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ES 2318 861 T3

DESCRIPCION

Uso del péptido-1 similar al glucagén (GLP-1) o de sus andlogos para suprimir cambios catabdlicos después de
cirugia.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a la recuperacién después de cirugia por prevenir la reaccién catabdlica causada por el
trauma quirdrgico.

2. Antecedentes informativos

Aproximadamente se realizan en el mundo occidental anualmente 20-25.000 tratamientos quirdrgicos por cada
millén de habitantes. La cirugfa, al igual que cualquier trauma, inicia cambios marcados en el metabolismo (Shaw,
J.H.E, y otros, Ann. Surg., 209(1): 63-72 (1986); Little, R.A. y otros, Prog. Clin. Biol.. Res. 263A: 463-475 (1987);
Frayn, K.N., Clin. Endocrinol. 24:577-599 (1986); Brandi, L. y otros, Clin. Sci. 85:525-35 (1993)). La sintesis acele-
rada de glucosa, el combustible principal de la reparacién de tejidos, es un cambio importante después de la cirugia
y se produce a expensas de las reservas de proteina y energia del cuerpo. (Gump.F.E. y otros, J. Trauma, 14:378-88
(1974); Black, R.B., y otros. Ann. Surg. 196:420-35 (1982)).

Estos cambios se han atribuido anteriormente a las hormonas de tensién glucorreguladoras y otros factores cata-
bolicos, tales como citocinas, que se liberan como respuesta al trauma. Cuanto mds marcado es el cambio hacia el
catabolismo, mayor es la morbilidad y mds lenta es la recuperacion del paciente (Thorell, A. y otros, Eur. J. Surg.,
159:593-99 (1993); Chernow, B. y otros, Arch. Intern. Med., 147:1273-8 (1987)).

Los estados catabdlicos posoperatorios se pueden tratar con hormonas anabdlicas, en particular la hormona del
crecimiento e IGF-1 (Hammarkvist, F. y otros, Ann. Surg. 216(2); 184-190 (1991); Ziegler, T., y otros, Annu. Rev.
Med., 45:450-80 (1994); Ziegler, T.R., y otros, J. Parent. Ent. Nutr. 14(6):574-81 (1990)). Algunos estudios revelan un
claro beneficio del tratamiento con insulina en pacientes con trauma catabélico (Hinton, P. y otros, Lancet, 17 (abril):
767-69 (1971); Shizgal, H. y otros, Am. J. Clin. Nutr., 50:1355-63 (1989); Woolfson, A.M.J. y otros, N. Clin. Nutr.
50:1355-63 (1989); Woolfson, A.M.J., y otros, N. Engl. J. Med. 300:14-17 (1979); Brooks, D. y otros, J. Surg. 40:395-
405 (1986); Sakurai, Y., y otros, Ann. Surg., 222:283-97 (1995)).

Otros estudios, sin embargo, revelan que los beneficios posoperatorios de la insulina con frecuencia se ven com-
prometidos por la resistencia a la insulina. En la resistencia a la insulina, concentraciones normales de insulina dan
lugar a respuestas inferiores a las que se pueden calificar de normales. La resistencia a la insulina puede ser debida
a una disminucién de la unién de la insulina a receptores de la superficie celular, o a alteraciones del metabolismo
intracelular. El primer tipo, caracterizado como una disminucién de la sensibilidad a la insulina, tipicamente se puede
eludir aumentando la concentracién de insulina. El segundo tipo, caracterizado como disminucién de la receptividad
de la insulina, no se puede eludir con grandes cantidades de insulina.

La resistencia a la insulina después de un trauma se puede superar con dosis de insulina que son proporcionales
al grado de resistencia a la insulina y es asi aparentemente una disminucién de la sensibilidad a la insulina (Brandt,
L.S., y otros, Clin. Science 79:443-450 (1990); Henderson, A.A., y otros, Clin.Sci. 80:25-32 (1990)). La reduccién
a la sensibilidad a la insulina después de una cirugia abdominal programada dura al menos 5 dias, pero no més de 3
semanas, y es muy profunda el primer dia después de la operacién, pudiendo tardarse hasta 3 semanas para que se
normalice (Thorell, A. y otros, (1993)).

Las causas de la resistencia transitoria a la insulina observada después de un trauma no se conocen bien. Tanto el
cortisol como el glucagén pueden contribuir a la respuesta catabdlica al trauma (Alberti, K.G.M.M., y otros, J. Parent.
Ent. Nutr. 4(2):141-46 (1980); Gelfand, R.A., y otros, J. Clin. Invest.74(diciembre):2238-2248 (1984); Marliss, E.B.,
y otros, J. Clin. Invest. 49:2256-70 (1970)). Sin embargo, estudios de resistencia posoperatoria a la insulina no han
podido demostrar una correlacién entre los cambios en estas hormonas catabélicas y cambios en la sensibilidad a
la insulina después de cirugia. (Thorell, A., y otros, (1993); Thorell, A., Karolinska Hospital and Institute, 10401,
Stockholm, Suecia (1993); Thorell, A., y otros, Br. J. Surg. 81:59-63 (1994)).

Una disponibilidad incrementada de lipidos después de trauma puede inducir resistencia a la insulina mediante
el ciclo de glucosa-4cido graso (Randle, P.J., y otros, Diab. Metab. Rev. 4(7): 623-38 (1988)). Una incrementada
disponibilidad de dcidos grasos (FFA) indujo resistencia a la insulina y cambid la oxidacién del sustrato de glucosa
a grasa, incluso en presencia de infusiones simultdneas de insulina (Ferrannini, E., y otros, J. Clin. Invest. 72: 1737-
47 (1983), Bevilacqua, S., y otros, Metabolism, 36:502-6 (1987); Bevilacqua, S., y otros, Diabetes 39:383-89 (1990);
Bonadonna, R.C., y otros, Am. J. Physiol. 259:E736-50 (1990); Bonadonna, R.C., y otros, Am. J. Physiol. 257:E49-
56 (1989)).

La cirugia programada se realiza rutinariamente después de una noche de ayuno para reducir los riesgos de anes-
tesia. Esta arraigada practica de ayuno del paciente durante una noche (10-16 horas) antes de la cirugia intensifica el
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desarrollo del estado catabdlico y empeora la resistencia a la insulina. Los estudios en ratas sometidas a tension, tal
como hemorragia y endotoxemia, revelan que el ayuno durante periodos inferiores a 24 horas afecta marcadamente
a la respuesta catabdlica al trauma (Alibegovic, A., y otros, Circ. Shock, 39:1-6 (1993); Eshali, A.H., y otros, Eur.
J. Surg., 157:85-89 (1991), Ljungyvist, O., y otros, Am. J. Physiol., 22:E692-98 (1990)). Incluso un periodo corto
de ayuno antes de que se manifieste un trauma en ratas disminuye marcadamente las reservas de hidratos de carbono,
cambia profundamente el medio hormonal, aumenta la respuesta a la tension y, muy importante, aumenta la mortalidad
(Albegovic, A., y otros, Circ. Shock, 39:1-6 (1993)).

La administracion de insulina antes de cirugia, por via oral (Nygren, J., y otros, Ann. Surg. 222:728-34(1995)) o
por infusién, reduce la resistencia a la insulina después de cirugia en comparacién con pacientes que han ayunado. Los
pacientes que recibieron infusiones de insulina durante la noche 5 (mg/kg/min) antes de cirugia abdominal electiva
perdieron una media de 32% de sensibilidad a la insulina después de la operacién, mientras que los pacientes que
fueron operados quirdrgicamente después de un ayuno rutinario durante la noche perdieron el 55% de su sensibilidad
a la insulina (Ljungvist, O., y otros, J. Am. Coll. Surg. 178:329-36 (1994)).

Ademds de los efectos adversos del ayuno sobre la recuperacién después de la cirugfa, la inmovilizacién del
paciente y la nutricion hipocalérica durante y después de la cirugfa se ha encontrado que inducen un aumento de 20-
30% de la resistencia a la insulina periférica en voluntarios sanos. Asf, la resistencia posoperatoria a la insulina dada
a conocer anteriormente después de infusiones preoperatorias de insulina (Ljungvist, O. (1994)) puede ser debida en
parte a los efectos aditivos de la permanencia posoperatoria en cama y la nutricién hipocaldrica.

Dada la preponderancia de la cirugia, es importante minimizar efectos secundarios negativos tales como la res-
puesta catabdlica y la resistencia a la insulina con el fin de mejorar la curacién y reducir la mortalidad. La resistencia
posoperatoria a la insulina frustra el tratamiento con insulina del estado catabdlico. La arraigada practica del ayuno
preoperatorio exacerba el estado catabdlico posoperatorio y la resistencia a la insulina. Asi, se necesita un tratamiento
que eluda el estado catabdlico y la resistencia a la insulina.

