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DESCRIPCION
Productos farmacéuticos peptidicos mejorados para resistencia a la insulina
CAMPO DE LA INVENCION

La prevalencia cada vez mayor de la diabetes mellitus es una crisis sanitaria mundial de proporciones epidémicas que
es un contribuyente importante a la morbilidad y mortalidad del paciente y una carga econémica importante. La
obesidad es un factor de riesgo importante para la diabetes mellitus de tipo 2, y aproximadamente el 90 % de los
pacientes con diabetes de tipo 2 tienen sobrepeso 0 son obesos. La obesidad es un problema que aumenta
rapidamente en todo el mundo y actualmente mas del 65 % de los adultos de los EE. UU. tienen sobrepeso (Hedley,
AA. etal (2004) JAMA 291: 2847-2850). Existe una necesidad de desarrollar tratamientos farmacéuticos seguros y
eficaces para la obesidad y la diabetes mellitus.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los documentos de patente WO 2014081864 A1 y WO 2012158965 A2 describen productos peptidicos que
comprenden un tensioactivo X unido covalentemente a un péptido, comprendiendo el péptido un aminoacido conector
U (para la unién covalente al tensioactivo) y al menos otro aminoacido en donde dos de los aminoacidos del péptido
se pueden ciclar.

SUMARIO DE LA INVENCION
La invencién se explica en el conjunto de reivindicaciones adjunto.

En el presente documento se describen composiciones para su uso en el tratamiento o la prevencién de trastornos
asociados a la resistencia a la insulina que incluyen, y no se limitan a, obesidad, sindrome X, sindrome metabdlico,
resistencia a la insulina, diabetes de tipo 2, hipertensién, cardioproteccion, aterosclerosis, infarto de miocardio,
proteccién de células beta, o similares. En algunas realizaciones, los usos incluyen tratamiento profilactico y/o
terapéutico con péptidos y/o proteinas. Los productos farmacéuticos peptidicos y/o proteinicos sufren frecuentemente
varias limitaciones en su uso en la medicina (Nestor, J.J., Jr. (2007) Comprehensive Medicinal Chemistry Il 2: 573-
601) - corta duracién de la accidn, poca biodisponibilidad y falta de selectividad del subtipo de receptor. Ademas, los
péptidos y/o proteinas son inestables en las formulaciones, estando frecuentemente sujetos a agregacion.

En el presente documento se describen ciertos péptidos y/o proteinas modificados covalentemente (por ejemplo, GLP-
1, glucagén, analogos relacionados o similares) que permiten una mayor duracién de la accién y/o biodisponibilidad
mejorada tras la administracién de los péptidos y/o proteinas modificados. Dichos péptidos y/o proteinas modificados
covalentemente son adecuados para la prevencién y/o el tratamiento de afecciones asociadas a la obesidad, el
sindrome metabdlico, la resistencia a la insulina, la diabetes de tipo 2, la hipertensién, la aterosclerosis, o similares.

En algunas realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento
estan unidos a tensioactivos de glucosido. En un aspecto, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente
estan unidos a un tensioactivo de glucésido en donde el péptido y/o la proteina estan unidos al glucésido en el
tensioactivo y el glucésido estd unido entonces a un grupo hidréfobo. En algunas realizaciones, en el presente
documento también se proporcionan reactivos y productos intermedios para la sintesis de péptidos y/o proteinas
modificados (por ejemplo, GLP-1 modificado, glucagén, oxintomodulina, anélogos de glucagén, oxintomodulina o GLP-
1, o similares) mediante la incorporacién de tensioactivos.

En algunas realizaciones, en el presente documento se proporcionan productos peptidicos que comprenden un

tensioactivo X, unido covalentemente a un péptido, comprendiendo el péptido un aminoacido conector U y al menos
otro aminoacido:

N Formula [-A

en donde el tensioactivo X es un grupo de la formula I:
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R W2 0 Wl
RZ
R1 do OR’!b
- OR'e -n Formula I
en donde:

R'a es independientemente, en cada aparicion, un enlace, H, un grupo protector, un grupo alquilo G1-Cso
sustituido o sin sustituir, un sacarido, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo
sustituido o sin sustituir;
R'™, R'e y R'd son cada uno, independientemente en cada aparicién, un enlace, H, un grupo protector, un
grupo alquilo C1-Cao sustituido o sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, o un grupo aralquilo
sustituido o sin sustituir;

W1 es independientemente, en cada aparicion, -CHz-, -CH2-O-, -(C=0), -(C=0)-O-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -
(C=8)-NH- 0 -CH2-S-;

W2 es -O-, -CHz- 0 -S-;

R? es independientemente, en cada aparicion, un enlace a U, H, un grupo alquilo C1-Cso sustituido o sin
sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir, -NH, -S-,
-triazolo-, -NH(C=0)-CHz-, -(CH2)m-maleimida-;

nes1,203;y

m es un numero entero de 1-10;
el péptido se selecciona de la formula Il
dai-adz-daaz-daq-ads-ade-ad7-adg-aas-aalo- aaii-aaz-ddz-adi4-aads-adiec-aa 7-adis-
daaiyv-aazo- adzi-aazz-adz3-aaz4-adzs-adze-adz7-adzs-aaze-adzn-aas-ads3z-aaiz-~aazq-aass-
aazs-aaz7-7Z Formula 11 {SEQ. ID. NO. 1)
en donde:
Z es OH, N-R#*-His 0 -NH-R3,
en donde
R3 es H, alquilo C1-C12 sustituido o sin sustituir, 0 una cadena de PEG de menos de 10 Da; y
R* es un agrupo acilo C2-Cro, por ejemplo Ac o Bz;
aai es His, N-R*-His, pGlu-His o N-R3-His;
aaz es Ser, D-Ser, Ala, Gly, Pro, MePro, Aib, Ac4c o Ac5c;
aas es GIn o Cit;
aas es Gly o D-Alg;
aas es Thr o Ser;
aas es Phe, Trp, 2FPhe, MePhe, 2FMePhe o Nal2;

aaz es Thr o Ser;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985732 T3

aas es Ser o Asp;

aag es Asp o Glu;

aaio es Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, Bip2EtMeO, Glu, Lys o U;

aa esta ausente o es Ser, Asn, Bipo U,

aai2 esta ausente o es Lys, Glu, Ser, Argo U,

aai3 esta ausente o es Tyr, Gin, Cito U;

aai4 esta ausente o es Leu, Met, Nlg, Glu, Lys o U;

aais esta ausente o es Asp, Glu o U;

aais esta ausente o es Ser, Gly, Glu, Ala, Aib, Ac5c, Lys, Argo U,
aai7 esta ausente o es Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c, Lys o U;
aais esta ausente o es Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c o U,

aaie estd ausente o es Ala, Val, Aib, Acdc, Ac5c o U;

aazo esta ausente o es GlIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c o U,
aaz1 esta ausente o es Asp, Glu, Leu, Aib, Acdc, AcS5c o U;

aaze esta ausente o es Phe, Trp, Nal2, Aib, Acdc, Ac5¢c o U

aazs esta ausente o es Val, lle, Aib, Ac4dc, Ac5co U;

aaz4 esta ausente o es Ala, Gin, Glu, Cito U;

aazs esta ausente o es Trp, Nal2 o U;

aazes esta ausente o es Leu o U;

aazy esta ausente o es Met, Val, Leu, Nle, Lys o U;

aazg esta ausente o es Asn, Lys, Glu, GIn, Cito U;

aaqg esta ausente o es Thr, Gly, Aib, Ac4dc, Ac5c o U;

aaso esta ausente o es Lys, Aib, Ac4c, Ac5c, Argo U;

aas1 esta ausente o es Arg, Aib, Acdc, Ac5c o U;

aas2 esta ausente o es Asn, Aib, Ac4c, Acbc o U;

aass esta ausente o es Arg, Aib, Acdc, Ac5c o U;

aas4 esta ausente o es Asn, Aib, Ac4c, AcSco U;

aass esta ausente o es Asn, Aib, Ac4c, Acbc o U;

aases esta ausente o es lle, Aib, Ac4c, Ac5C o U,

aases esta ausente o es Ala, Aib, Ac4c, Ac5C o U;

aagsy esta ausente o es U,

U es un aminoacido natural o no natural que comprende un grupo funcional usado para la unién covalente al

tensioactivo X;
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en donde cualesquiera dos de aas-aasy se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama; y

a condicién de que uno, o al menos uno de aa+o - aas7, sea el aminoacido conector U unido covalentemente
aX

En algunas realizaciones, n es 1. En algunas realizaciones, n es 2, y un primer glucésido esta unido a un segundo
glucosido mediante un enlace entre W2 del primer glucésido y uno cualquiera de OR'™, OR'® u OR' del segundo
glucdsido. En algunas realizaciones, n es 3, y un primer glucésido esta unido a un segundo glucésido mediante un
enlace entre W2 del primer glucosido y uno cualquiera de OR™, OR' u OR' del segundo glucésido, y el segundo
glucdsido esta unido a un tercer glucosido mediante un enlace entre W2 del segundo glucésido y uno cualquiera de
OR™ OR' u OR' del tercer glucésido.

En una realizacion, los compuestos de la férmula I-A son compuestos en donde X tiene la estructura:

R W2 O W
R2
R1d0 OR‘lb
- ORie B Formula I
en donde:

R'@ es H, un grupo protector, un sacarido, un grupo alquilo C1-Czo sustituido o sin sustituir, o un resto que
contiene un nucleo de esteroide;

R™, R'ey R' son cada uno, independientemente en cada aparicion, H, un grupo protector, o un grupo alquilo
C+-Cso sustituido o sin sustituir;

W' es independientemente, en cada aparicion, -CHa-, -CH2-O-, -(C=0), -(C=0)-O-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -
(C=8)-NH- 0 -CH2-S-;

W2 es -O-, -S-;
R? es un enlace, -NH-, -S-, -NH(C=0)-CH2- 0 -(CH2)m-maleimida-; y
m es 1-10.
En otra realizacion, los compuestos de la formula I-A son compuestos en donde X tiene la estructura:

R WE, O

\/W\Sg

RO OR™

OR" ¢

Por consiguiente, en la realizacion descrita anteriormente, R? es un enlace.

Por ejemplo, en una realizacién a modo de ejemplo de la estructura de X descrita anteriormente, W' es -C(=O)NH-,
R2 es un enlace entre W'y un residuo de aminoacido U dentro del péptido (por ejemplo, un grupo amino en la cadena
lateral de un resto de lisina presente en el péptido).

En una realizacion adicional, los compuestos de la formula [-A son compuestos en donde X tiene la estructura:
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Por ejemplo, en una realizacién a modo de ejemplo de la estructura de X descrita anteriormente, W' es -CH>-y RZ es
un grupo funcional maleimida unido a alquilo en Xy R? esta unido a un resto adecuado de un residuo de aminoacido
U dentro del péptido (por ejemplo, un grupo tiol en un resto de cisteina del péptido forma un tioéter con la maleimida

en X).

En otra realizacion mas, los compuestos de la formula I-A son compuestos en donde X tiene la estructura:

R W2 O
R0
- OR1C
en donde:

W1
RZ

__g_

OR1b

Formula 1

R'@ es H, un grupo protector, un sacarido, un grupo alquilo C1-Czo sustituido o sin sustituir, o un resto que
contiene un nucleo de esteroide;

R™, R'ey R' son cada uno, independientemente en cada aparicion, H, un grupo protector, o un grupo alquilo
C+-Cso sustituido o sin sustituir;

W' es -(C=0)-NH-;
W2 es -O-;

R2 es un enlace

En una realizacion adicional, los compuestos de la formula [-A son compuestos en donde X tiene la estructura:

R'e W2 o)
R0
o OR1C
en donde:

W‘l
RZ

._._.g._.

OR1b

R'@ es un grupo alquilo C1-Cao sustituido o sin sustituir;

R™ R'ey R'son H;
W' es -(C=0)-NH-;

W2es -O-y

Formula 1
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R2 es un enlace

En algunas realizaciones descritas anteriormente y en el presente documento, R'? es un grupo alquilo C1-Cao sustituido
o sin sustituir.

En algunas realizaciones descritas anteriormente y en el presente documento, R'? es un grupo alquilo Ce-C2o sustituido
o sin sustituir.

En algunas realizaciones descritas anteriormente y en el presente documento, R'@ es un sacarido. En algunas
realizaciones, el sacarido es una galactosa. En ciertas realizaciones, el sacarido es una galactosa unida en alfa. En
otras realizaciones, el sacarido es galactopiranosa unida en alfa, galactopiranosa unida en beta, galactofuranosa unida
en alfa o galactofuranosa unida en beta.

También se contemplan en el presente documento realizaciones alternativas en donde X en la férmula I-A tiene la
estructura:

}LL;W\T,’O\\/W\R‘?
RO SoR®
OR'lC

Por ejemplo, en una realizacion a modo de ejemplo de la estructura de X descrita anteriormente, W' es -S-, R2 es un
grupo alquilo C1-Czo, W? es S, R es un enlace entre W? y un resto adecuado de un residuo de aminoacido U dentro
del péptido (por ejemplo, un grupo tiol en un resto de cisteina del péptido forma un tioéter con X).

En otra realizacion a modo de ejemplo de la estructura de X descrita anteriormente, W' es -O-, R2 es un grupo alquilo
C+-C30, W2 es O, R'@ es un enlace entre W2 y un resto adecuado de un residuo de aminoacido U dentro del péptido
(por ejemplo, un grupo hidroxilo en un residuo serina o treonina del péptido forma un éter con X).

En otra realizacién a modo de ejemplo de la estructura de X descrita anteriormente, W2 es -O-, R? es un grupo alquilo
C1-Cso, W' es CO, R? es una estructura de aminoacido espaciador, tal como Glum 0 Lysm que se une a un resto
adecuado de un residuo de aminoacido U dentro del péptido (por ejemplo, un espaciador de Glu unido mediante su
CO gamma a la funcién épsilon-amino de una Lys en el péptido o una Lys unida a través de su CO alfa a la funcién
épsilon-amino de una Lys en el péptido).

En algunas realizaciones, U se usa para la unién covalente a X y es un aminoacido natural o no natural dibasico, un
aminoacido natural o no natural que comprende un tiol, un aminoacido no natural que comprende un grupo -Ns, un
aminoacido no natural que comprende un grupo acetilénico, o un aminoacido no natural que comprende un -NH-
C(=0)-CH2-Br o una -(CH2)m-maleimida, en donde m es 1-10.

En algunas realizaciones del producto peptidico, el tensioactivo es un tensioactivo de la clase de los 1-alquilglucésidos.
En algunas realizaciones del producto peptidico, el tensioactivo se une al péptido mediante un enlace amida.

En algunas realizaciones del producto peptidico, el tensioactivo X comprende acido 1-eicosil-beta-D-glucurénico, acido
1-octadecil-beta-D-glucurdnico, acido 1-hexadecil-beta-D-glucurdnico, acido 1-tetradecil-beta-D-glucurdnico, acido 1-
dodecil-beta-D-glucurénico, acido 1-decil-beta-D-glucurdnico, acido 1-octil-beta-D-glucuroénico, acido 1-eicosil-beta-D-
diglucurdnico, acido 1-octadecil-beta-D-diglucurénico, acido 1-hexadecil-beta-D-diglucuroénico, acido 1-tetradecil-beta-
D-diglucurdnico, acido 1-dodecil-beta-D-diglucurénico, acido 1-decil-beta-D-diglucurdnico, acido 1-octil-beta-D-
diglucurénico, o 1-eicosil-beta-D-glucosa funcionalizada, 1-octadecil-beta-D-glucosa, 1-hexadecil-beta-D-glucosa, 1-
tetradecil-beta-D-glucosa, 1-dodecil-beta-D-glucosa, 1-decil-beta-D-glucosa, 1-octil-beta-D-glucosa, 1-eicosil-beta-D-
maltésido, 1-octadecil-beta-D-maltésido, 1-hexadecil-beta-D-maltésido, 1-tetradecil-beta-D-maltésido, 1-dodecil-beta-
D-maltésido, 1-decil-beta-D-maltésido, 1-octil-beta-D-maltésido, 1-eicosil-beta-D-melibiésido, 1-octadecil-beta-D-
melibiésido, 1-hexadecil-beta-D-melibiésido, 1-tetradecil-beta-D-melibiésido, 1-dodecil-beta-D-melibiésido, 1-decil-
beta-D-melibidsido, 1-octil-beta-D-melibiésido y similares, asi como los acidos 6' 0 6',6-carboxilicos correspondientes
y el producto peptidico se prepara por formacion de un enlace entre los grupos mencionados anteriormente y un grupo
en el péptido (por ejemplo, un grupo -COOH en los grupos mencionados anteriormente y un grupo amino del péptido).
En algunas realizaciones, el tensioactivo X es 1-tetradecil-beta-D-maltdsido, 1-dodecil-beta-D-maltésido, 1-decil-beta-
D-maltésido, 1-octil-beta-D-maltésido, 1-eicosil-beta-D-melibiosido, 1-octadecil-beta-D-melibidsido, 1-hexadecil-beta-
D-melibiosido, 1-tetradecil-beta-D-melibiésido, 1-dodecil-beta-D-melibidsido, 1-decil-beta-D-melibiésido o 1-octil-beta-
D-melibiosido, asi como los acidos 6' 0 6',6-carboxilicos correspondientes. En algunas realizaciones, el tensioactivo X
es 1-tetradecil-beta-D-maltdsido, 1-eicosil-beta-D-melibiésido, 1-octadecil-beta-D-melibiésido, 1-hexadecil-beta-D-
melibidsido, 1-tetradecil-beta-D-melibidsido, 1-dodecil-beta-D-melibiésido, 1-decil-beta-D-melibiésido o 1-octil-beta-D-
melibidsido.
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En algunas realizaciones del producto peptidico, U es un aminoacido terminal del péptido. En algunas realizaciones
del producto peptidico, U es un aminoacido no terminal del péptido. En algunas realizaciones del producto peptidico,
U es un D- o L-aminoécido natural. En algunas realizaciones del producto peptidico, U es un aminoacido no natural.
En algunas realizaciones del producto peptidico, U se selecciona de Lys, Cys, Orn, o un aminoacido no natural que
comprende un grupo funcional usado para la unién covalente al tensioactivo X.

En algunas realizaciones del producto peptidico, el grupo funcional usado para la unién covalente del péptido al
tensioactivo X es -NH2, -SH, -OH, -Ns, haloacetilo, una -(CHz)mmaleimida (en donde m es 1-10) o un grupo acetilénico.

En algunas realizaciones, los grupos funcionales de cadena lateral de dos residuos de aminoacidos diferentes se unen
para formar una lactama ciclica. Este enlace se indica con un asterisco en los dos residuos asi unidos. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, una cadena lateral de Lys* forma una lactama ciclica con la cadena lateral de Glu*. En
algunas realizaciones, dichas estructuras de lactama estan invertidas y se forman a partir de una Glu* y una Lys*. Se
sabe que en algunos casos dichos enlaces de lactama estabilizan las estructuras helicoidales alfa en péptidos
(Condon, S.M., et al. (2002) Bioorg Med Chem 10: 731-736; Murage, E.N., et al (2008) Bioorg Med Chem 16: 10106-
12); Murage, E.N., et al. (2010) J Med Chem 53: 6412-20). En algunas realizaciones, los restos de cisteina pueden
estar unidos mediante la formacién de disulfuro para realizar una forma similar de restriccion conformacional y ayudar
en la formacién de estructuras helicoidales (Li, Y., et al. (2011) Peptides 32: 1400-1407). En algunas realizaciones, los
grupos funcionales de cadena lateral de dos residuos de aminoacidos diferentes se unen para formar un heterociclo
generado mediante una "reaccién de click” entre los grupos funcionales azida y alquino de la cadena lateral para lograr
una forma similar de restriccién conformacional y conformaciones helicoidales estabilizadas (Le Chevalier Isaad A., et
al. (2009) J Peptide Sci 15: 451-4). En algunas realizaciones, los grupos funcionales de la cadena lateral de dos
residuos de aminoacidos diferentes se unen para formar un doble enlace C-C mediante el uso de una reaccién de
metatesis de olefinas y pueden modificarse adicionalmente mediante reduccién dando un enlace sencillo C-C (Verdina,
G.L. y Hilinski, G. J. (2011) Meth Enzymol 503: 3-33).

En algunas realizaciones, el producto peptidico que comprende un alquilglucésido unido covalentemente es un
glucagén modificado covalentemente o analogo del mismo. En algunas de dichas realizaciones, el producto peptidico
contiene un acido 1-O-alquil-B-D-glucurénico unido covalentemente y el péptido es un analogo de glucagén.

En algunas realizaciones, un producto peptidico que comprende un alquilglucésido unido covalentemente es un GLP-
1 modificado covalentemente, o analogo del mismo. En algunas de dichas realizaciones, el producto peptidico
comprende un &cido 1-O-alquil-B-D-glucurénico unido covalentemente y el péptido es un analogo de GLP-1.

En algunas realizaciones, el producto peptidico de la férmula I-A tiene la estructura de la formula [11-A
dai-aaz-adas-adq-ads-adde-aary-ads-aas-aaip-aaii-aaiz-aaz-aai4-aas-aadic-aai7-aaig-ad19-aazo-
aa21-4822-2823-2824-2825-2826-2427-8428-8429 -Z Férmula llI-A (SEQ. ID. NO. 2)

en donde:

Z es OH o -NH-R3, en donde R2 es H, o alquilo C1-C12 sustituido o sin sustituir, 0 una cadena de PEG de
menos de 10 Da;

aai es His, N-Ac-His, pGlu-His o N-R3-His;

aaz es Ser, Ala, Gly, MePro, Aib, Ac4c o Ac5c;

aas es GIn o Cit;

aas es Gly o D-Alg;

aas es Thr o Ser;

aas es Phe, Trp, 2FPhe, MePhe, 2FMePhe o Nal2;

aaz es Thr o Ser;

aas es Ser o Asp;

aag es Asp o Glu;

aaio es Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, Bip2EtMeO, Glu, Lys o U(X);

aa estd ausente o es Ser, Asn, Bip o U(X);
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aai2 estd ausente o es Lys, Glu, Ser, Arg o U(X);

aais esta ausente o es Tyr, GIn, Cit o U(X);

aai4 esta ausente o es Leu, Met, Nlg, Glu, Lys o U(X);

aais esta ausente o es Asp, Glu o U(X);

aais esta ausente o es Ser, Gly, Glu, Ala, Aib, Ac5c, Lys, Arg o U(X);
aai7 esta ausente o es Arg, hArg, GIn, Glu, Lys, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c o U(X);
aais esta ausente o es Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X),

aaig esta ausente o es Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c o U(X),

aazo esta ausente o es GlIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X),
aaz1 esta ausente o es Asp, Glu, Leu, Aib, Acdc, Ac5c o U(X);

aaze estd ausente o es Phe, Trp, Nal2, Aib, Acdc, Ac5c o U(X);

aazs esta ausente o es Val, lle, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X);

aaz4 esta ausente o es Ala, Gin, Glu, Cit o U(X);

aazs esta ausente o es Trp, Nal2 o U(X);

aaze esta ausente o es Leu o U(X);

aazy esta ausente o es Met, Val, Leu, Nle, Lys o U(X);

aazs esta ausente o es Asn, Lys, Glu, Gln o U(X);

aaqg esta ausente o es Thr, Gly, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X);

en donde cualesquiera dos de aai-aazs se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama; y

a condicion de que uno, o al menos uno de aaro, aan, aaiz, aaies, aai7, aais, aae, aazo, adzi, adze, aass, aax,
aass, aagze, aasz, aars O aare sea el aminoécido natural o no natural U unido covalentemente a X.

