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DESCRIPCION

Agonistas del receptor de GLP-1/glucagén de accién prolongada

CAMPO DE LA INVENCION

Se describen la oxintomodulina pegilada y pegilada inversa incluyendo composiciones farmacéuticas que
comprenden las mismas y usos médicos de las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Proteinas y péptidos especialmente cortos son susceptibles a la desnaturalizacién o degradacion enzimatica
en la sangre, higado o rifién. Por consiguients, las proteinas tienen tipicamente cortas semividas circulatorias
de varias horas. Debido a su baja estabilidad, los farmacos peptidicos se administran generalmente en una
frecuencia sostenida con el fin de mantener una concentracion en plasma efectiva del péptido active. Por otra
parte, puesto gue los farmacos peptidicos se administran habitualmente por infusién, la inyeccién frecuente de
farmacos peptidicos provocan un malestar considerable a un sujeto. Por lo tanto, hay una necesidad de
tecnologias que prolonguen las semividas de las proteinas v los péptidos terapéuticos al tiempo gue se
mantenga una alta eficacia farmacolégica de los mismos. Farmacos peptidicos deseados de este tipo también
deben cumplir los requisitos de una estabilidad en suero potenciada, alta actividad y una baja probabilidad para
inducir una respuesta inmune no deseada cuando se inyectan en un sujeto.

La farmacocinética desfavorable, tal como una semivida en suero corta, puede prevenir el desarrollo
farmacéutico de muchos candidatos de farmacos prometedores de otro modo. La semivida en suero es una
caracteristica empirica de una molécula, y se dehe determinar experimentalmente para cada nuevo farmaco
potencial. Por ejemplo, con farmacos proteinicos de bajo peso molecular, los mecanismos de depuracion
fisioldgicos tal como la filtracidn renal pueden hacer inviable el mantenimiento de los niveles terapéuticos de
un farmaco debido al costo ¢ la frecuencia del régimen de dosificacion requerido.

El tracto gastrointestinal es el responsable de sintetizar y liberar muchas hormonas peptidicas que regulan la
conducta alimentaria, incluyendo la proteina pancredtica (PP), péptido similar al giucagdn 1 (GLP-1), péptido
YY (PYY) y Oxintomodulina (OXM). La OXM surge de un procesamiento post-transicional especifico de tejido
de proglucagon en el intestino y el SNC. Contiene 37 aminoacidos, incluyendo la secuencia de glucagon
completa con una extensién de octapéptido basica C-terminal que ha demostrado que contribuye a las
propiedades de OXM tanto in vitro como in vivo, pero no fue suficiente por si sola para los efectos del péptido.
En respuesta a la ingestién de alimentos, la OXM se secreta por las células L intestinales en el torrents
sanguineo proporcionalmente al contenido caldrico de la comida.

La OXM potencia la depuracién de la glucosa a través de la estimulacion de la secrecién de insulina después
de la administracién tanto oral como intraperitoneal. También regula el control de la ingesta de alimentos. La
inyeccion intracerebroventricular ({CV) e intranuclear de OXM en los nlcleos paraventricular y arqueado (ARC)
del hipotalamo inhibe la re-alimentacién en ratas en ayunas (Dakin et al 2001; Dakin et al 2004). Esta inhibicion
también se ha demostrado en ratas alimentadas libremente al comienzo de la fase de oscuridad. Por otra parte,
la administracion periférica de OXM de forma dependiente de la dosis inhibié la ingesta de alimentos tanto
inducida por el ayuno como por la fase de oscuridad (Dakin et al. 2004).

El documento US 2010/0144617 describe derivados de oxintomodulina que han sido mutados para
proporcionar una oxintomodulina estabilizada que no presenta actividad de agonista del receptor de glucagdn.

Un nuevo enfoque conceptual denominado pegilacién reversible se describié anteriormente (Publicacién PCT
N? WO 98/05361; Gershonov et al, 2000), para prolongar la semivida de ias proteinas y los péptidos. De
acuerdo con esta tecnologia, profarmacos se preparan derivatizando el farmaco con grupos funcionales que
son sensibles a las bases y eliminables bajo condiciones basicas suaves, tales como condiciones fisioldgicas.
La derivatizacién incluye una sustitucién de al menos un grupe amino, hidroxilo mercapto y/o carboxilo de la
molécula de farmaco con un enlazador tal como 9-fluoreniimetoxicarbonilo (Fmoc) v 2-sulfo-9-
flucrenilmetoxicarbonilo (FMS), al cual se une un grupo del resto de polietilenglicol {(PEG). El enlace entre el
resto de PEG y el farmaco no es directo, sinc mas bien ambos residuocs se enlazan a diferentes posiciones de
las estructuras de FMS o Fmoc de armazén que son altamente sensibles a las condiciones basicas. El
documentoc US 2006/0171920 describe métodos para la pegilacion reversible de insulina, un interferdn, un
agonista de PYY, una exendina, un péptido natriurético atrial, hormona del crecimiento humana, eritropoyetina,
TNF-a, calcitonina, hormona liberadora de gonadotropina, hirudina, glucagén y un fragmento de anticuerpo
monaclonal.

Hershkovitz et al. describen MOD-6030, un agonista dual de GLP-1/Glucagén de larga accion que mejora el
control glicémico e induce un efecto anti-obesidad prolongado en ratones obesos inducidos por la dieta con
una inyeccién potencial una vez a la semana en seres humanos (19 de abril de 2012, XP002734249,
https://www.gtcbio.com/preview/diabetes2012/abstracts.htm). Prolor Biotech describe un Oxintomodulina-
MOD-6030 PEGilado reversible de larga accién (XPO02734251,
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http://www.sec.gov/Archives/edgar/data/1268659/000114420412022748/v309878_ex99-1.htm).

La presente invencién se refiere a derivados de OXM en los cuales la semivida del péptido se prolonga
utilizando la tecnologia de pegilacion reversible.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un compuesto de la férmula (X)n-Y, en donde Y es un agonista dual del
receptor de GLP-1/Glucagdn que consiste en un péptido de oxintomodulina (OXM) gue tiene la secuencia de
aminoécido de SEQ 1D NO: 1 y que porta un grupo aming o hidroxilo libre, y en donde X es un radical de formula
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en donde
R1 es un resto polistilenglicol (PEG);
Rz es hidrégeno o es -SOsH en ia posicion 2 del anillo de fluoreno;
Ra y R4 son cada uno hidrégeno;
A es -OCO-, en donde el radical de férmula (i) esta enlazado a un grupo amino o hidroxilo del farmaco Y; v
n es un ntmero entero de al menos uno.
En una realizacién, el resto PEG es un PEG lineal.
En una realizacion, el resto PEG es un PEG ramificado.
£n una realizacion, el resto PEG es un PEG de 30 kDa, 40 kDa ¢ 60 kDa.

En una realizacién, el compuesto se prepara a partir de un MAL-Fmoc-NHS gue tiene la formula:

Precursor 7

en donde el compuesto se designa como (PEG-Fmoc-)n-OXM.

En una realizacion, Y esta enlazada al radical Fmoc a través de un grupo amino, que en una realizacion es el
extremo amino de fa oxintomodulina.

En una realizacién, el compuesto se prepara a partir de MAL-FMS-NHS que tiene la formula
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en donde dicho compuesio se designa como (PEG-FMS-in-OXM.

En una realizacién, Y estéd enlazado al radical FMS a través de un grupe amine que, en una realizacién, es el
extremo amino de la oxintomodulina.

En una realizacién, el PEG esta enlazado al radical FMS o Fmoc a través de un grupo sulfhidrilo.

La presente invencidn proporciona también una composicién gue comprende un compuesto de la presents
invencion y un soporte farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona, ademas, un método para la preparaciéon de oxintomodulina que tiene una
semivida biologica extendida, que consiste en la etapa de conjugar oxintomodulina, un polimero de
polietilenglicol (polimero PEG) v 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-flucreniimetoxicarbonilo (FMS)
en una relacioén molar de 1:1:0,5 a 1:1:3,5 para formar un compuesto de la invencion.

La presente invencién proporciona un compuesto ¢ una composicién de la invencién para usc en inducir la
tolerancia a la glucosa y/o en mejorar el control glicémico, o para uso en reducir la ingesta de alimentos y/o
reducir el peso corporal en un sujeto que 1o necesite.

La presente invencion proporciona también un compuesto de la invencion para uso en tratar diabetes mellitus,
diabetes mellitus asociada con la obesidad, obesidad, un trastorno de la alimentacion o un trastorno metabdlico
en un sujeto.

La presente invencion proporciona también un compuesto o una composicion de la invencién para uso como
un medicamento.

En una realizacién, Rz es -SCsH en la posicicn 2 del anillo de fluoreno, y el resto PEG es un PEG de 40 kDa.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada, ejemplos y figuras. Se debe entender, sin embargo, que la descripcién detallada v los ejemplos
especificos, si bien indican realizaciones preferidas de la invencion se dan a modo de ilustracién solamente,
puesto gue diversos cambios y modificaciones dentro del espiritu y alcance de las reivindicaciones resultaran
evidentes para los expertos en la técnica a partir de esta descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJQS

La Figura 1 es una gréfica que muestra el perfil farmacocinético de OXM, PEGie-Fmoc-OXM y PEGzo-
Fmoc-OXM en ratas macho. Las ratas recibieron una inyeccién dnica de bolo SC de OXM nativa (62
nmol/kg), PEGio-Fmoc-OXM {gue contiene 278 pg/kg de péptido OXM) ¢ PEGz-Fmoc-OXM {gque contiens
62 nmol/kg de péptido OXM) en 0,5 ml de tampdn PBS. Las muestras de suero se recogieron de la vena
yugular en los momentos especificados v la concentracién de OXM se analizo utilizando el kit de Elisa de
OXM (Bachem, Suiza).

La Figura 2 son graficas que muestran el perfil farmacocinético de OXM y PEGase-Fmoc-OXM en ratas
macho. Las ratas recibieron una inyeccién Unica de bolo IV (A} 0 SC (B) de OXM nativa (62 nmol/kg} o
PEGas-Fmoc-OXM (gue contiene 62 nmollkg de péptido OXM por peso corporal) en 0.5 ml de tampon PBS.
Las muestras de suero se recogieron de la vena yugular en los momentos especificados v [a concentracién
de OXM se analiz6 utilizando el kit de Elisa de OXM (Bachem, Suiza). La insercion de superposicién resalta
el perfil de OXM el cual es evidente en las primeras dos horas después de la administracion.

La Figura 3 es una grafica que muestra la actividad in vitro de OXM nativa, PEGao-Fmoc-OXM y PEGao-
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EMCS-OXM. Células CHO-K1 que schre-expresan el receptor de GLP-1 (Millipore HTS163C2) se
sembraron en 96 pocillos de media area blancas a una densidad de 200.000 células/mi y se incubaron
durante 24 horas a 37 °C. Las células se incubaron con concentraciones crecientes de OXM (ALMAC),
PEG40-EMCS-OXM vy PEG40-Fmoc-OXM con o sin suerc de rata al 1 % {Bio reclamation). Las
concentraciones de cAMP en las células se cuantificaron por ensayo HTRF (Cishic 62AM4PEBR) vy &l
parametro de CES0 se analizé por el software PRISM.

La Figura 4 son gréficas que muestran la induccion de Ia tolerancia a 1a glucosa en ratones con OXM nativa
y PEGuo-Fmoc-OXM v PEGas-EMCS-OXM como se mide por la prueba de tolerancia a la glucosa P
(IPGTT). Ratones CB7BL/6 se mantuvieron en ayunas durante la noche y luego se les inyectaron 1P PBS
(vehiculo), PEGe0o-Osu como control (546 nmol/kg), OXM nativa (333 nmol/kg), PEGao-Fmoc-OXM (202
nmol/kg de contenido de péptido) y PEG4-EMCS-OXM (333 nmol/kg). La glucosa (1,5 g/kg) se administrd
IP ya sea 15 min después de la administracion del articulo de ensaye {vehiculo, OXM y PEGa0-Osu} 0 120
min después de la administracion de PEGao-Fmoc-OXM. Los niveles de glucosa en sangre se midieron por
muestreo en la vena de la cola antes de la administracioén de glucosa y 10, 20, 30, 60 y 120 min después
de la administracion de glucosa utilizando un glucometro portatil. La grafica (A) proporciona el perfil de
glucosa en sangre y la grafica (B) muestra el AUC de la glucosa.

La Figura 5 son graficas que muestran el efecto de la administracién SC de OXM (b.1.d, siglas inglesas de
dos veces al dia) y PEG40-FMS-OXM (dias 1, 3, 5, 7) en el peso corporal (A) y la ingesta de alimentos
acumulada (B) en ratones C57BL/6J macho que presentan obesidad inducida por la dieta. Los datos son
medias ajustadas (n = 10). Los SEMs (siglas inglesas de error estandar de la media) se calcularon de los
residucs del modelo estadistico. A los ratones se les dosificd durante 7 dias, pariendo del Dia 1. Los datos
se analizaron por ANCQOVA con el peso corporal el Bia 1 como co-variable seguido por el test de Williams
(OXM en PBS) o test t muitiple (sibutramina y PEG40-FMS-OXM) frente a vehiculo apropiado. Las
diferencias significativas frente a vehiculo apropiado: *p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001. Los valores
porcentuales indican la diferencia del grupo de vehiculo apropiado el Dia 8 (es decir, después de 7 dias de
dosificacién).

La Figura 6 es una grafica gue muestra el efecto de la administracién SC de OXM (b.i.d) y OXM PEG40-
EMCS-OXM pegilada covalentemente unida (1000 nmolkg y 5000 nmol/kg los Dias 1, 4 y 7 u 8000 nmol/kg
los Dias 1y 7), PEG40-FMS-OXM (1000 nmol/kg v 5000 nmol/kg los Dias 1, 4 y 7 u 8000 nmol/kg los Dias
1y 7y y PEG30-FMS-OXM (5000 nmol/kg los Dias 1, 4 y 7) en el peso corporal (A} y la ingesta de alimentos
(B) en ratones C57BL/6J machos que presentan obesidad inducida por la dieta. Los datos son medias
ajustadas (n = 10). Los SEMs se calculan de los residuos del modelo estadistico. Los ratones fueron
dosificados durante 7 dias comenzando el Dia 1.

La Figura 7 muestra los efectos de la administracién de OXM PEGilada reversible en el peso corporal en
Ratones con Obesidad inducida por la Dieta (DIO, por sus siglas en ingiés). Durante la primera semana del
alojamiento Unico (periodo de manipulacién), los animales comenzaron un protocolo de manipulacién una
vez al dia y durante la segunda semana (periodo de referencia)}, se les dosificd el vehiculo apropiado b.i.d.
o unavez a la semana, va que se les dosificé durante el pericdo de tratamiento) por una via subcutanea. 7
grupos (n = 8) de ratones DIO fueron dosificados durante 29 dias como sigue: A. PEG40-SH (662 mg/kg),
B. PEG40-EMCS-0OXM (6.000 nmol/kg), C. PEG30-EMCS-OXM (6.000 nmol/kg), D. PEG40-FMS-OXM
(6.000 nmol/kg), E. PEG30-FMS-OXM (6.000 nmol/kg), F. Vehiculo (PBS), y G. OXM (6.000 nmol/kg; PBS).
Durante el pericdo inicial y el periodo de tratamiento se registraron diariamente la ingesta de alimentos, la
ingesta de agua vy el peso corporal. La administracion semanal de PEG40-FMS-OXM o PEG30-FMS-OXM
redujo significativamente el peso corporal en ratones con Obesidad inducida por la Dieta (DIO).

La Figura 8 muestra los efectos agudos de la administracion de OXM PEGilada reversible en la tolerancia
a la glucosa en ratones con Obesidad Inducida por la Dieta (DIO). El dia 1 después del inicio de la
administracion de farmaco o vehiculo, todos los ratones se mantuvieron en ayunas durante la noche. El dia
2, los ratones se sometieron a una prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT, por sus siglas en inglés).
Cada uno de los animales fue dosificado con vehiculo o compuesto de ensayo y 60 minutos mas tarde se
dosificaron con D-glucosa (2 g/kg p.o.). Muestras de sangre iniciales se tomaron inmediatamente antes de
la dosificacion con vehiculo o compuesto de ensayo (B1) e inmediatamente antes de la carga de glucosa
(B2). Las muestras de sangre adicicnales se tomaron 10, 20, 30, 45, 60 y 120 minutos después de la
administracion de glucosa. Todas las muestras de sangre (aproximadamente 20 i) se tomaron de la vena
de la cola. Lags muestras de plasma se prepararon y sometieron a ensayo en cuanto alaglucosa(n=2) e
insulina (n = 1) utilizando el reactivo de glucosa Thermoelectron Infinity (TR15421) y ELISA de insulina de
ratén ultrasensible Alpco (80-INSMSU-E10), respectivamente.

La Figura 9 muesira los efectos de [a administracion de OXM PEGilada reversible en giucosa terminal,
glicercl, colesterol e insulina en ratones con Obesidad Inducida por la Dieta (D1O). Se recogieron muestiras
de plasma terminal (24 horas después de la dosis final del compuesto de ensayo ¢ de control el Dia 29} por
puncion cardiaca y se sometieron a ensayo en cuanto a insulina, glucosa y colesterol utilizande ELISA de
insulina de ratén ultrasensible (80-INSMSU-E10}, reactivo de glucosa Thermoelectron Infinity (TR15421) y
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reactivo de colesterc! Thermoelectron Infinity (TR13421).

La Figura 10 muestra los efectos de la administracion de OXM PEGilada reversible en el andlisis de la
composicién de cuerpo terminal de la grasa, agua, proteinas y cenizas (hueso) en Ratones con Obesidad
Inducida por la Dieta (DIO). Los niveles de la grasa corporal (A), agua (B), proteinas (C) v cenizas (D) de
las cadaveres de ratones DIO se determinaron utilizando técnicas de analisis quimico estandares. Los
grupos de tratamiento fueron como sigue: A. PEG40-SH (862 mg/kg), B. PEG40-EMCS-OXM (6.000
nmolkg), C. PEG30-EMCS-OXM (8.000 nmol/kg), D. PEG40-FMS-OXM (6.000 nmol/kg), E. PEG30-FMS-
OXM (6.000 nmol/kg}, F. Vehiculo (PBS) y G. OXM (6.000 nmol/kg; PBS).

La Figura 11 muestra que la administracién de variantes de PEG-OXM PEG40-EMCS-OXM, PEG30-
EMCS-OXM, PEG40-FMS-OXM, PEG30-FMS-OXM produjo reducciones acusadas y significativas en la
glucosa en ayunas e insulina en plasma en ayunas en comparacion con los controles.

La Figura 12 muestra que la administracion de variantes de PEG-OXM PEG30-FMS-OXM, PEG40-FMS-
OXMy PEGB0-FMS-OXM produjo reducciones acusadas v significativas en la glucosa en ayunas e insulina
en plasma en ayunas en comparacion con los controles.

La Figura 13 muestra que la administracion de variantes de PEG-OXM PEG5-FMS-OXM, PEG30-FMS-
OXM, PEG40-FMS-OXM y PEGB0-FMS-OXM produjo reducciones acusadas y significativas en el peso
corporal en comparacién con los controles.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un compuesto de férmula (X)n-Y, en donde Y es agonista dual del receptor
de GLP-1/Glucagdn que consiste en un péptido de oxintemodulina (OXM) gue tiene la secuencia de aminoédcido
de SEQ ID NO: 1 vy que porta un grupo amino o hidroxilo libre, v en donde X es un radical de formula (i), en
donde Ri es un resto de polietilenglicol (PEG); Rz es hidrégeno o es -SOsH en la posicidén 2 del anillo de
fluoreno; Rs y R4 son cada uno hidrdgeno; A es -OCO-, en donde el radical de férmula (i) esta enlazado a un
grupo amino o hidroxilo del fAarmaco Y; y n es un niimero entero de al menos uno.

En una realizacion, el agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accidén prolongada consiste en
oxintomodulina, polimerc de polietilenglicol (polimero de PEG) y 9-flucreniimetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS). En otra realizacién, la composicion consiste en oxintomodulina, polimero de
polietilenglicol {polimero de PEG) y 9-fluoreniimetoxicarboniic (Fmoc) o 2-sulfo-8-fluoreniimetoxicarbonilo
(FMS) y un soporte farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, la expresién “agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén” y el término “agonista” se
utilizan indistintamente en la presente.

En una realizacion, el término “funcional” se refiere a la capacidad del agonista u OXM proporcionado en la
presente de tener actividad biolégica, que incluye pero no se limita a, reduccién de peso, aumento de
sensibilidad a la insuling, etc., como se proporciona adicionalmente en la presente.

En otra realizacién, un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accidon prolongada es una
oxintomodulina pegilada. En otra realizacién, un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accion
prolongada es una oxintomodulina pegilada invertida. En otra realizacién, una oxintomodulina de accién
prolongada es una oxintornodulina pegilada. En otra realizacién, una oxintomodulina de accidén prolongada es
una oxintomodulina pegilada invertida. En otra realizacién, las expresiones “oxintomodulina de accién
prolongada”, “oxintomodulina pegilada invertida®, "OXM PEGilada reversible” y “una composicion que
comprende © que consiste en oxintomodulina, polimero de polietilenglicol (polimerc de PEG) y 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-flucrenilmetoxicarbonilo (FMS)” se utilizan indistintamente. En otra
realizacion, una oxintomodulina de accion prolongada es OXM enlazada a PEG a través de Fmoc o FMS.

En otra realizacién, el agonista comprende un polimero de PEG conjugado con el extremo amino de un péptido
de oxintomodulina a través de Fmoc ¢ FMS. En otra realizacién, una oxintomodulina de accién prolongada de
la invencién comprende un polimero de PEG conjugado con el extremo amino de un péptido oxintomoedulina a
través de Fmoc o FMS.