Como se discute en esta memoria, un tratamiento que elude tanto el estado catabdlico como la resistencia a la
insulina es la administracién de glucosa e insulina juntas antes, durante y después de la operacién. Sin embargo, la
infusién de insulina crea el potencial de una hipoglucemia, que se define como una concentracion de glucosa en sangre
por debajo de 0,03 mM. La hipoglucemia aumenta el riesgo de arritmia ventricular y es una consecuencia peligrosa de
la infusién de insulina. Con el fin de prevenir la hipoglucemia se desarroll6 un algoritmo para la infusién de insulina
en diabéticos (Hendra, T.J., y otros, Diabetes Res. Clin. Pract., 16:2123-220 (1992)). Sin embargo, el 21% de los
pacientes desarrollé hipoglucemia con este algoritmo. En otro estudio de control de la glucosa después de infarto de
miocardio, 18% de los pacientes desarroll6 hipoglucemia cuando fueron infundidos con insulina y glucosa (Malmberg,
K.A., y otros, Diabetes Care, 17:1007-1014 (1994)).

También, la infusién con insulina requiere un control frecuente de los niveles de glucosa en sangre, con lo que se
puede detectar la manifestacion de hipoglucemia y aplicar el remedio tan pronto como sea posible. En pacientes que
recibieron infusion de insulina en el estudio citado (Malmberg, 1994), la glucosa en sangre se midi6 como minimo
cada dos horas y se ajusto consecuentemente la velocidad de infusion. Asi, la seguridad y eficacia de la terapia de
infusién de insulina para pacientes de infarto de miocardio depende de un acceso facil y rapido a datos de glucosa en
sangre. Esta intensa necesidad de controlar glucosa en sangre representa una pesada carga para los profesionales que
cuidan de la salud y aumenta los inconvenientes y el coste del tratamiento. Como resultado de ello, con frecuencia,
las unidades de cuidado clinico prequirtirgico no asignan todos los recursos para controlar y optimizar los niveles de
glucosa en sangre antes de la cirugia, tales como los que se pueden obtener por administracion intravenosa de insulina.
Considerando los riesgos y cargas inherentes en la infusién de insulina, es necesario un enfoque alternativo para el
control pre/pos-cirugia de la reaccion catabdlica al trauma.

La solicitud de patente europea 0 619 332A da cuenta de composiciones que comprenden péptido 1 similar a
glucagoén (GLP-1) y sus derivados para el tratamiento de diabetes mellitus.

Hawthorne Gillian y otros, The Efect of laparoscopic cholecystectomy on insulin sensitivity, Hormone and Meta-
bolic Research, vol. 26, n°. 10, 1994, pags. 474-477, XP001064516 ISSN:0018-5043, y Svenson, S., y otros, Glucose
and lactate balances en heart and legs after coronary surgery influence of insulin infusion, Scandinavian Journal of
Thoracic and Cardiovascular Surgery, vol. 23, n°. 2, 1989, pags. 145-150, XP001064510.0036-5580, dan cuenta del
uso de infusiones de insulina para tratar cambios catabdlicos posquirdrgicos.

La incretinhormona, péptido 1, similar al glucagén, abreviadamente GLP-1, se procesa a partir del glucagén en el
intestino e intensifica la liberacién de insulina inducida por nutrientes (Krcymann, B., y otros, Lancet 2:1300-1303
(1987)). Son conocidas varias formas truncadas de GLP-1 para estimular la secrecidn de insulina (accién insulinotré-
pica) y la formacién de AMPc (véase, por ejemplo, Mojsov, S., Int. J. Peptide Protein Research, 40:333-343 (1992)).
Se ha establecido una relacién entre varios experimentos de laboratorio in vitro y respuestas insulinotrépicas mami-
feras, en especialmente humanas, a la administracién exégena de GLP-1, GLP-1(7-36)amida y 4cido GLP-1(7-37),
(véase, por ejemplo, Nauck, M.A., y otros, Diabetologia, 36:741-744 (1993); Gutniak, M., y otros, New England J. of
Medicine, 326(20):1316-1322 (1992); Nauck, M.A. y otros, J. Clin. Invest. 91:301-307 (1993); y Thorens, B.,y otros,
Diabetes, 42:1219-1225 (1993)). La GLP-1(7-36)amida ejerce un efecto antidiabetogénico pronunciado en diabéticos
insulinodependientes por estimular la sensibilidad a la insulina y por intensificar la liberacién de insulina inducida por
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glucosa a concentraciones fisiolgicas (Gutniak, M., y otros, New England J. Mede. 326:1316-1322 (1992)). Cuando
se administra a diabéticos no insulinodependientes, la GLP-1(7-36)amida estimula la liberacion de insulina, rebaja la
secrecion de glucagon, inhibe el vaciado gastrico e intensifica la utilizacién de glucosa. (Nauck, 1993; Gutniak, 1992;
Nauck, 1993)).

Se ha obstaculizado el uso de moléculas del tipo de GLP-1 durante una terapia prolongada porque la semivida
de tales péptidos es bastante corta. Por ejemplo, GLP-1(7-37)amida tiene una semivida de sélo 3 a 5 minutos. La
GLP-1(7-36) amida tiene una semivida de aproximadamente 50 minutos cuando se administra subcutdneamente. Asi,
estas moléculas de GLP deben administrarse como infusidn continua para conseguir un efecto prolongado (Gutniak,
M:, y otros, Diabetes Care 17:1039-1044 (1994)). En la presente invencion, la corta vida de GLP-1 y la consecuente
necesidad de una administracion continua no son desventajas porque el paciente tipicamente estd hospitalizado antes
de cirugia y se administran continuamente fluidos antes, durante y después de la cirugia.

Sumario de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un compuesto insulinotrépico seleccionado entre GLP-1(7-
37) o un andlogo de él que tiene una o mds sustituciones, supresiones, inversiones o adiciones de aminodcidos en
comparacién con GLP-1, y derivados que tienen la secuencia de aminodcidos de GLP-1 o el mencionado andlogo de
él pero que, adicionalmente tienen una modificacién quimica de sus grupos aminodcidos laterales, 4tomos de carbono
a, grupo aminoterminal o grupo 4cido carboxilico terminal, y sus sales farmacéuticamente aceptables, para uso en la
atenuacion de cambios catabdlicos posquiridrgicos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico del cambio porcentual de la velocidad de infusién de glucosa (GIR) en el periodo de
fijacion posoperatoria (postop) en relacién al periodo de fijacion preoperatoria (preop) para seis (6) pacientes de
control (0) y siete (7) pacientes receptores de infusién normoglucémica hiperinsulinémica (=) antes de y durante
cirugfa electiva.

La Figura 2 es un grafico que muestra el efecto de la infusién continua de GLP-1(7-36)amida sobre la concentracién
media de glucosa en sangre (MM) (el === ) cn cinco pacientes de diabetes melitus no insulinodependientes
(NIDDM) durante la noche. El grafico representa también el efecto de una infusién continua de insulina sobre la
concentracion media de glucosa en sangre (- o -) en los mismos cinco pacientes de NIDDM pero en una noche
diferente.

La Figura 3 es un grafico que muestra el efecto de la infusién de GLP-1 (7-36)amida sobre la concentracién media
de glucosa en sangre (MM) (s B muaee= ) €n cinco pacientes de NIDDM cuando fueron infundidos durante el dfa,
en un periodo de tres dias a partir del comienzo de cada una de las tres comidas. El gréafico representa también el efecto
de una inyeccién subcutdnea de insulina sobre la concentracién media de glucosa en sangre (- o -) en los mismos cinco
pacientes de NIDDM, pero un dia diferente, y con inyeccién inmediatamente antes de cada comida.

Descripcion detallada de la invencion

“GLP-1” significa GLP-1(7-37). Por costumbre en la técnica, al término amino de GLP-1(7-37) ha sido asignado
el nimero 7 y al término carboxi el nimero 37. La secuencia de aminodcidos de GLP-1(7-37) es bien conocida en la
técnica y se da seguidamente para conveniencia del lector.