En algunas realizaciones, el producto peptidico de la férmula I-A tiene la estructura de la férmula IlI-A
adi-adr-adaz-da4-dads-adde-aar7-ads-ade-adipo-aaii-daiz-adiz-adi4-dais-daig-aadl 7-daig-aao-dazg-
adz1-ad2-aa23-aa24-aa2s-2az6-aaz7-aags-aaze-7 Formula l1I-A  (SEQ. ID. NO. 2)
en donde:

Z es OH o -NH-R?, en donde R?® es H, o alquilo C1-C12 sustituido o sin sustituir, 0 una cadena de PEG de
menos de 10 Da;

aai es His;
aaz es Aib;
aas es Gin;
aas es Gly;
aas es Thr,

aas es Phe;
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aares Thr;

aas es Ser,

aag es Asp;

aaio es Tyr, Glu, Lys o U(X);
aa es Ser;

aaiz es Lys, Glu;

aais es Tyr,

aais es Leu, Glu, Lys;
aais es Asp;

aais es Glu, Lys;

aai7 es GIn, Glu o U(X);
aais es Ala;

aaig es Ala;

aaxo es Glu, Lys o U(X);
aazi es Glu;

aaz2 Phe;

aazs es lle;

aaz4 es GIn, Glu o U(X),
aazs es Trp;

aazs es Leu;

aazr es Leu;

aazg es Glu o Gin;

aaze es Thr,

en donde aais y aazo, 0 aaio y aai4, O @2 y aae se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales
para formar un enlace lactama; y

a condicién de que uno, o al menos uno, de aaio, aaiz, aazo O aaz4 sea el aminoacido natural o no natural U
unido covalentemente a X.

En algunas realizaciones, el producto peptidico de la férmula I-A tiene la estructura de la férmula 111-B:
Hist-aaz-aas-Glys-Thrs-aas-~Thrs-Sers-Asps-aaic-aai1-aa2~-aa13-aa14-2215-22165~2217-2213-2a8 19~
aaz0-ad21-aaz2-a82;3- ad24-4a25-2826-2a27-2d28-0829-2830-2 Formula 111-B
{(SEQ. ID. NO. 3)
en donde:
Z es OH o -NH-R3,

en donde R?® es H, sustituido o sin sustituir C1-C12 alquilo, o una cadena de PEG de menos de 10 Da;

10
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aaz es Gly, MePro o Aib;

aas es GIn o Cit;

aas es Phe, 2FPhe, MePhe, 2FMePhe o Nal2;

aaio es Tyr, Nal2, Bip, Bip2EtMeO, Glu, Lys o U(X);

aa estd ausente o es Ser, Asn, Bip o U(X);

aarz esta ausente o es Lys, Glu, Ser o U(X);

aais esta ausente o es Tyr, GIn, Cit o U(X);

aai4 esta ausente o es Leu, Nle, Glu, Lys o U(X);

aais esta ausente o es Asp, Glu o U(X);

aais esta ausente o es Ser, Gly, Glu, Ala, Aib, Lys, Arg o U(X);
aai7 esta ausente o es Arg, hArg, GIn, Glu, Lys, Cit, Aib o U(X);
aais esta ausente o es Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X);
aarg esta ausente o es Ala, Aib o U(X);

aazo esta ausente o es Gin, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib o U(X);
aaz1 esta ausente o es Asp, Glu, Leu, Aib o U(X);

aaze estd ausente o es Phe o U(X)

aaxs estd ausente o es Val, lle, Aib o U(X);

aaz4 esta ausente o es Ala, Glu, GIn o U(X);

aazs esta ausente o es Trp o U(X);

aaze esta ausente o es Leu o U(X);

aazy esta ausente o es Met, Val, Leu, Nle, Lys o U(X);

aazs esta ausente o es Asn, Glu, GIn, Cit o U(X);

aazg esta ausente o es Thr, Aib o U(X);

aaso esta ausente o es Arg o U(X);

en donde cualesquiera dos de aai-aazs se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama; y

a condicién de que uno, o al menos uno de aaio, aan, aaiz, aais, aaiz, aais, aag, aazo, aaz1, aaze, aazs, aaz4
0 aaes sea el aminoacido natural o no natural U unido covalentemente a X.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 1lI-A o IlI-B, U es cualquier aminoacido conector descrito en el presente
documento.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11I-A o IlI-B, aai2 es lisina. En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A
o llI-B, aais es leucina.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, aais es un resto de lisina unido a X.
En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, aaiz es un residuo de homoarginina (hArg).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, aai7 es un resto de glicina.

11
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En algunas realizaciones de la férmula I-A, lll-A o llI-B, aaz es un residuo de Aib o Ac4c. En algunas realizaciones, aaz
es un residuo de Aib.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el péptido comprende uno o mas residuos de Aib.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 1lI-A o 1lI-B, el péptido comprende uno o mas residuos de Aib en el extremo
C.

En algunas realizaciones de la formula I-A, 1lI-A o 11I-B, el péptido comprende aminoacidos espaciadores entre el
sacarido del tensioactivo y el aminoacido conector en el péptido.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-aaz-Gina-Glys-Thrs-Pheg-Thrs-Sers-Aspo-Tyrig-Serii-Lysiz-Tyriz-Leus-Aspr -
aaig-aar-Alaig-Alajo-aaz-Gluzi-Phexn-aazs-aazs-Trpas-Leuzs-aazr-aaze-Thae-NHy;
(SEQ. ID. NO. 774) en donde

aaz es Gly o Aib;

aais es Glu, Ser, Ala, Lys o Aib;

aai7 es GIn, Glu, Lys o U(X);

aazo es Lys, Glu o Arg;

aazs es lle o Val,

aazs es Ala, Gln o U(X);

aaz7 es Met, Val o Leu;

aazsg es Asn, Gin o U(X).
En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-aaz2-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thrz-Sers-Aspo-Tyrio-Ser11-Lysi2-Tyriz-Leuis-Aspis-
aais-aarr-Alais-Alae-Lysoo-Glugi~Phess-Hezs~ Glnpa-Trpzs-Leuzs-Leuss-Asnaz-Thrze-
NHz; (SEQ. ID. NO. 775) en donde

aaz es Gly o Aib;

aais es Glu, Ala, Aib;

aai7 es Lys o U(X);

aag7 es Leu o Val.
En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
His;-aa;-Glna-Glys-Thrs-Phes-Thrr-Sers-Aspo-Tyrio-Sersi-Lysi2-Tyris-Leus-Aspi s-
aaie-aa17-Argis-Alaio-aazo-Aspai-Pher-aans-aazs-Trpas-Leuas-aazr-aazs-Thrao-NHa;
(SEQ. ID. NO. 776) en donde

aaz es Gly o Aib;

aais s Glu, Ser, Ala 0 Aib;

aai7 es Arg, hArg o Gin,

aazo es Lys o U(X);

12
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aazs es lle o Val,

aazs es Ala, Gln o U(X);

aaz7 es Leu o Val; y

aazs es Asn, Gln o U(X).
En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-aaz-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thrr-Sers-Aspo-Tyrio-Serii-Lysiz-Tyria-Leus-Aspis- aais-
aa17-Argis-Alaio-aaz-Aspai-Phesz-aazs-aazs-Trpas-Leuzs-aazr-aazs- Thrao-NHz; (SEQ. 1D.
NO. 777) en donde

aaz es Gly o Aib;

aais es Glu, Ser, Ala, Aib;

aai7 es Arg, hArg o Gin,

aazo es Lys o U(X);

aazs es lle o Val,

aaz es GIn, Ala o U(X);

aaz7 es Leu o Val;

aazs es Asn, Gln o U(X).
En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-aaz-Glns-Glys-Thrs-Phes-Thrs-Sers-Aspe-Tyrio-Ser1i-Lysi2-Tyriz- Leus-Aspis-
aaic-aa17-Alais-Alaig-aazo-Gluzi-Pheaz-Tleas-Lys(N-omega-X)24-Trpzs-Leuae-aaz7-aaas-

Thi20-NHz; (SEQ. ID. NO. 778) en donde

aaz es Aib o Gly;

aais Y aazo son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar

un enlace lactama;

aai7 es Arg, hArg o Glin;

aaz7 es Met, Val, Leu o Nle;

aazs es Asn o Gin; y

alquilo es una cadena de alquilo Cs-C2o lineal.
En algunas realizaciones, Lys(N-omega-X)24 es Lys(N-omega-1'-alquil-beta-D-glucuronilo).
En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-aay-Ginz-Glys-Thrs-Phes-Thri-Serg-Aspe-Tyrig-Seris-Lysia-Tyria-Leujs-Aspis- aais-

aair-Alaiz-Alare-Lyszo-Gluzi-Phez-llezs-Alazs-Trpas-Leuzs-Leuzr- Asnpg-Throe-NHo;
(SEQ. ID. NO. 779) en donde

aaz es Aib o Gly;

aais es Glu, Ala o Aib;

13
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aai7 es Lys o Lys(N-omega-X);
y alquilo es una cadena de alquilo Cs-Cxo lineal.

En algunas realizaciones, aai7 es Lys(N-omega-1'-alquil-beta-D-glucuronilo).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:

Hisi-aa;-Glna-Glys-Thrs-Phes-Thrr-Sers-Aspo-Tyrio-Seri-Lys2-Tyria-Leua-Aspis- aars-

aaj7-Argis-Alais-aa2o- Aspai-Phers-aazs-aaxs-Trpas-Leuzs-aazs-aazs-Thrao-NHz; (SEQ. ID.

NO. 780) en donde
aaz es Gly o Aib;
aais es Glu, Ala, Aib;
aai7 es Arg, hArg;
aazo es Lys o Lys(N-omega-X);
aazs es lle o Val,
aaz4 es Gln o Ala;
aaz7 es Leu o Val;
aazs €s Asn o0 GIn;

y alquilo es una cadena de alquilo Cs-Czo lineal.

En algunas realizaciones, aaz es Lys(N-omega-1'-alquil-beta-D-glucuronilo).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
His1-aa2-Glns-Glys-Thrs-aas-Thrz-Sers-Aspe-aaic-aa-Z; (SEQ. ID. NO. 781) en donde
aaz es Gly, Aib o MePro;
aas es Phe, 2FPhe, MePhe o0 2FMePhe;
aaio es Tyr, Nal2, Bip, Bip2Et o Bip2EtMeO;
aarn es Lys o Lys(N-omega-X);

y alquilo es una cadena de alquilo Cs-Czo lineal.

En algunas realizaciones, aa es Lys(N-omega-1'-alquil-beta-D-glucuronilo).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:

Hisi-Aib2-Glns-Glys-Thrs-Phes-Thrr-Sers-Aspo-U(X)10-Seri11-Lysi2-Tyriz-Leu4-Aspis-

aai¢-aai7-Alaig-Alajo-aazo-Gluzi-Phegs-llezs-aazs-Trpas-Leugs-Leusr-aazg-Thrao-Z;
(SEQ. ID. NO. 1025)
en donde:
Z es OH o -NH-R3,
en donde R® es H, o comprende una cadena de PEG de menos de 10 Da;
aais Y aazo son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar

un enlace lactama;

14
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aat7 es Glu o Gin;
aazs4 es Ala, Glu o Gin;
aass es Asn o Gin.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisy-aaz-Glna-Glya-Thrs-Pheg-Thrs-Sere-Aspo-Tyrin-Seri-Lysio-Tyr-Leua-Aspys-
Gluis-UX - Alarg-Alage~Lys20-Gluzi-Phez~Hen~ Glag-Trpas-LewnsrLeuar~aazs-
Thrze-NHa, (SEQ. ID. NO. 795)
en donde
aaz es Gly o Aib;
aass es Asn o Gin.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hiss-Aiba-Glns-Glye-Thrs-Phes-Thry-Sers-Aspy-Tyrio-Seryi-Lysgz-Tyris-Leuis-Aspis-
aars-Li{X)rr-Alasg-Alars-aaze-Glua-Phe-Hezr-aana-Trpas-Lewg-Lewmaars-Thra-Z;
{SEQ. 1D, NQ. 1026)
en donde:
Z es OH o -NH-R?,
en donde R3 es H, o comprende una cadena de PEG de menos de 10 Da;

aa+e y aazo son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama;

aazs4 es Ala, Glu o Gin;
aass es Asn o Gin.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
His-Atbz-Glna-Glys-Thrs-Phes-Thrr-Sere- Aspo-aam-Ser:1-Lysiz- Tyriz-aaia-Aspis-Seris-
aagr-Alage- Alap-U{X)w-Gluy -Pherr-Tlep-aane-Trpys-Lews-Leunr-anns-Thrye-Z;
{(SEQ. 1D NO. 1027)
en donde:
Z es OH o0 -NH-R?,
en donde R3 es H, o comprende una cadena de PEG de menos de 10 Da;

aa+o y aa14 son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama;

aat7 es Glu o Gin;
aazs4 es Ala, Glu o Gin;
aazs €s Asn 0 GIn.

En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:

15



ES 2985732 T3

Hisg~Aibz-Glna-Glya-Thrs-Phes-Thrs-Sere-Aspo-Tyrin-Sery i-aai2-Tyri3-Glnye-Asps-aas-
aagr-Alais~-Alap-U{X)20-Glun-Phen-tlen~aaz-Trps-Leuze-Leuzr-aans-Thrw-Z,
{(SEQ. 1D, NO. 1028)

en donde:

Z es OH o -NH-R8,
en donde R3 es H, o comprende una cadena de PEG de menos de 10 Da;

aa+2 y aaie son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama;

aat7 es Glu o Gin;
aazs4 es Ala, Glu o Gin;
aass es Asn o Gin.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-Aiby-Glna-Glya-Thrs-Phes-Thra-Sers-Aspo-Tyrie-Sery-Lysi2-Tyris- Leus-Asprs-
aars~-Glnyz-Alais-Alayo-aaae-Gluz-Phez-llezs-U{ X )u-Trms-Leuse-Levzr-anse-Thre-Z,
{(SEQ. 1D, NO, 1029)
en donde
Z es OH o -NH-R3,
en donde R3 es H, o una cadena de PEG de menos de 10 Da;

aa+e y aazo son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama;

y aass es Asn o Gin;
X comprende un resto de glucuronilo preparado a partir de 1-alquil-beta-D-glucésidos, 1-alquil-beta-D-
maltésidos, 1-alquil-beta-D-melibidsidos, o los alfa-glucésidos correspondientes, y similares, y donde alquilo
es una cadena de alquilo Cs-Coo lineal.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-Aiba~Gins~-Glvye-Thrs-Phee-Thre-Sers-Aspo-Tyrie-Sery 1-Lysia-Tyriz- Lew-Aspis-
Glu*6-Glngr-Alare-Alaig-Lys*z0-Gluzr -Pheaz-Tleas-Lys(N-omega-X)zs-Trpzs-Leuse-
Leurr-Glnae-Thre-Z; (SEQ. 1D, NOQ. 797)
en donde
Z es OH o0 -NH-R?,
aa+e Y aaxo se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama;
y X comprende un resto de glucuronilo preparado a partir de 1-alquil-beta-D-glucésidos, 1-alquil-beta-D-
maltésidos, 1-alquil-beta-D-melibidsidos, o los alfa-glucésidos correspondientes, y similares, y donde alquilo

es una cadena de alquilo Cs-Coo lineal.

En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
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Hisi-Aiby-CGlns-Glya-Thrs-Pheg-Thrr-Sere-Aspa-Tyrio-Serii-Lysye-Tyria- Leus-Aspis-
Glu*s-Glngr-Alase-Alage-Lys*2-Glun -Phers-Tleas-Lys(N-omega( 1 -dodecil-beta-D-
glucuronil jjra-Trps-Letns-Lew-Ghigs-Thrae-NHz; (SEQ. 1D NO. 681)
en donde
Glu*1s ¥y Lys*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.
En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi- Aiba-CGins-Glya-Thrs-Phes-Thre-Sers~-Aspe-Tyrie-Serni-Lysia- Ty~ Leua-Aspis-
Glu*e-Glni-Alare-Adare-Lys¥20-Gluz; -Phesz-Heas-Lys{N-omega( I -tetradecil-beta-
D-glucuronils)zs~Trpas-Leuzs-Leurr-Gingg-Thrao-NHz; {SEQ. ID. NO. 602)
en donde
Glu*is y Lys*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.
En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi~Aibz-Glna-Glys-Thrs-Phes-Thro-Sers-Asps-Tyru-Seri-Lysi 2~ Tyra- Leurs-Aspys-
Glu* - Glnr-Alare-Alae-Lys*20-Ghini-Phess-Ilex-Lys(N-omega( 1 -hexadecil-beta
D-glucuronil))ee-Trpzs-Leuse-Leuzr-Glnzg-Thrao-NHo; (SEQ. . NQ. 603)
en donde
Glu*is y Lys*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.
En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi- Aibz-Glns-Glya-Thrs-Phes-Thre-Sers- Aspo- Tyrie-Ser1-Lysiz-Tynia- Leuwis-Aspis-
Glu*is- Glayr Alasg-Adap-Lys*20-Glun-Phez: -Hexs-Lys{N-omega( 1 -octadect]-beta-
D-glucwronily)ea-Trpos-Levzs-Leuz-Glnge-Thrze-NEL; (SEQ. ID, NO. 604).
en donde
Glu*1s ¥y Lys*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.
En algunas realizaciones, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi- Aibz-Gina-Glva-Thrs-PhesThrr-Sers~Aspe-Tyro~Seri=Lysiz- Tyria- Lewa-Asprs= Glu¥is-
Glnr Alare-Adao-Lys®20-Gluzi-Phes ~llen-LysiN-omega( 1 -octil-beta-D-melibiouronil))y-
Tepzs-Letzs-Leuss-Glozg-Thrn-NHa;, (SEQ. 1D, NO. 630)
Hiss~ Aib2~Glna-Glys-Thrs-Phee-Thre-Sere-Aspo-Tynio-Seryi-Lysi-Tyria~ Lets-Asprs- Glu¥ e
Glur Alais-Alaye-Lys*20-Glun -Phesr -Hes-Lys(N-omega(1-dodecil-beta-D-mehbiouroniiYyy-
Trpas-Lets-Leur-Ginas-Three-NHz, (SEQ. ID. NO, 631)
His i~ Aiby-Glns-Glya-Thrs-Phes-Thrz-Sere-Asps-Tyrw-Seri-Lysia-Tyris- Leura-Aspis- Glu* s
Glnr Alars-Alaig-Lys*20-Gluz-Phexs -lleos-Lys{N-omega( I -tetradecil-beta-D-

metibiowronil og-Trpes-Letas-Leuzr-Glnes-Thrae-NHo, (SEQ. ID. NO. 632)
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His - Aib-Glns-Glya-Thrs-Pheg-Thrz-Serz-Aspe-Tyrio-Sery-Lysie-Tyris- Leupe-Aspis- Glu*s-
Glngr Alas=Alag-Lys®wo-Gluz=-Phexy ~llen-Lys{N-omega( 1 -hexadecil-beta-D-

melibiouronil))a-Trpes-Leuse-Leuzy-Glnas-Thrae-NHo, (SEQ. TD. NO. 633)

Hisy - Atbz-Glna-Glys-Thrs-Phee-Thrs-Sers- Aspe-Tyrio-Serii-Lys 2~ Tyris- Leure-Aspys- Glu* s~

Glngr Alas-Alase-Lys*-Gluz-Phen -lexs-Lys(N-omega(}-octadecil-beta-D-melibiouronil} hs-

Trpes-Lews-Len-Glnze-Thra-Nity; (SEQ, 1D, NO, 634)
Hisp- Atba~-Glns-Glys-Thrs-Phes-Thre-Sere- Aspo-Tyrp-Seryi-Lysie-Tyr i~ Lema- Asps- Glu¥ -
Glngr Alas~Alare-Lys*20-Gluzi-Phez <len-Lys{(N-omega( {-hexadecil-alfa-D-

melibiouronil} - Trpas-Leuss-Leus-Glnzz-Thrae-NHz, (SEQ. ID. NO. 805)

His1-Aibz~-Glina~Glys~-Thrs-Phes-Thrs-Sers-Aspe-Tyr-Serii-Lysiz-Tyriz- Leura-Asprs- Glu® e
Lys{N-omega( } -tetradecil-alfa-D-melibiouronil s Alage- Alawo-Lys* 10-Gluz-Pheys ~llen-

Glnga-Trpas-Leuse-Letn~Glnae-Thrao-NHz; (SEQ. 1D NO. 819)

His<Aib:-Gl n;«G]y4«Thrg«Phe@«Thl’:~Sel's~Aspgffyn o~Ser 1«L}~’S[2*T}-’f] s Lewy .;vASp] 5 Glu¥ e
Lys(N-omega(}-hexadecil-alfa-D-melibiouronil)y;- Alas-Alaso-Lys¥i0-Glus -Phes: -llen-

Glmaa-Trpzs-Letns-Letr-Ginge-Thrao-NHe; (SEQ. 1D, NO, 820)

Hisi- Aibp-Glng-Glys-Thrs-Phegs- Thre-Sere- Aspe-Tyrio-Seri-Lysi-Tyris-Leua-Asprs-

Gla* cLys{N-omega(t -octadecib-alfa-D-melibiouronily), - Alais~-Algyo-Ly 5% 20~Ghi ~Phes-
Hexs-Gluzs-Trpzs-Leuze-Leurr-Glnae-Thra-NHz; (SEQ. 1. NO. 821)

Hisy- Aibe-Glis~Glys-Thrs-Phes-Thry-Sers- Aspo-Tyrie-Seri-Lysio-Tyr iz~ Lets-Aspr = Glu® -
Lys(N-omega( I-dodecil-alfa-D-melibiouroniD);r Alare-Alas-Lys¥o-Glug-Phers -Tens-
Lyvs(N-omega( I -dodecil-beta-D-melibiowronily )y, Trpas~Leuze-Letsay-Glnag-FThrao- Wz, (SEQ. 1D,
NO. 1099}

Hisy- Aibo-Glna-Glye-Thrs-Pheg-Thro-Sere-Aspo-Tyrio-Ser i-Lysy 2~ Tyrs- Leuns-Aspis- Glu™s-
Lys{N-omega( 1-tetradecil-alfa-D-melibiouronil}}y; Alaye-Alaje-Lys* 30-Glugs-Phess -Hea-
Lvs(N-omega( | -tetradecil-beta-D-melibiouronii s, Ttpes-Levze-Leus - Glngs-Theye-NH,, (SEQ.
1B, NO. 1168)

Hisi~Aibr-Glna-Glys-Thrs-Phes-Thro-Sers-Aspe-Tyr-Sery-Lysia-Tyr - Leups-Asprs- Glu® -
Lys(N-omega( I -hexadecii-alfa-D-ntelibiouronil));s Alas-Alas-Lys®26-Gluzi-Phers -llex-
Lys(N-omega( 1-hexadecii-beta-D-melibiouronil)) e~ Trprs-Letze-Leurr-Glnas-Three-NHs (SEQ
D NO. 1101)

Hisi- Aiby-Glns-Glya-Thrs-Pheg-Thre-Serz-Aspo-Tyrin-Serii-Lysi-Tyris- Lewa-Aspis- Glu™ -
Lys(N-omega(1-(13-carboxil-trideciloxi)beta-D-glucuronil )}y Alae-Alase-Lys¥20-Ghuni-

Phiesr -Hexz-Glnga-Trprs-Letzs-Levrr-Glnag-Threo-NHz; (SEQ. ID. NO. 1102)
Hiss~Alba-Glna-Glya-Thrs-Phes-Thrs-Sere-Aspo-Tyrig-Sery-Lysiz-Tyria- Leays-Aspis- Glu®se-

Lys{N-omega{1-(15-carboxil-pentadeciloxiibeta-D-pglucuronil));» Alas-Alar-Lys*2e-Glugs-

Phesz ~Hear-Glnpe-Trpas-Leuss-Leuz~Glnze-Three-NHz, (SEQ. DL NO. 1103).
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Hisi- Aiby-Glng-Glys-Thrs-Phes-Thrr-Sers-Aspoe-Tyno-Serii-Lysio-Tyn s-Leusa-Asprs- Glu®is-
Lys(N-omegai 1-(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronily, Alas-Alayo-Lys*ao-Glugi~
Pheor Hlen-Ginza-Trpes-Leuss-Leuzy-Glios-Throo-NEy; (SEQ. 1D, NO. 1104)

Hisg- Aiba-Gloa-Glye-Thys-Phee-Thrr-Sere-Aspo-Tyro-Sen -Lyso-Tyra-Leure-Asprs- Glu® -
Glnyr Alage-Alays-Lys*a-Gluny -Phese-Hexs-Lys(N-omega( 1 -(13~carboxil-trideciloxibeta-D-
glucuromil e Trpe-Letge-Lev-Glage-Thize-WNHa (SEQ. 1D, NOL 1185}

Hise- Aib2~Glns-Glya-Thrs-Phes-Thro-Sers-Aspo-Tyria-Sery-Lysiz-Tyr s~ Leuya-Asprs- Glu® e
Glur-Alare-Alap-Lys¥20-Ghuz ~Pheas-Hen-Lvs(N-omega( | -{ 1 5-carboxil-pentadeciloxi)beta-
D-glucuronil)dse- Trpes-Lewss-Leurr-Glneg-Thre-NHz; (SEQ. 1D, NO. 1106) o
Hisi-Aibe-Glaa-Glys-Thrs-Phee-Thr-Sers-Aspe-Tyrio-Seri i-Lysso~-Tyra- Leus-Asprs- Glu¥e-
Gl r-Alas-Alage-Lys*20-Ghuz-Pheas -Heza- Lys(N-omega{ 1 -(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-
D-glucuronii))s,- Trpas-Leuse-LewarCGlnes~Thrae-NHo: (SEQ. ID. NO. 1107},

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, aais y aazo se ciclan para formar un enlace lactama.