En otra realizacién, una oxintomodulina de accion prolongada es una composicidon que comprende © que
consiste en oxintomodulina, polimerc de polietilenglicol (polimero de PEG) y 9-fluoreniimetoxicarbonilo (Fmoc)
o 2-sulfo-S-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacidon molar de 1:0,2-10:0,2-10. En otra realizacién, una
oxintomodulina de accién prolongada es una composicion que comprende o que consiste en oxintomodulina,
polimero de polietilenglicol {(polimero de PEG) y 9-flucreniimetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacién meolar de 1:0,5-2:0,5-2. En otra realizacién, una oxintomodulina
de accitn prolongada es una composicion gue comprende o que consiste en oxintomodulina, polimero de
polietilenglicol {polimero de PEG) y 9-fluorenilmetoxicarboniio (Fmoc} o 2-sulfo-9-fluoreniimetoxicarbonilo
(FMS) en una relacion molar de 1:1:1. En otra realizacién, una oxintomodulina de accién prolongada incluye un
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polimerc de PEG conjugado con el extremo amino de oxintomodulina a través de Fmoc o FMS.

En una realizacion, el agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn de accion prolongada esta enlazado a
PEG a través de un enlazador reversible tal como Fmoc o FMS. En otra realizacién, la oxintomodulina de accién
prolongada esta enlazada a PEG a fravés de un enlazador reversible tal como Fmoc y FMS. En otra realizacion,
Fmoc vy FMS son sensibles a las bases y son eliminables bajo condiciones fisioldgicas. En otra realizacion, un
enlazador reversible es un enlazador que es sensible a las bases y es eliminable bajo condiciones fisicidgicas.
En otra realizacién, un enlazador reversible es un enlazador que es sensible a las bases y es eliminable bajo
condiciones fisiolégicas en la sangre, el plasma o la linfa. En otra realizacién, un enlazador reversible es un
enlazador que es sensible a las bases y es eliminable bajo condiciones fisiolégicas en un fiuido corporal. En
otra realizacién, un enlazador reversible es un enlazador que es eliminable en un fluido corporal que tiene un
pH béasico. En otra realizacion, un enlazador que es sensible a las bases se escinde tras la exposicion a un
entorno basico, liberando asi la OXM del enlazador y PEG.

En ofra realizacion, una oxintomodulina pegilada inversa s una composicién en donde la OXM esta enlazada
a PEG a través de un enlazador reversible. En otra realizacion, una oxintomodulina pegilada inversa libera la
OXM libre tras la exposicién a un entorno basico. En otra realizacién, una oxintomodulina pegilada inversa
libera la OXM libre tras la exposicién a la sangre o plasma. En otra realizacién, una oxintomodulina de accion
prolongada comprende PEG y oxintomedulina que no estan enlazados directamente entre si, como en los
procedimientos de pegilacién estandares, sino mas bien ambos residuos estan enlazados a diferentes
posiciones de Fmoc o FMS que son altamente sensibles a las bases y son eliminables bajo condiciones
fisiclogicas regulares. En otra realizacién, condiciones fisiologicas regulares incluyen un entorno fisiclégico tal
como la sangre o plasma.

En otra realizacion, las estructuras vy los procedimientos para producir Fmoc y FMS se describen en la Patente
de Estados Unidos N2 7585837.

En otra realizacién, la pegilacion inversa hace que la OXM sea una OXM de accién prolongada. En ofra
realizacién, la oxintomoduiina de accién prolongada es una oxintomodulina con una semivida bioldgica
prolongada.

En una realizacién, la pegilacion inversa proporciona proteccion contra la degradacién de un agonista dual del
receptor de GLP-1/Glucagén. En otra realizacién, la pegilacidén inversa proporciona proteccion contra la
degradacién de OXM. En otra realizacién, la pegilacién inversa afecta a la Cmax de OXM para reducir los efectos
secundarios dafiinos. En otra realizacién, la pegilacién inversa extiende la Tmax de OXM. En otra realizacién, la
pegilacion inversa extiende la semivida circulatoria de OXM. En otra realizacidn, la OXM pegilada inversa tiene
biodisponibilidad mejorada en comparacion con la OXM no modificada. En otra realizacion, la OXM pegilada
inversa tiene actividad biologica mejorada en comparacidn con la OXM no modificada. En algunas
realizaciones, la pegilacién inversa mejora la potencia de la OXM.

En otras realizaciones, una OXM pegilada inversa es al menos equivalente a la OXM no modificada, en
términos de medidas bioquimicas. En otras realizaciones, una OXM pegilada inversa es al menos equivalente
a la OXM no moedificada, en términogs de las medidas farmacolégicas. En otras realizaciones, una OXM pegilada
inversa es al menos equivalente a la OXM no modificada, en términos de capacidad de unién (Kd). En otras
realizaciones, una OXM pegilada inversa es al menos equivalente a la OXM no modificada, en términos de
absorcion a través del sistema digestive. En otras realizaciones, una OXM pegilada inversa es mas estable
durante la absorcidn a través del sistema digestive que la OXM no modificada.

En ofra realizacién, un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado inverso presenta un area de
sangre bajo los niveles de curva (AUC) mejorada en comparacion con el agonista libre. En otra realfizacién, una
OXM pegilada inversa presenta un area de sangre bajo los niveles de curva (AUC) mejorada en comparacion
con la OXM libre. En otra realizacién, una OXM pegilada inversa presenta actividad biclogica v un area de
sangre bajo los niveles de curva (AUC) mejoradas en comparacién con la OXM libre. En otra realizacién, un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado inverso presenta un tiempo de retencién de la sangre
(ti2) mejorado en comparacién con la OXM libre. En otra realizacion, una OXM pegilada inversa presenta un
tiempo de retencién de la sangre (ti2) mejorado en comparacion con la OXM libre. En otra realizacion, una
OXM pegilada inversa presenta actividad biologica y un tiempo de retencion de la sangre {fy2) mejorados en
comparacién con la OXM libre. En otra realizacién, una OXM pegilada inversa presenta niveles de Cmax en la
sangre mejorados en comparacion con la OXM libre, reduciendo con ello los efectos secundarios
potenciaimente dafiinos. En otra realizacién, una OXM pegilada inversa presenta actividad bioldgica mejorada
en comparacién con la OXM libre. En otra realizacién, los compuestos son (tiles para mejorar el AUC, 1a Crax,
el ti2, la actividad bioldgica de OXM, o cualguier combinacion de los mismos. Por lo tanto, en una realizacion,
los compuestos son Gtiles para mejorar el area bajo la curva (AUC) de oxintomodulina.

La actividad agonista de GLP-1 o glucagdn de cualquier péptido andloge del glucagén dado se puede
cuantificar determinando un valor de CEso para ese péptido en un ensayo seleccionado para la actividad de
GLP-1 ¢ glucagén. Como el experto en la técnica estard consciente, el valor de CEse es una medida de la
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concentracion a la cual se logra la mitad de ésta actividad maxima del compuesto en el ensayo particular. En
esta memoria descriptiva, al valor de CEsg en un ensayo para la actividad agonista de GLP-1 o glucagén se le
aludirg como CEso]GLP-1] vy CEso[Glu], respectivamente. En los casos en los que se comparan valores de CEsp
de diferentes compuestos, se entenderd que estos describen la actividad de los compuestos relevantes en el
mismo ensayo bajo condiciones de otro modo idénticas.

La relacion de CEso[Glul/CEsefGLP-1] para el péptido analogo del glucagon puede ser mayor que la relacion
de CEso[Gluy/CEs]GLP-1] para el glucagén. Esto se pueds interpretar en el sentido de que el péptido analogo
del glucagdn tiene una mayor selectividad para el receptor de GLP-1 gue el glucagdén.

En otra realizacién, la mejora del AUC, la Cmax, el ti2, la actividad bioldgica de OXM, o cualquier combinacion
de los mismos conjugando un polimero de polietilenglicol (polimerc de PEG) con el extremo amino de OXM
libre a través de 9-fluorenilimetoxicarbonile (Fmoc) o 2-sulfo-9-flugrenilmetoxicarbonilo (FMS) permite la
reduccién de la frecuencia de dosificacién de OXM. En otra realizacion, conjugar un polimero de polietitenglicol
(polimerc de PEG) con el extremo amino o residuos de lisina de OXM a través de 9-fluoreniimetoxicarbonilo
{Fmoc) o 2-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) permite una reduccion de la frecuencia de dosificacion de
OXM. En otra realizacién, la pegilacién inversa de OXM es ventajosa al permitir gue se utilicen dosificaciones
hajas.

SEQ iD NO: 1 tiene la siguiente secuencia de aminoacidos (AA):
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVOQWLMNTKRNRNNIA (SEQ ID NO: 1).

En otra realizacion, la OXM es OXM humana. En otra realizacion, a la OXM también se la alude como glucagdn-
37 o enteroglucagdn bioactivo. En otra realizacién, la OXM es un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén.

En una realizacién, el agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn se puede modificar guimicamente. En
otra realizacion, la OXM se puede meodificar guimicamente. En particular, se pueden modificar las cadenas
laterales de amincécidos, el extremo amino y/o el extremo acido carboxi de OXM. Por ejemplo, la OXM puede
someterse a una o mas de alquilacion, formacién de disulfuro, complejacién de metal, acilacién, esterificacion,
amidacian, nitracion, tratamiento con acido, tratamiento con base, oxidacién o reduccion. Métodos para realizar
estos procedimientos son bien conocidos en la técnica. En particular, la OXM se proporciona como un éster de
alguilo inferior, una amida de alquilo infericr, una amida de dialquile inferior, una sal por adicién de acidos, una
sal carboxilato o una sal por adicion de dlcalis de los mismos. En particular, los extremos amino o carboxilico
de la OXM se pueden derivar, por ejemplo, por esterificacién, amidacion, acliacion, oxidacion o reduccién. En
particutar, el extremo carboxilico de la OXM se puede derivar para formar un resto amida.

En una realizacién, el agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién prolongada de la invencion
mantiene la actividad biolégica del agonista no modificado. En otra realizacion, la OXM de la invencion mantiene
la actividad biclégica de la OXM no modificada. En una realizacion, la OXM de accidén prolongada de la
invencién mantiene la actividad biologica de OXM no modificada. En otra realizacion, la OXM de accién
proiongada de la invencién comprende la actividad biolégica de OXM. En otra realizacion, la actividad bioldgica
de una OXM de accidn prolongada de la invencién comprende la reduccién de las secreciones digestivas. En
otra realizacién, la actividad bioldgica de una OXM de accién prolongada de la invencién comprende la
reduccién y el retraso del vaciado gastrico. En otra realizacion, la actividad biolégica de una OXM de accion
prolongada de la invencion comprende la inhibicién del patrén de motilidad de la alimentacion en el intestino
delgado. En otra realfizacion, la actividad biologica de una OXM de accién prolongada de la invencién
comprende la inhibicidn de la secrecién de acido estimulada por pentagastrina. En otfra realizacion, la actividad
hiolégica de una OXM de accién prolongada de la invencidn comprende un aumento de la liberacion de
somatostatina gastrica. En otra realizacion, la actividad biclégica de una OXM de accién prolongada de la
invencién comprende 1a potenciacion de los efectos del péptido YY. En otra realizacién, la actividad bioldgica
de una OXM de accién prolongada de la invencién comprende la inhibicion de la liberacién de grelina. En otra
realizacién, la actividad biclégica de una OXM de accidn prolongada de la invencién comprende la
sobrerregulacion de adiponectina. En otra realizacion, la actividad biolégica de una OXM de acciéon prolongada
de la invencién comprende la reduccidn de los acidos grasos libres. En otra realizacién, la actividad biolégica
de una OXM de accién prolongada de la invencién comprende la reduccion de los triglicéridos. En otra
realizacién, la actividad biolégica de una OXM de accién prolongada de la invencién comprende la reduccion
del colesterol. En otra realizacion, la actividad biologica de una OXM de accién prolongada de la invencidn
comprende la estimulacién de la acumulacidn de aminopirina y fa produccién de cAMP. En otra realizacion, la
actividad biologica de una OXM de accion prolongada de la invencién comprende la unidn del receptor de GLP-
1 0 el receptor de glucagdn. En otra realizacidn, la actividad biolégica de una OXM de accién prolongada de la
invencién comprende la estimulacion de la produccion de H+ activando la adenilato ciclasa. En otra realizacion,
la actividad biclégica de una OXM de accién prolongada de la invencién comprende la inhibicion de la secrecion
de &cido gastrico estimulada por histamina. En otra realizacion, la actividad bioldgica de una OXM de accién
prolongada de la invencion comprende ia inhibicion de la ingesta de alimentos. En otra realizacion, la actividad
biolégica de una OXM de accién prolongada de la invencion comprende la estimulacién de la liberacion de
insulina. En otra realizacion, la actividad biolégica de una OXM de accion prolongada de la invencién
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comprende la inhibicion de la secrecidn pancreatica exocrina. En ofra realizacién, la actividad biologica de una
OXM de accidon prolongada de fa invencidén comprende el aumento de la sensibilidad a la insulina. En otra
realizacién, la actividad biolégica de una OXM de accién prolongada de la invencién comprende la reduccién
de los niveles de glucosa.

En una realizacion, la expresidon “reduccion de la concentracidon de” se refiere a una reduccién de
aproximadamente 1 — 10 % con relacién a una concentracion original, tipo salvaje, normal o de control. En otra
realizacién, la reduccion es de aproximadamente 11-20 %. En otra realizacién, la reduccién es de
aproximadamente 21-30 %. En otra realizacién, la reduccién es de aproximadamente 31-40 %. En otra
realizacién, la reduccidon es de aproximadamente 41-50 %. En otra realizacion, la reduccién es de
aproximadamente 51-60 %. En otra realizacion, la reduccion es de aproximadamente 61-70 %. En otra
realizacién, la reduccién es de aproximadamente 71-80 %. En otra realizacion, la reduccién es de
aproximadamente 81-80 %. En otra realizacién, la reduccién es de aproximadamente 91-95 %. En otra
realizacion, la reduccién es de aproximadamente 86-100 %.

En una realizacién, la expresién “aumento de la concentracién de” o el término “prolengacion” se refiere a un
aumento de aproximadamente 1-10 % con relacién a una congentracién original, tipo salvaje, normal o de
control. En ofra realizacién, el aumento es de aproximadamente 11-20 %. En ofra realizacién, e aumento es
de aproximadamente 21-30 %. En otra realizacién, el aumentc es de aproximadamenie 31-40 %. En otra
realizacién, el aumento es de aproximadamente 41-50 %. En otra realizacién, el aumento es de
aproximadamente 51-60 %. En otra realizacién, el aumento es de aproximadamente 61-70 %. En otra
realizacién, el aumento es de aproximadamente 71-80 %. En otra realizacién, el aumentc es de
aproximadamente 81-90 %. En otra realizacién, el aumento es de aproximadamente 91-95 %. En otra
realizacién, el aumento es de aproximadamente 96-100 %.

La presente invencidn proporciona, ademas, el compuesto o una composicién farmacéutica del mismo para
uso para inducir la folerancia a la glucosa, mejorar el control glucémico, o ambos en un sujeto en necesidad
del mismo.

La presente invencién proporciona, ademas, un método para prolongar la semivida bicldgica de
oxintomodulina, que consiste en la etapa de conjugar oxintomodulina, un polimero de polietilenglicol (polimero
de PEG) vy S-fluoreniimetoxicarbonilo (Fmaoc) o 2-sulfo-8-flucrenilmetoxicarboniio (FMS) en una relacién molar
de aproximadamente 1:1:0,5 a aproximadamente 1:1:3,5 para formar un compuesto de la invencién.

La presente invencidn proporciona un compuesto 0 una composicion farmacéutica de la invencién para uso
como un medicamento.

La presente invencion proporciona, ademas, el compuesto ¢ la composicion farmacéutica de la invencién para
uso para reducir la ingesta de alimentos, reducir el peso corporal, o ambos en un sujeto. En otra realizacion, el
sujeto esta afectado por la diabetes. En otra realizacion, el sujeto tiene sobrepeso. En otra realizacion, el sujeto
esta afectado por la obesidad.

En una realizacién, los compuestos de PEG-OXM proporcionados en la presente inducen una reduccion
significativa del nivel de glucosa sin aumentar el nivel de insulina. En otra realizacion, los compuestos de PEG-
OXM proporcionados en la presente reducen inesperadamente los niveles de glucosa junto con la reduccidn
de los niveles de insulina en ayunas después de la administracién de una dosis Unica de los compuestos de
PEG-OXM (véase el Ejemplo 7, en la presente). Por o tanto, en otra realizacion, el compuesto de la presente
invencién aumesnta la sensibilidad a la insulina en un sujeto. En otra realizacién, el agonista se conjuga con
dicho polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) a través de un enlazador. En otra realizacién, el enlazador
es un enlazador flexible. En ofra realizacion, el enlazador es un enlazador no escindible.

En otra realizacion, la actividad biclégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién
prolongada de la invencién comprende la inhibicién de la secrecion pancredtica a través de un mecanismo
indirecto de los nervios vagoes. En otra realizacion, la actividad biclégica de un agonista dual del receptor de
GLP-1/Glucagén de accion prolongada de la invencién comprende {a reduccidn del transporte hidromineral a
través del intestino delgado. En otra realizacion, la actividad biclégica de un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén de accién prolongada de la invencidn comprende la estimulacién de la captacion de glucosa. En
otra realizacién, la actividad bioldgica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accidn
prolongada de la invencion comprende el conirol/la estimulacion de la secrecién de somatostatina. En otra
realizacién, la actividad biclégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accidn prolongada
de la invencion comprende la reduccion tanto de la ingesta de alimentos como la ganancia de peso corporal.
En otra realizacitn, la actividad biclégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién
prolongada de la invencidn comprende la reduccion de la adiposidad. En otra realizacion, la actividad bioldgica
de un agonista dual de! receptor de GLP-1/Glucagdn de accién prolongada de la invencion comprende la
supresion del apetito. En ofra realizacion, la actividad bioldgica de un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén de accién prolongada de la invencién comprends la induccién de la ancrexia. En otra realizacién,
la actividad biolégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn de accién prolongada de la invencion
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comprende la reduccion del peso corporal en sujetos con sobrepeso vy obesos. En otra realizacion, la actividad
bioldgica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién prolongada de la invencién comprende
la induccidn de cambios en los niveles de las hormonas adiposas leptina vy adiponectina. En otra realizacién, la
actividad biolégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién prolongada de la invencion
comprende el aumento del gasto de energia ademas de la disminucién de la ingesta de energfa en sujetos con
sobrepeso y obesos. En otra realizacién, la actividad biolégica de un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén de accién prolongada de la invencion comprende la disminucion de los triglicéridos en plasma vy
cuerpos cetonicos aumentados.

En una realizacion, la actividad biocldgica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn de accion
prolongada de la invencion, después del tratamiento agudo, comprende la disminucion de los triglicéridos en
plasma y cuerpos ceténicos aumentados. En ofra realizacion, la actividad biologica de un agonista dual del
receptor de GLP-1/Glucagén de accién prolongada de la invencién, después del tratamiento agudo comprende
el aumento de la expresion de los genes gluconeogénicos Pck1, Pgeia, v Pdhal. En otra realizacion, la
actividad biolégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn de accién proiongada de la invencién,
después del tratamiento agudo, comprende la disminucién de agrupaciones hepaticas de acetil-CoA, el
principal producto de la descarboxilacion de piruvato, y malonil-CoA. En otra realizacion, la actividad biclogica
de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accion prolongada de la invencién, después del
tratamiento agudo, comprende la scbrerregulacion de los genes que inducen la oxidacion de acidos grascs
(FAQ, por sus siglas en inglés) en el higado, incluyendo Fgf27y Cptia. En ofra realizacion, la actividad biologica
de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accidn prolongada de la invencion, después del
tratamiento agudo, comprende la regulacion negativa de genes lipogénicos tales como ChREBFP. En otra
realizacion, la actividad bicldgica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién prolongada
de la invencion, después del tratamiento agudo, comprende la sobrerregulacion del gen Ldir.

En una realizacion, la actividad biolégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn de accion
prolongada de la invencién, después del tratamiento crénico, comprende la disminucion de los niveles de
leptina. En otra realizacion, la actividad biolégica de un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accion
prolongada de la invencién, después del tratamiento crénico comprende el aumento de los niveles de b-
hidroxibutirato.

En ofra realizacion, un polimero de PEG estd fijlade al extremo amino o residuo de lisina de la oxintomodulina
a fravés de Fmoc o FMS. En otra realizacion, los términos “fijado” y “enlazado” se utilizan indistintamente. En
otra realizacién, el polimerc de PEG esta enlazado a la cadena lateral a-amino de OXM. En otra realizacion, el
polimero de PEG esté enlazado a la cadena lateral e-amino de OXM. En otra realizacion, el polimero de PEG
esta enlazado a una o mas cadenas laterales e-amino de OXM. En otra realizacidon, el polimero de PEG
comprende un resto sulfhidrilo.

En otra realizacion, el PEG es lineal. En ofra realizacion, el PEG esté ramificado. En ofra realizacién, el PEG
tiene un peso molecular en el intervalo de 200 a 200.000 Da. En otra realizacion, el PEG tiene un peso
molecular en el intervalo de 5.000 a 80.000 Da. En ctra realizacién, el PEG tiene un peso molecular en el
intervalo de 5.000 a 40.000 Da. En otra realizacion, el PEG tiene un peso molecular en el intervalo de 20.000
Da a 40.000 Da.