NHy-His7-Ala-Glu-Glyl0-
Thx-Phe-Thr-Ser-Aspl>5-val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly35-arg-Gly37-cooH

Un “andlogo de GLP-1” se define como una molécula que tiene una o varias sustituciones, supresiones, inversiones
o adiciones de aminodcidos en comparacién con GLP-1. Entre los andlogos de GLP-1 conocidos en la técnica estan
incluidos, por ejemplo, GLP-1(7-34) y GLP-1(7-35), GIn’-GLP-1(7-36), D-GIn’-GLP-1(7-37), Thr'S-Lys'®-GLP-1(7-
37) y Lys'8-GLP-1(7-37). Los andlogos de GLP-1 preferidos son GLP-1(7-34) y GLP-1(7-35), que se describen en la
patente U.S. n°. 5.118.666, y también GLP-1 (7-36), que son formas procesadas biol6gicamente de GLP-1 que tienen
propiedades insulinotrépicas. En la patente U.S. n°. 5.545.618 es describen otros andlogos de GLP-1.

Un “derivado de GLP-1" se define como una molécula que tiene la secuencia de aminodcidos de GLP-1, o de un
analogo de GLP-1, pero que adicionalmente tiene modificacién quimica de uno o varios de sus grupos laterales de
aminodcido, d&tomos de carbono a, grupos terminales amino o grupos terminales dcido carboxilico. Una modificacién
quimica incluye, pero no unicamente, la adicién de restos quimicos, la creacién de nuevos enlaces y la eliminacién de
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restos quimicos. Entre las modificaciones de grupos laterales aminodcido estan incluidas, no limitativamente, la acila-
cién de grupos e-amino de lisina, N-alquilacion de arginina, histidina o lisina, la alquilacién de grupos carboxilicos de
los 4cidos glutdmico o aspdrtico y la desamidacién de glutamina o arginina. Entre las modificaciones del grupo termi-
nal amino estdn incluidas, no limitativamente, las modificaciones desamino, N-alquilo inferior, N-dialquilo inferior, y
N-acilo. Entre las modificaciones del grupo terminal carboxi estdn incluidas, no limitativamente, las modificaciones
de amida, alquilo inferior amida, dialquilamida y éster de alquilo inferior. Alquilo inferior es alquilo C,_,. Ademas,
se pueden proteger con grupos protectores conocidos por un quimico de cualificacién normal uno o varios grupos
laterales o terminales. El carbono @ de un aminoécido puede ser monometilado o dimetilado.

Un grupo preferido de andlogos de GLP-1 para uso en la presente invencién estd compuesto por moléculas de la
férmula:

Rl—x-—Glu-Glylo—
Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl5-val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Y -Gly-Gln-Ala-Ala25-Lys- Z -Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val -Lys-Gly35-Arg-R2
(SEC ID no:2)

y sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R, se selecciona entre el grupo constituido por L-histidina, D-his-
tidina, desaminohistidina, 2-amino-histidina, S-hidroxihistidina, homohistidina, alfa-fluorometilhistidina y alfa-metil-
histidina; X se selecciona entre el grupo constituido por Ala, Gly, Val, Thr, Ile y alfa-metil-Ala; Y se selecciona entre
el grupo constituido por Glu, Gln, Ala, Thr, Ser y Gly; Z se selecciona entre el grupo constituido por Glu, Gln, Ala,
Thr, Ser y Gly; y R, se selecciona entre el grupo constituido por NH, y Gly-OH; con tal que el compuesto tenga un
punto isoeléctrico en el intervalo de aproximadamente 6,0 y aproximadamente 9,0 y que, ademds, cuando R, es His,
X es Ala, Y es Glu y Z es Glu; R, sea NH,.

Se han descrito numerosos andlogos de GLP-1 y derivados de ellos que tienen un punto isoeléctrico en este inter-
valo y entre ellos estan incluidos, por ejemplo,

GLP-1 (7-36)NH,

Gly8-GLP-1 (7-36)NH,

GInS-GLP-1 (7-37)

D-Gin%-GLP-1 (7-37)
acetill-Lys9-GLP-1 (7-37)

Thr9-GLP-1 (7-37)

D-Thr3-GLP-1 (7-37)

AsnS-GLP-1 (7-37)

D-Asn®-GLP-1 (7-37)
Ser?2-Arg23-Arg24-Gin26-GLP-1 (7-37)
Thr16-Lys18.GLP-1 (7-37)
Lys'8-GLP-1 (7-37)

Arg23-GLP-1 (7-37)

Arg24-GLP-1 (7-37), Y similares (véase, por ejemplo, documento WO 91/11457)

Otro grupo preferido de compuestos activos para uso en la presente invencién se describe en el documento WO
91/11457 y esta constituido esencialmente por GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-36) o GLP-1(7-37). o su amida,
y sus sales farmacéuticamente aceptables, que tienen como minimo una modificacién seleccionada entre el grupo
constituido por:

(a) sustitucién de lisina en la posicién 26 y/o la posicién 34 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina,
glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, arginina o D-lisina; o sus-
titucién de arginina en la posicién 36 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina,
alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, lisina o D-arginina;
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(b)  sustitucién de triptéfano en la posicién 31 por un aminodacido resistente a la oxidacidn;

(c)  sustitucién de como minimo una entre valina en la posicién 16 por tirosina; serina en la posicién 18 por
lisina; dcido glutdmico en la posicién 21 por 4cido aspartico; glicina en la posicién 22 por serina; glutamina
en la posicién 23 por arginina; alanina en la posicién 24 por arginina y lisina en la posicién 26 por glutamina;
y

(d)  sustitucién que comprende como minimo una entre: alanina en la posicion 8 por glicina, serina o cisteina;
acido glutdmico en la posicién 9 por 4cido aspartico, glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, gluta-
mina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o fenilalanina; glicina en la posicién 10 por
serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o
fenilalanina; y 4cido aspartico en la posicién 15 acido glutdmico por acido glutdmico; y

(e) sustitucién de histidina en la posicién 7 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tiro-
sina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o fenilalanina o la forma D- o N-acilada o alquilada de

histidina; pudiendo opcionalmente, en las sustituciones (a), (b), (d) y (e), estar en la forma D los aminoéci-
dos sustituidos, y en la forma N-acilada o N-alquilada los aminoécidos sustituidos en la posicién 7.

A causa de que la enzima, dipeptidil-peptidasa IV (DPP IV), puede ser responsable de la rdpida inactivacion in
vitro observada del GLP-1 administrado (véase, por ejemplo, Mentlein, R. y otros, Eur. J. Biochem., 214:829-835
(1993)), se prefiere la administracion de andlogos de GLP-1 y sus derivados que estdn protegidos de la actividad de
DPP IV, y se prefiere més la administracion de Gly®-GLP-1(7-36)NH,, Val®-GLP-1(7-37)OH, a-metil-Ala®-GLP-1(7-
36)NH, y Gly*-GIn?'-GLP-1(7-36)OH, o sus sales farmacéuticamente aceptables.

Se prefiere el uso en la presente invencién de una molécula reivindicada en la patente U.S. n°. 5.188.666. Tal
molécula se selecciona entre el grupo constituido por un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos:

NH2-His7-Ala-Glu-Glyl10-
Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl5-val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val-X

(SEC. ID no. 3)

en la que X se selecciona entre el grupo constituido por Lys y Lys-Gly; y un derivado del mencionado péptido,
selecciondndose el mencionado péptido entre el grupo constituido por: una sal de adicién de dcido farmacéuticamente
aceptable del mencionado péptido; una sal carboxilato farmacéuticamente aceptable del mencionado péptido; un éster
de alquilo inferior farmacéuticamente aceptable del mencionado péptido, y una amida farmacéuticamente aceptable
del mencionado péptido seleccionada entre el grupo constituido por amida, alquilo inferior amida y dialquilo inferior
amida.

En la presente invencién se puede usar otro grupo preferido de moléculas para uso en la presente invencion,
constituido por compuestos reivindicados en la patente U.S. n°. 5.512.549 de la férmula general:

Rl-Ala-Glu-Glyl0-
Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl5-val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Xaa-Glu-Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly33-Arg-R3

|
R
(SEC ID no:4)

y sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R! es selecciona entre el grupo constituido por 4-imidazopropio-
nilo, 4-imidazoacetilo o 4-imidazo-«,a-dimetilacetilo; R* se selecciona entre el grupo constituido por acilo Cs_j, no
ramificado o no estd presente; R* se selecciona entre el grupo constituido por Gly-OH o NH,; y Xaa es Lys o Arg.
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Son compuestos mds preferidos de la SEC ID no.4 para uso en la presente invencién aquéllos en los que Xaa es
Arg y R? es acilo Cg_jy no ramificado.

Son compuestos altamente preferidos de la SEC ID no.4 para uso en la presente invencién aquéllos en los que Xaa
es Arg, R? es acilo Cq_yo no ramificado y R® es Gly-OH.

Son compuestos més altamente preferidos de la SEC ID no.4 para uso en la presente invencion aquéllos en los que
Xaa es Arg, R? es acilo Cy_yo no ramificado, R® es Gly-OH y R! es 4-imidazopropionilo.