En algunas realizaciones, para cualquier compuesto de la férmula I-A, IlI-A o 1ll-B, X comprende una cadena de alquilo
dodecilo, tetradecilo, hexadecilo u octadecilo.

En algunas realizaciones, el producto peptidico es un producto peptidico biolégicamente activo que se une al GLP1R
y/o al GLCR.

En una realizacion especifica, los productos peptidicos de la férmula I-A, 1lI-A o 11I-B, descritos anteriormente y en el
presente documento, tienen la siguiente estructura:

RHN._ O

HO...

HO OR'2

OH

en donde R'2 es una cadena de alquilo C1-C20 como se describe en la Tabla 1 de la Figura 1, R' es un péptido como
se describe en la Tabla 1 de la Figura 1, Tabla 2 de la Figura 2 y Tabla 3 de la Figura 3, W2 de la formula I-A es -O- y
W1 de la formula I-A es -(C=O)NH- y es parte de un enlace amida al péptido R'. En algunas de dichas realizaciones,
R'a es una cadena de alquilo Cs-C20. En algunas de dichas realizaciones, R'? es una cadena de alquilo Ce-C20. En
algunas de dichas realizaciones, R'2 es una cadena de alquilo C12-Cz20. En algunas de dichas realizaciones, R'2 es
una cadena de alquilo C12-Crs.

En las realizaciones descritas anteriormente, un resto amino de un aminoacido y/o un péptido R' (por ejemplo, un
grupo amino de un residuo de aminoacido tal como una lisina, o un resto de lisina dentro del péptido R') se usan para
formar un enlace covalente con un compuesto de la estructura:

HO

OR1a
OH {(Formula A),

en donde R'2 es una cadena de alquilo C1-C20 como se ha descrito anteriormente y en la Tabla 1 de la Figura 1, Tabla
2 de la Figura 2 y Tabla 3 de la Figura 3.
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En tales casos, el residuo de aminoacido que tiene un resto amino (por ejemplo, una lisina dentro del péptido R') que
se usa para formar un enlace covalente al compuesto A descrito anteriormente, es un aminoacido conector U que esta
unido a un tensioactivo X que tiene la estructura de la formula A. Por consiguiente, como un ejemplo, Lys(C12) de la
Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de |la Figura 2 o la Tabla 3 de la Figura 3 tiene |a siguiente estructura:

o}
s

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o IlI-B, el enlace del derivado de tensioactivo X esta conectado al
aminoacido conector U mediante un aminoacido o péptido espaciador que puede aumentar la solubilidad de la
estructura global. Dichos aminoacidos espaciadores o secuencias de aminoacidos pueden derivar del enlace mediante
el grupo amino de Glu o Lys como se ilustra en la siguiente estructura. Aqui, la secuencia de péptidos esta en la parte
superior, el espaciador esta en el centro y el derivado de tensioactivo X se facilita como C12, que representa, como
un ejemplo, acido 1-dodecil-beta-D-glucurdnico:

Péptido Péptido Péptido
H ‘;3’

N
AT

" «
j | =
“iador E1 - . /f‘
{ Espaciadol ~ Espaciador E2 ! Espaciador £3
et i ]
; i
S NI ; :
o e c’;} e, 2
H d
| | Feegn
N, AN g
} " \)——— BH ’:
pa—rn ! o
4 S o Ie: i - ~
§ e wg\ /;7" R RN N g _(
n o o o o oH
35t

También se contemplan dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento productos
peptidicos de la formula |-A derivada de tensioactivos basados en melibiosa. Por lo tanto, como ejemplo, los péptidos
en la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2, la Tabla 3 de la Figura 3 o la Tabla 4 de la Figura 9 comprenden
un aminoacido conector de lisina unido a un tensioactivo X basado en acido melibiourénico y que tiene una estructura
mostrada a continuacién. Dichas estructuras derivadas del tensioactivo X pueden ser de la configuracion alfa o beta
en la posicién anomérica del glucésido (beta mostrado aqui):

e N N .| il
Del melibidsido beta 5
Me8 >, T

A
3 o

,f.v"‘ }a—m-
o T:-‘X‘“rh«w

Lys-

También se contemplan dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento productos
peptidicos de la formula |-A derivados de tensioactivos basados en acido maltourénico mediante la union en cualquiera
0 ambas de las funciones acido carboxilico. Por lo tanto, como ejemplo, los péptidos en la Tabla 1 de la Figura 1, la
Tabla 2 de la Figura 2 o la Tabla 3 de Figura 3 comprenden un aminoacido conector de lisina unido a un tensioactivo
basado en acido maltourénico X y que tiene una estructura:
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A~ o~
NN T N TN T N

Se entenderéa que, en una realizacion, los compuestos de la férmula |-A se preparan uniendo una lisina a un grupo X,
seguido por la unién de residuos de aminoacidos adicionales y/o los péptidos se unen al compuesto lisina-X para
obtener compuestos de la formula I-A. Se entendera que otros aminoacidos naturales o no naturales descritos en el
presente documento también son adecuados para la unidn al tensioactivo X y son adecuados para la union a
aminoacido/péptidos adicionales para obtener compuestos de la formula I-A. Se entendera que, en otra realizacién,
los compuestos de la formula I-A se preparan uniendo un péptido de longitud completa o longitud parcial a un grupo
X, seguido por unién opcional de residuos de aminoacidos adicionales y/o los péptidos se unen para obtener
compuestos de la formula I-A.

En una realizacién especifica, en el presente documento se proporciona un compuesto seleccionado de compuestos
de la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2 o la Tabla 3 de la Figura 3.

En el presente documento también se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un producto peptidico descrito anteriormente, o sal aceptable del mismo, y al menos un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, el vehiculo es un vehiculo de base acuosa. En algunas
realizaciones de las composiciones farmacéuticas, el vehiculo es un vehiculo de base no acuocsa. En algunas
realizaciones de las composiciones farmacéuticas, el vehiculo de base no acuosa es un disolvente de tipo
hidrofluoroalcano que puede comprender a-lactosa anhidra submicrométrica u otros excipientes.

Dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento se contempla la reaccién de un
aminoacido y/o un péptido que comprende un aminoacido conector U que lleva un nucledfilo, y un grupo X que
comprende un grupo saliente o un grupo funcional que se puede activar para contener un grupo saliente, por ejemplo
un acido carboxilico, o cualquier otro grupo de reaccién, lo que permite asi que el enlace covalente del aminoacido
y/o péptido con un tensioactivo X mediante el aminoacido conector U proporcione un producto peptidico de la formula
I-A.

También se contempla dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento la reaccién de
un aminoacido y/o un péptido que comprende un aminoacido conector U que lleva un grupo saliente o un grupo
funcional que se puede activar para contener un grupo saliente, por ejemplo un acido carboxilico, o cualquier otro
grupo de reaccion, y un grupo X que comprende un grupo nucledfilo, lo que permite asi que el enlace covalente del
aminoacido y/o péptido con un tensioactivo X mediante el aminoacido conector U proporcione un producto peptidico
de la férmula I-A.

Se entendera que, en una realizacién, los compuestos de la formula |-A se preparan haciendo reaccionar un
aminoacido conector U con X, seguido por la adicién de residuos adicionales a U para obtener el producto peptidico
de la férmula I-A. Se entendera que, en una realizacién alternativa, los compuestos de la formula I-A se preparan
haciendo reaccionar un péptido adecuado que comprende un aminoacido conector U con X, seguido por adicién
opcional de residuos adicionales a U, para obtener el producto peptidico de la formula [-A.

Ademas, en el presente documento se proporcionan métodos de sintesis de los productos peptidicos descritos
anteriormente, que comprenden las etapas secuenciales de

(a) Acoplar un péptido con un producto intermedio, es decir, un compuesto de la férmula IV: en donde:

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2985732 T3

R1a W2 o) Wi
R2

R1do ORib

-n .,
OR'¢ Formula IV
R'a es independientemente, en cada aparicion, un enlace, H, un sacérido, un grupo saliente, un
grupo protector, un aminoacido natural o no natural, un grupo alquilo C1-Cso sustituido o sin sustituir,
un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir;
R™, R'°y R'dson cada uno independientemente, en cada aparicién, un enlace, H, un grupo saliente,
un grupo protector, un aminoacido natural o no natural protegido reversiblemente, un grupo alquilo
C1-Cso sustituido o sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo
sustituido o sin sustituir;
W1 es -CHz-, -CH2-O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -(C=S8)-NH- 0 -CH2-S-;
W2 es -O-, -CHz- 0 -S-;
R? es independientemente, en cada aparicién, un enlace a U, H, un grupo alquilo C1-Cso sustituido
0 sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo sustituido o sin
sustituir, -NH, -S-, -triazolo-, -NH(C=0)-CHa-, -(CH2)m-maleimida-;
nes1,203
m es nimero entero de 1-10;
y
(b) opcionalmente desproteger el péptido acoplado de la etapa (a).
En algunas realizaciones de los métodos, cada aminoacido natural o no natural es independientemente, en cada
aparicion, un aminoacido conector protegido reversiblemente. En algunas realizaciones de los métodos, cada
aminoacido natural o no natural es independientemente, en cada aparicion, una lisina protegida reversiblemente o
libre.
En algunas realizaciones de los métodos, el péptido es un péptido de la férmula |l como se ha descrito anteriormente.
En algunas realizaciones de los métodos,
nes1;

W1 es -(C=0)-,

R'a es un grupo alquilo C1-Cso sustituido o sin sustituir, un grupo 1-alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un
grupo 1-aralquilo sustituido o sin sustituir,

R? es una lisina protegida reversiblemente de configuracion D o L.
En algunas realizaciones de los métodos,

nes1;

W! es -(C=0)-;

R'a es un grupo alquilo Cs-Cso sustituido o sin sustituir, un grupo 1-alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un
grupo 1-aralquilo sustituido o sin sustituir,

R2 es una lisina protegida reversiblemente de configuracién D o L.

En algunas realizaciones de los métodos, R'2 es un grupo octilo, decilo, dodecilo, tetradecilo o hexadecilo.
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En algunas realizaciones descritas anteriormente y en el presente documento, R'2 es un sacarido. En algunas
realizaciones, el sacarido es una galactosa. En ciertas realizaciones, el sacarido es una galactosa unida en alfa. En
otras realizaciones, el sacarido es galactopiranosa unida en alfa, galactopiranosa unida en beta, galactofuranosa unida
en alfa o galactofuranosa unida en beta.
En algunas realizaciones de los métodos,

nes1;

W! es -(C=0)-NH- 0 -(C=0)-0-;

R? es un grupo alquilo C1-Cso hidrofobo sustituido o sin sustituir, un grupo 1-alcoxiarilo sustituido o sin sustituir,
o un grupo 1-aralquilo sustituido o sin sustituir,

R'a es una serina o treonina protegida reversiblemente de configuracién D o L.
En algunas realizaciones de los métodos, R? es un grupo octilo, decilo, dodecilo, tetradecilo o0 hexadecilo.
En algunas realizaciones de los métodos,

nes1;

m es 1-6;

W1 es -CHz-,

R'@ es un grupo alquilo C1-Cso hidréfobo sustituido o sin sustituir, un grupo 1-alcoxiarilo sustituido o sin
sustituir, o un grupo 1-aralquilo sustituido o sin sustituir,

R? es -triazolo-, -NH-, -(CHz2)m-maleimida-, NH-(C=0)-CHa-.
En algunas realizaciones de la formula 1V,

nes1,

W1 es -(C=0)-0-;

R2esH,

R'a es un grupo alquilo C1-Cao hidréfobo sustituido o sin sustituir.
En algunas realizaciones de los métodos, W' es -(CH2)O. En algunas realizaciones de los métodos, n es 1. En algunas
realizaciones de los métodos, n es 2, y un primer glucésido esta unido a un segundo glucésido mediante un enlace
entre W2 del primer glucdsido y uno cualquiera de OR™, OR'® u OR' del segundo glucosido.
En algunas realizaciones de los métodos, n es 3, y un primer glucésido se une a un segundo glucésido mediante un
enlace entre W2 del primer glucosido y uno cualquiera de OR™, OR'® u OR'" del segundo glucosido, y el segundo
glucésido se une a un tercer glucésido mediante un enlace entre W2 del segundo glucésido y uno cualquiera de OR'™,
OR'c u OR' del tercer glucésido.
En algunas realizaciones de los métodos, el compuesto de la férmula 1V es una N-g-(1'-alquil-glucuronil}-lisina
protegida reversiblemente de la configuracion D o L, en donde R'2 es uno de alquilo C1-Czo sustituido o sin sustituir,

un grupo 1-alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo 1-aralquilo sustituido o sin sustituir.

En algunas realizaciones de los métodos, el compuesto de la férmula IV es una N-g-(1'-dodecil-B-D-glucuronil}-lisina
protegida reversiblemente de la configuracién D o L.

En algunas realizaciones de los métodos, la desproteccion comprende el uso de tratamientos con acido suaves y o
base suaves. En algunas realizaciones de los métodos, la desproteccién comprende el uso de acidos fuertes.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas las etapas de cromatografia, desalaciéon de productos

intermedios por cromatografia de liquidos de fase inversa de alto rendimiento o cromatografia de intercambio i6nico
de productos intermedios.
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Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico
descrito anteriormente y en el presente documento, o sal aceptable del mismo, y al menos un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se proporciona un producto peptidico o compuesto descrito en el presente documento para
su uso en un método de tratamiento de una afeccién asociada a la resistencia a la insulina que comprende la
administracién de cualquier producto o compuesto peptidico descrito en el presente documento a un individuo que lo
necesita.

En el presente documento se proporcionan los productos peptidicos descritos anteriormente y en el presente
documento para su uso en métodos de tratamiento de diabetes, retinopatia diabética, neuropatia diabética, nefropatia
diabética, cicatrizaciéon, resistencia a la insulina, hiperglucemia, hiperinsulinemia, sindrome metabdlico,
complicaciones diabéticas, niveles elevados en sangre de acidos grasos libres o glicerol, hiperlipidemia, obesidad,
hipertrigliceridemia, aterosclerosis, sindrome cardiovascular agudo, infarto, reperfusién isquémica o hipertensién, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico descrito anteriormente y en el
presente documento a un individuo que o necesita.

En el presente documento se proporcionan los productos peptidicos descritos anteriormente y en el presente
documento para su uso en métodos de reduccion del aumento de peso o induccién de la pérdida de peso que
comprenden administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico
descrito anteriormente y en el presente documento a un individuo que 10 necesita.

En el presente documento se proporcionan los productos peptidicos descritos anteriormente y en el presente
documento para su uso en métodos de tratamiento de afecciones de mamiferos caracterizadas por resistencia a la
insulina asociada a la obesidad o el sindrome metabdlico que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad inductora de pérdida de peso o sensibilizadora de insulina de un producto peptidico descrito anteriormente y
en el presente documento a un individuo que lo necesita.

En algunas realizaciones, la afeccién que se va a tratar es el sindrome metabélico (sindrome X). En algunas
realizaciones, la afeccién que se va a tratar es diabetes. En algunas realizaciones, la afecciéon que se va a tratar es
hiperlipidemia. En algunas realizaciones, la afeccion que se va a tratar es hipertensioén. En algunas realizaciones, la
afeccién que se va a tratar es enfermedad vascular que incluye aterosclerosis, o la inflamacién sistémica caracterizada
por proteina reactiva C elevada.

En algunas realizaciones de los métodos, la cantidad eficaz del producto peptidico para administracion es desde
aproximadamente 0, 1 pg/kg/dia hasta aproximadamente 100,0 pg/kg/dia, o desde 0,01 pg/kg/dia hasta
aproximadamente 1 mg/kg/dia o desde 0, 1 pg/kg/dia hasta aproximadamente 50 mg/kg/dia. En algunas realizaciones,
el producto peptidico se administra por via parenteral. En algunas realizaciones, el producto peptidico se administra
por via subcutanea. En algunas realizaciones, el método de administracién del producto peptidico es insuflacién nasal.

Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifico y la frecuencia de administracién para cualquier sujeto
particular en necesidad de tratamiento pueden variar y dependeran de una variedad de factores que incluyen la
actividad del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracion de la accién de ese compuesto,
la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo y tiempo de administracién, la velocidad de
eliminacién, la combinacién de farmacos, la gravedad de la afeccién particular y el hospedador que recibe la terapia.

En el presente documento se proporciona un producto peptidico descrito anteriormente para su uso en métodos de
tratamiento del sindrome metabdlico, o sus enfermedades componentes, que comprenden administrar a un sujeto que
lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico descrito anteriormente. En algunas
realizaciones, la afeccién de sindrome metabdlico ha evolucionado hacia diabetes.

En el presente documento también se proporciona un GLCR modificado covalentemente y/o péptido de unién a GLP1R
0 analogo del mismo, que comprende un grupo hidréfilo como se describe en el presente documento; y un grupo
hidr6fobo unido covalentemente al grupo hidréfilo. En realizaciones especificas, el péptido modificado covalentemente
y/o producto de proteina comprende un grupo hidréfilo que es un sacarido y un grupo hidréfobo que es una cadena
de alquilo C1-C20 0 una cadena de aralquilo.

En una realizacion, se proporciona un método de modificaciéon quimica de una molécula por enlace covalente a un
tensioactivo para aumentar o sostener la accién biolégica de la composicion o molécula, por ejemplo, unién a receptor
o actividad enzimatica. En algunas realizaciones, la molécula es un péptido. El método puede incluir adicionalmente
otra modificacién que comprende la unién covalente de la molécula en la composicién a un polimero, tal como
polietilenglicol.

En otra realizacion, se proporciona un método de reduccion o eliminacion de la inmunogenicidad de un péptido y/o

farmaco de proteina uniendo covalentemente la cadena de péptido a al menos un alquilglucésido en donde el alquilo
tiene desde 1 hasta 30 atomos de carbono.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985732 T3

También se proporciona una composicién de farmaco para su uso en un método de tratamiento de afecciones
asociadas a la resistencia a la insulina que incluyen y no se limitan a obesidad, sindrome metabdlico, diabetes de tipo
2, hipertensién, aterosclerosis o similares, que comprende administrar una composicién de farmaco que comprende
un péptido unido covalentemente a al menos un alquilglucésido y administrado a un vertebrado, en donde el alquilo
tiene desde 1 hasta 30 atomos de carbono, 1 a 20 carbonos, o ademas en el intervalo de 6 a 16 atomos de carbono,
o 6 a 18 carbonos, y en donde el enlace covalente del alquilglucésido al péptido aumenta la estabilidad,
biodisponibilidad y/o duracién de la accion del farmaco.

En el presente documento se proporciona ademas un producto peptidico descrito en el presente documento (por
ejemplo, un producto peptidico de la formula I-A, férmula [lI-A o férmula IlI-B) para su uso para la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de cualquier afeccién descrita anteriormente y en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: la Tabla 1 en la Figura 1 representa compuestos que se prepararon por los métodos descritos en
el presente documento. La memoria descriptiva proporciona secuencias para SEQ. ID. NO. 1-3 y SEQ. ID.
NO. 774-783, 785-797 y 1025-1029. Ademas, la Tabla 1 de la Figura 1 proporciona nimeros de SEQ. ID para
los compuestos EU-A300 a EU-A425 que tienen SEQ. ID. NO. 4-129, respectivamente, como se muestra en
la Tabla 1 de la Figura 1. Los compuestos en la Tabla 1 de la Figura 1, y sus SEQ. ID. NO. respectivos
mostrados en la Tabla 1 de la Figura 1, se incorporan por este documento en la memoria descriptiva tal y
como se presento.

Figura 2: la Tabla 2 en la Figura 2 representa compuestos que se prepararon por los métodos descritos en
el presente documento. La memoria descriptiva proporciona SEQ. ID. NO. 1-3 y SEQ. ID. NO. 774-783, 785-
797 y 1025-1029. Ademas, la Tabla 2 de la Figura 2 proporciona nimeros de SEQ. ID para los compuestos
EU-A426 a EU-A599 que tienen SEQ. ID. NO. 130-317, respectivamente, como se muestra en la Tabla 2 de
la Figura 2. Los compuestos en la Tabla 2 de la Figura 2, y sus SEQ. ID. NO. respectivos mostrados en la
Tabla 2 de la Figura 2, se incorporan por este documento en la memoria descriptiva tal y como se presenté.

Figura 3: la Tabla 3 en la Figura 3 representa compuestos que se prepararon por los métodos descritos en
el presente documento. La memoria descriptiva proporciona SEQ. ID. NO. 1-3 y SEQ. ID. NO. 774-783, 785-
797 y 1025-1029. Ademas, la Tabla 3 de la Figura 3 proporciona nimeros de SEQ. ID para los compuestos
EU-A700 a EU-A1174 que tienen SEQ. ID. NO. 318-773; 798-806 respectivamente, como se muestra en la
Tabla 3 de la Figura 3. Los compuestos en la Tabla 3 de la Figura 3, y sus SEQ. ID. NO. respectivos mostrados
en la Tabla 3 de la Figura 3, se incorporan por este documento en la memoria descriptiva tal y como se
presento.