En otra realizacién, una OXM de accién prolongada se prepara utilizando agentes de PEGilacion, lo que
significa cualquier derivado de PEG el cual es capaz de reaccionar con un grupo funcional tal como NHz, OH,
SH, COOH, CHO, -N=C=0, -N=C=8, -8020i, -802CH=CHz, -PO2CI, -(CHz)xHal, presente en el anillo de
flucreno del resto Fmoc o FMS. En otra realizacién, el agente de PEGilacion se utiliza habitualmente en su
forma mono-metoxilada, en donde solo un grupo hidroxilo en un extremo de la molécula de PEG estd disponible
para la conjugacién. En oira realizacion, una forma bifuncional de PEG, en donde se pueden utilizar ambos
extremos estan disponibles para la conjugacion si, por ejemplo, se desea obtener un conjugado con dos
residuos de péptido o proteina fijados covalentemente a un resto PEG Gnico.

En otra realizacion, los PEGs ramificados estan representados como R{PEG-OH)m, en la cual R representa un
resto de nicleo central tal como pentaeritritol ¢ glicerol, y m representa el nimero de brazos de ramificacion.
El nimerc de brazos de ramificacion (m) puede variar de tres a cien o mas. En otra realizacién, los grupos
hidroxilo estan sujetos a modificacién quimica. En otra realizacién, las moléculas de PEG ramificado se
describen en las Patentes de EE.UU. N? 6.113.906, N® 5.919.455, N2 5.643.575 y N? 5.681.567.

En otra realizacién, el resto PEG que no se fija directamente a la OXM, como en el procedimiento de pegilacion
estandar, sino mas bien el resto PEG se fija a través de un enlazador tal como Fmoc o FMS. En otra realizacién,
el enlazador es altamente sensible a las bases y es eliminable bajo condiciones bésicas moderadas. En ofra
realizacion, la OXM conectada a PEG a través de Fmoc o FMS es equivalentemente activa a la OXM libre. En
otra realizacién, la OXM conectada a PEG a través de Fmoc 0 FMS es mas activa que la OXM libre. En otra
realizacién, la OXM conectada a PEG a través de Fmoc o FMS comprende diferente actividad que la OXM
libre. En otra realizacion, la OXM conectada a PEG a través de Fmoc o FMS, a diferencia de la OXM libre, tiene
actividad del sistema nervioso central. En otra realizacion, la OXM PEGilada reversible cruza la barrera hemato-
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encefalica y actia sobre el hipotalamo para ejercer las actividades biologicas proporcionadas en la presente.
En otra realizacién, la OXM conectada a PEG a través de Fmoc o FMS, a diferencia de la OXM libre, no puede
entrar en el cerebro a través de la barrera hemato-encefalica. En otra realizacion, la OXM conectada a PEG a
través de Fmoc o FMS comprende una semivida de circulacion prolongada en comparacién con la OXM libre.
En ofra realizacion, la OXM conectada a PEG a través de Fmoc ¢ FMS pierde su resto PEG junto con el resto
Fmoc o FMS, recuperando asi la OXM libre.

En otra realizacién, Rz, Rz y R4 son cada uno hidrogeno vy A es -OCO-, a saber, el radical 9-
fluoreniimeatoxicarbonilo {en lo que sigue "Fmoc”). En ofra realizacion, R es ~S0O3H en la posicidn 2 del anillo
de fluorene, R3 y R4 son cada uno hidrégeno y A es -OCO-, a saber el radical 2-sulfo-9-fluoreniimetoxicarbeonilo
{en lo que sigue "FMS").

En ofra realizacion, la pegilacién de OXM vy la preparacion de los conjugados de (PEG-Fmoc)in-OXM o (PEG-
FMSn-OXM incluye fijar MAL-FMS-NHS o MAL-Fmoc-NHS al componente amina de OXM, obteniendo asi un
conjugado de MAL-FMS-OXM o MAL-Fmoc-OXM, v luego sustituyendo PEG-SH con el resic maleimida,
produciendo el conjugado (PEG-FMS8)n-OXM o (PEG-Fmoc)n-OXM, respectivamente.

En otra realizacion, la pegilacidon de OXM incluye hacer reaccionar MAL-FMS-NHS o MAL-Fmoc-NHS con
PEG-8H, formando asi un conjugado de PEG-FMS-NHS o PEG-Fmoc-NHS, y luego haciéndolo reaccionar con
el componente amina de OXM, dando como resuitado el conjugado de (PEG-FMSIn-OXM o (PEG-Fmoc)n-
OXM deseado, respectivamente. En otra realizacion, la pegilacién de péptidos/proteinas tal como OXM se
describen en la Patente de Estados Unidos N 7585837. En otfra realizacidn, la pegilacién inversa de
péptidos/proteinas tal como OXM con Fmoc o FMS se describen en la Patente de Estados Unidos N° 7585837.

En otra realizacién, las frases "OXM de accién prolongada” v “OXM pegilada inversa” se utilizan indistintamente.
En otra realizacion, la OMX pegilada inversa se compone de PEG-FMS-OXMy PEG-Fmoc-OXM en la presente
identificada por las férmulas: (PEG-FMSIn-OXM o (PEG-Fmoc)n-OXM, en donde n es un ndmero entero de al
menos ung, y OXM estd enlazada al radical FMS o Fmoc a través de al menos un grupo amino.

En otra realizacion, sorprendentemente, la OXM de accidon prolongada descrita en la presente es tanto activa
en su forma pegilada como en su forma periférica. En otra realizacion, sorprendentemente, la construccion de
(PEG-FMSIn-OXM o (PEG-Fmocin-OXM no vuelve inactivo a este conjugado. En ofra realizacién, de manera
sorprendente, la construccion de {(PEG-FMS)n-OXM o (PEG-Fmoc)n-OXM no vuelve inactiva a la OXM.

Usos Terapéuticos

En otra realizacién, la presente invencién proporciona PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones
farmacéuticas que las comprenden para uso para la prevencién de la hipergiucemia, para mejorar el control
glucémico, para el tratamiento de la diabetes meliitus seleccionada dsl grupo que consiste de diabetes mellitus
no insulinodependiente (en una realizacion, diabetes Tipo 2), diabetes mellitus insulinodependiente (en una
realizacién, diabetes de Tipo 1), o diabetes mellitus gestacional, o cualguier combinacién de las mismas. En
otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden se
utilizan para el tratamiento de la diabetes Tipo 2. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy
composiciones farmacéuticas que las comprenden se utilizan para aumentar la sensibilidad a la insulina. En
otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v composiciones farmacéuticas que las comprenden se
utilizan para reducir la resistencia a la insulina.

En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden
se pueden utilizar para la supresién del apetito. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v
composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la induccion de la saciedad. En otra
realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy composiciones farmacéuticas que las comprenden se
pueden utilizar para la reduccion del peso corperal. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy
composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la reduccién de la grasa corporal.
En ofra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v composiciones farmacéuticas que las comprenden
se pueden utilizar para la reduccién del indice de masa corporal. En otra realizacion, PEG-Fmoc-OXMy PEG-
FMS-OXM vy composiciones farmacéuticas gue las comprenden se pueden utilizar para la reduccion del
consumo de alimentos. En otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas
gue las comprenden se pueden utilizar para el tratamiento de la obesidad. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM
y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para el tratamiento
de la diabetes mellitus asociada con ia obesidad. En otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y
composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para el aumente del ritmo cardiaco. En
otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy composiciones farmacéuticas que las comprenden se
puedan utilizar para el aumento de la tasa metabdlica basal (BMR, por sus siglas en inglés). En otra realizacién,
PEG-Fmoc-oxintomoedulina y PEG-FMS-oxintomodulina y composiciones farmacéuticas gue las comprenden
se pueden utilizar para el aumento del gasto de energia. En ofra realizacion, PEG-Fmoc-oxintomodulina y PEG-
FMS-oxintomodulina y composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la induccion
de tolerancia a la glucosa. En otra realizacién, PEG-Fmoc-oxintomodulina y PEG-FMS-oxintomodulina y
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composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la induccion del contro! glucémico.
En una realizacion, el control glucémico se refiere a los niveles de glucosa en sangre no altos y/o no fluctuantes
y/o niveles de hemoglobina glicosilada no altos y/o no fluctuantes.

En ofra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v composiciones farmacéuticas que las comprenden
se pueden utilizar para la inhibicién del aumento de peso. En ofra realizacion, PEG-Fmoc-OXM v PEG-FMS-
OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la reduccién de los niveles
de glucosa en sangre (Figuras 4A y 9). En cotra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones
farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la disminucion de la ingesta cal6rica. En otra
realizacién, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-CXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden se
pueden utilizar para la disminucién del apetito. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy
composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para el control del peso. En otra
realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden se
pueden utilizar para inducir o promover la pérdida de peso. En otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-
OXM vy composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para el mantenimienio de una
cualguiera 0 mas de un peso corporal deseado, un indice de masa corporal deseado, una apariencia deseada
y buena salud. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las
comprenden se pueden utilizar para el control de un perfil de lipidos. En oftra realizacion, PEG-Fmoc-OXM v
PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la reduccién de
los niveles de triglicéridos. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones
farmacéuticas que las comprenden se pueden utilizar para la reduccion de los niveles de glicerol (Figura 9D).

En ofra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v composiciones farmacéuticas que las comprenden
se pueden utilizar para la reduccion de los niveles de colesterol. En una realizacion, la reduccién de los niveles
de colesterol es mayor que la reduccion observada después de la administracién de OXM nativa (Figura 9C).
En una realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden
disminuyen los niveles de colesterol en un 60-70 %. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y
composiciones farmacéuticas que las comprenden disminuyen los niveles de colesterc! en un 50-100 %. En
otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmaceuticas que las comprenden
disminuyen los niveles de colesterol en un 25-90 %. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v
composiciones farmacéuticas que las comprenden disminuyen los niveles de colesterol en un 50-80 %. En otra
realizacién, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-OXM vy composiciones farmacéuticas que las comprenden
disminuyen los niveles de colesterol en un 40-90 %. En ofra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v
composiciones farmacéuticas que las comprenden se utilizan para aumentar los niveles de colesterol HDL.

En una realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas gue las comprenden
se pueden utilizar para los fines descritos en la presente sin una disminucién significativa de la efectividad
durante el transcurso de la administracion (Figuras 5A, 6A y 7). En una realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-
FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden siguen siendo efectivas durante 1 dia. En otra
realizacién, PEG-Fmoe-OXM v PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden siguen
siendo efectivas durante 2-6 dias. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones
farmacéuticas que las comprenden siguen siendo efectivas durante 1 semana. En otra realizacion, PEG-Fmoc-
OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden siguen siendo efectivas durante
2 sermanas. En ofra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las
comprenden siguen siendo efectivas durante 3 semanas. En otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-
OXM y composiciones farmacéuticas qgue las comprenden siguen siendo efectivas durante 4 semanas. En otra
realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM v composiciones farmacéuticas que las comprenden siguen
siendo efectivas durante 6 semanas. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones
farmacéuticas gue las comprenden siguen siendo efectivas durante 2 meses. En otra realizacion, PEG-Fmoc-
OXM y PEG-FMS-OXM vy composiciones farmacéuticas que las comprenden siguen siendo efectivas durante
4 meses. En otra realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las
comprenden siguen siendo efectivas durante 6 meses. En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM
y composiciones farmacéuticas que las comprenden siguen siendo efectivas durante 1 aio o mas.

En una realizacion, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden
se pueden utilizar para los propésitos descritos en la presente y pueden ser efectivas inmediatamente después
de la administracion de la primera dosis (Figura 8A). En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y
composiciones farmacéuticas que las comprenden son efectivas después de gue se hayan administrado dos o
mas dosis.

En otra realizacién, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que las comprenden
como se describe anteriormente se pueden aplicar a un sujeto humano afectado con una enfermedad o
afeccidon que se puede aliviar, inhibir, y/o tratar por OXM.

En una realizacién, la OXM de la presente invencién se puede utilizar en terapias que requieren gue la OXM
esté en una forma soluble. En otra realizacién, la OXM de la presente invencién incluye uno o mas aminoacidos
polares, incluyendo serina y treonina, que son capaces de aumentar la solubilidad de la proteina debido a su
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cadena lateral que contiene hidroxilo.

En una realizacion, la OXM de la presente invencion se sintetiza bioquimicamente tal como utilizando técnicas
en fase sélida estédndar. En otra realizacién, estos métodos bicguimicos incluyen la sintesis en fase sélida
exclusiva, sintesis en fase sdlida parcial, condensacion de fragmentos, ¢ sintesis en solucion clasica.

En una realizacion, los procedimientos de sintesis de OXM en fase sélida son bien conocidos por un experio
en la técnica y se describen, ademas, por John Morrow Stewart y Janis Dillaha Young, Solid Phase Protein
Syntheses (22 Ed., Pierce Chemical Company, 1984). En ctra realizacién, las proteinas sintéticas se purifican
por cromatografia liquida de alio rendimiento preparafiva [Creighton T. (1983) Proteins, structures and
molecular principles. WH Freeman and Co. N.Y.] y la composicién de las cuales se puede confirmar a través
de la secuenciacién de aminoacidos por métodos conocidos por un experto en la técnica.

En ofra realizacién, las técnicas de proteina recombinante se utilizan para generar la OXM de la presente
invencion. En algunas realizaciones, las técnicas de proteina recombinante se utilizan para la generacién de
grandes cantidades de la OXM. En otra realizacién, las técnicas recombinantes se describen por Bitter et al.,
(1987) Methods in Enzymol. 153:516-544, Studier et al. (1990} Methods in Enzymol. 185:60-89, Brisson et al.
(1984) Nature 310:511-514, Takamatsu et al. (1887) EMBO J. 6:307-311, Coruzziet al. (1984) EMBQO J. 3:1671-
1680 y Brogli et al., (1984), Science 224:838-843, Gurley et al. (1986) Mol. Cell. Bicl. 6:559-585 y Weissbach y
Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccion VI, p. 421-463.

En ofra realizacién, la OXM de la presente invencidn se sintetiza utilizando un polinucledtido que codifica OXM.
En algunas realizacicnes, el polinucledtido gue codifica OXM se liga en un vector de expresién, que comprende
un control de la transcripcién de una secuencia cis-reguladora (p. ej., secuencia promotora). En algunas
realizaciones, la secuencia cis-reguladora es adecuada para dirigir la expresion constitutiva de la OXM de la
presente invencion.

En una realizacion, la expresion “un polinucledtido” se refiere a una secuencia de acidos nucleicos de cadena
sencilla o doble la cual se aisla y proporciona en forma de una secuencia de ARN, una secuencia de
polinucledtidoc complementaria {ADNc), una secuencia de polinucledtide genémica y/o una secuencia de
polinucledtido compuesta {p. j., una combinacién de las anteriores).

En una realizacién, “secuencia de polinuclestido complementaria” se refiere a una secuencia, que resulta de la
transcripeidn inversa del ARN mensajero utilizando una transcriptasa inversa o cualquier otra ADN polimerasa
dependiente de ARN. En una realizacién, la secuencia se puede amplificar posteriormente in vivo ¢ in vitro
utilizando una ADN polimerasa.

En una realizacion, “secuencia de polinucledtido gendmica” se refiere a una secuencia derivada (aislada) de
un cromosoma y, por lo tanto, representa una porcidn contigua de un cromosoma.

En una realizacién, "secuencia de polinucledtido compuesta” se refiere a una secuencia que es al menos
parciaimente complementaria y al menos parcialmente genomica. En una realizacion, una secuencia
compuesta puede incluir algunas secuencias exonales requeridas para codificar el péptido de la presente
invencién, asi como algunas secuencias intrénicas interpuestas entre estas. En una realizacién, las secuencias
intrdnicas pueden ser de cualquier fuente, incluyendo de otros genes, v tipicamente incluirdn secuencias
sefiales de corte y empalme conservadas. En una realizacion, las secuencias intronicas incluyen elementos
reguladores de la expresién de accion cis.

En una realizacién, los polinucledtidos se preparan utilizando técnicas de PCR, o cualquier otro método o
procedimiento conocido por un experto en la técnica. En algunas realizaciones, el procedimiento implica el
ligamiento de dos secuencias de ADN diferentes (véase, por ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology”,
eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons, 1992).

Se puede utilizar una diversidad de células procariotas o eucariotas como sistemas de expresion de hudsped
para expresar la OXM de la presente invencidn. En otra realizacidn, estas incluyen microorganismos, tales
como bacterias transformadas con un vector de expresién de ADN de bacteridfago recombinante, de ADN de
plasmide o de ADN césmido que contiene la secuencia codificante de proteina; levadura transformada con
vectores de expresion de levadura recombinantes que contienen la secuencia codificante de proteina; sistemas
de células vegetales infectados con vectores de expresién de virus recombinante (p. €j., virus del mosaico de
la colifior, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion de plasmido
recombinantes, tal como el plasmido Ti, que contiene la secuencia codificante de proteina.

En una realizacion, se utilizan sistemas de expresién no bacterianos (p. ej., sistemas de expresién de
mamiferos tales como células CHO) para expresar la OXM de la presente invencion. En una realizacién, el
vector de expresion utilizado para expresar los polinucledtidos de la presente invencién en células de
mamiferos es el vector pCl-DHFR que comprende un promotor de CMV y un gen de resistencia a neomicina.

En otra realizacién, en los sistemas bacterianos, un cierto ndmero de vectores de expresion se puede

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 981 891 T3

seleccionar ventajosamente dependiendo del uso previsio para la proteina expresada. En una realizacion, se
desean grandes cantidades de OXM. En una realizacion, se desean vectores que dirigen la expresién de altos
niveles del producto proteico, posiblemente como una fusién con una secuencia sefial hidréfoba, que dirige el
producto expresado en el periplasma de la bacteria o el medio de cultive donde el producto proteico se purifica
faciimente. En una realizacién, clerta proteina de fusién se meodifica genéticamente con un sitio de escision
especifico para ayudar en la recuperacion de la proteina. En una realizacion, los vectores adapiables a una
manipulacién de este tipo incluyen la serie pET de vectores de expresion de E. coli [Studier et al., Methods in
Enzymol. 185:60-82 (1930)].

En una realizacién, se utilizan sistemas de expresion de levadura. En una realizacién, un cierto nimero de
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles se pueden utilizar en la levadura como se describe
en la Solicitud de Patente de EE.ULL. N® 5,932,447, En otra realizacion, se utilizan vectores que fomentan la
integracién de secuencias de ADN extrafio en el cromosoma de la levadura.

En una realizacion, el vector de expresidn puede incluir, ademas, secuencias de polinucledtidos adicionales
que permiten, por ejemplo, la traduccion de varias proteinas a partir de un ARNm Unico tal como un sitio de
entrada al ribosoma internc (IRES, por sus siglas en inglés) y secuencias para la integracion gendmica de la
proteina promotora-quimérica.

En una realizacion, los vectores de expresion de mamiferos incluyen pcDNA3, pcDNA3.1(+/-), pGL3,
pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/mycicyto, pCMVimyc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH286S, DHBE,
pNMT1, pNMT41, pNMT81, que estan disponibles de Invitrogen, pCl que esta disponibie de Promega, pMbac,
pPbac, pBK-RSV y pBK-CMV que estan disponibles de Stratagene, pTRES que estd disponible de Clontech, v
sus derivados.

En otra realizacion, los vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus eucariotas tales
comgo retrovirus se utilizan por la presente invencion. Vectores SV40 incluyen pSVT7 y pMT2. En otra
realizacién, los vectores derivados del virus del papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, y vectores derivados
del virus de Epstein Bar incluyen pHEBO, y p205. Otros vectores ejemplares incluyen pMSG, pAVO09/A*,
pMTO10/AY, pMAMneo-5, pDSVE de baculovirus, y cualguier otro vector que permite gue la expresion de
proteinas bajo la direccién del promotor temprano de SV-40, promotor tardio de SV-40, promotor de la
metalotioneina, promotor del virus del tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous,
promotor de polihedrina, u otros promotores, muestre efectividad para la expresion en células eucariotas.

En una realizacién, se utilizan vectores de expresién de plantas. En una realizacién, la expresién de la
secuencia codificante del agonista dual de! receptor de GLP-1/Glucagdn (tal como OXM} es impulsada por un
cierfo niimero de promotores. En ofra realizacion, se utilizan promotores virales tales como los promotores 355
ARN y 198 ARN de CaMV [Brisson et al., Nature 310:511-514 {1984)], o el promotor de cubierta proteica para
TMV [Takamatsu et al., EMBO J. 6:307-311 (1987)]. En otra realizacién, se utilizan promotores de plantas tales
como la subunidad peguefia de RUBISCO [Coruzzi et al., EMBO J. 3:1671-1680 (1984); v Brogli et al., Science
224:838-843 (1984)] o promotores de chogue térmico, p. ej., hspl17.5-E 0 hsp17.3-B de soya [Gurley et al., Mol.
Cell. Biol. 8:559-565 {1986}]. En una realizacion, construcciones se introducen en células vegetales utilizando
el plasmido Ti, el plasmido Ri, vectores virales de plantas, transformacién directa de ADN, microinyeccién,
electroporacion y otras técnicas bien conocidas por el experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Weisshach y
Weissbach [Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccién Vili, p. 421-463 (1988}]. Otros
sistemas de expresién tales como sistemas de células huésped de insectos y mamifero también se pueden
utilizar por la presente invencion.

Se apreciara que a diferencia del que contiene los elementos necesarios para la transcripcion v traduccion de
la secuencia codificante insertada (que codifica la proteina), la construccidn de expresién también puede incluir
secuencias modificadas genédticamente para optimizar la estabilidad, produccion, purificacién, el rendimiento o
la actividad de la proteina expresada.