Es el compuesto muy preferido de la SEC ID no.4 para uso en la presente invencién aquél en el que Xaa es Arg,
R? es acilo Cg no ramificado, R? es Gly-OH y R! 4-imidazopropionilo.

Es altamente preferido el uso en la presente invencion de una molécula reivindicada en la patente U.S. n°. 5.120.712.
Tal molécula se selecciona entre el grupo constituido por un péptido que tiene la secuencia de aminodcidos:

NH2-His7-Ala-Glu-Glyl0-
Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl>-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly33-Arg-Gly37-COOH

(SEC ID no. 1)

y un derivado del mencionado péptido, selecciondndose el mencionado péptido entre el grupo constituido por: una
sal de adici6n de 4dcido farmacéuticamente aceptable del mencionado péptido; una sal carboxilato farmacéuticamente
aceptable del mencionado péptido; un éster de alquilo inferior farmacéuticamente aceptable del mencionado péptido;
y una amida farmacéuticamente aceptable del mencionado péptido seleccionada entre amida, alquil inferior amida y
dialquil inferior amida.

Es muy altamente preferido el uso en la presente invencion de GLP-1(7-36)amida o una de sus sales farmacéuti-
camente aceptable. La secuencia de aminodcidos de GLP-1(7-36)amida es:

NHz-His7-A1a—G1u—G1y1°—
Thr-Phe-Thr-Ser-Aspld-val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly32-Arg-NHy

(SEC ID no: 5)

Los procedimientos para preparar el compuesto activo usado en la presente invencidn, esto es, GLP-1, un andlogo
de GLP-1 o un derivado de GLP-1 usado en la presente invencidén son bien conocidos y se describen en las patentes
U.S. n° 5.118.666, n°. 5.120.712 y n°. 5.523.549.

La porcién de aminodcido del compuesto activo usado en la presente invencién, o un precursor de €l, se prepara
por (1) quimica de sintesis en estado sélido, (2) purificacion de moléculas de GLP de fuentes naturales o (3) tecnologia
recombinante de ADN.

La sintesis quimica de polipéptidos en fase sélida es bien conocida en la técnica y se puede encontrar en textos
generales de este campo tales como Bioorganic Chemistry, Dugas, H. y Penney, C., Springer Verlag, New York (1981),
pags. 54-92; Merrifield, J.M., Chem. Soc. 85:2149 (1962), y Solid Phase Peptide Synthesis, Stewart y Young, Freeman,
San Francisco (1969) pags. 24-66.

Por ejemplo, la porcién de aminodcido se puede sintetizar por metodologia en fase s6lida utilizando un sintetizador
de péptidos 430A (PE-Applied Biosystems, Inc., 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA94404) y ciclos de sintesis
suministrados por PE-Applied Biosystems. Los BOC-aminoacidos y otros reactivos son adquiribles comercialmente
de PE-Applied Biosystems y otras casas suministradoras de productos quimicos. A las resinas de p-metilbenzohidri-
lamina de partida se aplica quimica secuencial Boc usando protocolos de doble acoplamiento para la produccién de
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carboxamidas C-terminales. Para la produccién de dcidos C-terminales se usa la correspondiente resina de PAM. Se
acoplan Asn, Gln y Arg usando ésteres de hidroxibenzotriazol preformados. Se pueden usar los siguientes grupos
protectores de cadenas laterales:

Arg tosilo

Asp ciclohexilo
Glu ciclohexilo
Ser bencilo
Thr bencilo

Tyr 4-bromo-carbobenzoxi

La desproteccién de Boc se puede realizar con 4cido trifluoroacético en cloruro de metileno. Después de comple-
tada la sintesis, los péptidos se pueden desproteger y escindir de la resina con fluoruro de hidrégeno (HF) anhidro
que contiene 10% de metacresol. La escisién del (los) grupo(s) protector(es) de las cadenas laterales del péptido de
la resina se realiza a entre -5 y +5°C, preferiblemente sobre hielo durante 60 minutos. Después de eliminar el HF, el
péptido/resina se lava con éter y el péptido se extrae con dcido acético glacial y se liofiliza.

Para preparar el compuesto activo usado en la presente invencion se pueden usar técnicas bien conocidas por un
experto de cualificacién normal en la tecnologia recombinante de ADN. De hecho, pueden ser preferibles los procedi-
mientos de ADN recombinantes a causa de su mayor rendimiento. Las etapas bdsicas en la produccién recombinante
son:

(a) aislamiento de una secuencia natural de ADN que codifica una molécula de GLP-1 o construccién de una
secuencia sintética o semisintética codificadora de ADN para una molécula de GLP-1,

(b)  colocacidén de la secuencia de codificacion en un vector de expresion de manera adecuada para expresar
proteinas solas o como proteinas de fusion,

(c)  transformacién de una célula hospedadora eucaridtica o procaridtica con el vector de expresion,

(d)  cultivo de la célula hospedadora transformada en condiciones que permitiran la expresion de una molécula
de GLP-1y

(e) recuperacion y purificacién de la molécula de GLP-1 producida recombinantemente.

Como se ha sefialado previamente, las secuencias de codificacién pueden ser totalmente sintéticas o resultado de
modificaciones del ADN mayor nativo que codifica glucagén. Una secuencia de ADN que codifica preproglucagén se
presenta en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:345-349 (1992), por Lund y otros, y se puede usar como material de partida
en una produccién semisintética de los compuestos de la presente invencidn por alteracién de la secuencia nativa para
conseguir los resultados deseados.

Los genes sintéticos cuya transcripcién y translacion in vitro o in vivo da por resultado la produccién de una
molécula de GLP-1, se pueden construir por técnicas bien conocidas en la especialidad. Debido a la degeneracién
natural del c6digo de sintesis, el experto reconocerd que se pueden construir un nimero considerable pero definido de
secuencias de ADN, todas las cuales codifican moléculas de GLP-1.

La metodologia de la construccion sintética de genes es bien conocida en la técnica. Véase Brown y otros (1997)
Methods in Enzymology, Academic Press, N.Y., 68:109-151. La secuencia de ADN se disefia desde la secuencia de
aminodcido deseada usando el codigo genético, que puede determinarlo facilmente un bidlogo de cualificacién normal.
Una vez disefiada, se puede generar la propia secuencia usando un aparato convencional sintetizador de ADN tal como
los sintetizadores de ADN modelos 380A o 380 B (PE-Applied Biosystms, Inc., 850 Lincoln Center Drive, Foster City,
CA 94404).

Para expresar la porcién de aminoacido de un compuesto usado en la presente invencién, se inserta la secuencia
sintética de ADN obtenida por ingenieria en uno cualquiera de los vectores de expresiéon recombinante de ADN
apropiados usando endonucleasas de restriccién apropiadas. Véase en general Maniatis y otros (1989) Molecular
Cloning; A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory Press, N.Y., vol. 1-3. Se acoplan ingenierilmente
sitios de escision de endonucleasa de restriccién en cualquier extremo de la molécula de GLP-1 que codifica ADN
para facilitar el aislamiento de y la integracién en vectores de amplificacion y expresion bien conocidos en la técnica.
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Las endonucleasas particulares empleadas dependeran de la configuracion de escisién de endonucleasa de restriccién
del vector de expresiéon madre empleado. Los sitios de restriccién se seleccionan para orientar apropiadamente la
secuencia de codificacion con secuencias de control, consiguiéndose asi una lectura en marco apropiada y la expresion
de la proteina de interés. La secuencia de codificacién debe colocarse para que esté en el marco de lectura apropiado
con el promotor y el sitio de unién de ribosoma del vector de expresion, siendo ambos funcionales en la célula
hospedadora en la que se ha de expresar la proteina.

Para conseguir una transcripcion eficiente del gen sintético, éste debe ser operativamente asociado con una region
promotora-operadora. Por tanto, la regién promotora-operadora del gen sintético se sitda en la misma orientacién
secuencial con respecto al codén de partida ATG del gen sintético.

Se conocen en la técnica una variedad de vectores de expresion utiles para transformar células procaridticas y
eucaridticas. Véase The Promega Biological Research Products Catalogue (1992) (Promega Corp.,2800 Woods Ho-
llow Road, Madison, WI, 53711-5399); y The Stratagene Cloning Systems Catalogue (1992) (Stratagene Corp., 11011
North Torrey Pines Road, La Jolla, CA (92037). También, la patente U.S. n°. 4.710.473 describe vectores circulares
de transformacién de pldsmidos de ADN dtiles para expresion de genes exdgenos de E. colli a altos niveles. Estos
plasmidos son ttiles como vectores de transformacién en procedimientos recombinantes de ADN y

(a) confieren al pldsmido la capacidad de replicacion auténoma en una célula hospedadora,

(b)  controlan la replicacién auténoma de pldsmido en relacion a la temperatura a la que se mantienen los
cultivos de células hospedadoras,

(©) estabilizan el mantenimientio del pldsmido en poblaciones de células hospedadoras,

(d)  dirigen la sintesis de un producto de proteina indicativo del mantenimiento de pldsmido en una poblacién
de células hospedadoras,

(e)  proporcionan en serie sitios de reconocimiento de endonucleasa de restriccion Unicos para el plasmido y

) terminan la transcripcién de ARNm.