Figura 4: la Figura 4 ilustra la estructura cristalina de rayos X (Runge, S., et al. (2008) J Biol Chem 283:
11340-7) del sitio de unién del dominio extracelular del receptor de GLP-1 e ilustra elementos de unién
hidréfobos criticos del receptor y el ligando exendina-4 (Val'®', Phe??, Trp?®, Leu?®") que son imitados y
sustituidos por la porcion hidréfoba de 1'-alquilo del tensioactivo en los péptidos. En este caso, el asterisco
significa el residuo que esta en el ligando.

Figura 5: la Figura 5 ilustra la respuesta de glucosa en sangre in vivo en ratones db/db tras la administracion
s.c. de la cantidad enumerada de compuestos de prueba (EU-A993 y EU-A1023) en los tiempos t=0, 7 h.

Figura 6: la Figura 6 ilustra los ejemplos de la estructura detallada de algunos compuestos y su enlace a
través de la funcién épsilon-amino de un residuo de Lys, en este caso en la posicion 24, a ejemplos de
tensioactivos de mono- y disacarido modificados segun un método de la divulgacién.

Figura 7: la Figura 7 ilustra la estructura de EU-A992, un ejemplo de los tipos de estructuras de la divulgacion.

Figura 8: la Figura 8 ilustra las concentraciones de compuestos EU-A293, EU-A1023 y la hormona nativa
GLP-1 (7-36) con el tiempo durante la incubacién en plasma humano. Estos datos ilustran la semivida
prolongada y proteccién de la protedlisis para los compuestos de la divulgacién.

Figura 9: la Tabla 4 en la Figura 9 representa compuestos que se prepararon por los métodos descritos en
el presente documento. La Tabla 4 de la Figura 9 proporciona numeros de SEQ. ID para los compuestos EU-
A1575 a EU-A1861 que tienen SEQ. ID. NO. 807-1024 y 1030-1098, como se muestra en la Tabla 4 de la
Figura 9. Los compuestos en la Tabla 4 de la Figura 9, y sus SEQ. ID. NO. respectivos mostrados en la Tabla
4 de la Figura 9, se incorporan por este documento en la memoria descriptiva tal y como se presentd.

Figura 10: la Figura 10 muestra la pérdida de peso en ratones DIO en tratamiento con el compuesto a modo
de ejemplo EU-A1024.
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Figura 11: la Figura 11 muestra el cambio en la masa grasa y la masa magra como se mide por RMN en
ratones DIO en tratamiento con el compuesto a modo de ejemplo EU-A1024.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En el presente documento se describen ciertos péptidos y/o proteinas modificados covalentemente con propiedades
farmacéuticas mejoradas. En el presente documento también se proporcionan péptidos y/o proteinas modificados
covalentemente para su uso en el tratamiento de trastornos relacionados con la obesidad y el sindrome metabdlico.

En algunas realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados comprenden un péptido y/o proteina unido
covalentemente a un grupo hidréfilo, una "cabeza" (por ejemplo, un poliol, (por ejemplo, un sacarido)); el grupo hidréfilo
se une covalentemente a un grupo hidréfobo, una "cola", generando asi un tensioactivo. En algunas realizaciones, el
uso de restos de tensioactivo de glucésido unido a hidréfobo (por ejemplo, alquilglucésido) para la modificacién
covalente de los péptidos o proteinas (por ejemplo, glucagdn o péptidos relacionados con GLP-1 o similares), prolonga
la duracién de la accién de los péptidos y/o las proteinas por miltiples mecanismos, que incluyen la formacion de
depositos de farmaco en el sitio de administracion en el cuerpo y la unién a proteinas transportadoras hidréfobas. En
algunas realizaciones, la incorporacién del impedimento estérico en la estructura del péptido y/o la proteina puede
prevenir la aproximacién de las proteasas al producto peptidico y/o proteinico y asi prevenir la protedlisis. En algunas
realizaciones, la modificacién con tensioactivo (por ejemplo, unién covalente de la clase de tensioactivos de
alquilglucésidos) de péptidos y/o proteinas como se describe en el presente documento aumenta el transporte a través
de las barreras mucosas. Por consiguiente, las modificaciones de los péptidos y/o proteinas descritos en el presente
documento proporciona beneficios deseables, que incluyen y no se limitan a, proteccién de la protedlisis, y movimiento
ralentizado desde el sitio de administracion, conduciendo asi a un comportamiento farmacocinético prolongado (por
ejemplo, prolongacion de ti2 circulante) y biodisponibilidad transmucosa mejorada.

En algunas realizaciones, la interaccion de los péptidos y/o proteinas mejorados con sus receptores se modifica de
formas beneficiosas por la truncacion de la secuencia, introduccién de restriccion y/o incorporacion de impedimento
estérico. En el presente documento se describen novedosos reactivos de alquilglucésido que permiten la incorporacion
tanto de rigidez como de impedimento estérico en los péptidos y/o proteinas modificados. En algunas realizaciones,
el impedimento estérico confiere selectividad de receptor hacia los péptidos y/o proteinas modificados descritos en el
presente documento. En algunas realizaciones, el impedimento estérico proporciona proteccion de la protedlisis.

Las proteinas y péptidos se someten a numerosos cambios fisicos y quimicos que pueden afectar la potencia y
seguridad. Entre estos estan la agregacion, que incluye la dimerizacion, trimerizacion y formacion de agregados de
orden superior, tales como amiloides. La agregacién es un problema clave que subyace a miltiples efectos
potencialmente perjudiciales para terapéuticos basados en péptidos y/o proteinas, que incluyen pérdida de eficacia,
alteracion de la farmacocinética, reduccion de la estabilidad o estabilidad en almacén de productos e induccién de
inmunogenicidad no deseable. La biodisponibilidad y farmacocinética de un método de autoasociacion puede verse
influida por el tamafio del agregado y la facilidad de alteracién de las interacciones intermoleculares no covalentes en
el sitio subcutaneo (Maji, S.K., et al. (2008) PLoS Biol 6: e17). En algunos casos, los péptidos pueden agregarse en
depositos subcutaneos que se disocian con ti2 de 30 o mas dias. Dicha disolucién lenta puede conducir a efectos
favorables tal que la administracion durante un mes a partir de una inyeccién sc cause una concentracion en sangre
tan baja que el péptido parezca inactivo in vivo. Por lo tanto, en algunos casos, la agregacion hidréfoba impide la
disponibilidad y eficacia de un péptido (Clodfelter, D.K., et al. (1998) Pharm Res 15: 254-262). Los productos peptidicos
modificados descritos en el presente documento estan unidos al tensioactivo y se disefian opcionalmente para permitir
o la interferencia con agregacién, o la agregacién potenciada, seguiin se desee.

Los oligosacaridos que existen frecuentemente de forma natural que se unen covalentemente a las proteinas no tienen
caracter tensioactivo. En algunas realizaciones, los productos peptidicos y/o proteinicos descritos en el presente
documento tienen un sacarido unido covalentemente y un grupo hidréfobo adicional que confiere caracter tensioactivo
a los péptidos modificados, lo que permite asi la capacidad de ajustar la biodisponibilidad, inmunogenicidad y/o
comportamiento farmacocinético de los péptidos modificados con tensioactivo.

Las proteinas y péptidos modificados con oligosacaridos se describen en, por ejemplo, Jensen, K.J. y Brask, J. (2005)
Biopolymers 80: 747-761, mediante la incorporacion de estructuras de sacaridos u oligosacaridos usando enfoques
enzimaticos (Gijsen, H.J., et al. (1996) Chem Rev 96: 443-474; Sears, P. y Wong, C.H. (1998) Cell Mol Life Sci 54:
223-252; Guo, Z. y Shao, N. (2005) Med Res Rev 25: 655-678) o quimicos (Urge, L., et al. (1992) Biochem Biophys
Res Commun 184: 1125-1132; Salvador, L. A., et al. (1995) Tetrahedron 51: 5643-5656; Kihlberg, J., et al. (1997)
Methods Enzymol 289: 221-245; Gregoriadis, G., et al. (2000) Cell Mol Life Sci 57: 1964-1969; Chakraborty, TK., et
al. (2005) Glycoconj J 22: 83-93; Liu, M., et al. (2005) Carbohydr Res 340: 2111-2122; Payne, R.J., et al. (2007) J Am
Chem Soc 129: 13527-13536; Pedersen, S.L., et al. (2010} Chembiochem 11: 366-374). Los péptidos, asi como las
proteinas, se han modifcado por glucosilacién (Filira, F., et al. (2003) Org Biomol Chem 1: 3059-3063); (Negri, L., et
al. (1999) J Med Chem 42: 400-404); (Negri, L., et al. (1998) Br J Pharmacol 124: 1516-1522); Rocchi, R., et al. (1987)
Int J Pept Protein Res 29: 250-261; Filira, F., et al. (1990) Int J Biol Macromol 12: 41-49; Gobbo, M., et al. (1992) Int J
Pept Protein Res 40: 54-61; Urge, L., et al. (1992) Biochem Biophys Res Commun 184: 1125-1132; Djedaini-Pilard, F.,
et al. (1993) Tetrahedron Lett 34: 2457 - 2460; Drouillat, B., et al. (1997) Bioorg Med Chem Lett 7: 2247-2250; Lohof,
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E., et al. (2000) Angew Chem Int Ed Engl 39: 2761-2764; Gruner, S.A,, et al. (2001) Org Lett 3: 3723-3725; Pean, C.,
et al. (2001) Biochim Biophys Acta 1541: 150-160; Filira, F., et al. (2003) Org Biomol Chem 1: 3059-3063; Grotenbreg,
G.M., et al. (2004} J Org Chem 69: 7851-7859; Biondi, L., et al. (2007) J Pept Sci 13: 179-189; Koda, Y., et al. (2008)
Bioorg Med Chem 16: 6286-6296; Yamamoto, T., et al. (2009) J Med Chem 52: 5164-5175).

Sin embargo, los intentos mencionados anteriormente no describen un grupo hidréfobo adicional unido al oligosacarido
unido al péptido. Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan péptidos y/o proteinas modificados que
incorporan un grupo hidréfobo unido a un sacarido y/u oligosacarido que se une covalentemente al péptido y/o proteina
y que permiten la capacidad de ajuste de la biodisponibilidad, inmunogenicidad y comportamiento farmacocinético.
Por consiguiente, en el presente documento también se proporcionan reactivos tensioactivos que comprenden un
oligosacarido y un grupo hidréfobo, que permiten la modificacién covalente de péptidos y/o proteinas tales como, por
ejemplo, glucagén y/o GLP-1 y/o analogos de los mismos.

En el presente documento se proporciona el uso de tensioactivos basados en sacaridos en enlace covalente con un
péptido para mejorar las propiedades de péptidos y/o proteinas. En algunas realizaciones, la modificacion con
tensioactivo (por ejemplo, unién covalente de la clase de tensioactivos de alquilglucésidos) de péptidos y/o proteinas
como se describe en el presente documento aumenta el transporte a través de las barreras mucosas. En algunas
realizaciones, la unién covalente de un tensioactivo a un producto peptidico y/o proteinico reduce o previene la
agregacion del péptido y/o proteina. En algunas realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente
son glucagén modificado covalentemente o péptidos GLP-1, o anélogos de los mismos, que se modifican para mejorar
sus propiedades farmacéuticas y médicas por modificacién covalente con restos de tensioactivo de alquilglucésido.
Estos analogos modificados con tensioactivo tienen un elevado impedimento estérico que impide la protedlisis,
ralentiza la captacion y ralentiza la depuracion del cuerpo.

En ciertos casos, los efectos de los tensioactivos son beneficiosos con respecto a las propiedades fisicas o el
rendimiento de las formulaciones farmacéuticas, pero son irritantes para la piel y/u otros tejidos y en particular son
irritantes para las membranas mucosas, tales como las que se encuentran en la nariz, boca, ojo, vagina, recto, areas
yugales o sublinguales. Ademas, en algunos casos, los tensioactivos desnaturalizan las proteinas, destruyendo asi su
funcién biolégica. Puesto que los tensioactivos ejercen sus efectos por encima de la concentracién micelar critica
(CMC), los tensioactivos con baja CMC son deseables, de manera que se puedan utilizar con eficacia a bajas
concentraciones o0 en pequefias cantidades en formulaciones farmacéuticas. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, los tensioactivos (por ejemplo, alquilglucosidos) adecuados para las modificaciones de péptidos
descritas en el presente documento tienen una CMC inferior a aproximadamente 1 mM en agua pura o en disoluciones
acuosas. A modo de ejemplo solo, ciertos valores de CMC para los alquilglucésidos en agua son: octil maltésido 19,5
mM; decil maltésido 1,8 mM; dodecil-B-D-maltésido 0,17 mM; tridecil maltdésido 0,03 mM; tetradecil maltésido 0,01
mM; dodecanoato de sacarosa 0,3 mM. Se apreciara que un tensioactivo adecuado podria tener una CMC mas alta
0 mas baja dependiendo del péptido y/o proteina que se modifica. Como se usa en el presente documento, la
"concentracion micelar critica" o "CMC" es la concentracion de un componente anfifilico (alquilglucésido) en disolucién
a la que se inicia la formacion de micelas (micelas esféricas, bastones redondos, estructuras laminares, etc.) en
disolucion. En ciertas realizaciones, los alquilglucésidos dodecil-, tridecil- y tetradecil-maltésido o glucésido, asi como
dodecanoato, tridecanoato y tetradecanoato de sacarosa, poseen menores CMC y son adecuados para las
modificaciones de péptidos y/o proteinas descritas en el presente documento.

Resistencia a la insulina

Los riesgos asociados a la hiperglucemia prolongada incluyen un riesgo elevado de complicaciones microvasculares,
neuropatia sensorial, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, mortalidad macrovascular y mortalidad por
cualquier causa. La diabetes de tipo 2 también se asocia causalmente con la obesidad, una epidemia global adicional.
En 2007 se gastaron al menos 232 mil millones de délares en el tratamiento y la prevencién de diabetes en todo el
mundo, gastandose tres cuartos de esa cantidad en paises industrializados en el tratamiento de complicaciones a
largo plazo y en el cuidado general, tales como esfuerzos para prevenir complicaciones micro y macrovasculares. En
2007, los costes indirectos estimados de la diabetes (incapacidad, pérdida de productividad y muerte prematura debido
a diabetes) para la economia de los Estados Unidos fueron de 58 mil millones de délares.

La obesidad conduce a resistencia a la insulina, una disminucién de la capacidad de las células en el cuerpo para
reaccionar a la estimulacién de la insulina mediante nimeros reducidos de receptores de insulina y a una disminucion
del acoplamiento de los receptores a sistemas de sefializacion intracelular critica. El estado obeso conduce ademas
al "sindrome metabélico", una constelacién de enfermedades (resistencia a la insulina, hipertension, aterosclerosis y
otras) con consecuencias sanitarias muy grandes. Si la resistencia a la insulina se diagndstica lo suficientemente
pronto, se puede prevenir o retrasar la diabetes de tipo 2 abierta, con intervenciones del estilo de vida que pretenden
reducir el consumo de calorias y la grasa corporal mediante el tratamiento farmacolégico para normalizar el control
glucémico. A pesar de las pautas de tratamiento que recomiendan la intervencién temprana y agresiva, muchos
pacientes dejan de lograr los objetivos de control glucémico. Muchos factores contribuyen al fracaso del manejo de la
diabetes de tipo 2 satisfactoriamente que incluyen influencias psicosociales y econémicas, y limitaciones en los perfiles
de eficacia, conveniencia y tolerabilidad de los farmacos antidiabéticos disponibles. Los productos peptidicos y/o
proteinicos descritos en el presente documento se disefian para vencer estas limitaciones.
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Efecto incretina

Se usa el "efecto incretina" para describir el fenémeno por el cual una carga de glucosa administrada por via oral
produce una secrecién mucho mayor de insulina que la misma carga de glucosa administrada por via intravenosa.
Este efecto estd mediado por al menos dos hormonas incretinas secretadas por células L intestinales. El polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido 1 similar al glucagén (GLP-1) se identificaron como incretinas
y se cree que los individuos sanos pueden derivar hasta el 70 % de su respuesta secretora a la insulina prandial del
efecto incretina.

Normalmente, los péptidos incretina son secretados segin se necesite, en respuesta a los nutrientes ingeridos, y
tienen una semivida en plasma corta debido a la degradacién por la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-4). En
personas con diabetes de tipo 2, se altera la sensibilidad pancreatica al GLP-1, pero la respuesta secretora a la insulina
puede ser restaurada con dosis farmacolégicas de GLP-1 humano (Kieffer, T.J., et al. (1995) Endocrinology 136: 3585-
3596). Ademas, el GLP-1 promueve la neogénesis y la preservacion de células beta (Aaboe, K., et al. (2008) Diabetes
Obes Metab 10: 994-1003). El GLP-1 tiene efectos beneficiosos adicionales, tales como sobre la funcién cardiaca
(Treiman, M., et al. (2010) Trends Cardiovasc Med 20: 8-12): por ejemplo, mejora la funcién ventricular izquierda
(Sokos, G.G., et al. (2006) J Card Fail 12: 694-699) en sujetos humanos. El GLP-1 también ralentiza el vaciamiento
gastrico en seres humanos y reduce el apetito (Toft-Nielsen, M.B., et al. (1999) Diabetes Care 22: 1137-1143).

El tratamiento de pacientes con diabetes con analogos de GLP-1 metabdlicamente estables y de accién prolongada
que se describe en, por ejemplo, Drab, S.R. (2010} Pharmacotherapy 30: 609-624, sufre problemas relacionados con
la conveniencia de uso y los efectos secundarios, tales como nauseas, riesgo de pancreatitis y carcinoma tiroideo.
Los anéalogos de GLP-1 proporcionan estimulacién de la secrecion de insulina dependiente de la glucosa y conducen
a un riesgo reducido de hipoglucemia. Ademas, mientras que varios de los tratamientos actuales para la diabetes
provocan un aumento de peso, como se describe a continuacioén, los analogos de GLP-1 inducen saciedad y una leve
pérdida de peso. Por consiguiente, en algunas realizaciones, en el presente documento se proporcionan analogos de
GLP-1 que son de accion prolongada y se administran a bajas dosis, reduciendo asi los efectos secundarios asociados
a los tratamientos actuales.

Se sabe que varias hormonas peptidicas intestinales modulan el apetito (Sanger, G.J. y Lee, K. (2008) Nat Rev Drug
Discov 7: 241-254). Varios péptidos derivan del procesamiento enzimatico especifico de tejido (prohormona
convertasas; PC) del producto génico preproglucagdn: por ejemplo, glucagéon, GLP-1, péptido-2 similar al glucagén
(GLP-2), glicentina y oxintomodulina (OXM) (Drucker, D.J. (2005) Nat Clin Pract Endocrinol Metab 1: 22-31; Sinclair,
E.M. y Drucker, D.J. (2005) Physiology (Bethesda) 20: 357-365). GLP-1, GLP-2, glicentina y OXM son secretados
conjuntamente de células L en el intestino en respuesta a la alimentacién. El preproglucagdén es procesado
alternativamente (PC2) para producir glucagén en las células alfa en los islotes pancreaticos. La estructura de OXM
es esencialmente glucagén con una extensién carboxiterminal de 8 residuos.

Ademas de la estimulacién de la biosintesis de insulina y de la secrecion de insulina dependiente de glucosa, GLP-1
y sus miméticos estables (por ejemplo, exendina-4, liraglutida) también causan una modesta pérdida de peso en
modelos animales (Mack, C.M., et al. (2006} Int J Obes (Lond) 30: 1332-1340; Knudsen, L.B. (2010) Int J Clin Pract
64 (Supl. 167): 4-11) y en pacientes con diabetes de tipo 2 (DeFronzo, R.A., et al. (2005) Diabetes Care 28: 1092-
1100; Buse, J.B., et al. (2010) Diabetes Care 33: 1255-1261). La infusion de glucagén reduce el consumo de alimentos
en el hombre (Geary, N., et al. (1992) Am J Physiol 262: R975-980), mientras que el tratamiento continuo con glucagon
de tejido adiposo también promueve la lipélisis (Heckemeyer, C.M., et al. (1983} Endocrinology 113:270-276) y pérdida
de peso (Salter, J.M., et al. (1960) Metabolism 9: 753-768; Chan, E.K., et al. (1984) Exp Mol Pathol 40: 320-327). El
glucagon tiene amplios efectos sobre el metabolismo de la energia (Heppner, K.M., et al. (2010) Physiol Behav). El
glucagon, o los analogos, se pueden usar en un modo diagndstico para la paralisis temporal del tubo digestivo. Asi, al
menos dos de los productos del procesamiento de PC de la proteina preproglucagén se asocian a saciedad y efectos
metabdlicos.

En roedores, la administracion intraperitoneal repetida de OXM, un tercer producto de preproglucagon, se ha asociado
a una reduccién de tejido adiposo blanco y a una reduccién en el peso en comparacién con controles (Dakin, C.L., et
al. (2004) Endocrinology 145: 2687-2695). La Oxm redujo el consumo de alimentos en el 19,3 % durante una
administracién de infusion intravenosa a seres humanos de peso normal y este efecto contintia durante mas de 12 h
después de la infusion (Cohen, M.A., etal. (2003} J Clin Endocrinol Metab 88: 4696-4701). El tratamiento de voluntarios
durante un periodo de 4 semanas produjo un efecto de saciedad sostenido y pérdida de peso, lo que refleja una
disminucién en la grasa corporal (Wynne, K., et al. (2005) Diabetes 54: 2390-2395).

La OXM es estructuralmente homéloga al GLP-1 y glucagon, y activa tanto el receptor de glucagén (GCGR) como el
receptor de GLP-1 (GLP1R), pero con de 10 a 100 veces menos potencia que los ligandos epénimos. Ademas, el
estudio de interacciones de OXM con GLP1R sugiere que podria tener diferentes efectos sobre el reclutamiento de
beta-arrestina en comparacion con GLP-1 (Jorgensen, R., et al. (2007) J Pharmacol Exp Ther 322: 148-154), actuando
asi como un ligando "sesgado”. Se busco un receptor Unico para OXM durante varios afios, pero todavia no se ha
aclarado y se supone que actiia mediante las vias de GLPIR y GCGR. Por consiguiente, en el presente documento
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se proporcionan métodos para la modificacién de tensioactivos de péptidos intestinales que permiten la induccién de
saciedad, pérdida de peso, alivio de la resistencia a la insulina y/o retraso en la progresién de prediabetes a diabetes.

GLP-1

En vista del comportamiento complejo e interactivo de los productos de la proteina preproglucagoén sobre la saciedad
y el metabolismo descrito anteriormente, los empleados de multiples grupos han estudiado las relaciones de actividad
estructural sobre la estructura de GLP-1 y glucagén. Se mostr6é que los residuos en todas las secuencias aceptaban
la sustitucién. Por ejemplo, la sustitucion por Ala es bien aceptada en la regién aminoterminal de GLP-1, especialmente
en 2, 3,5, 8,11y 12 (Adelhorst, K., et al. (1994} J Biol Chem 269: 6275-6278).