Diversos métodos, en algunas realizaciones, se pueden utilizar para introducir el vector de expresion en el
sistema de célula huésped. Métodos de este tipo se describen generalmenie en Sambrook et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, Nueva York (1989, 1992), en Ausubel et al,,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1989), Chang et al., Somatic
Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1895), Vega et al., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich.
(1995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988} v
Gilboa et at. [Biotechniques 4 (6): 504-512, 1986] e incluyen, por ejemplg, ia transfeccion estable o transitoria,
lipofeccidn, electroporacion e infeccidn con vectores virales recombinantes. Ademas, véanse las Patentes de
EE.UU. N°%s 5.464.764 y 5.487.992 para los métodos de seleccién positiva-negativa.

En una realizacidn, las células transformadas se cultivaron bajo condiciones efectivas, que permiten la
expresion de grandes cantidades de OXM recombinante. En otra realizacién, las condiciones de cultivo
efectivas incluyen condiciones efectivas de medios, biorreactor, temperatura, pH y oxigeno que permitan la
produccién de proteinas. En una realizacién, un medio efectivo se refiere a cualquier medio en el cual una
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célula se cultiva para producir la OXM recombinante de |a presente invencién. En otra realizacion, un medio
tipicamente incluye una solucién acuocsa gque tiene fuentes asimilables de carbono, nitrogeno y fosfato, vy sales,
minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. En una realizacién, las células de la
presente invencién se pueden cultivar en biorreactores de fermentacién convencionales, matraces de agitacién,
tubos de ensayo, placas de microtitulacion y placas de Petri. En ofra realizacién, el cultivo se realiza a una
temperatura, pH y contenide de oxigeno apropiados para una célula recombinante. En otra realizacion, las
condiciones de cultivo estan dentro de la pericia de un experio normal en la técnica.

En una realizacién, dependiendo del vector y sl sistema huésped utilizados para la produccion, la OXM
resultante de la presente invencion permanece dentro de la célula recombinante, se secreta en el medio de
fermentacion, se secreta en un espacic entre dos membranas celulares, tal como el espacio periplasmico en
E. coli; 0 se retiene en la superficie externa de una célula o membrana viral.

En una realizacién, después de un tiempo predeterminado en cultivo, se efectla la recuperacién de ia OXM
recombinante.

En una realizacién, la expresién “recuperacién de la OXM recombinante” utilizada en la presente se refiere a la
recogida del medio de fermentacidn completo que contiene la OXM vy no necesariamente implica etapas
adicionales de separacion o purificacion.

En una realizacion, la OXM de la presente invencién se purifica utilizando una diversidad de técnicas de
purificacidn de proteinas convencicnales, tales como cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio
ionico, filtracion, electroforesis, cromatografia de interaccion hidrdfoba, cromatografia de filtracién en gel,
cromatografia en fase inversa, cromatografia en concanavalina A, cromatoenfogue y solubilizacion diferencial.

En una realizacion, para facilitar la recuperacion, la secuencia codificante expresada se puede modificar
genéticamente para codificar la proteina de la presente invencion y el resto escindible condensado. En una
realizacién, una proteina de fusion se puede disefiar de manera que la proteina se puede aislar faciimente por
cromatografia de afinidad; p. ]., por inmovilizacién sobre una columna especifica para el resto escindible. En
una realizacién, un sitio de escisiéon se modifica genéticamente entre la proteina y el resto escindible y la
proteina se puede liberar de la columna cromatografica mediante tratamiento con una enzima o agents
apropiado que escinde especificamente la proteina de fusidn en este sitio [p. gj., véase Booth et al., Immunol.
Lett. 19:65-70 (1988); y Gardella et al., J. Biol. Chem. 265:15854-15859 (1990)]. En otra realizacién, la OXM
de la presente invencién se recupera en forma “sustanciaimente pura”. En otra realizacion, la frase
“sustancialmente pura” se refiere a una pureza gue permite el uso efectivo de la OXM en las aplicaciones
descritas en la presente.

En una realizacién, el agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagon también se puede sintetizar utilizando
sistemas de expresién in vitro. En una realizacién, los métodos de sintesis /n vitro son bien conocidos en la
técnica y los componentes del sistema estan disponibles comercialmente.

En otra realizacién, la actividad de unién /n vitro se determina midiendo la capacidad del agonista dual del
receptor de GLP-1/Glucagén nativo, recombinante y/o pegilado inverse como se describe en la presente, asi
como composiciones farmacéuticas que comprenden el mismo para tratar o mejorar las enfermedades o
afecciones tales como: diabetes mellitus, obesidad, trastornos de la alimentacion, trastornos metabdlicos, etc.
En otra realizacién, la actividad in vivo se deduce por las medidas conocidas de la enfermedad que se esta
tratando.

En otra realizacién, una dosis de OXM pegilada inversa de la presente invencidén comprende de 0,005 a 0,1
miligramos/kg de péptido OXM. En ofra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa de la presente
invencion comprende de 0,005 a 0,5 miligramos/kg de péptido OXM. En otra realizacién, una dosis de OXM
pegilada inversa de la presente invencién comprende de 0,05 a 0,1 microgramos de péptido OXM. En otra
realizacién, una dosis de OXM pegilada inversa comprende de 0,005 a 0,1 miligramos/kg de péptido OXM en
una solucién inyectable.

En ofra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez al dia. En otra realizacién, una
dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada 36 horas. En ofra realizacién, una dosis de OXM
pegilada inversa se administra una vez cada 48 horas. En otra realizaciéon, una dosis de OXM pegilada inversa
se administra una vez cada 80 horas. En ofra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa se administra
una vez cada 72 horas. En otra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada 84
horas. En otra realizacién, una dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada 96 horas. En otra
realizacién, una dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada 5 dias. En otra realizacién, una
dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada 6 dias. En otra realizacién, una dosis de OXM
pegilada inversa se administra una vez cada 7 dias. En ofra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa
se administra una vez cada 8-10 dias. En otra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa se administra
una vez cada 10-12 dias. En otra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada
12-15 dias. En otra realizacion, una dosis de OXM pegilada inversa se administra una vez cada 15-25 dias.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 981 891 T3

En otra realizacion, la OMX pegilada inversa de la presente invencién se administra por una inyeccion
intramuscular (IM), inyeccién subcutanea (SC) o inyeccidn intravenosa (IV) una vez a la semana.

En ofra realizacién, la OXM pegilada inversa de a presente invencién se puede proporcionar al individuo per
se. En una realizacién, la OXM pegilada inversa de la presente invencién se puede proporcionar al individuo
como parte de una composicion farmacéutica en que se mezcla con un soporte farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, una "composicidn farmacéutica” se refiere a una preparacion de OXM de accidn prolongada
como se describe en la presente con otros componentes guimicos tales como soportes y excipientes
fisiclogicamente adecuados. El propdsito de una composicion farmacéutica es facilitar la administracion de un
compuesto a un organismo. En otra realizacion, una OXM pegilada inversa es responsable del efecto biologico.

En otra realizacién, cualquiera de las composiciones de esta invencion comprenderd al menos una OXM
pegilada inversa. La presente invencién se puede utilizar en preparaciones combinadas. “Una preparacion
combinada” define especialmente un “kit de partes” en el sentido de que los participantes en la combinacion
como se definidé anteriormente se pueden dosificar independientemente o mediante el uso de diferentes
combinaciones fijas con cantidades distinguidas de los participantes en la combinacién, es decir, simultanea,
concurrente, separada ¢ secuencialmente. Las partes del Kit de partes, p. gj., luego se pueden administrar
simultaneamente o espaciadas cronoldgicamente, es decir en diferentes momentos y con intervalos de tiempo
iguales o diferentes para cualquier parte del kit de partes. La relacién de las cantidades totales de los
participantes en la combinacién, en algunas realizaciones, se puede administrar en la preparacion combinada.
En una realizacion, la preparacion combinada se puede variar, p. &j., con el fin de hacer frente a las necesidades
de una subpoblacién de pacientes a ser tratados ¢ a las necesidades del paciente Gnico, necesidades diferentes
que pueden deberse a una enfermedad particular, la gravedad de una enfermedad, edad, sexo 0 peso corporal
como se puede hacer faciimente por una persona experta en la técnica.

En otra realizacién, las expresiones “soporte fisiolégicamente aceptable” v “soporte farmacéuticamente
acepiable”, las cuales se pueden utilizar indistintamente, se refieren a un soporte o un diluyente que no causa
irritacién significativa a un organismo y no merma la actividad bioldgica y las propiedades del compuesto
administrado. Un adyuvante se incluye bajo estas expresiones. En una realizacion, uno de los ingredientes
incluidos en el soporte farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), un polimero
biocompatible con un amplio intervalo de solubilidades en medios tanto organicos como acuosos (Mutter et al.
(1979).

En otra realizaciéon, “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicién farmacéutica para
facilitar adicionalmente la administracién de una OXM de accién prolongada. En una realizacién, los excipientes
incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azlicares v tipos de almidén, derivados de celulosa,
gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Técnicas para la formulacidn v administracion de farmacos se encuentran en "Remington’s Pharmaceutical
Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, PA, (ltima edicién.

En otra realizacién, vias adecuadas de administracion de los compuestos de la presente invencién, por ejemplo,
incluyen la administracion oral, rectal, transmucosal, transnasal, intestinal ¢ parenteral, incluyendo inyecciones
intramusculares, subcutaneas e intramedulares, asf como inyecciones intratecales, intraventriculares directas,
intravenosas, intraperitoneales, infranasales o intraoculares.

La presente invencién también proporciona el compuesto o la composicién de la presente para uso como un
meadicamento. Ejemplos de vias periféricas incluyen administracion oral, rectal, parenteral por ejemplo
intravenosa, intramuscular, o intraperitoneal, mucosal, p. €j., bucal, sublingual, nasal, subcuténea o
transdérmica, inciuyendo administracion por inhalacién. A continuacidon se dan cantidades de dosis preferidas
de OXM para los medicamentos.

En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende una OXM pegilada inversa y un soporie
farmacéuticamente adecuado, en una forma adecuada para la administracion oral, rectal, parenteral, p. gj.,
intravenocsa, intramuscular, ¢ intraperitoneal, mucosal, p. ej., bucal, sublingual, nasal, subcutanea o
transdérmica, incluyendo la administracién por inhalacion. Siesta en forma de dosificacion unitaria, la dosis por
unidad puede ser, por ejemplo, como se describe a continuacién o como se calcula sobre la base de la dosis
por kg dada mas adelante.

En otra realizacién, la preparacion se administra de una manera local antes que sistémica, por ejemplo, a través
de la inyeccion de la preparacion directamente en una zona especifica del cuerpo de un paciente. En otra
realizacion, una OXM pegilada inversa se formula en una forma de dosificacién intranasal. En otra realizacién,
una OXM pegilada inversa se formula en una forma de dosificacion inyectable.

Diversas realizaciones de intervalos de dosificacién se contemplan por esta invencién: el componente de
péptido OXM dentro de la composicion de OXM pegilada inversa se administra en un intervalo de 0,01-0,5
miligramaos/kg de peso corporal cada 3 dias (solo el peso de la OXM dentre de la composicion de OXM pegilada
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inversa proporcionade como el tamafio del PEG puede diferir sustancialmente). En ofra realizacion, el
componente de péptido OXM dentro de la composicién de OXM pegilada inversa se administra en un intervalo
de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal cada 7 dias. En otra realizacion, el componente de péptido OXM
dentro de la composicion de OXM pegilada inversa se administra en un intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de
peso corporal cada 10 dias. En ofra realizacién, el componente de péptido OXM dentro de la composicién de
OXM pegilada inversa se administra en un intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal cada 14 dias.
En otra realizacion, de forma inesperada, la cantidad efectiva de OXM en una composicion de OXM pegilada
inversa es 1/4-1/10 de la cantidad efectiva de OXM libre. En otra realizacion, de forma inesperada, la pegilacién
inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM prescrita a un paciente en al menos un 50 % en
comparacion con la OXM libre. En otra realizacion, de forma inesperada, la pegilacion inversa de OXM permite
limitar fa cantidad de OXM prescrita a un paciente en al menos un 70 % en comparacion con la OXM libre. En
otra realizaciéon, de forma inesperada, la pegilacién inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM prescrita
a un paciente en al menos un 75 % en comparacion con la OXM libre. En ofra realizacion, de forma inesperada,
la pegilacién inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM prescrita a un paciente en al menos un 80 %
en comparacion con la OXM libre. En otra realizacion, de forma inesperada, la pegilacion inversa de OXM
permite limitar la cantidad de OXM prescrita a un paciente en al menos un 85 % en comparacién con la OXM
libre. En ofra realizacion, de forma inesperada, la pegilacion inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM
prescrita a un paciente en al menos un 90 % en comparacién con la OXM libre.

En ofra realizacion, €l componente de péptido OXM dentro de la composicion de OXM pegilada inversa se
administra en un intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal una vez cada 3 dias (solo el peso de la
OXM dentro de la composicion de OXM pegiiada inversa que se proporciona como el tamafic de PEG puede
diferir sustancialmente). En otra realizacién, el componente de péptido OXM dentro de la composicion de OXM
pegilada inversa se administra en un intervalo de 0.01-0.5 miligramos/kg de pesc corporal una vez cada 7 dias.
En ofra realizacion, €l componente de péptido OXM dentro de la composicion de OXM pegilada inversa se
administra en un intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal una vez cada 10 dias. En otra realizacion,
el componeante de péptido OXM dentro de la composicién de OXM pegilada inversa se administra en un
intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal una vez cada 14 dias.

En otra realizacion, la OMX pegilada inversa en comparacién con la OXM libre reduce tanto la frecuencia de
dosificacién efectiva al menos 2 veces como reduce la dosis semanal efectiva al menos 2 veces, limitando por
lo tanto el riesgo de eventos adverses y aumentando el cumplimiento con el uso de la terapia de OXM. En otra
realizacién, la OXM pegilada inversa en comparacién con la OXM libre reduce tantoc la frecuencia de
dosificacion efectiva al menos 3 veces como reduce ia dosis semanal efectiva al menos 3 veces, limitando por
lo tanto el riesgo de eventos adversos y aumentando el cumplimiento con el uso de la terapia de OXM. En otra
realizacién, la OXM pegilada inversa en comparacién con la OXM libre reduce tanto la frecuencia de
dosificacién efectiva al menos 4 veces como reduce ia dosis semanal efectiva al menos 4 veces, limitando por
lo fanto el riesgo de eventos adversos y aumentando el cumplimiento con el usc de la terapia de OXM. En otra
realizacién, la OMX pegilada inversa en comparacién con la OXM libre reduce tanto la frecuencia de
dosificacién efectiva al menos 5 veces como reduce la dosis semanal efectiva al menos 5 veces, limitando por
lo tanto el riesgo de eventos adversos y aumentando el cumplimiento con el uso de la terapia de OXM. En ofra
realizacién, la OXM pegilada inversa en comparacion con fa OXM libre reduce tanto la frecuencia de
dosificacion efectiva al menos 6 veces como reduce {a dosis semanal efectiva al menos 6 veces, limitando por
lo tanto el riesgo de eventos adversos y aumentando el cumplimiento con el uso de la terapia de OXM. En otra
realizacién, la frecuencia de dosificacion efectiva v dosis semanal efectiva se basan en: (1) el peso del
componente de OXM administrado dentro de la composicion de OXM pegilada inversa; v (2) el peso del
componente de OXM administrado dentro de ta composicién de OXM libre {OXM no modificada).

En ofra realizacién, se permite 1a reduccion de la frecuencia de dosificacion de OXM por pegilacién inversa de
OXM como se describe anteriormente en la presente. En otra realizacidn, el término cumplimiento comprende
la adherencia. En otra realizacidon, aumentar el cumplimiento de los pacientes en necesidad de terapia de OXM
incluye reducir la frecuencia de adminisiracion de OXM. En otra realizacién, la reduccion de la frecuencia de
administracién de la OXM se logra gracias a la pegilacion inversa que hace que la OXM sea mas estable y mas
potente. En ofra realizacién, la reduccién de la frecuencia de administracién de la OXM se logra como un
resultado del aumenio de T1/2 de la OXM. En otra realizacién, la reduccion de |a frecuencia de administracion
de la OXM se logra como resultade de la reduccion del aclaramiento de la sangre de la OXM. En otra
realizacién, la reduccién de la frecuencia de administracion de la OXM se logra como resultado del aumento
de T1/2 de la OXM. En otra realizacion, la reduccién de la frecuencia de administracién de la OXM se logra
como resultado del aumento de la medida de AUC de la OXM.

En otra realizacién, una OXM pegilada inversa se administra a un sujeto una vez al dia. En otra realizacién,
una OXM pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada dos dias. En otra realizacién, una OXM
pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada tres dias. En otra realizacién, una OXM pegilada
inversa se administra a un sujeto una vez cada cuatro dias. En ofra realizacion, una OXM pegilada inversa se
administra a un sujeto una vez cada cinco dias. En otra realizacion, una OXM pegilada inversa se administra a
un sujeto una vez cada seis dias. En otra realizacion, una OXM pegilada inversa se administra a un sujeto una
vez cada semana. En otra realizacién, una OXM pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada 7-14
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dias. En ofra realizacion, una OXM pegilada inversa se adminisira a un sujeto una vez cada 10-20 dias. En otra
realizacion, una OXM pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada 5-15 dias. En otra realizacién,
una OXM pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada 18-30 dias.

En otra realizacién, una OXM pegilada se administra a un sujeto una vez al dia. En otra realizacion, una OXM
pegilada se administra a un sujetoc una vez cada dos dias. En ofra realizacién, una OXM pegilada se administra
a un sujeto una vez cada tres dias. En ofra realizacién, una OXM pegilada se administra a un sujeto una vez
cada cuatro dias. En otra realizacién, una OXM pegilada se administra a un sujeto una vez cada c¢inco dias. En
otra realizacién, una OXM pegilada se administra a un sujeto una vez cada seis dias. En otra realizacién, una
OXM pegilada se administra a un sujeto una vez cada semana. En otra realizacién, una OXM pegilada se
administra a un sujeto una vez cada 7-14 dias. En otra realizacion, una OXM pegilada se administra a un sujeto
una vez cada 10-20 dias. En otra realizacion, una OXM pegilada se administra a un sujeto una vez cada 5-15
dias. En otra realizacidn, una OXM pegilada se administra a un sujeto una vez cada 15-30 dias.

En una realizacién, variantes de OXM pegilada proporcionadas en la presente reducen de forma inesperada la
glucosa junto con la reduccién de los niveles de insulina en ayunas después de la administracién de una dosis
Unica de la variante de PEG-OXM. En otra realizacion, las variantes de OXM pegilada proporcionadas en la
presente conducen al aumento de la sensibilidad de un sujeto a la insulina (véase el Ejemplo 8).

La administracion oral, en una realizacion, comprende una forma de dosificacion unitaria que comprende
comprimidos, cépsulas, pastillas, comprimidos masticables, suspensiones, emulsiones y similares. Formas de
dosificacién unitaria de este tipo comprenden una cantidad segura y efectiva de OXM de la invencion, cada
una de los cuales es, en una realizacién, de aproximadamente 0,7 0 3,5 mg a aproximadameante 280 mg/70 kg,
o en otra realizacién, aproximadamente 0,5 o 10 mg a aproximadamente 210 mg/70 kg. Los sopories
farmacéuticamente aceptables, adecuados para la preparacion de formas de dosificacion unitaria para la
administracién peroral, son bien conocidos en la téenica. En algunas realizaciones, los comprimidos
comprenden tipicamente adyuvantes farmacéuticamente compatibles convencionales como diluyentes inertes,
tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, manitol, lactosa y celulosa; aglutinantes, tales como
almidon, gelatina y sacarosa; disgregantes, tales como almidén, acido alginico y croscarmelosa; lubricantes,
tales como estearato de magnesio, acido estearico y talco. En una realizacion, se pueden utilizar deslizantes
tales como didxido de silicio para mejorar las caracteristicas de flujo de la mezcla de polvo. En una realizacion,
agentes colorantes, tales como los colorantes FD&C, se pueden afiadir para la apariencia. Edulcorantes v
agentes saborizantes, tales como aspartamo, sacarina, mentol, menia piperita y sabores de frutas, son
adyuvantes (tiles para los comprimidos masticables. Las capsulas comprenden tipicamente unc o mas
diluyentes solidos arriba descritos. En algunas realizaciones, la seleccidén de componentes de soporte depende
de las consideraciones secundarias tales como el sabor, costo v estabilidad en estante, que no son criticas
para los fines de esta invencidn, y se puede hacer faciimente por una persona experia en la técnica.

En una realizacién, la forma de dosificaciéon oral comprende un perfil de liberacién predefinido. En una
realizacién, la forma de dosificacién oral de la presente invencién comprende comprimidos de liberacién
prolongada, capsulas, pastillas o comprimidos masticables. En una realizacién, la forma de dosificacion oral de
la presente invencién comprende comprimidos de liberacién lenta, capsulas, pastilas o comprimidos
masticabies. En una realizacion, la forma de dosificacion oral de la presente invencién comprende comprimidos
de liberacion inmediata, cépsulas, pastillas o comprimidos masticables. En una realizacion, la forma de
dosificacién oral se formula de acuerdo con el perfil de liberacion deseado de la OXM de accidon prolongada
COmMo se conoce por un experto en la téenica.