Estos plasmidos circulares de ADN son ttiles como vectores en procedimientos recombinantes de ADN para
asegurar niveles altos de expresion de genes exdgenos.

Habiendo construido un vector de expresion para la porcién de aminodcido de un compuesto usado en la presente
invencidn, la etapa siguiente es poner el vector en una célula adecuada y con ello construir una célula hospedadora
recombinante adecuada para expresar el polipéptido. Las técnicas para transformar células con ventores de ADN
recombinantes son bien conocidas en la especialidad y se pueden encontrar referencias generales de ellas tales como
la de Maniatis y otros, indicada antes. Las células hospedadoras se pueden construir a partir de células eucaridticas o
procaridticas.

Generalmente, las células hospedadoras procariéticas producen la proteina a velocidades mas altas y son mds faci-
les de cultivar. Las proteinas expresadas en sistemas de expresion bacteriana a alto nivel se agregan caracteristicamente
en granulos o cuerpos de inclusién, que contienen altos niveles de proteina hiperexpresada. Tipicamente, tales agrega-
dos de proteina se deben recuperar, solubilizar, desnaturalizar y volver a plegar usando técnicas bien conocidas en la
técnica. Véase Kreuger y otros (1990) en Protein Folding, Gierasch y King, eds., pdgs. 136-142, American Association
for the Advancement of Science Publication n°. 89-18S, Washington, y patente U.S. n°. 4.923.967.

Las alteraciones de una secuencia de aminodcidos de un GLP-1 precursor o andlogo de GLP-1 para producir
un andlogo de GLP-1 o un derivado de GLP-1 deseado se hacen por procedimientos bien conocidos: modificacién
quimica, modificacién enzimdtica o una combinacién de modificacién quimica y enzimatica de precursores de GLP-1.
También pueden ser ttiles técnicas de los procedimientos cldsicos de fase en solucién y procedimientos semisintéticos
para preparar las moléculas de GLP-1 usadas en la presente invencion. Los procedimientos para preparar las moléculas
de GLP-1 de la presente invencion son bien conocidos por un quimico experto en péptidos de cualificaciéon normal.

La adicién de un grupo acilo al grupo e-amino de Lys* se puede realizar usando uno cualquiera de una variedad
de procedimientos conocidos en la técnica. Véase Bioconjugate Chem., Chemical Modifications of Proteins: History
and Applications, pags. 1, 2-12 (1990) y Hashimoto y otros, Pharmaceutical Res. 6(2):171-176 (1989).

Por ejemplo, se puede afadir un éster de N-hidroxisuccinimida de dcido octanoico a la lisil-€ amina usando aceto-
nitrilo al 50% en tampdn de borato. El péptido se puede acilar antes o después de afiadir el grupo imidazdlico. Ademas,
si el péptido se prepara recombinantemente, es posible la acilacion antes de la escision enzimética. También, la lisina
del derivado de GLP-1 se puede acilar como se propugna en el documento WO 96-29342.

Se ha descrito en la técnica (véase, por ejemplo, las patentes U.S. n°. 5.120.712 y n°. 5.118.666, y Orskow, C., y
otros, J. Biol.. Chem., 264(22):12826-12829 (1999) y documento WO 91/11457 (Buckley, D.L., y otros, publicado el
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6 de agosto de 1991)) la existencia y preparacién de una multitud de andlogos y derivados funcionales, no protegidos,
parcialmente protegidos, naturales y no naturales, de moléculas de GLP-1(7-36)amida y GLP-1(7-37).

Opcionalmente, se pueden proteger los restos de aminodcidos aminoterminales y carboxiterminales de derivados
de GLP-1 u, opcionalmente, se protege uno de los términos. Las reacciones de formacién y eliminacién de tales gru-
pos protectores se describen en obras estdndar, por ejemplo, Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press,
London y New York (1973); Green, T.H., Protective Groups in Organic Synhtesis, Wiley, New York (1981); y The
Peptides, vol. 1, Schroder y Liibke, Academic Press London y New York, (1965). Entre los grupos representativos
protectores de amino estdn incluidos, por ejemplo, formilo, acetilo, isopropilo, butoxicarbonilo, fluorofenilmetoxi-
carbonilo, carbobenciloxi y similares. Entre los grupos protectores de carboxi representativos estdn incluidos, por
ejemplo, éster de bencilo, éster de metilo, éster de etilo, éster de t-butilo, éster de p-nitrofenilo y similares.

Los derivados de GLP-1 carboxiterminales de éster de alquilo inferior usados en la presente invencién se preparan
haciendo reaccionar el alcanol C,_, deseado con el polipéptido deseado en presencia de un 4cido catalitico tal como
dcido clorhidrico. Las condiciones apropiadas para esta formacion de éster de alquilo incluyen una temperatura de
reaccion de aproximadamente 50°C y un tiempo de reaccién de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 3 horas.
Andlogamente se pueden formar derivados éster de alquilo de los restos Asp y/o Glu.

La preparacion de un derivado carboxamida de un compuesto usado en la presente invencidn se realiza, por ejem-
plo, como describen Stewart, .M. y otros, en Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Company Press, 1984.

En la presente invencién se puede usar una forma de sal farmacéuticamente aceptable de GLP-1, de un andlogo
de GLP-1 o de un derivado de GLP-1. Los acidos comtinmente empleados en forma de sales de adicién de acido son
dcidos inorgénicos tales como dcido clorhidrico, d4cido bromhidrico, dcido yodhidrico, dcido sulftrico, acido fosférico
y similares, y 4cidos orgdnicos tales como acido p-toluenosulfénico, dcido metanosulfénico, dcido oxélico, acido
p-bromofenilsulfénico, 4cido carbdnico, 4cido succinico, dcido citrico, dcido benzoico, dcido acético y similares.
Entre los ejemplos de tales sales estdn incluidas las sales sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato,
monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato,
decanoato, caprilato, acrilato, formiato, isobutirato, caproato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato, succionato,
suberato, sebacato, fumarato, maleato, butino-1,4-dioato, hexino-1,6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato,
fenilbutirato, citrato, lactato, y-hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-1-
sulfonato, naftaleno-2-sulfonato, mandelato, y similares. Las sales de adicién de dcido preferidas son las formadas
con 4dcidos minerales tales como 4cido clorhidrico y 4cido bromhidrico, especialmente dcido clorhidrico.

Entre las sales de adicién de base estin incluidas las de bases inorgénicas tales como hidréxidos, carbonatos,
bicarbonatos y similares de amonio o metales alcalinos y alcalinotérreos. Entre estas sales titiles en la preparacién
de las sales de esta invencién estan incluidos, por tanto, hidréxido sédico, hidréxido potasico, hidréxido aménico,
carbonato potdsico y similares. Son especialmente preferidas las formas de sales.

Un GLP-1, andlogo de GLP-1 o derivado de GLP-1 usado en la presente invencion se puede formular con uno
o varios excipientes antes del uso en la presente invencién. Por ejemplo, el compuesto activo usado en la presente
invencién puede complejarse con un catién metdlico divalente por procedimientos bien conocidos. Entre tales cationes
metélicos estdn incluidos, por ejemplo, Zn**, Mn**, Fe**, Co**, Cd**, Ni** y similares.

Opcionalmente, el compuesto activo usado en la presente invencién puede combinarse con un tampén farmacéu-
ticamente aceptable y ajustar el pH para obtener una estabilidad aceptable y un pH aceptable para administracién
parenteral.

Opcionalmente se pueden afiadir uno o varios agentes antimicrobianos farmacéuticamente aceptables. Los agen-
tes antimicrobianos farmacéuticamente aceptables preferidos son metacresol y fenol. Para ajustar la fuerza idénica o
tonicidad se pueden afadir una o varias sales farmacéuticamente aceptables. Para ajustar ademas la isotonicidad de
la formulacién se pueden afiadir uno o varios excipientes. La glicerina es un ejemplo de un excipiente para ajustar la
isotonicidad.