Se mostré que los analogos quiméricos con la capacidad para unirse a GLPIR y GLCR se podrian lograr injertando
residuos carboxiterminales de GLP-1 en el extremo N del glucagén (Hjorth, S.A., et al. (1994} J Biol Chem 269: 30121-
30124). El residuo en la posicién 3 (Glu acida en GLP1 o GIn neutra en glucagén u OXM) reduce la afinidad del
glucagén (Runge, S., et al. (2003) J Biol Chem 278: 28005-28010) u OXM (Pocali, A., et al. (2009) Diabetes 58: 2258-
2266) por GIP1R. Se estudi6 el efecto sobre el perfil metabolico de animales tratados con anélogos estabilizados de
GLP-1 o glucagén u OXM con GIn en la posicion 3 (Day, J.W., et al. (2009) Nat Chem Biol 5: 749-757; Druce, M.R., et
al. (2009) Endocrinology 150: 1712-1722; Pocai, A., et al. (2009) Diabetes 58: 2258-2266). Estos analogos se
disefiaron para tener accién agonista en tanto GLP1R como en GCGR (Day, J.W., et al., documento de patente US
2010/0190701 A1; Patterson, J.T., et al. (2011} J Pept Sci 17: 659-666; Ribier, D., solicitud de patente de EE. UU.
2012/0178670).

Los analogos quiméricos deben tener los efectos deseables de las hormonas parentales que actian sobre sus
receptores, y por lo tanto similares a los efectos de OXM, que actla aparentemente sobre tanto GLP-1R como GLCR:
secrecion de glucosa de insulina dependiente de glucosa y saciedad, acoplada con lipolisis y elevada quema de grasa
debida al glucagon. Se mostré que los analogos provocaban los efectos deseados de disminucién de peso y aumento
de la quema de grasa. Dicho perfil seria atractivo en el tratamiento de obesidad, pero un reto importante en el
tratamiento de la obesidad es el cumplimiento. Aunque los analogos de longitud completa conocidos actualmente del
glucagén y OXM, respectivamente, con afinidad por tanto GLP-1R como GLCR pueden dar como resultado la pérdida
de peso, estos analogos no estan optimizados para la alta biodisponibilidad, propiedades farmacéuticas y
administracién conveniente a pacientes que son necesarios para las pautas de tratamiento con farmaco 6ptimas. Por
consiguiente, en el presente documento se proporcionan analogos de péptidos intestinales (por ejemplo, GLP, OXM,
glucagén o similares) que permiten una elevada biodisponibilidad y/o efectos de larga duracién para el resultado
terapéutico mejorado en el tratamiento de condiciones tales como la obesidad y/o la diabetes y/o el sindrome
metabdlico.

Factores adicionales para el tratamiento optimizado del sindrome metabélico y la diabetes con moléculas de tipo OXM
se relacionan con la duracién del tratamiento y la cantidad de accién del glucagén. Por ejemplo, el tratamiento continuo
con analogos que activan GLP-1 y receptores del glucagon (el perfil farmacologico de OXM) puede dar como resultado
la pérdida muy grande y rapida de masa grasa (Day, J.W., et al. (2009) Nat Chem Biol 5: 749-757), pero también
puede provocar la pérdida de masa muscular magra (Kosinski, J.R., et al. (2012) Obesity (Silver Spring): doi:
10.1038/0by.2012.67), que es desfavorable para un farmaco en esta clase. Por ejemplo, en el articulo de investigacion
por Kosinski, J.R., et al., la hormona natural Oxm se administra continuamente durante 14 dias desde una minibomba
Alzet y da como resultado una disminucién del 30 % en masa grasa, pero también causé un 7 % de disminucién en
masa magra (musculo).

Se sabe que la accion del glucagén estimula la glucogendlisis, la lipélisis y el aumento de quema de grasa, pero
también puede tener efectos catabdlicos sobre el misculo. Un tratamiento satisfactorio usando un agente que combina
la accion de GLP-1y glucagén (el perfil de OXM) necesitara provocar 6ptimamente la saciedad y potenciar la secrecion
de insulina dependiente de la glucosa de un analogo de GLP-1 con una cantidad acertada de accién del glucagén
(quema de grasa). Ademas, el uso intermitente de dicho agente proporcionara el perfil clinico deseado de pérdida
moderada y continua de peso, hasta la pérdida de masa de grasa, con pérdida minima de masa magra. En el presente
documento se proporcionan moléculas con una combinacién deseable de accién de GLP-1 y OXM, asi como un perfil
farmacocinético/farmacodinamico ajustable para permitir el uso 6ptimo de terapia (por ejemplo, en el sindrome
metabdlico, diabetes, obesidad y similares).

En una realizacion, los compuestos de la féormula I-A, IlI-A y 1lI-B se disefian para proporcionar o actividad de tipo
glucagén o actividad de tipo GLP-1. En una realizacién adicional, los compuestos de la férmula I-A, 1lI-A y 1lI-B
proporcionan actividad ajustable. Por ejemplo, en un caso, los productos peptidicos descritos en el presente
documento (por ejemplo, compuestos en la Tabla 1 de la Figura 1, Tabla 2 de la Figura 2 y Tabla 3 de Figura 3) tiene
una CE50 inferior a aproximadamente 500 nM, preferentemente inferior a aproximadamente 50 nM, mas
preferentemente inferior a aproximadamente 20 nM en receptores para tanto el glucagén como GLP-1. En otro caso,
los productos peptidicos descritos en el presente documento (por ejemplo, compuestos en la Tabla 1 de la Figura 1,
Tabla 2 de la Figura 2 y Tabla 3 de la Figura 3) son mas potentes (por ejemplo, CE50 inferior a 10 nM, preferentemente
inferior a 5 nM, mas preferentemente aproximadamente 1 nM) para el receptor de GLP-1 y menos potentes para el
receptor de glucagon (por ejemplo, CE50 inferior a 50 nM, preferentemente inferior a aproximadamente 20 nM, mas
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preferentemente aproximadamente 5 nM) para el receptor de glucagon. Esta capacidad de ajuste de la actividad
bioldégica permite cierta retencion de una cantidad sensata de accién del glucagén, lo que permite asi que ocurra la
quema de grasa, mientras que también se retienen los efectos beneficiosos de la potenciada secrecion de insulina
dependiente de glucosa. La OXM es estructuralmente homéloga al GLP-1 y glucagén, y activa tanto el receptor de
glucagén (GCGR) como el receptor de GLP-1 (GLP1R). Por consiguiente, en algunas realizaciones, los compuestos
de la férmula I-A, formula [lI-A y férmula 111-B proporcionan una actividad biologica ajustable similar a la OXM. En
algunas realizaciones especificas, los productos peptidicos descritos en el presente documento comprenden un
péptido que tiene residuos de aminoacidos 1-17 de GLP-1 y/o analogos de los mismos (por ejemplo, analogos que
comprenden sustituciones de aminoacidos no naturales modificados como se describe en el presente documento,
enlaces lactama ciclados como se describen en el presente documento, modificaciones de tensioactivo como se
describen en el presente documento, o una combinacién de los mismos). En algunas otras realizaciones, los productos
peptidicos descritos en el presente documento comprenden un péptido que tiene los residuos de aminoéacidos 1-16
de GLP-1 y/o anédlogos del mismo (por ejemplo, analogos que comprenden sustituciones de aminoécidos no naturales
modificados como se describen en el presente documento, enlaces lactama ciclados como se describen en el presente
documento, modificaciones de tensioactivo como se describen en el presente documento, o una combinacién de los
mismos). En realizaciones adicionales, los productos peptidicos descritos en el presente documento comprenden un
péptido que tiene residuos de aminoacidos 1-18 de GLP-1 y/o analogos de los mismos (por ejemplo, analogos que
comprenden sustituciones de aminoacidos no naturales modificados como se describe en el presente documento,
enlaces lactama ciclados como se describen en el presente documento, modificaciones de tensioactivo como se
describen en el presente documento, o una combinacién de los mismos). Ademas, los productos peptidicos descritos
en el presente documento comprenden uno o mas residuos (por ejemplo, Aib, Ac4c) que proporcionan estabilizacion
de hélice de los compuestos disefiados de la férmula I-A, férmula llI-A y férmula 111-B, y compuestos en la Tabla 1 de
la Figura 1, Tabla 2 de la Figura 2 y Tabla 3 de la Figura 3.

Se cree que la subfamilia de ligandos del glucagén se une a sus receptores en un modo de dos dominios comuin a
varios de los receptores de clase B (clase de secretina, receptores acoplados a la proteina G (GPCR)). Para GLP-1
se siente que existe una regién aminoterminal desde el residuo 1 hasta aproximadamente el residuo 16 que se une a
las partes superiores de las hélices transmembranarias (regién yuxtamembranaria) y una regién carboxiterminal
helicoidal desde 17 hasta 31 que se une a la extensidon aminoterminal extracelular grande (ECD) del receptor. La unién
de estos ligandos se centra en el hecho de que los analogos aminoterminalmente truncados de estos ligandos
peptidicos pueden todavia retener una afinidad de unién y selectividad sustanciales por precisamente la regiéon ECD
aislada del receptor. Por lo tanto, se ha sugerido que la regién aminoterminal es responsable de la activacién de
receptores, mientras que la regién carboxiterminal es responsable de la unién. Se ha mostrado recientemente que los
analogos aminoterminales cortos de GLP-1 pueden ser tanto potentes aglutinantes, asi como activadores de
receptores (Mapelli, C., et al. (2009) J Med Chem 52: 7788-7799; Haque, T.S., et al. (2010} Peptides 31: 950-955;
Haque, T.S., et al. (2010) Peptides 31: 1353-1360).

Ademas, el estudio de una estructura cristalina de rayos X (Runge, S., et al. (2008) J Biol Chem 283: 11340-7) de la
regién aminoterminal de GLP1R con un antagonista truncado analogo del mimético de GLP-1, exendina-4 (Byetta),
unido en esta regién muestra que una regidén de unién a ligando critica en el ECD es de alta hidrofobia (Figura 3). La
secuencia de exendina-4 mas alla de Glu15 interactia como una hélice anfifila con esta regién muy hidréfoba (Val'?,
Phe?®’, Trp?®', Leu®"), en donde en este caso el asterisco indica que es un residuo en el ligando. En una realizacion,
los fragmentos aminoterminales truncados de GLP-1 o glucagén se modifican para unirse a GLCR y son ligados
covalentemente a un tensioactivo. La porcién hidréfoba de 1'-alquilo del tensioactivo imita y sustituye la regién
carboxiterminal del ligando de hormona nativo y aumenta la potencia, eficacia y duracién de accién de los péptidos.
Ademas, dichos analogos tienen grandes ventajas debido a su tamafio mas pequefio, que reduce su complejidad,
costes de sintesis y susceptibilidad a la protedlisis. Ademas, péptidos mas pequefios son mas facilmente absorbidos
a través de la mucosa nasal o barrera enterocitica intestinal.

La hipoglucemia es una afeccién de baja azlcar en sangre que puede ser potencialmente mortal y se observa cada
vez mas a medida que se utiliza en mas pacientes un tratamiento mas agresivo de la glucemia elevada mediante un
tratamiento intensivo con insulina. La hipoglucemia se observa cuando niveles de glucosa en sangre bajan demasiado
para proporcionar energia suficiente al cerebro y los misculos para las actividades del cuerpo. El glucagén se puede
usar para tratar esta afeccién y hace esto estimulando el higado para degradar el glucégeno para generar glucosa y
provocar que los niveles de glucosa en sangre aumenten hacia el valor de la normalidad. Los analogos de glucagén
que retienen la capacidad de activar el GLCR se pueden usar para lograr este efecto deseado sobre niveles de glucosa
en sangre.

Andlogos de GLP-1 que activan el GLP1R estimulan la produccion y, en presencia de niveles elevados de glucosa en
sangre, la liberacion de insulina del pancreas. Esta accion da como resultado el eficiente control y la normalizacién de
los niveles de glucosa en sangre, como se observa con los actuales productos, tales como exenatida (Byetta®).
Ademas, parece que dichos productos producen una disminucién del apetito y ralentizan el movimiento del alimento
desde el estdmago. Asi, son eficaces en el tratamiento de la diabetes a través de multiples mecanismos. Los analogos
que combinan los efectos del glucagén y GLP-1 que activan tanto el GLCR como el GLP1R pueden ofrecer un
beneficio en el tratamiento de la diabetes a través de una accién concertada para suprimir el apetito, liberar insulina
en un modo dependiente de la glucosa, ayudar en la proteccién de la hipoglucemia y acelerar la quema de grasa.
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Se espera que dichos métodos de tratamiento de hiperglucemia, que incluyen diabetes, diabetes mellitus de tipo I,
diabetes mellitus de tipo Il, o diabetes gestacional, ya sean insulinodependientes o no insulinodependientes, sean
Utiles en reducir las complicaciones de la diabetes que incluyen nefropatia, retinopatia y enfermedad vascular.
Aplicaciones en la enfermedad cardiovascular engloban la enfermedad microvascular, asi como la macrovascular
(Davidson, M.H., (2011) Am J Cardiol 108[supl]:33B-41B; Gejl, M., et al. (2012) J Clin Endocrinol Metab
97:d0i:10.1210/jc.2011-3456), e incluyen tratamiento para infarto de miocardio. Se espera que dichos métodos para
reducir el apetito o promover la pérdida de peso corporal sean Utiles en reducir el peso corporal, prevenir el aumento
de peso, o tratar la obesidad de diversas causas, que incluye obesidad inducida por farmacos, y reducir las
complicaciones asociadas a la obesidad, que incluye enfermedad vascular (enfermedad de las arterias coronarias,
accidente cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, isquemia-reperfusién, etc.), hipertension, aparicion de
diabetes de tipo Il, hiperlipidemia y enfermedades musculoesqueléticas.

Como se usa en el presente documento, el término glucagdén o analogos de GLP-1 incluyen las sales o ésteres
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Péptidos y sus analogos

En un aspecto, los péptidos que se modificaron covalentemente y son adecuados para los métodos descritos en el
presente documento son analogos truncados del glucagoén y/o la hormona GLP-1 relacionada, que incluyen y no se
limitan a:

Glucagon:

Hisi-Serz- Glns-Gly4-Thrs Phes- Thry-Sers- Aspo-Tyrio-Seri-Lysiz-Tyriz-Leui4-Aspis-

Seris-Argi7-Argis-Alaio-Glnzo-Asp21-Phez-Valas-Glnes-Trpas-Leuzs-Meta7-Asnag-Thrae

(SEQ. ID. NO. 782)

Oxintomodulina:

Hisi-Sery- Glitg-Glya-Thrs Phes- Thrr-Sers- Aspo-Tyrie-Sern-Lysiz-Tyris-Lewa-Aspis-

Seris~-Argir-Argie-Alaw-Glnao-Aspz-Pheaz-Valas-Glnga- Tepes-Leuaze-Metar- Asnas-Thras
Lysio-Argu-Astn-Argn-Asm-Asts-Ueae-Alass (SEQ. 1D, NQ, 783)
GLP-1 (usando numeracion de glucagon):

Hisi-Alas- Glus-Glys-Thrs Phes- Thrr-Sers- Aspo-Valio-Seri1-Seriz-Tyris-Leuis-Gluss-
Gly16—Gln17—A1a1g—Alalg—LySZO—GIU21—Phezz—ﬂez'j—Al324—Trp25—LeuZ6—Valz7—LySzg—Glyzg—Argm
(SEQ. TD. NO. 1)

En algunas realizaciones, un producto peptidico descrito en el presente documento tiene la estructura:
adi-adz-daz-adq-das-ade-ad7-adas-aay-adio- 4ail-aaiz-adiz-adi4-aais-adie-adi7-aaig-
aare-aazo- aaz1-adz-aaz3-adz4-adzs-aaze-adz7-aazs-aaze-aazp-aa3|-aa3z-aaz3-aazq-aazs-

aaze-aazr-7. Formula 11 (SEQ.ID.NO. 1)
en donde:
Z es OH, N-R*-His 0 -NH-R3, en donde R3 es H, alquilo C4-C12 sustituido o
sin sustituir, 0 una cadena de PEG de menos de 10 Da; y R* es un agrupo acilo C»-C1o, por ejemplo Ac o Bz;
aa1 es His, N-R4-His, pGlu-His o N-R3-His;
aaz es Ser, D-Ser, Ala, Gly, Pro, MePro, Aib, Ac4c o Ac5c;
aas es GIn o Cit;

aas es Gly o D-Alg;
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aas es Thr o Ser;

aas es Phe, Trp, 2FPhe, MePhe, 2FMePhe o Nal2;
aaz es Thr o Ser;

aas es Ser o Asp;

aag es Asp o Glu;

aaio es Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, Bip2EtMeO o U,
aa esta ausente o es Ser, Asn, Bipo U,

aai2 esta ausente o es Lys, Glu, Ser, Argo U,

aai3 esta ausente o es Tyr, Gin, Cito U;

aai4 esta ausente o es Leu, Met, Nle o U;

aais esta ausente o es Asp, Glu o U;

aais esta ausente o es Ser, Gly, Glu, Ala, Aib, Ac5c, Lys, Argo U,

aai7 esta ausente o es Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c, Lys o U;

aais esta ausente o es Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c o U,

aaig esta ausente o es Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c o U,

aazo esta ausente o es GlIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c o U,

aaz1 esta ausente o es Asp, Glu, Leu, Aib, Acdc, AcS5c o U;
aaze esta ausente o es Phe, Trp, Nal2, Aib, Acdc, Ac5¢c o U
aazs esta ausente o es Val, lle, Aib, Ac4dc, Ac5co U;

aaz4 esta ausente o es Ala, Gin, Glu, Cito U;

aaxs esta ausente o es Trp, Nal2 o U;

aazes esta ausente o es Leu o U;

aazy esta ausente o es Met, Val, Leu, Nle, Lys o U;

aazs esta ausente o es Asn, Lys, Gin, Cito U;

aaqg esta ausente o es Thr, Gly, Aib, Ac4dc, Ac5c o U;

aaso esta ausente o es Lys, Aib, Ac4c, Ac5c, Argo U;

aas1 esta ausente o es Arg, Aib, Acdc, Ac5c o U;

aasz esta ausente o es Asn, Aib, Ac4c, AcSc o U;

aass esta ausente o es Arg, Aib, Acdc, Ac5c o U;

aas4 esta ausente o es Asn, Aib, Ac4c, AcSco U;

aass esta ausente o es Asn, Aib, Ac4c, Acbc o U;

aases esta ausente o es lle, Aib, Ac4c, Ac5C o U,

aases esta ausente o es Ala, Aib, Ac4c, Ac5C o U;
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aagsy esta ausente o es U,

U es un aminoacido natural o no natural que comprende un grupo funcional usado para la unién covalente al
tensioactivo X;

en donde cualesquiera dos de aai-aasr se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama; y

a condicién de que uno, o al menos uno de aaio - aasz, sea el aminoacido conector U unido covalentemente
aX

En realizaciones especificas, el aminoacido de unién U es un diaminoacido como Lys u Orn, X es un tensioactivo
modificado de la clase de los 1-alquilglucdsidos unidos a U, y Z es OH o -NH-Rz , en donde R® es H o C1-C12; 0 una
cadena de PEG de menos de 10 Da.

En algunas realizaciones, el producto peptidico de la férmula I-A tiene la estructura de la formula 111-A:
aa-aaz-aai-ad4-ads~-ads~-aa7~-aas-ado-aaio- aa11~aa2~aa13-8d14-2813-a8 1 ¢-aa17-aag-a8 1 9~-aaz0~
2a71-8022-823-2A24-AA25-2826-2427-2328-8a79 ~Z, Formula HI-A (SEQ. 1D. NO. 2)
en donde:

Z es OH o -NH-R3, en donde R2 es H, o alquilo C1-C12 sustituido o sin sustituir, 0 una cadena de PEG de
menos de 10 Da;

aai es His, N-Ac-His, pGlu-His o N-R3-His;

aaz es Ser, Ala, Gly, MePro, Aib, Ac4c o Ac5c;

aas es GIn o Cit;

aas es Gly o D-Alg;

aas es Thr o Ser;

aas es Phe, Trp, 2FPhe, MePhe, 2FMePhe o Nal2;

aaz es Thr o Ser;

aas es Ser o Asp;

aag es Asp o Glu;

aaio es Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, Bip2EtMeO o U(X);

aa estd ausente o es Ser, Asn, Bip o U(X);

aarz esta ausente o es Lys, Glu, Ser, Arg o U(X);

aais esta ausente o es Tyr, GIn, Cit o U(X);

aai4 esta ausente o es Leu, Met, Nle o U(X);

aais esta ausente o es Asp, Glu o U(X);

aais esta ausente o es Ser, Gly, Glu, Ala, Aib, Ac5c, Lys, Arg o U(X);
aai7 esta ausente o es Arg, hArg, GIn, Glu, Lys, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c o U(X);
aais esta ausente o es Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X),

aaig esta ausente o es Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c o U(X),

aazo esta ausente o es GlIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X),
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aaz1 esta ausente o es Asp, Glu, Leu, Aib, Acdc, Ac5c o U(X);
aaz2 esta ausente o es Phe, Trp, Nal2, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X);
aazs esta ausente o es Val, lle, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X);

aaz4 esta ausente o es Ala, Gin, Glu, Cit o U(X);

aazs esta ausente o es Trp, Nal2 o U(X);

aaze esta ausente o es Leu o U(X);

aazy esta ausente o es Met, Val, Leu, Nle, Lys o U(X);

aazg esta ausente o es Asn, Lys, GIn o U(X);

aaqg esta ausente o es Thr, Gly, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X);

en donde cualesquiera dos de aai-aazs se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama; y

a condicion de que uno, o al menos uno, de aaio, aan, aaiz, aae, aai7, aais, aaie, aazo, adzi, ad22 , aa23, aax,
aass, aagze, aasz, aars O aare sea el aminoécido natural o no natural U unido covalentemente a X.

En algunas realizaciones, el producto peptidico de la férmula I-A tiene la estructura de la formula [11-A
aa1-a82-aa1-aa4~8a5~226-aa7-2a2~8a0~-8a10~8a811~8a12-2213~8a1 4~-2815~88316~21 7821 2~A219~2A20~
ad1-aa22-3423-3224-2225-2326-2227-242¢ 4292, Formula HI-A (SEQ. ID. NQ. 2)
en donde:

Z es OH o -NH-R3, en donde R2 es H, o alquilo C1-C12 sustituido o sin sustituir, 0 una cadena de PEG de
menos de 10 Da;

aai es His;

aaz es Aib;

aas es Gin;

aas es Gly;

aas es Thr,

aas es Phe;

aazes Thr,

aasg es Ser;

aao es Asp;

aaio es Tyr, Glu, Lys o U(X);
aai es Ser;

aarz es Lys o Glu;

aaiz es Tyr;

aais es Leu, Glu o Lys;

aais es Asp;
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aais es Glu o Lys;

aai7 es GIn, Glu o U(X),
aais es Ala;

aaig es Ala;

aazo es Lys, Glu o U(X);
aazr es Glu;

aaz2 Phe;

aazs es lle;

aaz4 es GIn, Glu o U(X),
aazs es Trp;

aazes es Leu,

aaz7 es Leu;

aazs es Glu o Gin;

aazg es Thr;

en donde aais y aazo, 0 aaio y aai4, O @2 y aae se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales
para formar un enlace lactama; y

a condicién de que uno, o al menos uno, de aaio, aaiz, aazo O aaz4 sea el aminoacido natural o no natural U
unido covalentemente a X.