En otra realizacién, las composiciones para uso de acuerdo con esta invencién comprenden soluciones o
emulsiones, que en otra realizacién son soluciones o emulsicnes acuosas que comprenden una cantidad
segura y efectiva de los compuestos de la presente invencién y, opcionalmente, otros compuestos, destinados
a la administracién intranasal tépica. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden de
aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 10,0 % p/v de un compuesto objeto, mas preferiblemente de
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 2,0, que se utiliza para la administracién sistémica de los
compuestos por via intranasal.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se administran por inyeccion intravenosa, intra-arterial,
subcutanea o intramuscular de una preparacion liquida. En ofra realizacion, las formulacionss liguidas incluyen
soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En una realizacion, las composiciones
farmacéuticas se administran por via intravenosa y, por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para la
administracion intravenosa. En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas se administran por via intra-
arterial y, por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para la administracion intra-arterial. En otra
realizacién, las composiciones farmacéuticas se administran por via intramuscular y, por lo tanto, se formulan
en una forma adecuada para la administracion intramuscular.

Ademas, en otra realizacion, las composiciones farmacéuticas se administran por via topica a las superficies
del cuerpo vy, por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para la administracion tépica. Formulaciones
topicas adecuadas incluyen geles, unglentos, cremas, lociones, gotas vy similares. Para la administracién
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topica, los compuestos de la presente invencidn se combinan con un agente 0 agentes terapéuticos apropiados
adicionales, se preparan y aplican como soluciones, suspensiones © emulsiones en un diluyente
fisicibgicamente aceptable con o sin un soporte farmacéutico.

En una realizacién, composiciones farmacéuticas de la presente invencién se fabrican por procedimientos bien
conocidos en la técnica, p. ej., por medic de procedimientos convencionales de mezcladura, disolucién,
granulacién, elaboracion de grageas, levigacion, emulsion, encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencién se
formulan de manera convencicnal utilizando uno o mas soportes fisiolégicamente aceptables gue comprenden
excipientes y sustancias auxiliares, que facilitan el procesamiento de OXM en preparaciones gue se pueden
utilizar farmacéuticamente. En una realizacién, la formulacion depende de la via de administracién elegida.

En una realizacién, los inyectables de la invencién se formulan en soluciones acucsas. En una realizacién, los
inyectables de la invencién se formulan en tampones fisioldgicamente compatibles tales como solucién de
Hank, solucién de Ringer o tampdn de sal fisiclogica. En algunas realizaciones, para la administracion
transmucosal, los penetrantes apropiados para la barrera a ser permeada se utilizan en la formulacién.
Penetrantes de este tipo son generalmente conocidos en la técnica.

En una realizacién, las preparaciones descritas en la presente se formuian para la administracion parenteral,
p. ej., por inyeccién de bolo o infusion continua. En otra realizacién, las formulaciones para inyeccién se
presentan en forma de dosificacion unitaria, p. €)., en ampollas ¢ en recipientes multidosis con, opcionaimente,
un conservante afiadido. En otra realizacién, las composiciones son suspensiones, soluciones o emulsiones
en vehiculos oleosos 0 acugsos, v contienen agentes de formuiacion tales como agentes de suspensién,
estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones también comprenden, en ofra realizacién, conservantes, tales como cloruro de benzalconio
y timerosal y similares; agentes quelantes, tales como edetato de sodio y otros; tampones, tales como fosfato,
citrato vy acetato; agentes de tonicidad, tales como cloruro de sodio, cloruro de potasio, glicerol, manitol y otros;
antioxidantes, tales como acido ascérbico, acetilcisting, matabisulfito de sodic y otros; agentes aromaticos;
ajustadores de la viscosidad, tales como polimeros, incluyendo celulosa y derivados de la misma; y poli(alcohol
de vinilico} y acido y bases para ajustar el pH de estas composiciones acuosas segun sea necesario. Las
composiciones también comprenden, en algunas realizaciones, anestésicos locales u otros agentes activos.
Las composiciones se pueden utilizar como esprays, nebulizaciones, gotas y similares.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen soluciones
acuosas de la preparacion activa en forma hidrosoluble. Adicicnalmente, las suspensiones de OXM de accién
prolongada, en algunas realizaciones, se preparan como suspensiones de inyeccion oleosas o a base de agua
apropiadas. Disclventes o vehiculos lip6filos adecuados incluyen, en algunas realizaciones, aceites grasos
tales como aceite de sésamo, 0 ésteres de 4cidos grasos sintéticos tales como oleato de stilo, triglicéridos o
liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccidn contienen, en algunas realizaciones, sustancias que
aumentan la viscosidad de la suspensién, tales como carboximetil celulosa de sodio, sorbitol o dextrano. En
otra realizacion, la suspension también contiene estabilizantes adecuados o agentes gue aumentan la
solubilidad de OXM de accién prolongada para permitir [a preparacion de soluciones altamente concentradas.

En otra realizacion, el compuesto activo se puede administrar en una vesicula, en particular un liposoma (véase
Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat et al., en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and
Cancer, Lopez-Berestein y Fidler {eds.}, Liss, Nueva York, pp. 353-365 {1989); Lopez-Berestein, ibid., pp. 317-
327; véase generalmente ibid).

En otra realizacion, la composicion farmaceéutica suministrada en un sistema de liberacion controlada se formula
para infusidén intravenosa, bomba osmoética implantable, parche transdérmico, liposomas u otros modos de
administracién. En una realizacion, se utiliza una bomba (véase Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed.
Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88:507 (1980); Saudek et al, N. Engl. J. Med 321:574 (1989). En
otra realizacion, se pueden utilizar materiales poliméricos. En todavia otra realizacion, un sistema de liberacién
controlada se puede colocar en la proximidad al objetivo terapéutico, es decir, el cerebro, requiriendo por lo
tanto solo una fraccion de la dosis sistémica {(véase, p. e)., Goodson, en Medical Applications of Controlled
Release, supra, vol. 2, pp. 115-138 (1984). Otros sistemas de liberacion controlada se comentan en la revisién
de Langer (Science 249:1527-1533 (1990}).

En una realizacién, la OXM de accién prolongada esta en forma de polvo para su constitucién con un vehiculo
adecuado, p. €j., solucion a base de agua estéril apirégena, antes de su uso. Las composiciones se formulan,
en algunas realizaciones, para administracion por atomizacién e inhalacion. En otra realizacidén, las
composiciones estan contenidas en un recipiente con medios de atomizacion adjuntos.

En una realizacion, la preparacién de la presente invencion se formula en composiciones rectales tales como
supositorios o enemas de retencion, utilizando, p. ej., bases de supositorio convencionales tales como manteca
de cacao u otros glicéridos.
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En una realizacién, composiciones farmacéuticas adecuadas para usc en el contexto de la presente invencién
incluyen composiciones en donde ia OXM de accién prolongada esta conienida en una cantidad efectiva para
conseguir el fin pretendido. En otra realizacién, una cantidad terapéuticamente efectiva significa una cantidad
de OXM de accién prolongada efectiva para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de la enfermedad o
prolongar la supervivencia del sujeto que esta siendo tratado.

En una realizacién, la determinacion de una cantidad terapéuticamente efectiva esta dentro de la capacidad de
los expertos en la técnica.

Las composiciones también pueden comprender conservantes, tales como cloruro de benzalconio y timerosal
y similares; agentes quelantes, tales como edetato de sodic y olros; tampones, tales como fosfato, citrato v
acetato; agentes de tonicidad tales como cloruro de sodio, cloruro de potasio, glicerol, manitol y otros;
antioxidantes tales como acido ascérbico, acetilcistina, metabisulfito de sodic vy otros; agentes arométicos;
ajustadores de la viscosidad, tales como polimeros, incluyendo celulosa v derivados de la misma; y peli(alcohol
vinilico} y &cido v bases para ajustar el pH de estas composiciones acuosas segin sea necesario. Las
composiciones también comprenden anestésicos locales u otros agentes actives. Las composiciones se
pueden utilizar como esprays, nebulizaciones, gotas y similares.

Algunos ejemplos de sustancias que pueden servir como sopories 0 componentes farmacéuticamente
aceptables de los mismos son azlicares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como
almidén de maiz y fécula de patata; celulosa y sus derivados, tales como carboximetil celulosa, etil celulosa y
metil celulosa de sodio; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; lubricantes sélidos, tales como acido
estearico y estearate de magnesio; sulfato de calcio; aceites vegetales, tales como aceite de cacahuete, aceite
de semilla de algodédn, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de theobroma; policles, tales
como propilenglicol, glicerel, sorbitol, manitol, y polietilenglicol; &cido alginico; emulsionantes, tales como los
emulsionantes de la marca Tween™; agentes humectanies, tales como lauril sulfato de sodio; agenles
colorantes; agenies saborizantes; agentes de formacién de comprimidos, estabilizantes; antioxidantes;
conservadores; agua apirégena; sclucién salina isotdnica; y soluciones de tampén fosfato. La eleccién de un
sopotte farmacéuticamente aceptable a ser utilizado en unién con el compuesto se determina basicamente por
la forma en que el compuesto sera administrado. Si el compuesto objeto ha de ser inysctado, en una realizacién,
el soporte farmacéuticamente aceptable es sclucién salina fisicldgica estéril, con un agente de suspensién
compatible con la sangre, el pH de la cual se ha ajustado a aproximadamente 7,4.

Ademas, las composiciones comprenden, ademas, aglutinantes (p. gj., acacia, almidén de maliz, gelatina,
carhémero, etilcelulosa, goma guar, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, povidona), agentes
disgregantes (p. ef., almidon de maiz, fécula de patata, acido alginico, didxido de silicio, croscarmelosa de
sodio, crospovidona, goma guar, glicolato de almidon de scdio), tampones (p. gj., Tris-HCI, acetato, fosfato) de
diversos pH vy fuerza idnica, aditivos, tales como albtimina o gelatina para prevenir la absorcion a superficies,
detergentes (p. gj., Tween 20, Tween 80, Pluronic F88, sales de acidos biliares), inhibidores de la proteasa,
tensioactivos (p. 8. lauril sulfato de sodio}, potenciadeores de la permeacion, agentes solubilizantes (p. gj.,
glicerol, polietilenglicercl), antioxidantes (p. &j., acido ascérbico, metabisulfitoc de sodio, hidroxianisol butilada},
estabilizantes (p. €j., hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa), agentes que aumentan la viscosidad
(p. €., carbdmero, dioxido de silicio coloidal, etil celulosa, goma guar), eduicorantes {p. gj., aspartamo, acido
citrico), conservantes (p. €., timerosal, alcoho! bencilico, parabenos), lubricantes (p. gj., acido estearico,
estearato de magnesio, polietilenglicol, lauril sulfatc de sodio), adyuvantes de flujo (p. ej., diéxido de silicic
coloidal}, plastificantes {p. g]. ftalato de dietilo, citrato de trietilo}, emulsionantes (p. ej., carbdmero, hidroxipropit
celulosa, lauril sulfato de sodio), recubrimientos poliméricos (p. gj., poloxameros o poloxaminas), agentes de
recubrimiento y formadores de pelicula (p. g]., etil celulosa, acrilatos, polimetacrilatos) y/o adyuvantes.

Componentes tipicos de soportes para jarabes, elixires, emuigiones y suspensiones incluyen etanol, glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol, sacarosa liquida, sorbitol v agua. Para una suspensién, agentes de suspension
tipicos incluyen metiicelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, celulosa (p. ej., Avicel™, RC-591), tragacanto y
alginato de sodio; agentes humectantes tipicos incluyen lecitina y poli{dxido de stileno) sorbitéan (p. gj.,
polisorbato 80). Conservantes tipicos incluyen metilparabenc y benzoato de sodio. En otra realizacién, las
composiciones liquidas perorales también contienen uno o mas componenies tales como eduicorantes,
agentes saborizantes y colorantes arriba descritos.

Las composiciones también incluyen la incorporacion del material activo en o sobre preparaciones en particutas
de compuestos poliméricos tales como acido polilactico, acido poliglicélico, hidrogeles, etc., o sobre liposomas,
microemulsiones, micelas, vesiculas unilaminares o multilaminares, fantasmas de eritrocitos, o esferoplastos).
Composiciones de este tipo influirdn en el estado fisico, la solubilidad, estabilidad, velocidad de liberacion in
vivo y velocidad de depuracion in vivo.

También comprendidas por la invencidn estén las composiciones en particulas recublertas con polimeros {p.

gj., poloxameros o poloxaminas) v el compuesto acoplado a anficuerpos dirigidos contra los receptores,
ligandos o antigenos especificos de tejido o acoplado a ligandos de receptores especificos de tejido.
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En otra realizacion, los compuestos modificados presentan semividas sustancialmente més largas en la sangre
después de inyeccion intravenosa que lo que hacen los compuestos no modificados correspondientes. En una
realizacién, las modificaciones también aumentan la solubilidad del compuesto en solucidon acuosa, eliminan la
agregacion, potencian la estabilidad fisica y quimica del compuesto y reducen considerablemente la
inmunogenicidad y reactividad del compuesto. En otra realizacion, la actividad biol6gica in vivo deseada se
logra mediante la administracién de aductos de compuestc polimérico de este tipo con menos frecuencia o en
dosis menores que con el compuesto no modificado.

En otra realizacion, la preparacion de una cantidad o dosis efectiva se puede estimar inicialmente a partir de
ensayos in vitro. En una realizacion, se puede formular una dosis en modelos animales y una informacién de
este tipo se puede utilizar para determinar con mayor precision dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad v la eficacia terapéutica del agenista de accién prolongada (tal como OXM) como se describe en
la presente se pueden delerminar mediante procedimientos farmacéuticos estandares in vitro, en cultivos
celulares o animales experimentales. En una realizacion, los dafos obtenidos de estos ensayos in vitro y de
cultivo celular v estudios en animales se pueden utilizar para formular un intervalo de dosificaciones para uso
en seres humanos. En una realizacién, las dosificaciones varian dependiendo de la forma de dosificacion
empleada y la via de administracion utilizada. En una realizacién, la formulacidn exacta, la via de administracién
y la dosificacion se pueden elegir por el médico individual a la vista de la condicion del paciente. [Véase, p. €j.,
Fing1, et al., (1975) "The Pharmacological Basis of Therapeutics”, Cap. 1 p.1].

En una realizacion, dependiendo de la gravedad y capacidad de respuesta de la afeccion a tratar, la dosificacion
puede ser de una sola o una pluralidad de administraciones, durando el curso de tratamignto desde varios dias
a varias semanas o hasta que se consiga la cura o se logre la disminucidn del estado de la enfermedad.

En una realizacion, la cantidad de una composicién a administrar dependera, por supuesto, del sujeto que esté
siendo tratado, de la gravedad de la afliccion, de la manera de administracion, del juicio del médico que
prescribe, etc.

En una realizacion, composiciones que incluyen la preparacién de la presente invencién formulada en un
sopotte farmaceéutico compatible también se pueden preparar, colocar en un recipiente apropiado y etiquetar
para el tratamiento de una afeccién indicada.

En otra realizacion, un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado o pegilado inverse como se
describe en la presente se administra a través de la administracién sistémica. En otra realizacién, un agonista
dual del receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente se
administra por inyeccién intravenosa, intramuscular o subcutéanea. En otra realizacion, un agonista dual del
receptor de GLP-1/Glucagon pegilado o pegilado inverse como se describe en la presente es una preparacion
liofilizada (es decir, secada por congelacion) en combinacién con excipientes y estabilizadores organicos
complejos tales como agentes tensioactivos no idnicos (es decir, surfactantes), diversos azlcares, policles
organicos y/o albimina de suero humano. En otra realizacion, una composicion farmacéutica comprende un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado o pegilado inverso liofilizado como se describe en la
presente en agua estéril para inyeccién. En otra realizacioén, una composicién farmaceéutica comprende un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilado inverso liofilizado como se describe en la
presente en agua estéril para inyeccion. En otra realizacién, una composicién farmacéutica comprende un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilado inverse liofilizado como se describe en la
presente en PBS estéril para inyeccion. En otra realizacién, una composicion farmaceéutica comprende un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilado inverso liofilizado como se describe en la
presente en NaCl al 0,9 % astéril para inyeccién.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Giucagdn
pegilado o pegilado inversc como se describe en la presente y soportes complejos tales como albumina de
suerc humano, policles, azlcares y agentes estabilizadores tensicactivos anibnicos. Véase, por gjempilo, el
documentoc WO 89/10756 (Hara et al. - gue contiene poliol v p-hidroxibenzoato). En otra realizacidn, la
composicion farmacéutica comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagon pegilado inverso como
se describe en la presente y Aacido lactobidnico y un tampdn de acetato/glicina. En otra realizacion, la
composicién farmacéutica comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilado
inverso como se describe en la presente y aminodcidos, tales como arginina o glutamato, que aumentan la
solubilidad de las composiciones de interferdn en agua. En cotra realizacion, la composicién farmacéutica
comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado ¢ pegilado inverso liofilizado como se
describe en la presente y glicina o ailbumina de suero humano (HSA, por sus sigias en inglés), un tampon (p.
gj., acetato)} y un agente isoténico (p. ef., NaCl). En otra realizacion, la composicién farmacéutica comprende
un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilado inverso liofilizado como se describe en
la presente y tampon fosfato, glicina y HSA.

En otra realizacion, la composicién farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente se estabiliza cuando se coloca en
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soluciones tamponadas que tienen un pH entre aproximadamente 4 y 7,2. En ofra realizacion, la compaosicidn
farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Giucagon pegilado o pegilado inverso
como se describe en la presente se estabiliza con un aminoacido como agente estabilizante y, en algunos
casos, una sal {si el amincacidc no contiene una cadena lateral cargada).

En ofra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente es una composicion liquida que
comprende un agente estabilizante entre aproximadamente 0,3 % y 5 % en peso que es un aminoacido.

En otra realizacién, la composicion farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente proporciona precision de dosificacion
y seguridad del producto. En otra realizacion, la composicién farmacéutica gue comprende un agonista dual
del receptor de GLP-1/Glucagdén pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente proporciona una
formulacién liguida estable y biocldgicamente activa para uso en aplicaciones inyectables. En otra realizacién,
la composicién farmacéutica comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado ¢ pegilado
inverso no liofilizado como se describe en la presente.

En otra realizacién, la composicion farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegilado inversc como se describe en la presente properciona una formulacién liguida
que permite el almacenamiento durante un largo periodo de tiempo en un estado liquido que facilita el
almacenamiento y envio antes de la administracion.

En otra realizacién, la composicion farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente comprende lipidos sélidos como
material de la matriz. En otra realizacién, la composicion farmacéutica inyectable que comprende un agonista
dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado ¢ pegilado inverso como se describe en la presente comprende
lipidos sdélidos como material de la matriz. En otra realizacién, la produccién de microparticulas de lipidos por
solidificacion por pulverizacion se describid por Speiser (Speiser et al., Pharm. Res. 8 (1991) 47-54) seguido
de nanogranulos de lipidos para la administracion peroral (Speiser documento EP 0167828 (1990)). En otra
realizacién, los lipidos, los cuales se utilizan, son bien tolerados por el cuerpo (p. gj., glicéridos compuestos de
acidos grasos que estan presentes en las emulsiones para la nutricion parenteral).

En ofra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegiiado inverse como se describe en la presente esta en la forma de liposomas (J. E.
Diederichs et al., Pharm./nd. 56 (1994) 267-275).

En otra realizacion, la compaosicién farmaceéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-
1/Glucagén pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente comprende microparticulas
poliméricas. En otra realizacién, la composicion farmacéutica inyectable que comprende un agonista dual del
receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente comprende
microparticulas poliméricas. En otra realizacién, la composicion farmacéutica gue comprende un agonista dual
del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilade inverso como se describe en la presente comprende
nanoparticulas. En otra realizacion, la composicién farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor
de GLP-1/Glucagén pegilado inverso como se describe en la presente comprende liposomas. En otra
realizacién, la composicién farmacéutica comprende una OXM pegilada o pegilada inversa como se describe
en la presente comprende una emulsion de lipidos. En otra realizacion, la composicion farmacéutica que
comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado o pegilado inverso como se describe en
la presente comprende microesferas. En otra realizacién, la composicion farmacéutica gue comprende un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagon pegilado o pegilado inverso como se describe en la presents
comprende nanoparticulas de lipidos. En otra realizacién, la composicién farmacéutica gue comprende un
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagdn pegilado ¢ pegilado inverso como se describe en la presente
comprende nanoparticulas de lipidos que comprenden lipidos anfifflicos. En otra realizacién, la composicién
farmacéutica que comprende un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén pegilado o pegilado inverso
como se describe en la presente comprende nanoparticulas de lipidos gue comprenden un farmaco, una matriz
lipidica y un tensioactivo. En otra realizacion, la matriz lipidica tiene un contenido de monoglicéridos gue es al
menos 50 % p/p.

Las composiciones de la presente invencidn se pueden presentar en un envase o dispositivo dispensador, tal
como un kit aprobado por la FDA, que contiene una o mas formas de dosificacién unitaria que contienen el
agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagén de accién prolongada. El envase puede comprender una lamina
metélica o plastico, tal como un envase blister. El envase o dispositivo dispensador puede estar acompafado
de instruccicnes para la administracién. El envase o dispensador puede estar aleojado mediante un anuncic
relacionado con el recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion,
el uso o la venta de productos farmacéuticos, anuncio gue es un reflejo de la aprobacién por la agenciade la
forma de las composiciones o administracién humana o veterinaria. Un anuncio de este tipo puede ser un
etiquetado aprobado por la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos para la prescripcion
de farmacos o de una insercién de producto aprobado.
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Se apreciara que el agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagon pegilado o pegilado inverso de la presente
invencion se puede proporcionar al individuo con agentes activos adicionales para lograr un efecto terapéutico
mejorado en comparacion con el tratamiento con cada uno de los agentes por si mismo. En otra realizacion,
se toman medidas {por ejemplo, dosificacién y seleccidn del agente complementario) para evitar los efectos
secundarios asociados a las terapias combinadas..