La administracién se puede realizar por cualquier via que es conocida como eficaz por un médico de cualifica-
cién normal. Se prefiere la administracion parenteral. Comtinmente, se entiende en la bibliografia la administracién
parenteral como la inyeccion de una forma de dosificacién en el cuerpo mediante una jeringa estéril u otro dispositivo
mecénico tal como una bomba de infusién. Las vias parenterales incluyen la intravenosa, intramuscular, subcuténea,
intraperitoneal, intraespinal, intratecal, intracerebroventricular, intraarterial, subaracnoide y epidural. Las vias de ad-
ministracién mds preferidas de los compuestos usados en la presente invencién son la intravenosa, intramuscular y
subcutdnea. Las vias de administracidn de los compuestos usados en la presente invencién muy preferidas son la via
intravenosa y la subcutdnea. Para la administracién parenteral, preferiblemente, un compuesto activo de la presente
invencion se combina con agua destilada a un pH apropiado.

Para controlar la duracién de la accidn, se pueden emplear procedimientos farmacéuticos adicionales. Se pueden
producir preparados de liberacién controlada usando polimeros para complejar o absorber el compuesto activo usado
en la presente invencién. Se puede obtener una duracién prolongada seleccionando macromoléculas apropiadas, por
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ejemplo, poliésteres, poliaminodcidos, polivinilpirrolidona, acetato de etilenvinilo, metilcelulosa, carboximetilcelu-
losa o sulfato de protamina, y seleccionando la concentracién de macromoléculas, asi como los procedimientos de
incorporacién con el fin de prolongar la liberacién. Otro posible procedimiento para prolongar la duracién de accién
de preparados de liberacion controlada es incorporar un compuesto activo usado en la presente invencion en parti-
culas de un material polimero tal como poliésteres, poliaminodcidos, hidrogeles, poli(dcido lactico) o copolimeros
de etileno/acetato de vinilo. Alternativamente, en vez de incorporar un compuesto en estas particulas polimeras, es
posible atrapar un compuesto usado en la presente invencion en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, por técni-
cas de coapilamiento o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina,
respectivamente, o en sistemas coloidales de suministro de firmacos, por ejemplo, liposomas, microesferas de al-
btiimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocdpsulas, o en macroemulsiones. Tales cuestiones se consideran an
Remington’s Pharmaceutical Sciences (1980).

De acuerdo con las ensefianzas de esta invencion, un paciente necesita los compuestos usados en la presente
invencién durante aproximadamente 1-16 horas antes de realizar la cirugia en el mencionado paciente, durante la
cirugia en el mencionado paciente y después de la mencionada cirugia en el paciente durante un periodo de no mas de
aproximadamente 5 dias.

Como se ha mencionado antes, el momento antes de la cirugia para comenzar a administrar los compuestos usados
en la presente invencion es de aproximadamente 16 horas a aproximadamente 1 hora antes de comenzar la cirugia.
El momento antes de comenzar la cirugia en el que se deben administrar los compuestos de la presente invencién
con el fin de reducir los efectos catabdlicos y la resistencia a la insulina dependera de factores cuyos efectos son
conocidos por un médico de cualificaciéon normal y entre ellos estdn de forma muy importante, si el paciente ayund
o recibi6 una infusién o bebida de glucosa o alguna otra forma de alimento durante el periodo de preparacién antes
de la cirugia y, también, sin limitacion, el sexo del paciente, su peso y edad, la importancia de cualquier incapacidad
para regular la glucosa en sangre, las causas subyacentes de cualquier incapacidad para regular la glucosa en sangre,
la gravedad esperada del trauma causado por la cirugia, la via de administracion y la biodisponibilidad, la persistencia
en el cuerpo, la formulacién y la potencia del compuesto administrado. Un intervalo de tiempo preferido dentro del
cual se comienza a administrar los compuestos usados en la presente invencion es de aproximadamente una hora a
aproximadamente 10 horas antes de comenzar la cirugfa. El intervalo muy preferido para comenzar a administrar los
compuestos es de entre 2 horas y 8 horas antes de comenzar la cirugfa.

Como se ha explicado antes en esta memoria, la resistencia a la insulina tras un tipo particular de cirugia, cirugia
abdominal programada, es muy profunda el primer dia posoperatorio, dura como minimo 5 dias y puede tardarse hasta
tres semanas en normalizarse. (Thorell, A., y otros 1993)). Asi, el paciente posoperatorio puede necesitar que se le
administren los compuestos de la presente invencién después del trauma quirtdrgico durante un tiempo que dependera
de factores que el médico de cualificacién normal comprenderd y determinara. Entre estos factores estan si el paciente
ha estado en ayunas o ha recibido una infusién o bebida de glucosa, alguna otra forma de alimento después de la
cirugia y, también, sin limitacién, el sexo del paciente, su peso y edad, la importancia de cualquier incapacidad para
regular la glucosa en sangre, las causas subyacentes de cualquier incapacidad para regular la glucosa en sangre, la
gravedad real del trauma causado por la cirugia, la via de administracién y la biodisponibilidad, la persistencia en el
cuerpo, la formulacién y la potencia del compuesto administrado. La duracién preferida para la administracién de los
compuestos usados en la presente invencién es de no mds de 5 dias después de la cirugia.

El término “cambios catabdlicos posquirtrgicos” es bien conocido por un cirujano de cualificacién normal (Shaw,
J.H.F. y otros, Ann. Surg. (1989); Little, R.A., y otros (1987); Frayn, K.N.(1986); Brandi, L., y otros (1983)) y se
define en este contexto como el estado de metabolismo causado por el trauma quirdrgico que se puede caracterizar
por uno o varios de los fendmenos siguientes: balance negativo de nitrégeno, con pérdidas de nitrégeno corporal
(Wernerman, J. y otros, J. Parent. Enter. Nutr: 10:578-82 (1986); Tashiro, T. y otros. J. Parent. Enter. Nutr. 9:452-
5 (1985)); utilizacién periférica de grasa con preferencia a glucosa con reduccion del cociente respiratorio (Frayn,
K.N., y otros, Arch. Emerg. Med. 4:91-9 (1987); Stjernstrom, H., y otros, Clin. Physiol. 1:59-72 (1981)) y produccién
endégena de glucosa a expensas de proteina corporal y reservas de energia a pesar de hiperglicemia (Gump, FE., y
otros, (1974); Black, R.B., y otros (1982); Frayn, K.N., y otros (1987); Frayn, K.N., y otros, Br. Med. Bull. 41(3):232-
9(1985)).

El término “resistencia a la insulina” es también conocido por los médicos de cualificacién normal y se define
en este contexto como una afeccion fisioldgica en la que concentraciones normales de insulina provocan respuestas
menores que normales. La resistencia a la insulina puede ser debida a una disminucién de la unién de la insulina
a receptores de superficie, o a alteraciones en el metabolismo intracelular. El primer tipo, caracterizado como una
disminucién de la sensibilidad a la insulina, tipicamente se puede superar aumentando la concentracién de insulina. El
segundo tipo, caracterizado como una disminucion de la receptividad de insulina, no se puede superar con cantidades
grandes de insulina. La resistencia a la insulina después de traumas se puede superar con dosis de insulina que son
proporcionales al grado de resistencia a la insulina y, por ello, aparentemente estd causada por una disminucién de
la sensibilidad a la insulina (Brandi, L.S., y otros, Clin. Science 79:443-450 (1990); Henderson, A.A., y otros, Clin.
Sci. 80:25-32 (1990)). La reduccidn de la sensibilidad a la insuilina después de cirugia abdominal electiva dura como
minimo 5 dias, pero no mds de tres semanas, y es muy profunda el primer dia después de la operacion, pudiendo tardar
hasta tres semanas hasta que se normalice (Thorell, A., y otros, (1993)). No se conocen bien las causas de la resistencia
transitoria a la insulina observada.
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La dosis de GLP-1, andlogo de GLP-1 o derivado de GLP-1 eficaz para normalizar el nivel de glucosa en sangre
de un paciente dependerd de varios factores, entre los que estdn incluidos, no limitativamente: el sexo del paciente, su
peso y su edad, la gravedad de la incapacidad para regular la glucosa en sangre, las causas subyacentes de la incapa-
cidad para regular la glucosa en sangre, de si se suministra simultdneamente glucosa u otra fuente de carbohidratos,
la via de administracién y la biodisponibilidad, la persistencia en el cuerpo, la formulacién y la potencia. Cuando la
administracion es continua, una velocidad de dosificacion adecuada es de entre 0,25 y 6 pmol/kg de peso corporal/min,
preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,2 pmol/kg/min. Cuando la administracion es intermi-
tente, la dosis a administrar debe fijarse teniendo en cuenta el intervalo entre dosis, la biodisponibilidad de GLP-1,
andlogo de GLP-1 o derivado de GLP-1 y el nivel necesario para tener una glucosa en sangre normal. Corresponde al
saber de un médico de cualificacién normal establecer la dosis y la velocidad de administraciéon de GLP-1, andlogo de
GLP-1 o derivado de GLP-1. para conseguir el resultado clinico deseado.