En algunas realizaciones, un producto peptidico descrito en el presente documento tiene la estructura de la féormula
-B:

Hisi-aaz-aas-Glys-Thrs-aas-Thrr-Sers-Aspe-aa p-aai- aa12-a213-3814-2215-8216-22{7-213-2219~
aaz-aaz;-adr~aadza- Ad24-88r5-a426-2877~425-2820-2830~2.

Férmula HI-B (SEQ. ID. NO. 3)

en donde:

Z es OH o -NH-R3, en donde R3 es H o sustituido o sin sustituir C1-C12 alquilo; o una cadena de PEG de
menos de 10 Da;

aaz es Gly, MePro o Aib;

aas es GIn o Cit;

aas es Phe, 2FPhe, MePhe, 2FMePhe o Nal2;
aaio es Tyr, Nal2, Bip, Bip2EtMeO o U(X);
aar estd ausente o es Ser, Asn, Bip o U(X);
aarz esta ausente o es Lys, Glu, Ser o U(X);
aais esta ausente o es Tyr, GIn, Cit o U(X);
aais esta ausente o es Leu, Nle o U(X);

aais esta ausente o es Asp, Glu o U(X);
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aais esta ausente o es Ser, Gly, Glu, Ala, Aib, Lys, Arg o U(X);
aai7 esta ausente o es Arg, hArg, GIn, Glu, Lys, Cit, Aib o U(X);
aais esta ausente o es Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c o U(X),
aarg esta ausente o es Ala, Aib o U(X);

aazo esta ausente o es Gin, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib o U(X);
aaz1 esta ausente o es Asp, Glu, Leu, Aib o U(X);

aax2 estd ausente o es Phe o U(X)

aaz3 esta ausente o es Val, lle, Aib o U(X);

aazs esta ausente o es Ala, Gln o U(X);

aazs esta ausente o es Trp o U(X);

aaze esta ausente o es Leu o U(X);

aazy esta ausente o es Met, Val, Leu, Nle, Lys o U(X);

aazs esta ausente o0 es Asn, Gin, Cit o U(X);

aazg esta ausente o es Thr, Aib o U(X);

aaso esta ausente o es Arg o U(X);

en donde cualesquiera dos de aai-aazs se ciclan opcionalmente mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama; y

a condicién de que uno, o al menos uno, de aaio, aan, aaiz, aais, aaiz, aais, aaig, aazo, aadz1, aaze, aaz3, aaz4
0 aaes sea el aminoacido natural o no natural U unido covalentemente a X.

En algunas realizaciones especificas de la formula lll-A y formula 111-B, X tiene la estructura:

40

45

50

55

Rt W2 o] Wi
\R2
R1dO OR’ib
B OR'e - Formula T
en donde:

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, R'2 es un grupo alquilo C1-Czo, un grupo alquilo Ce-C2o, grupo

R'2 es un grupo alquilo C1-Cao sustituido o sin sustituir;

R, R'ey R'¥son H;
W1 es -(C=0)-NH-;
W2es -O-y

R2 es un enlace

alquilo Ci2-18 0 grupo alquilo C14-Cie.
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En algunas realizaciones de la formula IlI-B, U es cualquier aminoacido conector descrito en el presente documento.
La Tabla 1 en la Figura 1, Tabla 2 en la Figura 2 y Tabla 3 en la Figura 3 ilustran ciertos ejemplos de péptidos que se
unen covalentemente con tensioactivos como se describe en el presente documento.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
His)-aa2-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thrz-Serg-Aspo-Tyrio-Ser1i-Lysio-Tyri3- Leuis-Aspis-
Glu1s-U(X)17- Alais-Alaro-Lys20-Gluai-Phezn-Ile2s-Glngs-Trpas-Leuss-Leusr-aas-
Thr-NHz; (SEQ. ID. NO. 795)
en donde
aaz es Gly o Aib;
aass es Asn o Gin.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hiss~Aiby-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thr-Sers-Aspe-Tyrg-Seryi-Lysie-Tyria~ Leta-Asps-
aays- (s Alag-Ala-aaz-Gluai-Pher ~lleas-Lys(N-omega-X)2:-Trpas-Leurs-Leusr-
aaxs-Thrae-NHo; (SEQ. ID. NO. 796)
en donde

aa+e y aazo son cada uno individualmente Lys o Glu y se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar
un enlace lactama;

y aass es Asn o Gin;
X comprende un resto de glucuronilo preparado a partir de 1-alquil-beta-D-glucésidos, 1-alquil-beta-D-
maltésidos, 1-alquil-beta-D-melibidsidos, o los alfa-glucésidos correspondientes, y similares, y donde alquilo
es una cadena de alquilo Cs-Coo lineal.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Hisi-Aibr-Glnz-Glys-Thrs-Phee-Thrs-Sers- Aspo-Tyrio-Sery-Lysia-Tyeis- Leuie-Asps-
Glu* - Gloys Alag-Alage-Lys*2-Glag-Phey -Hegs-Lys(N-omega-X)zu-Trpas-Letge-
Leuzr-Glnae-Thizo-NHz; (SEQ. ID. NO. 797)
en donde
aa+e Y aaxo se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama;
y X comprende un resto de glucuronilo preparado a partir de 1-alquil-beta-D-glucésidos, 1-alquil-beta-D-
maltésidos, 1-alquil-beta-D-melibidsidos, o los alfa-glucésidos correspondientes, y similares, y donde alquilo
es una cadena de alquilo Cs-Coo lineal.
En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
Higi~Aibe~Glna~Gly-Thrs-Phee-Thre-Sere-Aspe-Tynio-Sern -Lysu-Tyvria~ Leme-Asps-
Glu¥e-Glng7-Alas-Alaro-Lys*0-Glug-Phess-Heas-Lys(N-omega( 1 -dodecil-beta-D-
glucuronil e Trpes-Leuss-Lewsr-Gloag-Thrae-NHa, (SEQ. 1. NO. 601)
en donde

Glu*1s ¥ Lys™20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.

En algunas realizaciones de la formula I-A, llI-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
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His - Aiby-Olns-Glye-Thrs-Phes-Thr-Serg- Aspa-Tyr-Serpi-Lysya-Tyris- Leua-Aspis-
Glu®e-Ging-Alare-Alae-Lystae-Gluay -Phess-Heas-Lys{N-omega( 1 -tetradecil-beta-
D-glucuronil y)zs-Trpos-Lete-Leurr-Ghnoe-Thrao-NH:; (SEQ. ED. NO. 602)

en donde

Lys*1s ¥ Lys™*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, IlI-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:

Higi~Aiby-Glng-Glys-Thrs-Phes-Thr-Sers-Aspe-Tyvre-Sery - Lys - Tyris- Leva-Agprs-
Glutys- Glinr~Alare-Alare-Lys*20-Ghiog-Phens-llexs-Lys(N-omega( 1 -hexadecil-beta
D-ghicarom)aa-Trpes-Lets-Leusr~Glnze-Thro-NHz, (SEQ. 1D, NQ. 603}

en donde

Glu*is y Lys*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.

En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:

His- Aibz-Glons-Glya-Thrs-Phes-Thre-Sere-Aspo-Tyrio-Serti-Lysyz- Tyris- Leu-Aspis-
Glu*is- Glayr Alasg-Adap-Lys*20-Glun-Phez: -Hexs-Lys{N-omega( 1 -octadect]-beta-
D-glucwronily)ea-Trpos-Levzs-Leuz-Glnge-Thrze-NEL; (SEQ. ID, NO. 604).

en donde

Glu*is y Lys*20 se ciclan mediante sus cadenas laterales para formar un enlace lactama.

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Serii-Lysi2-Tyriz-Leu1s-Aspis-Glu*16-GlnizAlais-Alate-Lys*20-Gluzi-Pheze-lle2s-Lys(N-
omega(1-octil-beta-D-melibiouronil))zs-Trpzs-Leuzs-Leuz7-Glnzs-Thrag-NHz; (SEQ. ID. NO. 630).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 1ll-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Glns-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lysi2-Tyriz-Leu14-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alate-Lys*20-Gluz21-Pheso-lless-Lys(N-
omega(1-dodecil-beta-D-melibiouronil})as-Trpas-Leuzs-Leuzz-Glinzs-Thrag-NHz; (SEQ. ID. NO. 631).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, I1I-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: His1-Aib2-GlIns-Glya-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Serii-Lysi2-Tyriz-Leu1a-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alaie-Lys*20-Glu21-Pheze-lle23-Lys(N-
omega(1-tetradecil-beta-D-melibiouronil})2s-Trpas-Leuze-Leuzz-Glnas-Thrag-NHz; (SEQ. ID. NO. 632).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lysi2-Tyriz-Leu14-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alate-Lys*20-Gluz21-Pheso-lless-Lys(N-
omega(1-hexadecil-beta-D-melibiouronil})2sa-Trpas-Leuzs-Leuzz-Glnzs-Thrae-NHz; (SEQ. ID. NO. 633).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Serii-Lysi2-Tyriz-Leu1a-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alaie-Lys*20-Glu21-Pheze-lle23-Lys(N-
omega(1-octadecil-beta-D-melibiouronil))2s-Trpas-Leuze-Leuzz-Glinzs-Thrag-NHz; (SEQ. ID. NO. 634).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 1ll-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Glns-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lysi2-Tyriz-Leu14-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alate-Lys*20-Gluz21-Pheso-lless-Lys(N-
omega(1-hexadecil-alfa-D-melibiouronil))24-Trpas-Leuzs-Leuz7-Glnzs-Thrze-NHz; (SEQ. ID. NO. 805).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, I1I-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: His1-Aib2-GlIns-Glya-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspse-Tyrio-Seri1-Lysi2-Tyria-Leu14-Aspis-Glu*1s-Lys(N-omega(1 -tetradecil-alfa-D-melibiouronil)}17
Alaig-Alaig-Lys*20-Gluz1-Phezz-lle23-Glnas-Trpas-Leuszs-Leuz7-Glnzs-Thrag-NHz; (SEQ. ID. NO. 819).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri11-Lysi2-Tyriz-Leuis-Aspis-Glu*1s-Lys(N-omega(1-hexadecil-alfa-D-
melibiouronil)}17 Alais-Alaie-Lys*20-Gluz1-Pheze-lle2s-Glnas-Trpas-Leuze-Leuz7-Glnzs-Thrae-NHz; (SEQ. ID. NO. 820).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 111-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura:
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En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Serii-Lysi2-Tyriz-Leu14-Asp1s-Glu*1sLys(N-omega(1-octadecil-alfa-D-melibiouronil) )17
Alaig-Alaig-Lys*20-Gluz1-Pheso-lle2s-Glnos-Trpaes-Leuss-Leus7-Glnzs-Three-NH2; (SEQ. ID. NO. 821).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, I1I-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: His1-Aib2-GlIns-Glya-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lys12-Tyriz-Leu1a-Aspis-Glu*1s-Lys(N-omega(1-dodecil-alfa-D-melibiouronil)}17
Alaig-Alais-Lys*20-Gluz1-Phe22-lle2s-Lys(N-omega(1-dodecil-beta-D-glucouronil))2a-Trpaes-Leuzs-Leuzz-Glnzs-Thrag-NHz;
(SEQ. ID. NO. 1099).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lys12-Tyris-Leu1a-Aspis-Glu*1s-Lys(N-omega(1-tetradecil-alfa-D-melibiouronil)}17
Alaig-Alaig-Lys*20-Gluz1-Pheso-lle2s-Lys(N-omega(1-tetradecil-beta-D-glucouronil)}os-Trpes-Leuse-Leuz7-Glngg-Thrag-
NH2; (SEQ. ID. NO. 1100).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, I1I-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: His1-Aib2-GlIns-Glya-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lys12-Tyris-Leu1s-Aspis-Glu*1s-Lys(N-omega(1-hexadecil-alfa-D-
melibiouronil}}17 Alaig-Alaie-Lys*20-Gluz1-Phe22-lle2s-Lys(N-omega(1-hexadecil-beta-D-glucouronil))za-Trpas-Leuzs-
Leuz7-Glnzs-Thrze-NHz; (SEQ. ID. NO. 1101).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 1ll-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Glns-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspoe-Tyrio-Ser11-Lysi2-Tyriz-Leu1s-Aspis-Glu*1e-Lys(N-omega(1-(13-carboxil-trideciloxi)beta-D-
glucuronil)}17 Alais-Alaig-Lys*20-Gluz1-Phezz-lle23-Glnza-Trpes-Leuzs-Leuz7-Glnzs-Thrae-NHz; (SEQ. ID. NO. 1102).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, I1I-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: His1-Aib2-GlIns-Glya-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lys12-Tyris-Leu1s-Aspis-Glu*1s-Lys(N-omega(1-(15-carboxil-pentadeciloxibeta-
D-glucuronil}}17 Alais-Alaie-Lys*20-Gluzi-Pheze-lle2s-Glnas-Trpas-Leuze-Leuz7-Glnzs-Thrae-NHz; (SEQ. ID. NO. 1103).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 1ll-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Glns-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lysi2-Tyriz-Leu1s-Aspi1s-Glu*1e-Lys(N-omega(1-(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-
D-glucuronil}}17 Alais-Alaie-Lys*20-Gluzi-Pheze-lle2s-Glnas-Trpas-Leuze-Leuz7-Glnzs-Thrae-NHz; (SEQ. ID. NO. 1104).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, 11l-A o llI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Gins-Glys-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Serii-Lysi2-Tyriz-Leu1a-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alaie-Lys*20-Glu21-Pheze-lle23-Lys(N-
omega(1-(13-carboxil-trideciloxi)beta-D-glucuronil) }24-Trpas-Leuzs-Leuz7-Glnzg-Thrze-NH2; (SEQ. ID. NO. 1105).

En algunas realizaciones de la formula I-A, 1ll-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: Hisi-Aib2-Glns-Glys-
Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-Lysi2-Tyriz-Leu14-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alate-Lys*20-Gluz21-Pheso-lless-Lys(N-
omega(1-(15-carboxilpentadeciloxi}beta-D-glucuronil})24-Trpes-Leuzs-Leuz7-Glnzs-Threae-NHz; (SEQ. ID. NO. 1106).

En algunas realizaciones de la férmula I-A, I1I-A o 1lI-B, el producto peptidico tiene la estructura: His1-Aib2-GlIns-Glya-
Thrs-Phee-Thrz-Sers-Aspe-Tyrio-Serii-Lysi2-Tyriz-Leu1a-Asp1s-Glu*16-Glni7-Alais-Alaie-Lys*20-Glu21-Pheze-lle23-Lys(N-
omega(1-(17-carboxilheptadeciloxi}beta-D-glucuronil})24-Trpes-Leuzs-Leuz7-Glnzs-Three-NHz; (SEQ. ID. NO. 1107).

Dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento estan productos peptidicos de la
formula I-A, féormula llI-A o férmula [11-B, en donde el producto peptidico comprende unoc o mas grupos tensioactivos
(por ejemplo, grupo X que tiene la estructura de la férmula ). En una realizacién, un producto peptidico de la férmula
I-A, formula 1ll-A o férmula [1-B comprende un grupo tensioactivo. En otra realizacién, un producto peptidico de la
formula I-A, formula 111-A o férmula [11-B comprende dos grupos tensioactivos. En otra realizacién mas, un producto
peptidico de la formula I-A, formula 111-A o férmula I11-B comprende tres grupos tensioactivos.

En el presente documento se reconoce la importancia de ciertas porciones de SEQ. ID. NO. 1 para el tratamiento de
afecciones asociadas a resistencia a la insulina y/o afecciones cardiovasculares. Por consiguiente, en el presente
documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un individuo que lo necesita que comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo del glucagén que comprende los residuos de
aminoacidos aai-aaiz de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En una realizacion adicional, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un
individuo que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En otra realizacién, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un individuo

que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anélogo del glucagén
que comprende los residuos de aminoacidos aar-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.
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En otra realizacién, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un individuo
que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo del glucagén
que comprende los residuos de aminoacidos aai-aazo de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En una realizacién adicional, la administracién de dicho analogo de glucagdn descrito anteriormente causa la pérdida
de peso.

En el presente documento se reconoce la importancia de ciertas porciones de SEQ. ID. NO. 1 para el tratamiento de
afecciones asociadas a resistencia a la insulina y/o afecciones cardiovasculares. Por consiguiente, en el presente
documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un individuo que lo necesita que comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo del glucagén que comprende los residuos de
aminoécidos aai-aaiz de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En una realizacién adicional, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un
individuo que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En otra realizacién, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un individuo
que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo del glucagén
que comprende los residuos de aminoacidos aai-aaig de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En otra realizacién, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de diabetes en un individuo
que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo del glucagén
que comprende los residuos de aminoacidos aar-aazo de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En una realizacion adicional, la administracién de dicho analogo de glucagdn descrito anteriormente causa la pérdida
de peso.

En cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente, dicho anélogo de glucagén se modifica con un tensioactivo
X de la férmula I:

Ria 2 0 W!
Rl‘
R1do OR1b
- OR'® on Formula 1
en donde:

R'a es independientemente, en cada aparicion, un enlace, H, un sacarido, un grupo alquilo C1-Cso sustituido
o sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir, o un
resto que contiene un nucleo de esteroide;

R™, R'c, y R' son cada uno, independientemente en cada aparicién, un enlace, H, un grupo alquilo C1-Cao
sustituido o sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo sustituido o sin
sustituir;

W1 es independientemente, en cada aparicion, -CHz-, -CH2-O-, -(C=0), -(C=0)-O-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -
(C=S)-NH- 0 -CH2-S-;

W2 es -O-, -CHz- 0 -S-;

R? es independientemente, en cada aparicion, un enlace a U, H, un grupo alquilo C1-Cso sustituido o sin
sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, o un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir, -NH, -S-,
-triazolo-, -NH(C=0)-CH2-, -(CHz2)m-maleimida-;

nes1,203;y

m es un numero entero de 1-10.

En una realizacion especifica, dicho analogo de glucagén se modifica con un tensioactivo, X que tiene la estructura:
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R1a W2 9] Wil
RZ
Rido ORﬂa
- OR'¢ o Formula I
en donde:

R'2 es un grupo alquilo C1-Cao sustituido o sin sustituir;
R™, Ry R son H;

W1 es -(C=0)-NH-;

W2es -O-y

R? es un enlace

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, R'@ es un grupo alquilo C1-Czo, un grupo alquilo Cs-C20, grupo
alquilo Ci2-C1g 0 grupo alquilo C14-Cie.

En algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, un enlace, H, un grupo saliente, un grupo
protector, o un aminoacido natural o no natural protegido reversiblemente. En algunas realizaciones, R? es
independientemente, en cada aparicion, un enlace. En algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada
aparicion, H. En algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, un grupo saliente. En algunas
realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, un grupo protector. En algunas realizaciones, R? es
independientemente, en cada aparicion, un aminoacido natural o no natural protegido reversiblemente. En algunas
realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicién, un grupo alquilo Ci-Cso sustituido o sin sustituir. En
algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicién, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir. En
algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir. En
algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, -NH-. En algunas realizaciones, R? es
independientemente, en cada aparicion, -S-. En algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion,
-triazolo-. En algunas realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, -NH-(C=0)-CHz-. En algunas
realizaciones, R? es independientemente, en cada aparicion, -(CHz2)m-maleimida-.

En algunas realizaciones descritas anteriormente y en el presente documento, R'2 es un sacarido. En algunas
realizaciones, el sacarido es una galactosa. En ciertas realizaciones, el sacarido es una galactosa unida en alfa. En
otras realizaciones, el sacarido es galactopiranosa unida en alfa, galactopiranosa unida en beta, galactofuranosa unida
en alfa o galactofuranosa unida en beta.

Como se usa en el presente documento, el término diabetes incluye diabetes tanto de tipo 1 como de tipo 2. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden la
administracién de cualquier compuesto descrito en el presente documento que incluye compuestos de la férmula I,
I11-A y/o lll-B, y/o compuestos descritos en la Tabla 1 de la Figura 1, Tabla 2 de la Figura 2 y Tabla 3 de la Figura 3 a
un individuo que padece diabetes de tipo 1. En algunas otras realizaciones, los métodos descritos en el presente
documento comprenden la administracién de cualquier compuesto descrito en el presente documento que incluye
compuestos de la férmula Il, 1ll-A, y/o 1lI-B, y/o compuestos descritos en la Tabla 1 de la Figura 1, Tabla 2 de la Figura
2y Tabla 3 de la Figura 3 a un individuo que padece diabetes de tipo 2.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aaiz de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en

un individuo que lo necesita que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.
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En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aaze de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En algunos casos para las realizaciones descritas anteriormente, dicho analogo de glucagon se administra cuando la
enfermedad cardiovascular esta asociada con un episodio isquémico.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aai7 de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aais de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En el presente documento también se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad cardiovascular en
un individuo que lo necesita que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
del glucagén que comprende los residuos de aminoacidos aai-aazo de SEQ. ID. NO. 1 al individuo que lo necesita.

En algunos casos para las realizaciones descritas anteriormente, dicho analogo de glucagon se administra cuando la
enfermedad cardiovascular esta asociada con un episodio isquémico.

En cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente, dicho anélogo de glucagén se modifica con un tensioactivo
X de la férmula I:

R1a W2 O W1
RZ
R1 do OR1b
- OR'e - n Farmula 1
en donde:

R'a es independientemente, en cada aparicion, un enlace, H, un sacarido, un grupo alquilo C1-Cso sustituido
o sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir, o un
resto que contiene un nlcleo de esteroide;

R™, R'c, y R' son cada uno, independientemente en cada aparicién, un enlace, H, un grupo alquilo C1-Cao
sustituido o sin sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, 0 un grupo aralquilo sustituido o sin
sustituir;

W1 es independientemente, en cada aparicion, -CHz-, -CH2-O-, -(C=0), -(C=0)-O-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -
(C=8)-NH- 0 -CH>-S-;

W2 es -O-, -CHz- 0 -S-;

R? es independientemente, en cada aparicion, un enlace a U, H, un grupo alquilo C1-Cso sustituido o sin
sustituir, un grupo alcoxiarilo sustituido o sin sustituir, o un grupo aralquilo sustituido o sin sustituir, -NH, -S-,
-triazolo-, -NH(C=0)-CH2-, -(CHz2)m-maleimida-;

nes1,203;y

mes 1-10.

En una realizacion especifica, dicho analogo de glucagén se modifica con un tensioactivo, X que tiene la estructura:
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R'Ia \NZ O W1
RE
R1 do oRib
- OR'e -n Formulal
en donde:

R'@ es un grupo alquilo C1-Cso sustituido o sin sustituir;
R, R'ey R'¥son H;

W1 es -(C=0)-NH-;

W2es -O-y

R? es un enlace

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, R'@ es un grupo alquilo C1-Czo, un grupo alquilo Cs-C20, grupo
alquilo Ci2-C1g 0 grupo alquilo C14-Cie.

En algunas realizaciones descritas anteriormente y en el presente documento, R'2 es un sacarido. En algunas
realizaciones, el sacarido es una galactosa. En ciertas realizaciones, el sacarido es una galactosa unida en alfa. En
otras realizaciones, el sacarido es galactopiranosa unida en alfa, galactopiranosa unida en beta, galactofuranosa unida
en alfa o galactofuranosa unida en beta.