Objetos, ventajas y nuevas caracteristicas adicionales de la presente invencién resultaran evidentes para un
experto habitual en la técnica tras el examen de los siguientes ejemplos. Adicionalmente, cada una de las
diversas realizaciones y aspectos de la presente invencion como se reivindica en la seccion de reivindicaciones
mas adelante encuenira apoyc experimental en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Generalmente, la nomenclatura utilizada en la presente y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencién incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas v de ADN recombinante.
Técnicas de este tipo se explican a fondo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A
laboratory Manual” Sambrook et al., (1989); “Current Protocols in Molecular Biology” VolGmenes I-lli Ausubel,
R. M., ed. (1984); Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore,
Maryland (1989); Perbal, “"A Practical Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, Nueva York (1988};
Watson et al., “Recombinant DNA”, Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. {eds) “Genome
Analysis: A Laboratory Manual Series”, Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998);
metodclogias como se recogen en las Patentes de EE.UU. N% 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y
5.272.057; “Cell Biology: A Laboratory Handbook”, Volimenes I-lll Cellis, J. E., ed. (1994); “Culture of Animal
Cells - A Manual of Basic Technigue” por Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), Tercera Edicion; “Current
Protocols in Immunology” Volimenes I-lil Coligan J. E., ed. {1994); Stites et al. (eds), “Basic and Clinical
immunology” (82 Edicion), Appleton y Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds), "Selected Methods in
Cellular Immunoclogy”, W. H. Freeman and Co., Nueva York {1980); inmunoensayos disponibles se describen
ampliamente en la bibliografia de patentes vy cientifica, véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos
N 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.857.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074;
3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; "Oligonuclectide Synthesis”
Galt, M. J., ed. {(1984); “Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D. y Higgins S. J., eds. (1985); “Transcription
and Translation” Hames, B. D. y Higgins 8. J., eds. {1984); “Animal Cell Culture” Freshney, R. 1., ed. {1986);
“immobilized Cells and Enzymes” URL Press, {(1986); “A Practical Guide to Molecular Cloning” Perbal, B,
{1984) y "Methods in Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., “Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Lahoratory Course Manual” CSHL Press (1996).

MATERIALES Y METODOS
Sintesis de PEGao-Fmoc-CXM v PEG4g-FMS-OXM

Sintesis de OXM: Oxintomodulina de secuencia: HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVOWLMNTKRNRNNIA
(SEQ ID NO: 1) se sintetizé por el método en fase sélida empleando la estrategia de Fmoc en todo el
ensamblaje de la cadena de péptido (Almac Sciences, Escocla). La secuencia peptidica se ensambié utilizando
las siguientes etapas: (1) Proteccidn: la resina fue tapada utilizando solucién de anhidride acético 0,5 M (Fluka)
en DMF (Rathburn}; (2) Desproteccién: el grupo protector Fmoc se eliminé de la cadena peptidica en
crecimiento utilizando solucién de piperidina al 20 % v/v (Rathburn) en DMF {Rathburn}; y (3) Acoplamiento de
Aminoacidos: la solucién de aminoacide 0,5 M {(Novabiochem) en DMF (Rathburn) se activo utilizando solucién
de HOBt 1 M (Carbosynth} en DMF (Rathburn} y solucidn de DIC 1 M (Carbosynth) en DMF (Rathburn). Se
utilizaron cuatro equivalentes de cada uno de los aminoéacidos por acoplamianto.

El péptide bruto se escindié de la resina, y los grupos protectores se eliminaron mediante agitacién en un céctel
de triisopropilsilano (Fluka), agua, sulfurc de dimetilo (Aldrich), yoduro de amonio (Aldrich) v TFA (Applied

Biosystems) durante 4 horas. El péptido bruto se recogié después por precipitacion a partir de éter dietilico frio.

Purificacion del péptido: El péptido bruto se disolvié en acetonitrilo (Rathburny/agua (Miilli-Q) (5:95) y se cargd
en la columna de HPLC preparativa. Los parametros cromatograficos son los siguientes: Columna:
Phenomenex Luna C18 250 mm x 30 mm, 15 um, 300 A; Fase mévil A” agua + TFA al 0,1 % v/v {Applied
Biosystems}; Fase movil B: acetonitrilo (Rathburn} + TFA al 0,1 % v/v (Applied Biosystems); Deteccion UV: 214
0 220 nm; Gradiente: 25 % B a 31 % B en 4 volUmenes de columna; y caudal de 43 mi/min.
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Etapa 2 - Sintesis del Enlazador - Sintesis del Enlazador MAL-FMS-NHS:

Anhidrido de Bag ﬁ o~ %
w Oo

Etapa 1 NaH,HCO £l
Etapa 2

Q
Ol
O. H _ NaBH, =N / H
4 Etapa 3 =
OH

Etapa 4 | HCDioxano

o Q 8}

Anhidrido

O nh,  Maleimidopropionice O N’“\/\N
| DA
Etapa 5 ©
apa 6
OH OH
5 Fosgeno,

Etapa 6 N-hidroxisuccinimida

/

N/U\/\N NJJ\/\\N//(

HO.S O J H P CISO,H - H }\//
: o © : =

fL TFA o ‘i\
o o o“"'g
MAL-FMS-NHS Etapa 7 y
o o
N S 7, MAL-Fmoc-NHS

La sintesis de los compuestos 2-5 se basé en los procedimientos descritos por Albericio et al. en Synthetic
Communication, 2001, 31(2), 225-232.

2-(Boc-amino)fluorenc {2): 2-amincfluorenc {18 g, 99 mmol) se suspendid en una mezcla de dioxano:agua (2:1)
{200 ml) y NaOH 2 N {60 mi) en un bafio de hielo con agitacidon magnética. Luego se afiadié Boc20 {109 mmoi,
1,1 eq), y se continud la agitacién a TA. La reaccion se vigildé por TLC (Rf = 0,5, Hexano/Acetato de Etilo 2:1),
vy el pH se mantuvo entre 8-10 mediante la adicién de NaOH 2N. Después completarse la reaccidn, la
suspension se acidificé con KHSO: 1 Ma pH = 3. La fase solida se filird y se lavé con agua fria (50 mi}, dioxano-
agua (2:1) vy luego se azeotropd con tolueno dos veces antes de usaria en la siguiente etapa.

9-Formil-2-(Boc-amino)fiuoreno (3): En un RBF (siglas inglesas de matraz de fondo redondo) de 3 bocas, el
NaH (60 % en aceite; 330 mmol, 3,3 eq) se suspendié en THF seco (50 mi) y se afiadid gota a gota una solucion
de 2-(Boc-amino)fiucrenc de la etapa 2 (28 g; 100 mmol) en THF seco (230 mi) a lo largo de 20 minutos;. Se
obhservé una suspension amarilla espesa, vy la mezcla se agitd durante 10 minutos a TA bajo nitrdgeno. Se
anadié gota a gota formiato de etilo (20,1 mi, 250 mmol, 2,5 eq} (precaucion: emision de gas). La suspensién
se volvié una sclucién marrén palida. La solucion se agitd durante 20 minutos. La reaccién se vigild por TLC
(Rf = 0,5, Hexano/Acetato de efile 1:1) y cuando se observaron solo trazas de material de partida, se inactivo
con agua helada (300 mi). La mezcla se evapord bajo presion reducida hasta que la mayor parte del THF se
habia eliminado. La mezcla resultante se traté con acido acético a pH = 5. El precipitado blanco obtenido se
disolvid en acetato de etilo y la capa crganica se separd. La capa acuosa se exirajo con acetato de etilo y toda
la capa organica se combind y se lavd con bicarbonaio de sodio saturado, salmuera y se secé sobre MgSQa.
Después de ia filtracion y eliminacion del disolvente, se obtuvo un sélido amarilic. Este material se utilizd en la
siguiente etapa.

9-hidroximetil-2-(Boc-amino)fluoreno (4): Bl compuesto 3 se suspendié en MeOH (200 mi) v se afiadid en
porciones borohidruro de sodio a lo largo de 15 minutos. La mezcla se agité durante 30 minutos (precaucion:
reaccion exotérmica y emision de gas). La reaccion se vigild por TLC (Rf = 0,5, Hexano/EtOAc 1:1) v se
completd. Se afiadid agua (500 mi) v el pH se ajustd a 5 con acido acético. El tratamiento implicé la extraccion
dos veces con acetato de etllo, el lavado de las capas organicas combinadas con bicarbonato de sodio v
salmuera, el secado sobre MgSQs, la filtracion y la concentracion a sequedad. El producto bruto obtenido se
purificé por cromatografia de resolucion rapida utilizando Heptano/EtOAc (3:1), produciende una espuma
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amarilla (36 g, 97,5 % de pureza, trazas de acetato de efilo y éter dietilico observadas en la TH-RMN).

9-hidroximetil-2-aminofluoreno (5): el compuesto 4 se afadié a una solucién enfriada con hielo de HCI 4 N en
dioxano. Se dejé que la mezcla de reaccion alcanzara la TA y se agité durante la noche. Se obtuvo un
precipitado amarillo palido. La suspensién se enfrié a 0 °C v se agit6 adicionalmente durante 5 horas. Después
de este tiempo, el sélido se filtré y se lavd a fondo con DCM (5 x 30 mi). Después del secado, se obtuvo un
solido amarilio palido (20 g, 96,5 % de pureza) con un rendimiento total de 80 % a lo largo de 3 etapas.

g-hidroximetil-2-(amino-3-maleimidopropionato)flucre (6): 9-hidroximetil-2-aminofluoreno (5,5 g, 26 mmol) vy
anhidrido maleimidopropitnico (6,93 g, 26 mmol) se colocaron en un RBF de 250 mi equipado con un agitador,
un condensador de reflujo y un burbujeador de nitrégeno. La mezcla de reaccion se calentd a reflujo a 85 °C
durante 25 horas. La TLC (Rf = 0,25, hexano/EtOAc 1:4) mostré la terminacién de la reaccién después de este
tiempo. La mezcla de reaccién se concentré en vacio para proporcionar un solide amarilio. El producto se
purificé mediante cromatograffa en columna.

MAL-Fmoc-NHS (7): Un RBF de 500 ml iimpio vy seco con agitacion en la parte superior se cargé con trifosgeno
(1,58 g, 0,35 eqg.) en THF seco (55 mi) para formar una solucién a temperatura ambiente. La solucién se enfrié
a aproximadamente 0 °C con un bafio de hielo/agua, vy una soluciéon de NHS (0,67 ¢, 0,38 eq} en THF seco (19
ml} se afiadid gota a gota durante 10 minutos bajo nitrégeno a 0 °C. La sclucién resultante se agitd durante 30
minutos. Se afiadié gota a gota una porcion adicional de NHS (1,34 g, 0,77 eq) en THF seco (36 ml} a2 0 °C
durante 10 minutos y se agitd durante 15 minutos.

El compuesto 6 (5,5 ¢, 1 eq), THF seco (55 mi} v piridina (3,07 ml, 2,5 eq) se agitaron juntos para formar una
suspension. Esto se afiadié a la sclucién de NHS en porciones a 0-5 °C y luego se dejd ir a TA eliminando el
bafic de hielo. Después de 20 horas, se detuvo la reaccién {material de partida todavia presente, si la reaccion
es empujada hasta su terminacion se ha cbservado una impureza atenuadora). La mezcla de reaccion se filtrd
y al filtrado se afiadieron salmuera al 4 % (200 mi) v EtOAC (200 mi). Después de la separacion, la capa organica
se lavd con acido citrico al 5 % (220 ml) y agua (220 mi). La capa orgénica se concentrd luego para dar 7,67 g
de MAL-Fmoc-NHS cruda. El material se purificd por cromatografia en columna utilizando un gradiente de
ciclohexano/EtOAc 70:30 a 40:60. Las fracciones gue contienen el producto se concentraron en vacio para dar
3,47 g {45 %) de MAL-Fmoc-NHS.

MAL-FMS-NHS (reaccién de ensayo): a una solucién de MAL-Fmoc-NHS (100 mg, 0,2 mmol} en acido
trifluoroacético (10 mi) se afadid acido clerosuifénico (0,5 ml). Después de 15 minutes, se afadié éter dietilico
enfriado con higlo (90 ml) y el producto se precipitd. El material se recogié por centrifugacion, se lavd con éter
dietilico y se sec6 en vacio. Se obtuvieron 41,3 mg (35 %) de un sélido beige.

Etapa 3 - Conjugacion

Conjugacion de PEG-Fmoc-OXM: La conjugacidn con PEG, Fmoc y OXM se realizé en una relacién molar de
1:1:1, p. ej., PEG40-SH (44 mg, en 4,4 ml de agua equivalente a 1,0 ymol) se afladié al péptido (4,5 mg,
equivalente a 1,0 ymol) y se afladié NaHCO3 (1 M, 0,1 mi). Fmoc (Almac, 10 mg/ml en DMF, 50 ul) se afiadid
con agitacion. La reaccién se agitd durante 24 h a TA.

Conjugacion de PEG-FMS-OXM: Todas las conjugaciones se realizaron a una relacién molar 1:1:1 entre el
PEG, el enlazador y OXM con los siguientes reactivos: PEGso-SH vy PEGa-SH (NOF), FMS (Almac), EMCS
{Termo Scientific), OXM (Almac). PEGa40-SH se disolvio en tampén fosfato de sodio 0,1 M (Sigma) pH 7,2 auna
concentracion de 10 mg/mL. La solucién se afiadié a un equivalente de péptido OXM purificado (Almac). E!
enlazador MAL-FMS-NHS (Almac) se disclvié en DMF a una concentracién de 10 mg/mL, se afadié un
equivalente a la reaccién. La mezcla se agité durante 30 minutos. La solucién se neutralizé a pH 4 utilizando
acido acético glacial (Fisher). La mezcla neutralizada se filtré (0,45 ym) y se separé utilizando cromatografia
preparativa. La mezcla de reaccion se filtré v se purificd por HPLC preparativa {(Phenomenex Luna C18), se
liofilizd v se almacené congelada.

Los parametros cromatograficos fueron los siguientes: Columna: Phenomenex Luna C18(2) 250 mm x 30 mm,
15 um prep., 100 A; Fase mévil A: agua (Milli-Q) + TFA al 0,1 % v/v (Applied Biosystems); Fase movil B:
agua/acetonitrilo (Rathburn) (25:75) + TFA al 0,1 % v/v (Applied Biosystemns); Deteccion UV: 214 nm; Gradiente:
10 % B a 65 % B durante 41 minutos; y Caudal: 43 mL/min.

El contenido de OXM se determind utilizando analisis de aminoacidos {AAA) o hidrdlisis basica. Una cantidad
definida de conjugado de OXM liofilizado se disolvio en agua a una concentracion de 20 mg/ml. Luego se
determiné la absorbancia a 280 nm, y la concentracién de acuerdo con la absorbancia a 280 nm se calculd
utilizando €280 = 29.700. La concentracién del péptido se cuantificd con precisién por hidrolizacion con acido
de una parte alicuota seguida de analisis cuantitativo de aminoacidos; la fraccion ideal es una que tiene una
estrecha concordancia entre la absorbancia calculada a 280 nm y el contenido de péptido.
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Induccién del ensavo basado en células cAMP

Células CHO-K1 gue sobre-expresan el receptor de GLP-1 {Millipore HTS163C2) se sembraron en una placa
blanca de area media de 96 pocilios {Greiner} a una densidad de 200.000 células/ml! y se incubaron durante 24
horas a 37 °C. Las células se incubaron con concentraciones crecientes de OXM (ALMAC), PEG40-EMCS-
OXM y PEG40-Fmoc-OXM con o sin suerc de rata al 1 % (Bio reclamation). Las concentracicnes de cAMP de
las células se cuantificaron mediante el ensayo de HTRF (Cisbio 62AM4PEB) v el parametro CES0 se analizd
por el software PRISM.

Estudio farmacocingtico

El perfil farmacocinético de PEGae-Fmoc-OXM se evalué de la siguiente manera: A ratas Wistar macho se las
administréd por via intravenosa (V) o subcutanea (SC) una dosis Unica de OXM nativa (n = 9, 278 ug/kg) o con
PEGuso-Fmoc-OXM (n = 6, 278 ug/kg de equivalente de péptido). Las cohortes de 3 animales por grupo se
sangraron a momentos alternades. La concentracién en suero de OXM se analizé utilizando un kit de ELISA
comercial (Cat n® 8-1393, Bachem).

Ensayo de iolerancia a la glucosa IP

Ratones C57BL/6 machos se mantuvieron en ayunas durante la noche y se pesaron, v los niveles de glucosa
en sangre se midieron por muestreo de la vena de la cola utilizando un glucometro portatil. A los ratones se les
inyectaron 1P PBS (vehiculo), OXM (333 nmol/kg), PEGs-EMCS-OXM (OXM pegilada no reversible, 333
nmol/kg de contenido de péptido por peso corporal) y PEGae-Fmoc-OXM (202 nmol/kg de contenido de péptido
por pesc corporal) y PEGao-O8SU (546 nmol/kg) como control. La glucosa (1,5 g/kg) se administrd IP ya sea 15
min después de la administracién del articulo de ensayc (vehiculo, OXM y PEG4c~-Osu) 0 120 min después de
la administracién de PEGao-Fmoc-OXM. Los niveles de glucosa en sangre se midieron por muestrec en la vena
de la cola antes de la administracién de glucosa y 10, 20, 30, 60 y 120 min después de la administracion de
glucosa utilizando un glucémetro portatil.

Modelo de ratén de obesidad inducida por la dieta

Estudio 1: ratones C57BL/6J (4-6 semanas de edad, Harlan UK Limited, Bicester, Oxon, Reino Unido) fueron
alojados en grupo a su llegada en jaulas de polipropileno. Todos los animales tuvieron libre acceso a una dieta
de alto contenido en grasas (012451, 45 % de kcal derivadas de la grasa; Research Diets, New Jersey, EE.UUL)
y agua del grifo en todo momento. Los animales se mantuvieron en un ciclo de fase normal de 12 h luz-
oscuridad (luces encendidas a las 07:00). Los animales se expusieron a la dieta apropiada durante al menos 6
meses (hasta que el peso corporal promedio fue de aproximadamente 50 g). Posteriormente, los animales
fueron alojados individualmente en jaulas de polipropiieno durante un periodo adicional de dos semanas y se
colocaron en la lluminacion de fase inversa (luces apagadas durante 8 h desde las 09:30-17:30 h). Durante la
segunda semana de alojamiento individual, los animales comenzaron un protocoio de manipulacion una vez al
dia y un periocdo de referencia de 7 dias. Posteriormente, a los ratones se les dosificd vehiculo o farmaco de
ensayo como se da a continuacién en la Tabla 1:

Tabla 1
Grupo Tratamiento (sc) Frecuencia n
A Vehiculo (PBS) bid 10
B OXM 5000 nmol/kg de pesc corporal (PBS) b.id 10
c Sibutramina 20 mg/kg (PBS) b.id 10
D PEG40-FMS-OXM 5000 nmol/kg de peso corporal {tampdn | Dias 1,3, 5,7 10
citrato)
E 556 mg/kg (27,8 mg/ml) PEG-8H (tamp6n citrato) Dias 1,3,5,7 10

Las medicicnes del peso corporal y de la ingesta de alimentos se realizaron diariamente hasta el Dia 8. La
medicién final de pesoc corporal se realizé el Dia 12. OXM vy sibutramina se formularon en PBS, mientras que
PEG40-FMS-OXM y PEG-SH se formularon en NaCl 147 mM, tampon citrato 10 mM pH 6. E! contenido de
OXM en PEG40-FMS-OXM se determiné por hidrdlisis basica.

Estudio 2: El Estudio 2 se realizé como se describe para el Estudio 1. Después de un periodo de referencia, a
los animales se les dosificod de acuerdo con el siguiente disefio descrito en la Tabla 2:
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Tabia 2
Grupo | Tratamiento {sc¢) Frecuencia | n
A Vehiculo (PBS) b.id 8
B OXM 5000 nmol/kg de peso corporal (PBS) b.id 8
C PEG40-FMS-OXM 1000 nmol/kg de peso corporal (tampon citrato} Dias 1,4,7 | 9
D PEG40-FMS-OXM 5000 nmol/kg de peso corporal (tampon citrato} Dias 1,4,7 | 9
E PEG40-FMS-OXM 8000 nmol/kg de peso corporal (tampon citrato} Dias 1,7 9
F PEG40-EMCS-OXM 1000 nmol/kg de peso corporal (tampodn citrate) | Dias 1,4,7 | 9
G PEG40-EMCS-OXM 85000 nmol/kg de peso corporal (tampodn citrate) | Dias 1,4,7 | 9
H PEG40-EMCS-OXM 8000 nmol/kg de peso corporal (fampon citrato) Dias 1,7 9
! PEG30-FMS-OXM 5000 nmol/kg de peso corporal (tampdn citrato) Diags 1,4,7 | 9
J PEG40-SH (tamptn citrato) Dias1,4,7 | 9
K Sibutramina b.id 8

Las mediciones del peso corporal y de la ingesta de alimentos se realizaron diariamente hasta el Dia 14.

Estudioc 3: El Estudio 3 se realizé como se describe para el Estudic 1 y 2 con una diferencia, los ratones al
comienzo del experimento pesaron 48-46 g. Después de un periodo de referencia, los animales fueron
dosificados de acuerdo con el siguiente disefic descrito en fa Tabla 3:

Tabla 3

Grupo Tratamiento (sc¢) n

PEG5-FMS-OXM 6000 nmolkg: Dias 1, 8, 15

PEG30-FMS-6000 nmol/kg: Dias 1, 8, 15

PEG40-FMS-OXM 6000 nmol/kg: Dias 1, 8, 15

PEGB0-FMS-OXM 86000 nmol/kg: Dias 1, 8, 15

Vehiculo {(PBS sc)

mom O O W >
NN NN NN

Liraglutida (200 pg/kg bid) en PBS

Daios v andlisis estadistico

OXM y Sibutramina se formularon en PBS, mientras que PEG40-EMCS-OXM, PEG40-FMS-OXM y PEG-SH
se formularon en NaCl 147 mM, tampén citrato 10 mM pH 6. El contenidc de OXM en PEG40-FMS-OXM y
PEGA40-EMCS-OXM se determinaron por AAA.