La presente invencion se entenderd mds facilmente por referencia a ejemplos especificos que se aportan para ilustrar
la invencion.

Ejemplo 1

En el estudio participaron 13 pacientes programados para cirugia ortopédica programada (artroplastia de cadera).
Ninguno de los pacientes tenia historia o sefiales de enfermedad metabdlica, afeccion hepatica o diabetes mellitus. En
los trece pacientes, los niveles de glucosa en sangre en ayunas y los ensayos de CRP y de higado (bilirrubina, fosfatasa
alcalina, AST y ALT) eran normales.

Se estudiaron 7 pacientes (grupo de insulina, edad 56 + 5 afios; IMC 25 + 1 kg/m?) comenzando a las 08,00 h
después de ayuno durante la noche. Después de un periodo basal inicial, tiempo durante el cual se tomaron muestras
para la medida de glucosa en sangre y hormonas, se realizé durante 30 min calorimetria indirecta y se infundi6
insulina (Actrapid®, Novo, Copenhague) intravenosamente a una velocidad constante de 0,6 ng/kg/s (36 ng/kg/min o
0,8 mU/kg/min) mientras que se dio una infusién intravenosa variable de glucosa (200 mg/ml) para mantener glucosa
en sangre a un nivel constante (4,5 mM). Después de una hora en condiciones de estado estacionario, todos los
pacientes se sometieron a tratamiento quirdrgico normalizado (artroplastia de cadera). La operacién comenzé a los
290 + 23 minutos después de comenzar la infusién de insulina. La fijacién hiperinsulinémica, normoglicémica se
mantuvo luego durante la cirugia y continué 3-4 horas después de la cirugia. Los datos se presentardn de acuerdo con
la nomenclatura siguiente:

basal: 30 min antes de iniciar la infusién de insulina

fijacion preop:  fijacion hiperinsulinémica, normoglicémica, 60 min antes de cirugia
op. temprana: de 10 a 40 min después de iniciar la cirugfa

op. tardia: los dltimos 30 min de cirugia

fijacién posop:  fijacion hiperinsulinémica, normoglicémica, en estado estacionario durante 60 min, que se inicia
143,30 mi después de iniciar la cirugia.

Un segundo grupo de pacientes (grupo de control, n = 6, edad 59 + 3 afios; IMC 26 + 1 kg/m?), aparejado en la
edad y el IMC con el grupo de insulina, recibié el mismo protocolo preoperatorio (fijacién basal y preop) 7 dias antes
de cirugia. El grupo de control no recibi6 fijacién basal o preop el dia de la cirugia. Sin embargo, inmediatamente
después de cirugia, cada paciente del grupo de control fue infundido con insulina, 0,6 ng/kg/s (36 ng(kg/min o 0,8
mU/kg/min) y se inicié una fijacién hiperinsulinica, normoglicémica (4,5 mM) (posop).

Se realiz6 calorimetria indirecta (Deltatrac® Dansj6o, Suecia) (Frayn, K.N., J. Appl. Physiol. 55(2): 628-34 (1983);
Takala J., y otros, Crit. Care Med. 17(10); 1041-47(1989) durante la fase basal, dos veces durante la cirugia (op
temprana y op tardia) y durante los tltimos 30 minutos de las fijaciones preop y posop. Se realizé muestreo a tiempo
para andlisis de la excrecidn de urea en orina. Después de correcciones por el tamafio del depdsito de urea (Tappy, L.
y otros, Diabetes 37:1212-16 (1988)) se calcularon las velocidades de gasto de energia no proteinica (EE), cocientes
respiratorios (RQ) y oxidacion del sustrato.

Las muestras de sangre se recogieron de una vena de la mano calentada repetidamente durante los periodos basal,
preop, op temprano, op. tardio y posop. La glucosa en sangre se midi6 inmediatamente después de recoger la muestra
usando el procedimiento de glucosa oxidasa (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, Ohio) (Hugget, A.S., y
otros, Lancet 2:368-70 (1957)). Para medir las concentraciones de insulina en suero se usaron radioinmunoensayos
(RIE) (Grill, V., y otros, Metabolism 39:251-58 (1990)); Péptido ¢ (Novo Research, Bagsv&aelig;rd, Dinamarca),
cortisol (Harris, V., y otros, en Methods of hormone radioimmunoassay, Jatfe, B.M. & Behrman, H,R., eds., Academic
Press, New York & London (1979) pags. 643-56)) y glucagén (Euro-Diagnostics AB, Malmd, Suecia) (Faloona, G.R.,
y otros, Glucagon radioimmnunoassay technique, vol. 1: Academic Press, New York (1974)).
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Todos los valores son valores individuales o valores medio + SEM (error estandar de la media). Se acepta signifi-
cado estadistico a p<0,05 usando el ensayo de rango firmado de Wilcoxon y el ensayo en U de Mann-Whitney para
datos emparejados y no emparejados, respectivamente. A causa de que los niveles de insulina en suero tendian a ser
mds bajos en la fijacién posop en el grupo de control en comparacién con el grupo de insulina (p = 0,06), las GIR
durante las fijaciones se corrigieron también a los niveles de insulina predominantes dividiendo GIR y el nivel medio
de insulina en suero durante los periodos de 60 min en estado estacionario.

Los niveles de insulina en suero eran similares para los dos grupos en las fijaciones basal y durante la preop. En
el grupo de insulina, los niveles de insulina permanecian en torno a 2,7 ng/ml (60 uU/ml) durante la cirugia y la
fijacién posop. En el grupo de control, los niveles de insulina permanecian inalterados en comparacioén con los niveles
basales durante la cirugia. Los niveles de insulina en la fijacidon posop del grupo de control no eran significativamente
diferentes de los niveles durante la fijacion preop ni eran diferentes de los del grupo de insulina durante la fijacién

posop.

Los niveles de Péptido c (Tabla I) eran similares entre los grupos en el periodo basal y durante las fijaciones preop
y posop. El grupo de insulina presentaba unos niveles de Péptido ¢ mds bajos durante la cirugia en comparacién con
el grupo de control.

Los niveles de glucagén en suero disminufan (p<0,05) después de cirugia en ambos grupos (Tabla I). Sin embargo,
el cambio relativo después de cirugia (% frente a preop) era mds alto en el grupo de insulina (p<0,01 frente a control).

Los niveles de cortisol en suero (Tabla I) disminufan después de cirugia en el grupo de insulina mientras que, en el
grupo de control, tendian a aumentar (p = 0,1). Los niveles posoperatorios de cortisol eran mas bajos en el grupo de
insulina en comparacién con el grupo de control (p<0,05).

Las velocidades de oxidacion de glucosa y grasa eran similares entre los grupos antes de cirugia. Durante la cirugia,
las velocidades de oxidacién de la glucosa eran significativamente mds altas, mientras que las velocidades de oxidacién
de la grasa eran significativamente mds bajas en el grupo de insulina (p<0,05 frente a control). En la fijacién posop no
se pudo encontrar cambio alguno en las velocidades de oxidacidn del sustrato en el grupo de insulina en comparacién
con la fijacién preop. El gasto de energia residual (EE) no era diferente entre los grupos durante o después de cirugia
y quedaba igual en ambos grupos después de la cirugia en comparacién con la fijacién preop.

Los niveles de glucosa en ayunas eran similares entre los grupos de insulina y de control. Se mantuvo normoglu-
cemia en el estado transitorio durante la infusién de insulina, lo que daba por resultado coeficientes intraindividuales
medios de variacion de glucosa de 4,6% en el grupo de control y de 6,2% en el grupo de insulina.

Estos hallazgos demuestran de forma concluyente que los pacientes sometidos a cirugia electiva desarrollan en
estado de ayuno resistencia posoperatoria a la insulina y aumento de la oxidacién de grasa. Ademads, estos hallazgos
demuestran también por vez primera que se eliminan completamente los cambios catabdlicos después de cirugia y se
atentia completamente la respuesta hormonal a la tensioén si los pacientes entran en tensién quirdrgica en un estado de
elevados niveles de insulina que se mantiene a lo largo de la operacion.