Las modificaciones en el extremo amino o carboxilo se pueden introducir opcionalmente en los péptidos (por ejemplo,
glucagén o GLP-1) (Nestor, J.J., Jr. (2009) Current Medicinal Chemistry 16: 4399 - 4418). Por ejemplo, los péptidos
pueden estar truncados o acilados en el extremo N para dar péptidos analogos que presentan baja eficacia, actividad
de agonista y antagonista parcial, como se ha observado para algunos péptidos (Gourlet, P., et al. (1998) Eur J
Pharmacol 354: 105-111, Gozes, |. y Furman, S. (2003} Curr Pharm Des 9: 483-494). Por ejemplo, la delecién de los
primeros 6 residuos de bPTH da anélogos antagonistas (Mahaffey, J.E., et al. (1979) J Biol Chem 254: 6496-6498;
Goldman, M.E., et al. (1988} Endocrinology 123: 2597-2599) y una operacién similar en los péptidos descritos en el
presente documento genera potentes analogos antagonistas. Otras modificaciones al extremo N de los péptidos, tales
como deleciones o incorporacién de D-aminoacidos, tales como D-Phe, también puede dar agonistas o antagonistas
potentes y de accién prolongada cuando se sustituyen con las modificaciones descritas en el presente documento,
tales como alquilglucésidos de cadena larga. Dichos agonistas y antagonistas también tienen utilidad comercial y
estan dentro del alcance de las realizaciones contempladas descritas en el presente documento.

También se contempla dentro del alcance de las realizaciones descritas en el presente documento tensioactivos unidos
covalentemente a analogos de péptido, en donde el péptido nativo se modifica por acetilacién, acilacién, PEGilacién,
ADP-ribosilacién, amidacién, unién covalente de un lipido o derivado de lipido, unién covalente de fosfotidilinositol,
reticulacion, ciclacion, formacion de enlaces disulfuros, desmetilacion, formacion de reticulacion covalente, formacion
de cisteina, formacién de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, glucosilacién, formacién de anclajes de
GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacién, miristoilacién, oxidacién, procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacién,
racemizacién, glucosilacién, uniéon a lipidos, sulfatacidon, gamma-carboxilacién de residuos de acido glutamico,
hidroxilacion y ADP-ribosilacién, selenoilacién, sulfatacion, adicién mediada por ARN de transferencia de aminoacidos
a proteinas, tales como arginilacién, y ubiquitinacién. Véanse, por ejemplo, (Nestor, J.J., Jr. (2007) Comprehensive
Medicinal Chemistry Il 2: 573-601, Nestor, J.J., Jr. (2009) Current Medicinal Chemistry 16: 4399 - 4418, Creighton, T.E.
(1993, Wold, F. (1983) Posttranslational Covalent Modification of Proteins 1-12, Seifter, S. y Englard, S. (1990) Methods
Enzymol 182: 626-646, Rattan, S.I., et al. (1992) Ann N Y Acad Sci 663: 48-62). También se contempla dentro del
alcance de las realizaciones descritas en el presente documento péptidos que son ramificados o ciclicos, con o sin
ramificacion. Los péptidos ciclicos, ramificados y circulares ramificados resultan de procesos naturales
postraduccionales y también se preparan por métodos de sintesis adecuados. En algunas realizaciones, cualquier
producto peptidico descrito en el presente documento comprende un analogo de péptido descrito anteriormente que
entonces se une covalentemente a un resto tensioactivo de alquilglucésido.

También se contempla dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento cadenas de
péptidos sustituidas en una posicion adecuada por la sustitucién de los analogos reivindicados en el presente
documento por acilaciéon en un aminoacido conector, en, por ejemplo, la posicién € de Lys, con acidos grasos tales
como acidos octanoico, decanoico, dodecanoico, tetradecanoico, hexadecanoico, octadecanoico, 3-fenilpropanoico y
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similares, con cadenas de alquilo saturado o insaturado (Zhang, L. y Bulaj, G. (2012} Curr Med Chem 19: 1602-1618).
Similarmente, dicha acilacién se puede unir a un espaciador, tal como acido glutamico unido en gamma o en un acido
glutamico unido en gamma adicional unido a una cadena de "mini-PEG", tal como acido 9-amino-4,7-dioxanonanoico
(DiMarchi, R.D. y Ward, B.P (2012), solicitud de patente de EE. UU. US2012/0238493). Ejemplos ilustrativos no
limitantes de dichos analogos son:

Hisi-{Hy-Glna-Glyse-Thrs-Phes- Thrr-Sers-Aspe-Tynoe-Serni-Lysiz-Tyna-Lew - Aspis~
Glugg-Lys(N-épsilon-dedecanoil); ;- Ala - Alao-Lvsyo-Ghay, -Phey-Tless-Alas - Trpys-Leuys-
Leuzr-Asngs-Thrae-NHy, (SEQ. ID. NO. 785)

Higy~Glyo-Ghn~Glya-Thrs-Phee- ThreSere-Aspo-Tyvtio-Sersi-Lysia-Tyri-Leuwa-Aspr s
Glug-LysN-épsilon-hexadecanoil) -~ Alaye-Alao-Lys:-Ghas -Phesy-Hews-Alas - Trpys-Letgy-
Leuzr-Asneg-Thrae-NHa, (SEQ. ID. NO. 786)

Hisi-Gly-Glna-Glys-This-Phes-Thrs-Sers- Aspo-Tyr-Sert i-Lysia-Tyris-Lewg-Asprs-
Glugg-Lys{N-épsilon-octadecanoily - Alas-Alaye-Lyss-Ghus,-Phess-Teas-Alaqs-Trpas-Levos-
Lewar-Asnaa-Thrao-NHa,  (SEQ. ID. NO. 787)

Higy= Aibp-Glins~Glys-Thrs-Phes-Thre-Sers- Asps-Tyrio-Sery i-Lysiz~Tyris-Leus~ Aspis-
ciclo{Glu,-Glny - Al g-Aldyo-Ly s -Glty; -Phess-Tley-Lys(WN-épsilon-hexadecanoil ), - Trp, s-]
Lewzs-leurr-Asng-Thrae-NHa, (SEQ. TD. NO. 788)

Hisi~Aiba-Glos-Glya-Thrs-Phes-Thre-Sere-Aspo~Tyne-Seri-Lysia- Tyrs-Letss-Asprs-
ciclo{Ghae~Gin e Alage-Ala-Lyae)-Gluy -Pheys-Hea-Lys(N-épsilon{N-alfa-octadecanoil)-
gamma-glutamil); e~ Trpas-Leuss-Letgr-Asnos-Thrae-NHs, (SEQ. D, NO. 789)

Hisg-Aibe-Glns-Gly - Thrs-Phes- Thrz-Sers- Aspe-Tyre~-Seru-Lysiz- Tyria-Lew - Asprs-
ciclo{Glus-Glur-Alayg-Alayo-Lvs20)-Glug  -Phess-Tless-Lys(N-épstion{ N-aifa-hexadecanoil)-
gamma-ghutamil)zs- Trpas-Leue-Letor-Asnag-Thrao-NEHy, (SEQ. 1D, NO. 790}

Hisy~Aiba~Glny=Glyy=Thrs-Phes-Thre-Sers-Aspo-Tyrie-Sery-Lysie-Tyri-Leurs-Aspis-
ciclo{Glu 5-Glnr-Alag-Ala o-Lvs s 3-Glus  -Phes-Ties s -Lys(N-épsilon{N-alfa-
octadecanoili N9-gamma-ghutamil{9-amino-4,7-dioxanonanoil )} ae-Trpas-Letzg-Leusr-Asnag-
Thrze-NHa, (SEQ, 1D, NO, 791)

Hisp- Albo-Gins-Glya-Thrs-Phes-Thrs-Sere-Aspa-Tyrio-Serg-Lysi-Tyra-Leure-Aspis-
ciclo{Ghis-Giny--Ala s-Alao-Lys -Gl -Pheqs-Hess-Lys(N-épsilon(N-alfa-
hexadecanoil(N9-gamma-glutamil(9-amino-4,7-dioxanonanoil)}} es-Trpas-Letizg-Leua-Asngg-

Thrae-NHe, (SEQ. 1D, NQ, 792), v similares.

En realizaciones adicionales, una cadena de péptido se sustituye opcionalmente en una posicién adecuada por
reaccién en un aminoacido conector, por ejemplo el sulfhidrilo de Cys, con un espaciador y un resto hidréfobo, tal
como un nlcleo esteroideo, por ejemplo un resto colesterol. En algunas de dichas realizaciones, el péptido modificado
comprende ademas una o0 méas cadenas de PEG. Los ejemplos no limitantes de dichas moléculas son:

Hisi-Aiba-Glna -Gly‘4—Thr5-Plles—Tllr7-Serg-Aspg-Tyr1 0-Ser; 1—Lys: z—Tyﬁ 3-Leuw 4—Asp 15=
ciclo(Glu s-Gln -Ala, g-Alay o-Lyss0)-Glua  -Phess-1les;-Cys(S-(3-(PEG4-aminoetilacetamida-
colesterol})ss-Trpas-Leuss-Leuy;-Asnpg-Throg-NH, (SEQ. ID. NO. 793)
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Hisi-Glyz-Glns-Glys-Thrs-Phes-Thry-Sers-Aspo-Tyrio-Sery1-Lysia-Tyris-Leuia-Aspis-
ciclo(Glu, 4-Glny7-Ala g-Ala o-Lyss0)-Glu, -Phess-1ley3-Cys(S-(3-(PEG4-aminoetilacetamida-
colesterol))o4-Trpas-Letsg-Lens-Asnag-Thrye-NH, (SEQ. ID. NO. 794), y similares.

Aparte de los veinte aminoacidos estandar, existen un gran nimero de "aminoacidos no estandar" o aminoacidos no
naturales que son conocidos en la técnica y que se pueden incorporar en los compuestos descritos en el presente
documento, como se ha descrito anteriormente. Otros aminoacidos no estandar se modifican con cadenas laterales
reactivas para la conjugacién (Gauthier, M.A. y Klok, H.A. (2008} Chem Commun (Camb) 2591-2611; de Graaf, A.J.,
et al. (2009) Bioconjug Chem 20: 1281-1295). En un enfoque, un par de ARNt/ ARNt sintetasa evolucionada se codifica
en el plasmido de expresion por el coddn supresor ambar (Deiters, A, et al. (2004). Bio-org. Med. Chem. Lett. 14, 5743-
5). Por ejemplo, se incorpord p-azidofenilalanina en péptidos y luego se hicieron reaccionar con un tensioactivo
funcionalizado, o un polimero de PEG que tiene un resto de acetileno en presencia de un agente reductor e iones
cobre para facilitar una reaccién organica conocida como "cicloadicién de Huisgen [3+2]". Una secuencia de reaccién
similar usando los reactivos descritos en el presente documento que contienen un alquilglucésido modificado con
acetileno o glucésido modificado con PEG dara como resultado péptidos PEGilados o modificados con alquilglucésido.
Para péptidos de menos de aproximadamente 50 residucs, se usa sintesis estandar en fase sélida para la
incorporacion de dichos residuos reactivos de aminoécidos en la posiciéon deseada en la cadena. Dichos péptidos y/o
proteinas modificados con tensioactivo ofrecen un espectro diferente de propiedades farmacolégicas y medicinales a
los péptidos modificados por incorporacion de PEG solo.

El experto apreciara que son posibles numerosas permutaciones de los analogos de péptido y, a condicién de que
una secuencia de aminoacidos tenga un resto de tensioactivo incorporado, poseera los atributos deseables de
productos peptidicos modificados con tensioactivo descritos en el presente documento.

Ciertas definiciones

Como se usa en la memoria descriptiva, "un” o "una" significa uno o mas. Como se usa en la(s) reivindicacién
(reivindicaciones), cuando se usa junto con la palabra "que comprende," las palabras "un" o "una" significan uno o
mas. Como se usa en el presente documento, "otro" significa al menos un segundo o mas.

Como se usa en el presente documento, las abreviaturas uniliteras y triliteras para los diversos aminoacidos comunes
son como se recomiendan en Pure Appl. Chem. 31, 639-645 (1972) y 40, 277-290 (1974) y cumplen 37 CFR § 1.822
(55 FR 18245, 1 de mayo de 1990). Las abreviaturas representan L-aminoécidos a menos que se designe de otro
modo como D o DL. Ciertos aminoacidos, tanto naturales como no naturales, son quirales, por ejemplo, glicina, Ca-
dietilglicina (Deg), &cido a-amino-isobutirico (Aib), acido 1-aminociclobutano-1-carboxilico (Acdc), acido 1-
aminociclopentano-1-carboxilico (Ac5c), acido 1-aminociclohexano-1-carboxilico (Ac6c). Los analogos de glutamina
incluyen citrulina (Cit). Todas las secuencias de péptidos se presentan con el aminoacido aminoterminal en la izquierda
y el &cido carboxiaminoterminal en la derecha. C-alfa-metilprolina (MePro) se puede usar para restringir el enlace
peptidico como puede C-alfa-metilfenilalanina (MePhe), 2-fluorofenilalanina (2FPhe), C-alfa-metil-2-fluorofenilalanina
(2FMePhe) y C-alfa-metil-lisina (MeLys). Se pueden sustituir aminoacidos aromaticos no naturales adicionales, tales
como 2-naftilalanina (Nal2), bifenilalanina (Bip), 2-etil-4'-metoxibifenilalanina (Bip2EtMeO) y pueden dar aumentos de
potencia.

Un grupo "alquilo" se refiere a un grupo de hidrocarburo alifatico. Referencia a un grupo alquilo incluye "alquilo
saturado" y/o "alquilo insaturado”. El grupo alquilo, tanto saturado como insaturado, incluye grupos ramificados, de
cadena lineal o ciclicos. Un grupo alquilo "sustituido" esta sustituido con uno o mas grupos adicionales. En ciertas
realizaciones, el uno o mas grupos adicionales se selecciona individual e independientemente de amida, éster, alquilo,
cicloalquilo, heteroalquilo, arilo, heteroarilo, heteroaliciclico, hidroxi, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio, alquilsulféxido,
arilsulféxido, éster, alquilsulfona, arilsulfona, ciano, haldégeno, alcoilo, alcoiloxo, isocianato, tiocianato, isotiocianato,
nitro, haloalquilo, haloalcoxi, fluoroalquilo, amino, alquil-amino, dialquil-amino, amido, oxo, producto natural hidréfobo,
tal como un esteroide, una cadena de aralquilo (incluyendo alcoxiarilo), cadena de alquilo que contiene un resto, o
similares. En algunas realizaciones, un grupo alquilo esta unido en la posicion Na de un residuo (por ejemplo, Tyr o
Dmt) en un péptido. Esta clase se denomina N-alquilo y comprende grupos alquilo lineales o ramificados de C1-Cio, 0
un grupo alquilo sustituido con arilo, tal como bencilo, feniletilo y similares. En algunas realizaciones, un resto alquilo
es un grupo 1-alquilo que esta en el enlace glucosidico (normalmente a la posicién 1 de, por ejemplo, glucosa) con
respecto al resto de sacarido. Dicho grupo 1-alquilo es un grupo alquilo C1-Cao.

Un grupo "arilo" se refiere a un anillo aromatico en donde cada uno de los atomos que forman el anillo es un atomo
de carbono. Los anillos de arilo descritos en el presente documento incluyen anillos que tienen cinco, seis, siete, ocho,
nueve o mas de nueve atomos de carbono. Los grupos arilo se sustituyen opcionalmente con sustituyentes
seleccionados de haldégeno, alquilo, acilo, alcoxi, alquiltio, sulfonilo, dialquil-amino, ésteres carboxilicos, ciano o
similares. Los ejemplos de grupos arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo y naftalenilo.
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El término "acilo" se refiere a una cadena de acilo C4-C20. Esta cadena puede comprender una cadena alifatica lineal,
una cadena alifatica ramificada, una cadena que contiene un resto alquilo ciclico, un producto natural hidréfobo, tal
como un esteroide, una cadena de aralquilo o una cadena de alquilo que contiene un resto acilo.

El término "nucleo esteroideo” se refiere al nucleo de esteroides que comprenden una disposicion de cuatro anillos
condensados designados A, B, Cy D como se muestra a continuacion:

Ejemplos de restos que contienen nucleos esteroides incluyen, y no se limitan a, colesterol y similares.

Como se usa en el presente documento, una "composicién terapéutica" puede comprender una mezcla con un
vehiculo o excipiente acuoso u organico, y puede combinarse, por ejemplo, con los vehiculos farmacéuticamente
aceptables no téxicos usuales para comprimidos, pellas, capsulas, liofilizados, supositorios, disoluciones, emulsiones,
suspensiones u otra forma adecuada para su uso. Los vehiculos, ademés de los desvelados anteriormente, pueden
incluir alginato, colageno, glucosa, lactosa, manosa, goma arabiga, gelatina, manitol, pasta de almidon, trisilicato de
magnesio, talco, almidén de maiz, queratina, silice coloidal, almidon de patata, urea, triglicéridos de longitud de cadena
media, dextranos, y otros vehiculos adecuados para su uso en la fabricacion de preparados, en forma sélida,
semisélida o liquida. Ademas, se pueden usar agentes auxiliares estabilizantes, espesantes o colorantes, por ejemplo,
un agente estabilizante seco, tal como triulosa.

Como se usa en el presente documento, un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo terapéutico eficaz"
€S acuoso 0 no acuoso (sélido), por ejemplo alcohdlico u oleaginoso, 0 una mezcla de los mismos, y puede contener
un tensioactivo, emoliente, lubricante, estabilizador, colorante, perfume, conservante, acido o base para el ajuste de
pH, un disolvente, emulsionante, gelificante, hidratante, estabilizador, humectante, agente de liberacion prolongada,
humectante u otro componente incluido comunmente en una forma particular de composicion farmacéutica. Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables se conocen bien en la técnica e incluyen, por ejemplo, disoluciones acuosas,
tales como agua o solucién salina tamponada fisiolégicamente u otros disolventes o vehiculos, tales como dlicoles,
glicerol y aceites, tales como aceite de oliva o ésteres organicos inyectables. Un vehiculo farmacéuticamente
aceptable puede contener compuestos aceptables fisioldgicamente que actuan, por ejemplo, para estabilizar o para
aumentar la absorcion de un inhibidor especifico, por ejemplo, hidratos de carbono, tales como glucosa, sacarosa o
dextranos, antioxidantes, tales como acido ascorbico o glutation, agentes quelantes, proteinas de bajo peso molecular
u otros estabilizadores o excipientes.

Como se usa en el presente documento, una cantidad "resensbilizadora a la insulina" de un producto peptidico es una
cantidad que aumenta la respuesta del cuerpo a insulina administrada endoégena o exégenamente, normalmente
mientras se reduce el peso corporal, en un individuo que lo necesita como se demuestra, por ejemplo, por una prueba
de exposicidn a glucosa oral o prueba de pinzamiento normoglucémico.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener otras sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables
segun se requiera para aproximarse a las condiciones fisiolégicas, tales "sustancias" incluyen, pero no se limitan a,
agentes de ajuste del pH y de tamponamiento, agentes de ajuste de la tonicidad y similares, por ejemplo, acetato
sodico, lactato de sodio, cloruro sédico, cloruro de potasio, cloruro de calcio, etc. Ademas, la suspensién de péptido,
o variante de la misma, puede incluir agentes protectores de los lipidos que protegen los lipidos de los dafios por
radicales libres y peroxidativos por lipidos durante el almacenamiento. Son adecuados los extintores de radicales
libres lipéfilos, tales como alfa-tocoferol y quelantes especificos del hierro solubles en agua, tales como ferrioxamina.

Como se usa en el presente documento, un "tensioactivo" es un agente activo en la superficie que modifica la tensién
interfacial del agua. Normalmente, los tensioactivos tienen un grupo lipéfilo y uno hidréfilo o region en la molécula.
Ampliamente, el grupo incluye jabones, detergentes, emulsionantes, dispersantes y humectantes, y varios grupos de
antisépticos. Mas especificamente, los tensioactivos incluyen esteariltrietanolamina, laurilsulfato de sodio, taurocolato
de sodio, acido laurilaminopropiénico, lecitina, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio y monoestearato de
glicerina; y polimeros hidréfilos, tales como poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polietilenglicol (PEG),
carboximetilcelulosa sodica, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa e hidroxipropilcelulosa o
alquilglucdsidos. En algunas realizaciones, un tensioactivo es un tensioactivo no idnico (por ejemplo, un tensioactivo
de alquilglucdsido). En algunas realizaciones, un tensioactivo es un tensioactivo iénico.

Como se usa en el presente documento, "alquilglucésido” se refiere a cualquier aztcar unido por un enlace a cualquier
alquilo hidréfobo, como se conoce en la técnica. El alquilo hidréfobo se puede elegir de cualquier tamafio deseado,
dependiendo de la hidrofobia deseada y la hidrofilia del resto de sacarido. En un aspecto, el intervalo de cadenas de
alquilo es desde 1 hasta 30 atomos de carbono; o desde 6 hasta 16 atomos de carbono.
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Como se usa en el presente documento, "sacarido" incluye monosacaridos, oligosacaridos o polisacaridos en forma
de cadena lineal o anillo. Los oligosacaridos son sacaridos que tienen dos 0 mas residuos de monosacarido. Algunos
ejemplos de los muchos sacaridos posibles adecuados para su uso en forma funcionalizada incluyen glucosa,
galactosa, maltosa, maltotriosa, maltotetraosa, sacarosa, trehalosa o similares.

Como se usa en el presente documento, los "ésteres de sacarosa" son ésteres de sacarosa de acidos grasos. Los
ésteres de sacarosa pueden adoptar muchas formas debido a los ocho grupos hidroxilo en la sacarosa disponibles
para reaccién y los muchos grupos acido graso, desde acetato hasta las grasas mas grandes y mas voluminosas que
se pueden hacer reaccionar con la sacarosa. Esta flexibilidad significa que pueden confeccionarse muchos productos
y funcionalidades, basandose en el resto de acido graso usado. Los ésteres de sacarosa tienen usos alimentarios y
no alimentarios, especialmente como tensioactivos y emulsionantes, con cada vez méas aplicaciones en productos
farmacéuticos, cosméticos, detergentes y aditivos alimentarios. Son biodegradables, no téxicos y suaves para la piel.

Como se usa en el presente documento, un alquilglucésido "adecuado" significa uno que es no téxico y no iénico. En
algunos casos, un alquilglucésido adecuado reduce la inmunogenicidad o agregacion y aumenta la biodisponibilidad
de un compuesto cuando se administra con el compuesto por las vias ocular, nasal, nasolacrimal, sublingual, yugal,
inhalacién o por vias de inyeccion, tales como las vias subcutanea, intramuscular o intravenosa.

Un "aminoacido conector" es cualquier aminoacido natural o no natural que comprende un grupo funcional reactivo
(de Graaf, A.J., et al. (2009) Bioconjug Chem 20: 1281-1295) que se usa para el enlace covalente con un tensioactivo
funcionalizado. A modo de ejemplo, en algunas realizaciones, un aminoécido conector es Lys, u Orn que tiene un
grupo funcional reactivo -NH2; o Cys, que tiene un grupo funcional reactivo -SH; o Asp o Glu, que tiene un grupo
funcional reactivo -C(=0)-OH. A modo de ejemplo, en algunas otras realizaciones, un aminoacido conector es
cualquier aminoacido que tiene un grupo funcional reactivo, tal como -OH, -N3, haloacetilo 0 un grupo acetilénico que
se usa para la formacion de un enlace covalente con un tensioactivo funcionalizado adecuadamente.