El peso corporal v la ingesta de alimentos se expresaron como valores medios + EMT. Los datos de peso
corporal, ganancia de peso corporal, ingesta de alimentos diaria y promedio e ingesta de alimentos acumulada
se analizaron por ANCOVA con el valor de referencia como covariable, seguide de comparaciones apropiadas
(dos colas) para determinar diferencias significativas del grupo de control. P < 0,05 se considerd gue es
estadisticamente significativo. El valor de referencia fue el valor del Dia 1 para el peso corporal o el consumo
promedio de agua o alimentos durante el periodo de referencia.

EJEMPLO 1
Sintesis y caracterizacion de PEG-Fmoc-OXM
Péptido OXM se sintetizé por el método en fase solida empleando la estrategia de Fmoc en todo el ensamblaje

de la cadena peptidica. El péptido se purificé por HPLC preparativa utilizando la columna Phenomenex Luna
C18 (250 x 30 mm) aplicando el gradiente entre la solucion A (TFA al 0,1 % + H20y y B (TFA al G,1 % + MeCN).
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La pureza del péptido fue superior al 95 %, el peso molecular fue de 4449 Da (medido por MALDI). La
conjugacion del péptido OXM con PEGao-SH a través del enlazador Fmoc se realizd en presencia de NaHCO:s.
La mezcla de reaccién se agité durante 24 h a TA, seguido de filtracién y purificacién por HPLC preparativa
(Jupiter C5). El peso molecular del conjugado se analizé por MALDI vy el contenide de péptidc OXM se analizé
por AAA. El contenido promedio de péptido OXM fue 189 pg de OXM por cada 1 mg de conjugado PEGio-
Fmoc-OXM, 132.4 ug de OXM por cada 1 mg de conjugado PEGzg-Fmoc-OXM, 61,7 ug de OXM por cada 1
mg de conjugado PEGas-Fmoc-OXM y 40 pg de OXM por cada 1 mg de conjugado PEGas-FMS-OXM.

EJEMPLO 2

Perfii farmacocingtico de PEG10-Fmoc-OXM, PEG20-Fmoc-OXM y PEG40-Fmoc-OXM en comparacion
con OXM nativa

El perfil farmacocinético de OXM en comparacion con PEGio-Fmoc-OXM vy PEGae-Fmoc-OXM se evalud en
ratas Wistar macho. A los animales se les administré con una inyeccidn SC Unica de OXM nativa (278 ugikg
de péptido), PEGio-Fmoc-OXM (278 ug/kg de contenido de péptido) o PEGee-Fmoc-OXM (278 uglkg de
contenido de péptido). Se midid la concentracién en suero del compuesto a los intervalos de tiempo indicados
(ELISA comercial, el perfil PK se muestra en la Figura 1 vy los parédmetros PK no compartimentales
convencionales se resumen en la Tabla 3). La pegilacion reversible de OXM conjugada tanto con PEGio como
con PEGzo resultd en la prolongacion de la semivida de OXM nativa (0,15 h para OXM nativa; 16,16 h para
PEG1p-Fmoc-OXM y 27,38 h para PEGas-Fmoe-OXM). La exposicién como se reflejo por el parametro de AUC,
se incrementd aproximadamente ~450 veces para PEGs-Fmoc-OXM y aproximadamente -2210 para PEGzo-
Fmoc-OXM. Por lo tanto, la conjugacién reversible de OXM a PEGzo resulté en un efecto mas prolongado en
comparacion con PEGio. Con el fin de caracterizar adicionalmente el perfil PK de OXM conjugada de forma
reversible con PEGao a través del enlazador Fmoc, a ratas Wistar macho se las inyectd IV o SC OXM nativa o
PEGao-Fmoc-OXM (278 pg/kg de contenido de péptido) y la concentracién en suero en los momentos indicados
se analizd (utilizando ELISA comercial, el perfil PK se muestra en la Figura 2 y los parametros PK no
compartimentales convencionales se resumen en la Tabla 4). Los resultados indicaron gue la pegilacion
reversible prolonga la semivida del péptidoc OXM en 100 veces, y aumenta la exposicion significativamente
como se refleja por el parametro de AUC. Ademas, la biodisponibilidad del péptido native fue solo 4,37 %,
mientras que la administracion de PEGao-Fmoc-OXM resulto en 84 % de biodisponibilidad.

Tabla 3: Parametros PK no compartimentales de OXM y PEGio-Fmoc-OXM vy PEGzo-Fmoc-OXM después de
la administracion SC en ratas.

AUC h*ng/ml Ti/2term. h MRT h
OXM 3.2 0,15 0,3
PEGio-Fmoc-OXM 1456 16,16 20,6
PEGao-Fmos-OXM 7079 27,38 37,2

Tabla 4: Parametros PK de OXM y PEGae-Fmoc-OXM después de la administracion [V o 8C

en ratas.
Via de | auc hing/ml | T1/2term.h |MRTH | F%
Administracion : )
v 72,44 0,44 0,414 | 100
OXM
sC 3,34 0,69 0913 | 374
v 435,73 233 243 | 100
PEGo-Fmoc-OXM
sC 656,65 30,4 57,7 | 4.68

EJEMPLO 3
Induccion de cAMP por OXM y OXM pegiiada reversible

Con el fin de evaluar la actividad in vitro de la OXM en comparacién con PEG40-Fmoc-OXM y PEG40-EMCS-
OXM (OXM PEGilada no reversible), células CHO-K1 que sobre-expresan el receptor de GLP-1 se incubaron
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con concentracicnes crecientes de los diferentes compuestos seguidos por cuantificacion de cAMP. La OXM
nativa demostrd actividad mejorada en comparacién con PEGao-Fmoc-OXM y PEGas-EMCS-OXM que tuvo
actividad comparable in-vitro (CES0 de 2,53 x 10-9, 2,07 x 10-6 y 5,87 x 10-7 para OXM, PEG40-EMCS-OXM
vy PEG40-Fmoc-OXM, respectivamente, Figura 3). De manera importante, 1a pegilacién de OXM no abrogb
completamente ia activacién del receptor de GLP-1 inducida por OXM. Ademas, mientras que la incubacion de
OXM en suero resultd en una actividad reducida, probablemente debido a la protedlisis parcial del péptido, las
actividades comparables en |a presencia y ausencia de suero de rata se obtuvieron para PEGao-Fmoc-OXM y
PEG40-EMCS-OXM, lo que sugiere que la pegilacidon enmascara los sitios de protedlisis potenciales en la OXM.

EJEMPLO 4
Tolerancia a Ia glucosa inducida por OXM pegilada reversible de accién prolongada

Con el fin de evaluar la actividad in vivo de la OXM o PEGaso-Fmoc-OXM, se aplics el modelo IPGTT. A ratones
C57BL/6 en ayunas durante 1a noche se les inyectd IP péptido OXM ¢ PEGaso-Fmoc-OXM seguido de inyeccion
IP de glucosa y medicion de los niveles de glucosa en sangre de la vena de la cola por glucémetro. OXM (333
nmol/kg), PEG4o-EMCS-OXM {OXM pegilada no reversible, 333 nmol/kg de contenido de péptido por peso
corporal) y PEG40-Fmoc-OXM (202 nmol/kg de contenido de péptido por peso corporal) se administraron 1P
15 min (OXM y PEG4-EMCS-OXM) ¢ 2 h PEGao-Fmoc-OXM, antes de la inyeccion IP de glucosa (1,5 g/kg).
La induccion de la tolerancia a la glucosa se comparé con el grupo de vehiculo. Como control para el efecto de
PEGao, a un grupo de control se administré PEGas-Osu (546 nmol/kg). Mientras que el péptido OXM tuvec un
efecto menor sobre la tolerancia a la glucosa en comparacién con el grupo de vehiculo, la administracion de
PEGao-Fmoc-OXM que tiene inclusc menor contenido molar de OXM resultd en tolerancia a la glucosa inducida
(Figura 4). Sorprendentemente, la administracion de OXM pegilada no reversible resultd en la induccion de la
tolerancia a la glucosa lo que sugiere que la OXM pegilada es farmacoldgicamente activa in vivo.

EJEMPLO S

OXM pegilada reversible de accion prolongada reduce el peso corporal e inhibe la ingesta de alimentos
en ratones DIO

La actividad farmacologica de OXM se evalud adicicnalmente en ratones DIO después de la inyeccion SC de
OXM nativa y OXM pegilada de forma reversible. En el estudic 1, a ratones DIO macho (n = 10 por grupo) se
les administraron 5000 nmol/kg de peso corporal de OXM b.i.d 6 PEGase-FMS-OXM gue contiene 5000 nmolkg
de OXM por peso corporal cada dos dias durante siete dias de dosificacion. El peso corporal v la ingesta de
alimentos se midieron diarlamente durante 8 dias con una medicién final del peso corporal el dia 12. La
inyeccion dos veces al dia de OXM resulté en una reduccion moderada tanto del pesc corporal (6 % de pérdida
de peso el Dia 8 en comparacion con el grupo de control de vehiculo) como la inhibicidén estadisticamente
significativa de la ingesta de alimentos. Por otra parte, la administracion de PEGao-FMS-OXM que tiene el
mismo contenido de péptidc OXM por dosis, perc inyectado cada dos dias, resultd en una marcada pérdida de
pesc (24 % de pérdida de peso el Dia 8 en comparacion con el grupe de control de PEG-SH) y manifestd una
inhibicién sustancial de la ingesta de alimentos (Figura 4). Sibutramina, un inhibidor de la recaptacién de
neurotransmisores, que se utilizé como control positivo redujo el peso corporal en un 15,6 %. De sefalar, la
reduccion del peso corporal en el grupo PEGs-FMS-OXM fue consistente hasta la Ultima medicién el Dia 12,
gue es de 5 dias después de la Ultima dosis, lo que indica un comportamiento de larga duracién de la OXM
pegilada de forma reversible (Figura 5).

Puesto que PEGo-EMCS-OXM indujo la tolerancia a la glucosa en el modelo IPGTT, fue importante comparar
la eficacia de OXM pegilada no reversible con OXM pegilada de forma reversible en el contexto del peso
corporal v la ingesta de alimentos. En consecuencia, se disefid un estudio de seguimiento para hacer frente a
este problema (estudio 2 en materiales y métodos). Mientras que la administracion de 5000 nmol/kg de peso
corporal de PEG4o-FMS-OXM cada 3 dias (total de 3 inyecciones) resultd en una reduccién sustancial del peso
corporal, la inyeceién de 5000 nmol/kg de peso corporal de PEGas-EMCS-OXM en la misma frecuencia resultd
en un efecto despreciable sobre el peso corporal. Serprendentemente, la inyeccidn Gnica el Dia 1 de 8000
nmolkg de peso corporal de PEGuo-FMS-OXM resulté en la reduccidén de peso aparente durante 6 dias.
Sorprendentemente, la administracién de 5000 nmol/kg de peso corporal de PEGse-FMS-OXM resultd en una
reduccion elevada del peso corporal, lo que indica una eficacia mejorada en comparacion con PEGas-FMS-
OXM (Figura 6).

OXM es un péptido potencial para el tratamiento de trastornos metabolicos tales como la diabetes y la obesidad,
como se demuestra por la pérdida de peso obtenida por OXM nativa en sujetos saludables con sobrepeso v
obesos (Wynne et al, 2005). Sin embargo, debido a la corta semivida del péptido v a su baja estabilidad in-vivo,
se requieren administraciones diarias repetidas de dosis supra-fisioldgicas para lograr un efecto farmacoldgico
en los seres humanos. Esta patente proporciona medios efectivos para la estabilizacion de OXM en condiciones
fisiologicas pegilando reversiblemente la OXM volviéndola de accién prolongada. inesperadamente, la OXM
modificada - la version pegilada es activa y no es un mero pro-farmaco.
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OXM pegilada de forma reversible demostré un perfil farmacocinético superior en ratas con un aumentio
sustancial en la exposicidn y semivida prolongada en comparacién con OXM nativa. Al comparar el efecto de
PEGs con diverscs pesos moleculares conjugadas de forma reversible con OXM en el perfil OXM-PK, el
conjugado PEGas demostrd un efecto de prolongacién superior en comparacién con PEGwe 0 PEGzo. Por lo
tanto, el PEGuo se evalud adicionalmente en estudios farmacolégicos (Figuras 1 y 2). De manera importants, la
biodisponibilidad de OXM aumentd significativamente de 4,37 % a 84,6 % después de la administracion SC de
PEGa4o-Fmoc-OXM, contribuyendo a la exposicién incrementada de péptido pegilado reversiblemente (Tabla
2). PEGas-Fmoc-OXM mejoré la tolerancia a la glucosa en comparacion con la OXM nativa como se evalud en
el modelo IPGTT de ratones C57BL/6 en ayunas duranie la noche. En este modelo, una OXM pegilada no
reversible conjugada con PEGao (PEG4e-EMCS-OXM) demostrd una actividad de induccidn de tolerancia a la
glucosa equiparable a PEG40-Fmoc-OXM. Este resultado es apovado ademdas por la actividad in vitro
observada para PEGao-EMCS-OXM y PEGas-Fmoc-OXM en las cuales la pegilacién convencional de OXM no
suprime completamente la unidén de OXM a su receptor, un fendémeno observade para los péptidos pegilados
debido a la interferencia estérica y, en consecuencia, no resulta en la pérdida total de actividad bioldgica
(Figuras 3y 4).

A continuacién, el efecto de PEG4o-FMS-OXM en el peso corporal y la ingesta de alimentos se evalud en
ratones DIO en comparacion con OXM nativa. La inyeccidén SC de 5000 nmol/kg de OXM nativa administrada
dos veces al dia resultd en una reduccién moderada del peso corporal y la ingesta de alimentos después de 7
dias de dosificacion. Por el contrario, la inyeccién de 5000 nmol/kg de PEGao-FMS-OXM cada dos dias resulté
en una marcada reduccion tanto del peso corporal como de la ingesta de alimentos (6 % v 24,9 % de reduccién
del peso corporal para OXM y PEGao-FMS-OXM, respectivamente, Figura 5) en comparacién con el control el
Dia 8. En conclusién, PEGao-FMS-OXM presentd un efecto anti-obesidad prolongado v eficacia mejorada
considerando que la dosis acumulativa de OXM administrada durante el estudio para PEGe-FMS-OXM fue
casi 4 veces menor en comparacion con el grupo al que se administrd OXM nativa.

OXM pegilada no reversible, PEGa-EMCS-OXM, demostrd que mejora la tolerancia a la glucosa en el ensayo
IPGTT. Por lo tanto, fue imperativo evaluar la actividad de regulacion de los alimentos de la pegilacion
convencional en comparacion con la OXM pegilada de forma reversible y OXM nativa en el modelo DIO. La
administracion de 5000 nmol/kg de PEG4o-EMCS-OXM cada tres dias resulté en una reduccion despreciable
del peso corporal a pesar de gue la inhibicién de la ingesta de alimentos fue evidente hasta 3 dias después de
la dosificacién (Figura 6). La inhibicién moderada de la ingesta de alimentos probablemente resulta de la
actividad directa de OXM en el tracto gastrointestinal y se correlaciona con la actividad periférica observada en
el modelo de IPGTT. Dado que la actividad de regulacién de los alimentos por OXM implica el cruce de la
barrera hematoencefalica y la unién a los receptores en las neuronas en el ARC (siglas inglesas de niclec
arqueado), es imperativo que la capacidad de la OXM de penetrar en el SNC no sera abolida. La bicactividad
periférica observada de PEGs0-EMCS-OXM en oposicién a la falta de capacidad de este compuesic para
reducir el peso corporal de ratones DIO sugiere gue el enlace covalente al resto de PEG restringe la capacidad
de PEGsw-EMCS-OXM para pasar a través la BEB (siglas inglesas de barrera hematoencefalica) en el ARC,
gue es el sitio de accién potencial de OXM en el hipotéalamo. Por el contrario, la inyeccién de 5000 nmolkg de
PEG40-FMS-OXM en la misma frecuencia redujo notablemente el peso corporal v 1a ingesta de alimentos
inhibida en un 20 % como se mide el dia 12. Sorprendentemente, la inyeccién de 8000 nmol/kg de PEG4s-FMS-
OXM una vez a la semana resulté en una reduccién del peso corporal similar en un 20 %, Io que indica que en
seres humanos, la pérdida de peso significativa se puede lograr por una inyeccién una vez a la semana o
incluso dosificacién menos frecuente de OXM pegilada de forma reversible.

La estrategia de pegilacion reversible es el objetivo para superar la pérdida de actividad observada a menudo
en la pegilacién convencional mientras se mantiene el efecto de prolongacién del farmaco. En los casos en los
que la bicactividad de! profarmaco pegilado se pierde drasticamente o incluso es abolida, la ventaja de la
aplicacion de pegilacién reversible se probd previamente (Patente de Estados Unidos N2 7585837). Sin
embargo, no se sabe cudl sera la eficacia de un profarmaco pegilado reversiblemente en comparacion con el
farmaco covalentemente pegilado de forma no reversible que conserva su actividad bioldgica. Esio es
especialmente relevante, ya que se espera que el perfil PK del péptido pegilado de forma covalents sea superior
en comparacion con el péplido pegilado reversible cuando se evalian las concentraciones en sangre de
conjugado, debido a la lenta liberacion del péptido del conjugado. PEGae-EMCS-OXM demostré que es activa
tanto in-vitro como en el medelo de IPGTT in-vive. Por lo tanto, era posible que esta molécula también indujera
la saciedad vy redujera el pesc corporal después de la administracién SC a ratones. Sin embargo, esto ha
demostrado ser incorrecto, ya que PEG4w-EMCS-OXM fracasa en reducir el peso corporal en ratones DIO,
mientras que PEG4-FMS-OXM tuvo un efecto marcado. La publicacién previa presentd datos contradictorios
referentes a la contribucién de la actividad periférica de OXM vy la actividad en el SNC de OXM. Por una parte,
las acciones anoréxicas de la OXM ip fueron bloqueadas por fa administracion previa intra-ARC de GLP-1R,
indicando exendinag-se la importancia de la actividad relacionada con el SNC de OXM (Dakin et al 2004). Sin
embargo, un suministro oral de Bifidobacterium que expresa OXM a ratones con sobrepeso resultd en la
reduccion del peso corporal, mientras que ia OXM no se detectd en el plasma de estos ratones, lo que sugiere
gue la activacién directa de las células gastrointestinales es importante para la actividad de la pérdida de peso
de OXM (Long et al, 2010). Como se menciond anteriormente, la falta de informacién sobre el modo de accion
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de OXM y el impacto de la pegilacidn, fue imposible predecir cual serd la eficacia de OXM pegilada de forma
reversible en comparacion con OXM nativa y OXM pegilada de forma covalente unida.

La eficacia superior de PEG30-FMS-OXM en comparacion con PEGae-FMS-OXM como se muestra en el estudio
2 fue sorprendente. Aunque no se evalud el perfil de PK de PEGaze-FMS-OXM, el perfil de PK PEGao-FMS-OXM
fue claramente superior a PEGio-FMS-OXM y PEG20-FMS-OXM. Es posible que el uso de PEGso presente el
tamafioc de PEG favorable que, por una parte, reduce de manera significativa el aclaramiento renal del
conjugado PEGas-FMS-OXM, mientras que facilita la velocidad de hidrolisis de OXM del conjugado que permite
una presencia sostenida de OXM requerida para la obtencion de sus actividades farmacolégicas.

Estudio 3

En este estudio se evalud la conjugacion de OXM con PEG de diversos tamaiios. Como se demostrd en los
estudios previos, la administracién de PEG30-FMS-OXM y PEG40-FMS-OXM una vez a la semana tuvo un
marcado efecto sobre el peso corporal. Sorprendentemente, PEGS-FMS-OXM perdié completamente la
capacidad de inducir la pérdida de pesoc en comparacion con el grupo de vehicule, mientras que PEGSH0-FMS-
OXM indujo una reduccion atin mas pronunciada que PEG30-FMS-OXM. La diferencia en la pérdida de peso
entre PEG30-FMS-OXM y PEG40-FMS-OXM en este estudio estuvo en el intervalo de variabilidad del
experimento y no fue significativa.