Ejemplo 2

Se administré GLP-1 (7-36)amida por infusién subcutdnea a una velocidad de la dosis de 1,2 pmol/kg/h durante
10 horas por la noche, a 5 pacientes que tenian diabetes no insulinodependiente (NIDDM). Como control se infundié
continuamente insulina en los mismos 5 pacientes pero en dia diferente al de infusién de la GLP-1(7-36)amida. La
velocidad de infusién de insulina se ajustaba cada 2 horas para conseguir un control 6ptimo y evitar hipoglucemia.
Como lo demuestran los datos de la Tabla Il y la Figura 2, la infusién subcutdnea de GLP-1 (7-36)amida casi normaliza
la glucosa en sangre sin inducir hipoglucemia en ninguno de los pacientes. El control metabdlico con GLP-1(7-36)
amida era mejor que el conseguido con insulina y el nivel medio de glucosa en sangre era inferior para el tratamiento
con GLP-1(7-36)amida que el control con una cantidad estadisticamente significativa a las 23.00, 0,00 y 1,00 horas.
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TABLA II

Niveles medios de glucosa en sangre para 5 pacientes de NIDDM infundidos continuamente durante 10 horas por la
noche con GLP-1(7-36)amida. En un estudio de control con los mismos pacientes en dia diferente se administro
insulina por infusion continua

Infusion de GLP-1 Infusion de insulina (control)

Hora Media de Error estandar Media de Error estandar

glucosa en (mM) glucosa en (mM)
sangre (mM) sangre (mM)

21,00 7.5 0,45 6,9 0,68
22,00 54 0,76 6,6 0,55
23,00 45 0,16 5,9 0,98
0,00 44 0,23 56 0,90
1,00 44 0,29 5.1 0,58
2,00 48 0,34 52 0,58
3,00 52 0,41 54 0,30
4,00 54 0,41 57 0,25
5,00 5,8 0,41 6,0 0,30
6,00 6,0 0,45 6,1 0,38
7,00 6,2 0,45 8,1 0,33

Ejemplo 3

Se infundi6 durante el dia GLP-1(7-36)amida en 5 pacientes de NIDDM durante tres horas al desayunar, almorzar
y cenar. Las horas a que se infundié eran 7,30-10,30 (desayuno), 10,30-1,30 (almuerzo) y 4,30-7,30 (cena), como se
indica en la Figura 3. En un experimento de control con los mismos pacientes de NIDDM realizado en un dia diferente,
se inyectd insulina subcutdneamente justo antes de comenzar las comidas, como se indica en la Figura 3. Mientras que
se infundia GLP-1, se eliminaron las fluctuaciones de glucosa postprandial observadas con la inyeccion de insulina y
se mantuvieron niveles normales de glucosa en sangre. Inmediatamente después de terminar cada infusién de GLP-1
(7-36)amida, el nivel de glucosa en sangre aumentd significativamente. No se observé efecto perjudicial secundario
alguno de la GLP-1(7-36)amida. Estos datos indican que la infusién de GLP-1(7-36)amida controla mas eficazmente
los niveles de glucosa postprandial que la inyeccion de insulina y que el control es eficaz mientras que se continda
infundiendo GLP-1(7-36) amida.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA III

Niveles medios de glucosa en sangre para 5 pacientes NIDDM infundidos con GLP-1(7-36)amida durante 3 horas
comenzando al iniciar cada comida. En un estudio de control con los mismos pacientes en dia diferente se administro
5 insulina por infusion continua justo antes de cada comoda. Las comidas se iniciaron a las 7,30, 10,30 y 4,30 horas
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Infusion de GLP-1 Infusién de insulina (control)

Hora Media de Error estandar Media de Error estandar

glucosa en (mM) glucosa en (mM)

sangre (mM) sangre (mM)

7,00 54 0,35 6,1 0,41
8,00 49 0,38 7,0 0,51
9,00 57 0,59 9,1 0,74
10,00 5,8 1,06 9,9 0,78
11,00 8,1 0,94 8,2 0,76
12,00 9.4 0,59 6,5 0,74
13,00 7.2 1,18 9,1 0,90
14,00 53 1,21 8,1 0,91
15,00 7,2 0,71 7,0 0,87
16,00 10,4 0,26 7,2 0,57
17,00 9,2 1,06 6,5 0,59
18,00 57 1,59 7,3 0,65
19,00 6,6 0,94 6,1 0,59
20,00 8,3 0,71 6,0 0,41
21,00 9,3 0,71 6,4 0,44
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto insulinotrépico seleccionado entre GLP-1(7-37) o un andlogo de él que tiene una o mds susti-
tuciones, supresiones, inversiones o adiciones de aminodcidos en comparacién con GLP-1, y derivados que tienen la
secuencia de aminodcidos de GLP-1 o el mencionado andlogo de él pero que, adicionalmente tienen una modificacién
quimica de sus grupos aminodcidos laterales, atomos de carbono «, grupo aminoterminal o grupo dcido carboxilico
terminal, y sus sales farmacéuticamente aceptables, para uso en la atenuacién de cambios catabdlicos posquiridrgicos.

2. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con la reivindicacidn 1, en el que el cambio catabdlico posquirtdrgico
es hiperglucemia.

3. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que el péptido se
administra para normalizar niveles de glucosa en sangre.

4. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el mencio-
nado andlogo estd acilado en el grupo épsilon-amino de un resto de lisina.

5. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el mencio-
nado andlogo es resistente a la actividad de la dipeptidilpeptidasa.

6. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, seleccionado
entre GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-36) o GLP-1(7-37). o su forma amida, y sus sales farmacéuticamente
aceptables, que tiene como minimo una modificacién seleccionada entre:

(a) sustitucion de lisina en la posicién 26 y/o la posicion 34 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina,
glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, arginina o D-lisina; o sus-
titucion de arginina en la posicion 36 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina,
alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, lisina o D-arginina;

(b)  sustitucién de triptéfano en la posicién 31 por un aminodcido resistente a la oxidacidn;

(c)  sustitucién de como minimo una entre valina en la posicién 16 por tirosina; serina en la posicién 18 por
lisina; 4cido glutdmico en la posicion 21 por dcido aspdrtico; glicina en la posicién 22 por serina; glutamina
en la posicién 23 por arginina; alanina en la posicién 24 por arginina y lisina en la posicién 26 por glutamina;
y

(d)  sustitucién que comprende como minimo una entre: alanina en la posicion 8 por glicina, serina o cisteina;
dcido glutamico en la posicién 9 por 4cido aspartico, glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, gluta-
mina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o fenilalanina; glicina en la posicién 10 por
serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o
fenilalanina; y 4cido aspartico en la posicién 15 4cido glutdmico por acido glutdmico; y

(e) sustitucion de histidina en la posicién 7 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tiro-
sina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o fenilalanina o la forma D- o N-acilada o alquilada de
histidina,

pudiendo opcionalmente, en las sustituciones (a), (b), (d) y (e), estar en la forma D los aminoécidos sustituidos, y en
la forma N-acilada o N-alquilada los aminoacidos sustituidos en la posicién 7.

7. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que los mencionados GLP-1(7-34), GLP
(7-35), GLP(7-36), GLP-1(7-3,7) o su forma amida y sus sales farmacéuticamente aceptables estan modificados por la
sustitucion de lisina en la posicioén 26 y/o la posicién 34 por glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina,
tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, arginina o D-lisina lisina.

8. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, compuesto que tiene
la férmula:

R,-X-Glu-Gly"*-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp'*-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu”-Y-Gly-Gln-Ala-
Ala®-Lys-Z-Phe-Ile-Ala®-Trp-Leu-Val-Lys-Gly’>-Arg-R;

y sus sales farmacéuticamente aceptables,
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en la que

R, se selecciona entre L-histidina, D-histidina, desaminohistidina, 2-amino-histidina, S-hidroxihistidina, homobhis-
tidina, alfa-fluorometilhistidina y alfa-metilhistidina;

X se selecciona entre Ala, Gly, Val, Thr, Ile y alfa-metil-Ala;

Y se selecciona entre Glu, Gln, Ala, Thr, Ser y Gly;

Z se selecciona entre Glu, Gln, Ala, Thr, Ser y Gly; y

R, se selecciona entre NH, y Gly-OH; con tal que el compuesto tenga un punto isoeléctrico en el intervalo
de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 9,0 y que, ademds, cuando R, es His, X es Ala, Y es Gluy Z
es Glu, R, sea NH,.

9. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que
el mencionado andlogo se selecciona entre GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-36) y sus sales farmacéuticamente
aceptables.

10. Un compuesto insulinotrépico de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que la mencionada molécula se se-

lecciona entre Gly®-GLP-1(7-36)NH,, Val®*-GLP-1-(7-37)0OH, alfa-metil-Ala®-GLP-1(7-36)NH, y Gly®*-GIn*'-GLP(7-
36)OH, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable.
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