EJEMPLO 6

Perfiles Glucémicos y Lipidémicos Mejorados en Ralones Obesos Tratados con OXM PEGilada
Reversible

Materiales y Métodos

Procedimienios Experimeniales para el Modelo de Raién con Obesidad Inducida por la Dieta (DIO):

El modelo de DIO se realizé en RenaSeci Ltd (Nottingham, Reino Unido). Ratones C57BL/6J (4-6 semanas de
edad, Harlan UK Limited, Bicester, Oxon, Reino Unido), fueron expuestos a una dieta alta en grasas (D12451;
45 % de kcal derivadas de la grasa; Research Diets, New Jersey, EE.UU.) durante al menos 6 meses (hasta
que el peso corporal promedio es aproximadamente 50 g). Dos semanas antes de la administracion del
farmaco, los animales fueron alojados individualmente y se colocaron en ilumninacién de fase inversa {luces
apagadas durante 8 h desde 09:30-17:30 h). Durante la primera semana de alojamiento individual (periodo de
referencia), los animales comenzaron un protocolo de manipulacion una vez al dia y durante la segunda
semana (pericdo de referencia), fueron dosificados con el vehiculo apropiado b.i.d. o una vez a la semana, ya
gue fueron dosificados durante el periodo de tratamiento) por una via subcutanea. 7 grupos {n = 8) de ratones
DIO fueron dosificados durante 29 dias de la siguiente manera:

Grupo Tratamiento (s¢) Frecuencia

A PEG40-8H (662 mg/kg) Unavez alasemana (1, 8, 15, 22, 29)
B PEG40-EMCS-OXM (8.000 mmol/kg) Unavezalasemana (1, 8, 15, 22, 29)
C PEG30-EMCS-OXM (8.000 mmol/kg) Unavez alasemana (1, 8, 15, 22, 29)
D PEG40-FMS-OXM (6.000 mmol/kg) Unavezalasemana (1, 8, 15, 22, 29)
E PEG30-FMS-OXM (6.000 mmol/kg) Unavezalasemana (1, 8, 15, 22, 29)
F Vehiculo (PBS) b.id

G OXM (6.000 mmolkg; PBS) b.id

Durante el periodo de referencia y el de tratamiento, la ingesta de alimentos, la ingesta de agua vy sl peso
corporal se registraron diariamente. Los dias 1 y 22 después de una referencia de dos semanas, todos los
ratones se mantuvieron en ayunas durante la noche. Los dias 2 y 23, los ratones se sometieron a un ensayo
oral de tolerancia a la glucosa (OGTT). A cada uno de los animales se le dosificd vehicuio o compuesto de
ensayo y 60 minutos mas tarde se les dosifico D-glucosa (2 g/kg p.c.). Las muestras de sangre de referencia
fueron tomadas inmediatamente antes de la dosificacion con vehiculo o compuesto de ensayo (B1) &
inmediatamente antes de la carga de glucosa (B2). Muastras de sangre adicionales se tomaron 10, 20, 30, 45,
60 vy 120 minutos después de la administracion de glucosa. Todas las muestras de sangre (aproximadamente
20 pl) se tomaron de la vena de la cola. Las muestras de plasma se prepararon y se sometieron a ensayo en
cuanto a la giucosa (n = 2) y la insulina (n = 1) utilizando el reactivo de glucosa Thermoelectron Infinity
(TR15421) y ELISA de insulina de ratdn ultrasensible Alpco (80-INSMSU-E10), respectivamente. El Dia 30 se

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 981 891 T3

recogieron muestras de plasma terminales (24 horas después de la dosis final el Dia 29) por puncién cardiaca
y se sometieron a ensayo en cuanto a la insulina, glucosa, colesterol y triglicéridos utilizando ELISA de insulina
de ratdn uitrasensible (80-INSMSU-E10Q), reactive de glucosa Thermeoelectron Infinity (TR15421), reactivo de
colesterol Thermoelectron Infinity (TR13421) v el kit de Sigma Triglyceride (TR0100). Los pesos finales de las
cadaveres se registraron después del muestreo de sangre terminal y las cadaveres se congelaron a -20 °C.

Procedimientos experimentales para los estudios de composicidn corporal:

Los niveles de grasa corporal, proteinas, agua y cenizas de los cadaveres se determinaron utilizando técnicas
de analisis quimico estandares. Solo se midié el contenido de grasa, proteina, agua y cenizas, puestc que otros
componentes {principalimente carbohidratos) forman menos de 2 % de la composicidn total del cuerpo. El agua
del cadaver se determiné por liofilizacién de los cadaveres de ratén a peso constante. Los cadaveres secos se
molieron luego en una trituradora de laboratorio listos para andlisis posteriores. La grasa del cadaver se
determind en las muestras liofilizadas utilizando un protocolo de extraccion de Soxhlet modificado (éter de
petrdleo a 40-60 °C) con un sistema Tecator Soxtec 2050 (Foss UK Lid, Wheldrake, Reino Unido) de acuerdo
con el protocolo recomendado por el fabricante. Las proteinas del cadaver se determinaron utilizando un
procedimiento de micro-Kjeldah! en las muestras licfilizadas utilizando un blogue de digestién Tecator 2012 y
unidad de destilacién 2200 (Foss UK Lid). Las cenizas de cadaveres residuales se determinaron incinerando
las muestras liofilizadas a altas temperaturas utifizande un horno de incineracién de mufla.

Datos vy andlisis estadisticos:

Los pesos corporales, la ingesta de alimentos vy la ingesta de agua se expresan como valores medios + EMT.
Los datos del peso corporal, ganancia de peso corporal, ingesta de alimentos diaria y promedio e ingesta de
agua e ingesta de alimentos acumulada se analizaron por ANCOVA con referencia como una covariable,
sequido de comparaciones apropiadas (dos colas) para determinar las diferencias significativas del grupo
control. P « 0,05 se considera estadisticamente significativo. El valor de referencia fue el valor del Dia 1 para
el pesc corporal o el consumo promedio de alimento o agua durante el periodo de referencia.

La insulina, colesterol y triglicéridos en plasma terminal se analizaron por modelo lineal general con el
tratamiento como un factor y el orden de sangrado y el peso corporal de valor hasal como covariables seguido
de comparaciones apropiadas (dos colas) para determinar las diferencias significativas del grupo de vehiculo
relevante. Si es apropiado se utilizaron técnicas de regresion robusta y/o transformacién logaritmica.

Los datos para cada uno de los parametros de composicion corporal (grasa, proteinas, agua vy cenizas) se
presentaron como g/cadaver y % total. Los pesos finales de los cadaveres también se analizaron como una
comparacién directa. El analisis se hizo mediante regresion robusta con el tratamienic como un factor v el pesc
corporal en la referencia como una covariable, seguido de ensayos apropiados de comparaciones miultiples
{dos colas) para comparar los efectos de cada uno de los grupos de tratamiento con el grupo de vehiculo
relevante.

Resultados

Una inyeccién semanal de PEG30 reversible (PEG30-FMS-OXM (6.000 nmol/kg; tampén citrato)) o PEG40
reversible (PEG40-FMS-OXM (6.000 nmol/kg; tampén citrato}), durante un periodo de 30 dias, proporciond 28
% vy 23 % de pérdida de peso, respectivamente, en comparacién con 17 % de pérdida de peso para el grupo al
gue se inyectd dos veces al dia oxintomodulina nativa (Figura 7) - mientras que la dosificacién acumulativa de
la oxintornodulina neta inyectada con PEG30 reversible fue solo 8,6 % para el perfodo de 30 dias. Las OXM
PEGiladas de forma no reversible (PEG40-EMCS-OXM y PEG30-EMCS-OXM) fueron alin menos efectivas en
la reduccion del peso corporal.

La tolerancia a la glucosa en ratones DIO después de las inyecciones semanales con OXM PEGilada reversible
(PEG30-FMS-OXM o PEG40-FMS-OXM) fue equiparable con la tolerancia a la glucosa provocada por una
inyeccion dos veces al dia de oxintomoduiina nativa el Dfa 2 (Figura 8A) y &l Dia 23 (Figura 8B).

Ademas, una administracién una vez a la semana de OXM PEGilada reversible mejoré los perfiles glucémico
y lipidico en ratones DIO, demostrado por una reduccién en la glucosa terminal (Figura 9A), una reduccidn en
la insulina terminal {(Figura 9B), una reduccién en el colesterol terminal {Figura 9C) v una reduccidn en el glicerol
terminal (Figura D).

Finalmente, un analisis de la composicién corporal de los ratones DIO demostrd que la pérdida de peso
demostrada por los ratones tratados con OXM PEGilada reversible resulté de una reduccion especifica de la
grasa (Figura 10}.

En conjunto, la PEGilacion inversa demostrd que es segura vy tolerable en diferentes modelos toxicolégicos de

animales roedores. La PEGilacién inversa también permite el alargamiento de la semivida de OXM, al tiempo
gue mantiene su potencial para penetrar en los tejidos objetivo (p. €., penetrar [a BBB).
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La OXM pegilada de forma reversible demostrd propiedades superiores de accién prolongada, soportando la
inyeccion una vez a la semana en los seres humanos. La OXM PEGilada de forma reversible redujo el peso
corporal por una reduccién especifica en grasas (evaluacién de Composicién Corporal). La OXM PEGilada de
forma reversible mejord los perfiles glucémicos vy lipidémicos. Se espera gue la OXM PEGilada de forma
reversible proporcione terapia de largo plazo para pacientes con obesidad y diabetes Tipo i a través de sus
impresionantes efectos sobre la actividad de la glucemia y la pérdida de grasa.

EJEMPLO 7
Efecto de OXM pegiiada reversibie en el nivel de la giucosa y la secrecion de insulina

Procedimientos experimentales para el modelo de ratén de Obesidad Inducida por la Digta (DIO):

El modelo de DIO se realizd en RenaSci Lid (Nottingham, Reino Unido). Ratones 57BL/6J {4-6 semanas de
edad, Harlan UK Limited, Bicester, Oxon, Reino Unido) se expusieron a una dieta alta en grasas (12451 D; 45
% de kcal derivadas de la grasa; Research Diets, New Jersey, EE.UU.) durante al menos 6 meses (hasta que
el peso corporal promedio fue aproximadamente 50 g). Dos semanas antes de la administracién del farmaco,
los animales fuercn alojados individuaimente, comenzando un perfode de aclimatacion. En la primera semana,
el periodo de manipulacién, los animales comenzaron un protocolo de manipulacién una vez al dia y durante
la segunda semana, el periodo de referencia, fueron dosificados con el vehiculo apropiado; (b.i.d. ounavez a
la semana cuando fueron dosificados durante el periodo de tratamiento) por una via subcutéanea. Durante el
periodo de referencia y el de tratamiento, la ingesta de alimentos, ingesta de agua y el peso corporal se
registraron diariamente. En la mafiana del dia 1, los ratones fueron dosificados seguido de un ayuno durante
la noche. El dia 2, 24 h después de la siguiente administracién (grupcs A-E} ¢ antes de la dosis de fa mafiana
{grupos F-H)}, los ratones fueron muestreados en cuanto a la glucosa en ayunas e insulina en ayunas. Todas
las muestras de sangre (aproximadamente 20 ul) se tornaron de la vena de la cola. Las muestras de plasma
se prepararon y se sometieron a ensayo en cuanto ala glucosa (n = 2} y lainsulina (n = 1} utilizando &l reactivo
de glucosa Thermoelectron Ifinity (TR15421) y ELISA de insulina de ratén ultrasensible Alpco (80-INSMSU-
E10), respectivamente.

Resultados

En este conjunto de experimentos se realizaron dos estudios in vivo independientes. El primer experimento
incluyo 8 grupos (n = 8) de ratones BIO que fueron dosificados durante 2 dias de la siguiente manera:

Grupo Tratamiento (sc) Frecuencia
A PEG40-SH (662 mg/kg) inyeccion tnica el dia 1
B PEG40-EMCS-0OXM (6.000 mmol/kg) inyeccion Gnica el dia 1
C PEG30-EMCS-0OXM (6.000 mmol/kg) inyeccion Gnica el dia 1
D PEG40-FMS-OXM (6.000 mmolkg) Inyeccién tnica el dia 1
E PEG30-FMS-OXM (6.000 mmolkg) Inyeccién Gnica el dia 1
F Vehiculo (PBS) b.id
G OXM (8.000 mmol/kg; PBS) b.id
H Liraglutida (200 pyg/kg) b.id

El segundo experimento incluyd 7 grupos (n = 7) de ratones DIO que fueron dosificados durante 2 dias de la
siguiente manera:

Grupo Tratamiento (sc) Frecuencia
A PEGB0-SH (947,4 mg/kg) inyeccién tnica el dia 1
B PEG5-FMS-OXM 8000 mmol/kg Inyeccién tnica el dia 1
C PEG30-FMS-6000 mmol/kg inyeccién tnica el dia 1
D PEG40-FMS-OXM 6000 mmol/kg inyeccién tnica el dia 1
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E PEGB0-FMS-OXM 6000 mmol/kg Inyeccién tnica el dia 1
Vehiculo (PBS) b.id
G Liraglutida (200 pg/kg bid) en PBS b.id

En ambos estudiocs la administracién de una dosis Unica de todas las variantes de PEG-OXM: PEG40-EMCS-
OXM, PEG30-EMCS-OXM, PEG40-FMS-OXM, PEG30-FMS-OXM {Exp. n® 1) o PEG30-FMS-OXM, PEG40-
FMS-OXM y PEGE0-FMS-OXM (Exp. n® 2} produjo reducciones marcadas y significativas en la glucosa en
ayunas en comparacioén con el vehiculo (Figuras 11 y 12). En el experimento n® 1 el grupo de vehiculo (PEG40-
SH) presenta un nivel de glucosa de 9,5 mM, mientras que los grupos tratados con PEG-OXM presentan un
nivel de glucosa de 5,18 a 5,8 mM. Se obtuvo la misma reduccién del nivel de glucosa también para el grupo
tratado con PEG-OXM en el Experimento n? 2 (excepto el grupo de PEGS-OXM) que mostrd reduccion de
glucosa desde 11,9 mM del grupo de vehiculo a 5-5,7 mM del grupo tratado con PEG-OXM. Este efecto estuvo
asociado con una reduccién de los niveles de insulina en plasma en ayunas en el experimento n® 1 desde 2,8
ng/ml del grupo de vehiculo a 1,4-1,8 ng/ml de los grupos tratados con PEG-OXM, como se muestra en la
Figura 11. En el Experimento n® 2 el nivel de insulina en ayunas fue 0,99 ng/ml, mientras gue el nivel de insulina
en ayunas de PEG-OXM {excepto PEG5-OXM) fue 0,78 2 0,91 ng/mi.

Liraglutida en ambos experimentos redujo significativamente la glucosa en ayunas en comparacién con el
vehiculo (PBS); 9,3 mM de vehiculo disminuyd a 6,06 mM en el experimento n? 1 y 11,5 mM de vehiculo
disminuyd a 6,7 mM en el experimento n? 2. Junto con esta reduccion de glucosa, este grupo tratado presentd
un aumento significativo en la insulina en plasma desde 2,5 ng/ml de vehiculo a 4,4 ng/m! en el experimento n®
1y desde 1,98 ng/ml a 3 ng/ml en el experimento n? 2. El péptido OXM nativo se analizé en el experimento n?
1y no mostré diferencia significativa alguna en los niveles de glucosa e insulina en comparacion con el vehiculo,
probablemente debido a su corta semivida en suero y aclaramienio muy rapido del cuerpo.

Los resultados de estos dos experimentos independientes en ratones DIO revelan que los compuestos PEG-
OXM inducen una reduccién significativa del nivel de glucosa pero sin aumentar el nivel de insulina como se
chservd después de la administracién de Liraglutida, y como se esperaba a partir de los datos anteriormente
gue se han mostrado para el péptido OXM nativo. Esta reduccién inesperada del nivel de glucosa junto con la
reduccién de los niveles de insulina en ayunas indica que una dosis Gnica de PEG-OXM conducen al aumento
de la sensibilidad de los animales a la insulina ya después de la exposicidn aguda y no debido al tratamiento
cronico.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula (X)n-Y, en donde Y es un agonista dual del receptor de GLP-1/Glucagoén qus
consiste en un péptido de oxintomodulina (OXM) que tiene |a secuencia de amincacido de SEQ ID NO: 1y que
porta un grupo amino o hidroxilo libre, y en donde X as un radical de férmula (i)

5
en donde
R1 es un resto polietilenglicol (PEG);
Rz es hidrégeno o es -S0OsH en la posicion 2 del anillo de fluoreno;
Rs y R4 son cada uno hidrégeno;
10 A es -OCO-, en donde el radical de férmula (i) estd enlazado a un grupo amino o hidroxilo del farmaco Y; y

n es un namero entero de al menos uno.
2. El compuesto de la reivindicacioén 1, en donde el resto PEG es un PEG lineal.
3. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el resto PEG es un PEG ramificado.
4. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el resto PEG es un PEG de 30 kDa, 40 kDa o 60 kDa.

15 5. Un compuesto de la reivindicacién 1, en donde dicho compuesto se prepara a partir de un MAL-Fmoc-NHS
que tiene la férmula:

&

Pracursos 7

en donde dicho compuesto se designa como (PEG-Fmoc-)n-OXM.

6. Un compuesto de la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto se prepara a partir de un MAL-FMS-NHS
20 gue tiene la formula:
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>“?§
(SO :\ i

HOLN 8]

Precureor 8

, en donde dicho compuesto se designa como (PEG-FMS-in-OXM.

7. El compuesto de acuerdo con la relvindicacion 5, en donde Y estd enlazado al radical Fmoc a través de un
grupo amino.

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde Y esta enlazado al radical FMS a través de un
grupo amino.

9. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en donde dicho grupo amino es el extremo amino de
dicha oxintomodulina.

10. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en donde el PEG esta enlazade al radical FMS ¢
Fmoc a fravés de un grupo sulfhidrilo.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un compuestc de acuerdo con cualguiera de las
reivindicaciones 1-10 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

12. Un método para la preparacién de oxintomodulina que tiene una semivida bioldgica extendida, que consiste
en la etapa de conjugar oxintomodulina, un polimero de polietilenglicol (polimero PEG) v 9-
flucreniimetoxicarboniio (Fmoc) o 2-sulfo-9-fluoreniimetoxicarbonilo (FMS) en una relacidén molar de 1:1:0,5 a
1:1:3,5 para formar un compuesto de la reivindicacion 1.

13. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, o la composicién farmacéutica de la
reivindicacion 11, para uso en inducir la tolerancia a la glucosa y/o en mejorar el control glicémico, o para uso
en reducir la ingesta de alimentos y/o reducir el peso corporal en un sujeto que o necesite.

14. El compuesto de la reivindicacion 1, para uso en tratar la diabetes mellitus, diabetes mellitus asociada con
la obesidad, obesidad, un trastorno de la alimentacion o un trastorno metabdlico en un sujeto.

15. El compuesto de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 1-10, o la composicion farmacéutica de la
reivindicacién 11, para uso como un medicamento.

16. Ef compuesto de 1a reivindicacién 1, en donde Rq es -S0zH en la posicién 2 detl anillo de fluoreno, vy el resto
PEG es un PEG de 40 kDa.
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| PEG-GH s (Dias 1,387}

z X 3 ¢ g4 {
B o4 -3 £ 4 ¢ 1 2 3 4 5
Dia

~C Wehicubs s g (PRS}
~a— XM 5000 nmolkg s bid (PRS)

-~ Sibutraming 20 mg/kg so bid {PES)

o PEGAE-FMS-OXM 5000 rmolikg {Dias 1.3.5.8)

- PEG-AH{DIas 13587}

B4

>

Eas]
!
I

42

L3y

<

rd

FIG. 5B



ES 2 981 891 T3

£z 1L 0 b oz £ b & o

pigt (Sad) Bibu g7 eummsnngs -

,. (B 2291 HS0PD3d —o-
(2L e BYiows G005 WYO-SIA0ED3d —%-
{271 By BYIoW 0002 WXO-SON3-0P3d ~o
(2% L e Byouw 0006 wWXO-SOWI-0rD3d —o-

{271 By Do 000} IWXO-30WF0403d ~o~

(%5 By DY G008 WXO-SWA-0YR3d &
(1'%"4 e Byjos 6005 PO SIS 09ead -
(2% 1 ey YA 000L WXO-SWA0P03d O

pia (Sad) Baows gnos X0 —%-
P (S onones, ~O-

{B} jpiodion osay

43



ES 2 981 891 T3

€9 Ol
b0t 6 8 L 9% &5 b

g (sad) Bybw ¢7 eupueangg -0

(YW 2/9) HS-0vD3d o~

(2'v's ey Bjout 000G WXO-SWA-06D3d -9~
{21 ey DHOUL G008 WXO-SOWI-0ra3d ~o-
(£'p'1 210 Bijou 0006 WXO-SONF-0r93d —o-

{2y oByow 0001 WXO-SONF-0v93d ~o-
(24 micy) DYOEU 0008 PXO-SNZ09D3d -0~

sﬁ%@mgg%@ﬁﬁ@mgnﬁ@m&;?
(L7t B0y Dpjoa 000} WXO-SH0703d O
pig (S8} Byjousy f0og o -~

pg (Sed) omajysp ~O-

0

{6} sy ersebuyy

44



ES 2 981 891 T3

L9

g

_%M@.&;mnw@mzwﬂ\cﬁ%_ox@@fM@.&m 1L NN LG G

%9420 D) T

%9 2T o

%9 9L ij% 1

%G L~ w? )
I
BZTEGL'Y
BETTTGL'Y
BEZTSL'E L
BZ'ZEGL'EL

p1a{sdd Byowug00’e) WXO

- pra{sgd) omogen

L seiq] (oreqio ugdwes BY0WL000'Y) WXO-SNA-0894d
} sey {oreqio uodwel Byowunnn’e) WXO-SWA-0vD3d
sei( {opeae vodwey By 0WU000'e) WIXO-SDNI-0ED3d
se1Q {o1eaio uodwel Byjowup00’g) WXO-SOWI-0vDad
6272518 sei (oreate uodwey By/Buw 709} HS-0FOId

Lgg

{B} jeiodion osad

45



Glucosa en Plasma [mM)

ES 2 981 891 T3

Glucosa en Plasma

A PEGA0-SH (662 mkg)

B: PEG40-EMCS-OXM (8000 nmolikg)
C: PEG30-EMCS-OXM (6000 nmolkg)
D: PEGA0-FMS-OXM (8000 nmalikg)

E; PEG30-FMS-OXM (8000 nmotkg)

F: Vehiculo {PBS bid)
G: OXM (8000 rmolkg bid)
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