Como se usa en el presente documento, un "tensioactivo funcionalizado" es un tensioactivo que comprende un grupo
reactivo adecuado para un enlace covalente con un aminoacido conector. A modo de ejemplo, en algunas
realizaciones, un tensioactivo funcionalizado comprende un grupo acido carboxilico (por ejemplo, en la posicién 6 de
un monosacarido) como el grupo reactivo adecuado para el enlace covalente con un aminoacido conector. A modo de
ejemplo, en algunas realizaciones, un tensioactivo funcionalizado comprende un grupo -NHz, un grupo -Ns, un grupo
acetilénico, un grupo haloacetilo, un grupo -O-NHz o un grupo -(CH2-)m-maleimida, por ejemplo, en la posicién 6 de
un monosacarido (como se muestra en el Esquema 6), que permite el enlace covalente con un aminoacido conector
adecuado. En algunas realizaciones, un tensioactivo funcionalizado es un compuesto de la formula I como se describe
en el presente documento. Opcionalmente, en algunas realizaciones especificas, un tensioactivo funcionalizado
comprende un aminoacido conector unido covalentemente; el péptido modificado con tensioactivo se forma entonces
por adicién secuencial de uno o mas aminodacidos al aminoacido conector.

Como se usa en el presente documento, el término "péptido" es cualquier péptido que comprende dos o0 mas
aminoacidos. El término péptido incluye polipéptidos, péptidos cortos (por ejemplo, péptidos que comprenden entre 2-
14 aminoacidos), péptidos de longitud media (15-50) o péptidos de cadena larga (por ejemplo, proteinas). Los términos
péptido, polipéptido, péptido de longitud media y proteina se pueden usar indistintamente en el presente documento.
Como se usa en el presente documento, se interpreta que el término "péptido" significa un polimero compuesto de
residuos de aminoacidos, variantes estructurales relacionadas que existen de forma natural y anélogos sintéticos que
no existen de forma natural de los mismos unidos mediante enlaces peptidicos, variantes estructurales relacionadas
que existen de forma natural y analogos naturales sintéticos que no existen de forma natural de los mismos. Los
péptidos sintéticos se pueden sintetizar, por ejemplo, usando un sintetizador de péptidos automatizado.

Los péptidos pueden contener aminoacidos distintos de los 20 aminoé&cidos codificados por gen. "Péptido(s)" incluyen
los modificados ya sea por procesos naturales, tales como procesamiento y otras modificaciones postraduccionales,
pero también por técnicas de modificacion quimica. Dichas modificaciones se describen bien en los textos basicos y
en monografias mas detalladas, y son bien conocidos por los expertos en la técnica. Se apreciara que en algunas
realizaciones, el mismo tipo de modificacién esta presente al mismo grado o grado variable en varios sitios en un
péptido dado. Por tanto, un péptido dado, en algunas realizaciones, contiene mas de un tipo de modificaciones. Las
modificaciones ocurren en cualquier parte en un péptido, que incluye el esqueleto de péptido, las cadenas laterales
de aminoacido y los extremos amino o carboxilo.

El término péptido incluye péptidos o proteinas que comprenden aminoacidos naturales y no naturales o analogos de
aminoacidos naturales. Como se usa en el presente documento, los "analogos" de péptido y/o proteina comprenden
aminoacidos no naturales basados en aminoacidos naturales, tales como analogos de tirosina, que incluye tirosinas
para-sustituidas, tirosinas orto-sustituidas y tirosinas meta-sustituidas, en donde el sustituyente en la tirosina
comprende un grupo acetilo, un grupo benzoilo, un grupo amino, una hidracina, una hidroxiamina, un grupo tiol, un
grupo carboxi, un grupo metilo, un grupo isopropilo, un hidrocarburo C2-C20 de cadena lineal o ramificada, un
hidrocarburo saturado o insaturado, un grupo O-metilo, un grupo poliéter, un halégeno, un grupo nitro, o similares. Los
ejemplos de analogos de Tyr incluyen 2,4-dimetil-tirosina (Dmt), 2,4-dietil-tirosina, O-4-alil-tirosina, 4-propil-tirosina,
Ca-metil-tirosina y similares. Los ejemplos de analogos de lisina incluyen ornitina (Om), homo-lisina, Ca-metil-lisina
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(CMelLys), y similares. Los ejemplos de analogos de fenilalanina incluyen, pero no se limitan a, fenilalaninas meta-
sustituidas, en donde el sustituyente comprende un grupo metoxi, un grupo alquilo C1-C2o, por ejemplo un grupo metilo,
un grupo alilo, un grupo acetilo, o similares. Los ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a, 2,4,6-trimetil-L-
fenilalanina (Tmt), O-metil- tirosina, 3-(2-naftil)alanina (Nal(2)}, 3-(1-naftiljalanina (Nal(1}), 3-metil-fenilalanina, acido
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico (Tic), fenilalaninas fluoradas, isopropil-fenilalanina, p-azidofenilalanina, p-
acil-fenilalanina, p-benzoil-fenilalanina, p-yodo-fenilalanina, p-bromofenilalanina, p-amino-fenilalanina e isopropil-
fenilalanina, y similares. Otros aminoacidos no estandar o no naturales usados en el disefio de analogos de péptidos
incluyen y no se limitan a aminoacidos C-alfa-disustituidos, tales como Aib, Cao-dietilglicina (Deg), acido
aminociclopentano-1-carboxilico (Ac5c) y similares. Dichos aminoacidos conducen frecuentemente a una estructura
restringida, frecuentemente sesgada hacia una estructura helicoidal alfa (Kaul, R. y Balaram, P. (1999) Bioorg Med
Chem 7: 105-117). Los ejemplos adicionales de dichos aminoacidos no naturales Utiles en el disefio de analogos son
homo-arginina (Har), y similares. La sustitucién de enlaces amida reducidos en ciertos casos conduce a mejorar la
proteccién de la destruccién enzimatica o alterar la unién al receptor. A modo de ejemplo, la incorporacién de una
unidad de dipéptido Tic-Phe con un enlace amida reducido entre los residuos (designados Tic-W[CH2-NH]-W-Phe)
reduce la degradacion enzimatica. Por consiguiente, también se contempla dentro del alcance de las realizaciones
descritas en el presente documento tensioactivos unidos covalentemente a péptidos que comprenden aminoacidos
modificados y/o andlogos de péptido descritos anteriormente. Ciertos aminoacidos no naturales se muestran a
continuacion.

OH CHs O
HsC HsG Q
CH3 CH3
H,N o HoN 0 HaN o
CHy CH4 CH3
2.6-dimetil-L-tirosina 2.4.6-trimetil-L-fenilalanina 2-{ 1-naftil-L-alanina
(Dmb (Tmp) {Nal{1)
CH
Q
CH;,
2-(2-naftil-L-alanina acido 1,2.3 4-tetrahidroisoquinilin-  acido alfa-aminoisobutirico
(Nal(2)) 3-carboxilico {Aib)
{Tic)
O
HaN HoN © HoN ©
OH OH OH
2,2-dietilglicina jcido 2-aminociclobutano-1- acido aminociclopentano-1-
(Deg) carboxilico carboxilico
{Acdc) {Ac3c)
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2-L-bifenil-alanina (Bip}) 2-L-(2'"-etil-4'-metoxi)-
bifenil-alanina
{Bip2EtMeQ)
O

Iz

H
A,
\© (Tic-‘Y[CH2-NH]-V-Phe).

Como se usa en el presente documento, se interpreta que el término "variante" significa un péptido que se diferencia
de un péptido de referencia, pero retiene propiedades esenciales. Una variante tipica de un péptido se diferencia en
la secuencia de aminoécidos de otro péptido de referencia. En general, las diferencias estan limitadas de manera que
las secuencias del péptido de referencia y de la variante sean estrechamente similares en general y, en muchas
regiones, idénticas. Un péptido variante y de referencia se pueden diferenciar en la secuencia de aminoacidos por una
0 mas sustituciones, adiciones, deleciones en cualquier combinacién. Un residuo de aminoacido sustituido o insertado
puede o puede no ser uno codificado por el cédigo genético. Las variantes de péptidos que no existen de forma natural
se pueden preparar por técnicas de mutagénesis, por sintesis directa y por otros métodos recombinantes adecuados.

Métodos

En el presente documento se proporciona, en algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz de un
producto peptidico y/o proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en
métodos para la prevencién y/o el tratamiento de afecciones asociadas a una disminucién en la sensibilidad a la
insulina que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento (por ejemplo, un producto peptidico de la
formula I-A, IlI-A o 11I-B) a individuos que lo necesitan. En algunas realizaciones, las condiciones caracterizadas por
disminuciones en la sensibilidad a la insulina incluyen, y no se limitan a, sindrome metabélico, resistencia a la insulina
relacionada con la obesidad, hipertensién, inflamacién sistémica asociada a elevada proteina C reactiva, diabetes o
similares.

En el presente documento también se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en métodos para el tratamiento
de resistencia a la insulina que comprenden la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto
peptidico y/o proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento (por ejemplo, un producto
peptidico de la férmula I-A, 1ll-A o [lI-B} a individuos que lo necesitan. En algunas realizaciones, la resistencia a la
insulina esta asociada con el sindrome metabdlico (sindrome X) y/o la diabetes.

En el presente documento se proporciona ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en métodos para estimular la
resensitizacion del cuerpo a la insulina que comprenden la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de
un producto peptidico y/o proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento (por ejemplo, un
producto peptidico de la formula I-A, 1lI-A o 11I-B) a individuos que lo necesitan.

En aun otras realizaciones, en el presente documento se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un
producto peptidico y/o proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en
métodos para aumentar la sensibilidad a la insulina a través de la pérdida de peso, que comprende la administracion
de una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o proteinico modificado con tensioactivo descrito
en el presente documento (por ejemplo, un producto peptidico de la férmula I-A, lll-A o 1lI-B y en la Tabla 1 de la Figura
1, la Tabla 2 de la Figura 2 y la Tabla 3 de la Figura 3} a individuos que lo necesitan.

En el presente documento también se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en métodos de tratamiento de
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diabetes o prediabetes que comprenden administrar a un sujeto que lo necesita de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un producto peptidico descrito anteriormente y en el presente documento y en la Tabla 1 de la Figura 1, la
Tabla 2 de la Figura 2 y la Tabla 3 de la Figura 3 a un individuo que o necesita.

En el presente documento se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en métodos de tratamiento o
retraso de la progresién o aparicion de afecciones seleccionadas de diabetes, retinopatia diabética, neuropatia
diabética, nefropatia diabética, resistencia a la insulina, hiperglucemia, hiperinsulinemia, sindrome metabdlico,
complicaciones diabéticas, niveles elevados en sangre de acidos grasos libres o glicerol, hiperlipidemia, obesidad,
hipertrigliceridemia, aterosclerosis, sindrome cardiovascular agudo, infarto, reperfusion isquémica, hipertension, que
comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico descrito en el presente
documento y en la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2 y la Tabla 3 de la Figura 3 a un individuo que lo
necesita. En una realizacién adicional, en el presente documento se proporcionan métodos de tratamiento de retrasos
de la cicatrizacién que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico
descrito en el presente documento y en la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2 y la Tabla 3 de Figura 3 a
un individuo que lo necesita.

En una realizacion, dicha afeccién que se va a tratar es diabetes. En una realizacion, dicha condicién que se va a
tratar es resistencia a la insulina. En una realizacién, dicha afeccion que se va a tratar es sindrome metabdlico. En
una realizacién, dicha cantidad eficaz de dicho péptido es desde aproximadamente 0,1 pg/kg/dia hasta
aproximadamente 100,0 pg/kg/dia.

En una realizacion, el método de administracion es parenteral. En una realizacién, el método de administracién es
oral. En una realizacién, el método de administracién es subcutaneo. En una realizaciéon, el método de administracion
es insuflacién nasal.

En el presente documento se proporciona ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en un método de reducciéon del
aumento de peso o induccién de la pérdida de peso que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
de un producto peptidico descrito en el presente documento y en la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2 y
la Tabla 3 de la Figura 3 a un individuo que lo necesita. En algunas realizaciones, el aumento de peso esta asociado
con el sindrome metabdlico.

En el presente documento se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en un método de tratamiento
de hipoglucemia que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico descrito
en el presente documento y en la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2 y la Tabla 3 de la Figura 3 a un
individuo que lo necesita.

En el presente documento también se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico y/o
proteinico modificado con tensioactivo descrito en el presente documento para su uso en métodos para el tratamiento
de diabetes que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto peptidico descrito en
el presente documento y en la Tabla 1 de la Figura 1, la Tabla 2 de la Figura 2 y la Tabla 3 de la Figura 3 a un individuo
que lo necesita y al menos un agente terapéutico adicional; en donde dicho agente terapéutico se selecciona de un
agente antidiabético, un agente antiobesidad, un saciante, un antiinflamatorio, un antihipertensor, un
antiaterosclerético y un hipolipemiante.

En algunas realizaciones descritas anteriormente, el péptido y/o proteina que se une covalentemente a un tensioactivo
es un péptido de glucagén o GLP-1, o un andlogo del mismo. En algunas realizaciones, el péptido y/o proteina
modificado con tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de la férmula I-A, [lI-A o [lI-B) se administra
profilacticamente y retrasa la aparicién de cualquier afeccién asociada a la resistencia a la insulina, que incluye y no
se limita a, sindrome metabdlico, hipertension, diabetes, diabetes de tipo 2, diabetes gestacional, hiperlipidemia,
aterosclerosis, inflamacion sistémica o similares. En algunas realizaciones, el péptido y/o proteina modificado con
tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de la férmula I-A, IlI-A o |lI-B) se administra terapéuticamente y retrasa
la progresién de cualquier afeccién asociada al sindrome metabélico, hipertension, diabetes, diabetes de tipo 2,
diabetes gestacional, hiperlipidemia, aterosclerosis, inflamacién sistémica o similares. En algunas realizaciones, el
péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de la férmula I-A, IlI-A o 111-B) se
administra profilacticamente y/o terapéuticamente y retrasa la progresion de la resistencia a la insulina a diabetes. En
algunas realizaciones, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de la
formula I-A, 1lI-A o 1lI-B) se administra profilacticamente y/o terapéuticamente y reduce o detiene la pérdida adicional
de resistencia a la insulina, estabilizando asi la enfermedad.

En algunas realizaciones, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de

laformula I-A, IlI-Ao 111-B) se administra por via parenteral. En algunas realizaciones, el péptido y/o proteina modificado
con tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de la formula I-A, 11l-A o 11I-B) se administra por via subcutanea.

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985732 T3

En algunas realizaciones, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un producto peptidico de
la formula I-A, 11I-A o 111-B) se administra por insuflacién nasal.

En algunas realizaciones descritas anteriormente, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un
producto peptidico de la férmula I-A, 1lI-A o [lI-B) tiene una duracién de la accién mas larga en comparacién con un
farmaco que comprende terapéuticos actualmente conocidos (por ejemplo, exenatida, metformina o similares).

Terapia de combinacion

En algunas realizaciones descritas anteriormente, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un
producto peptidico de la formula I-A, IlI-A o 11I-B) se administra en combinacién con otros métodos de tratamiento del
sindrome metabdlico seleccionados del grupo que comprende un antidiabético, un agente antiobesidad, un
antihipertensor, un antiaterosclerético y un hipolipemiante. A modo de ejemplo, agentes antidiabéticos eficaces
adecuados para administracién en combinacién con un producto peptidico y/o proteinico modificado con tensioactivo
descrito en el presente documento incluyen una biguanida, una sulfonilurea, un inhibidor de la glucosidasa, un agonista
de PPAR vy, un agonista doble de PPAR a/y, un inhibidor de aP2, un inhibidor de DPP4, un sensibilizador a la insulina,
un analogo de GLP-1, insulina y una meglitinida. Los ejemplos adicionales incluyen metformina, gliburida, glimepirida,
glipirida, glipizida, clorpropamida, gliclazida, acarbosa, miglitol, pioglitazona, troglitazona, rosiglitazona, muraglitazar,
insulina, GI-262570, isaglitazona, JTT-501, NN-2344, L895 645, YM-440, R-119702, A19677, repaglinida, nateglinida,
KAD 1129, AR-HO 39242, GW-40 | 5 44, KRP2 | 7, AC2993, LY3 | 5902, NVP-DPP-728A y saxagliptina.

En algunas realizaciones descritas anteriormente, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un
producto peptidico de la formula I-A, Ill-A o 111-B) se administra en combinacién con otros métodos de tratamiento del
sindrome metabdlico seleccionados del grupo de agentes antiobesidad eficaces. A modo de ejemplo, los agentes
antiobesidad eficaces adecuados para administracién con los productos peptidicos descritos en el presente
documento incluyen agonista adrenérgico beta 3, un inhibidor de lipasa, un inhibidor de la recaptacién de serotonina
(y dopamina), un compuesto de receptor tiroideo beta, un antagonista de CB-I, un agonista del receptor de NPY-Y2 y
NPY-Y4 y un agente anorexigeno. Miembros especificos de estas clases comprenden orlistat, AfL-962, A1967I,
L750355, CP331648, sibutramina, topiramato, axokine, dexanfetamina, fentermina, fenilpropanolamina, rimonabant
(SR1 417164) y mazindol.

En algunas realizaciones descritas anteriormente, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un
producto peptidico de la formula I-A, Ill-A o 111-B) se administra en combinacién con otros métodos de tratamiento del
sindrome metabdlico seleccionados del grupo de hipolipemiantes eficaces. A modo de ejemplo, hipolipemiantes
eficaces adecuados para administracién con los productos peptidicos descritos en el presente documento incluyen
agentes seleccionados del grupo que consiste en un inhibidor de MTP, proteina de transferencia de éster de colesterol,
un inhibidor de la HMG CoA reductasa, un inhibidor de la sintesis de escualeno, un derivado de acido fibrico, un
regulador por incremento de la actividad del receptor de LDL, un inhibidor de la lipoxigenasa y un inhibidor de ACAT.
Los ejemplos especificos de estas clases comprenden pravastatina, lovastatina, simvastatina, atorvastatina,
cerivastatina, fluvastatina, nisvastatina, visastatina, fenofibrato, gemfibrozilo, clofibrato, avasimiba, TS-962, MD-700,
CP -529414 y LY295 427.

En algunas realizaciones descritas anteriormente, el péptido y/o proteina modificado con tensioactivo (por ejemplo, un
producto peptidico de la férmula I-A, llI-A o 1lI-B) se administra en combinacién con hormonas peptidicas, y sus
analogos, que son conocidos por presentar efectos pro-saciedad en modelos animales y en el hombre. Dentro del
alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento se contempla una combinacién de los productos
peptidicos descritos en el presente documento y agentes de saciedad de accién prolongada para el tratamiento de
obesidad. Los ejemplos de dichos agentes peptidicos de saciedad incluyen GLP-1, polipéptido pancreatico (PP),
colecistoquinina (CCK), péptido YY (PYY), amilina, calcitonina, OXM, neuropéptido Y (NPY) y sus analogos (Bloom,
S.R., et al. (2008) Mol Interv 8: 82-98; Field, B.C., et al. (2009) Br J Clin Pharmacol 68: 830-843).

También se contempla dentro del alcance de las realizaciones presentadas en el presente documento productos
peptidicos descritos en el presente documento para su uso en métodos para el tratamiento de la obesidad que
comprenden la administracién de productos peptidicos descritos en el presente documento en combinacién con
hormonas peptidicas que incluyen y no se limitan a leptina, grelina y analogos y antagonistas de CART (transcrito
regulado por cocaina y anfetamina).

Productos peptidicos adicionales en el cuerpo estan asociados con células grasas o el estado obeso (adipoquinas) y
son conocidos por tener efectos proinflamatorios (Gonzalez-Periz, A. y Claria, J. (2010) ScientificWorldJournal 10:
832-856). Dichos agentes tendran acciones favorables adicionales cuando se usan en combinacién con los productos
peptidicos descritos en el presente documento. Los ejemplos de agentes que ofrecen un efecto beneficioso cuando
se usan en combinacién con los productos peptidicos descritos en el presente documento incluyen andlogos y
antagonistas de adiponectina, chemerina, visfatina, nesfatina, omentina, resistina, TNFalfa, IL-6 y obestatina.

Productos intermedios
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En una realizacion, en el presente documento se proporcionan productos intermedios y/o reactivos que comprenden
un resto de tensioactivo y un grupo funcional reactivo capaz de formar un enlace con un grupo funcional reactivo en
un aminoacido natural o no natural. Estos productos intermedios y/o reactivos permiten mejorar la biodisponibilidad y
el comportamiento farmacéutico, farmacocinético y/o farmacodinamico de péptidos y/o proteinas de uso en la
enfermedad humana y animal. La unién covalente de dichos productos intermedios y/o reactivos a través del grupo
funcional en una cadena lateral de un aminoacido, por ejemplo en una funcién épsilon-amino de Lys, el sulfhidrilo de
Cys, 0 en el extremo amino o carboxi del péptido y/o proteina diana, permite la sintesis de los productos peptidicos
descritos en el presente documento. En realizaciones especificas, los restos de tensioactivo no iénico son mono- o
disacaridos con una sustitucién O-alquilglucosidica, siendo dicho enlace glucosidico de la configuracién alfa o beta.
En realizaciones especificas, las cadenas de O-alquilo son de cadenas de alquilo C1-C20 0 Ce-Cis.

En otra realizacion, en el presente documento se proporcionan productos intermedios y/o reactivos que comprenden
un resto de tensioactivo no iénico con ciertos enlaces alquilglucosidicos que imitan los enlaces O-alquilglucosidicos y
un grupo funcional reactivo capaz de formar un enlace con un grupo funcional reactivo en un aminoacido natural o no
natural. Dichos productos intermedios y/o reactivos contienen cadenas de alquilo unidas en S o cadenas de alquilo
unidas en N y tienen estabilidad quimica y/o enzimatica alterada en comparacién con los productos unidos a
alquilglucésido unidos en O.

En algunas realizaciones, un producto intermedio y/o reactivo proporcionado en el presente documento es un
compuesto en donde el grupo hidréfilo es una glucosa modificada, galactosa, maltosa, acido glucurénico, &cido
diglucurénico o similares. En algunas realizaciones, el grupo hidréfilo es glucosa, maltosa, acido glucurénico o acido
diglucurénico y el grupo hidréfobo es una cadena de alquilo Ci-C20 0 una cadena de aralquilo. En algunas
realizaciones, el enlace glucosidico con el grupo hidréfobo es de una configuracién alfa y en algunas el enlace es beta
en el centro anomérico en el sacarido.

En algunas realizaciones, el grupo hidrofilo es glucosa, maltosa, acido glucurénico o acido diglucurénico y el grupo
hidréfobo es una cadena de alquilo o aralquilo C1-Czo.

En algunas realizaciones, un producto intermedio y/o reactivo proporcionado en el presente documento comprende
un tensioactivo que contiene un grupo funcional reactivo que es un grupo acido carboxilico, un grupo amino, una azida,
un aldehido, una maleimida, un sulfhidrilo, un grupo hidroxilamino, un alquino o similares.

En algunas realizaciones, el producto intermedio y/o reactivo es un alquilglucésido unido en O con una de las funciones
hidroxilo modificadas para ser un acido carboxilico o grupo funcional amino. En algunas realizaciones, el reactivo es
un acido 1-O-alquilglucurénico de configuracion alfa o beta y la cadena de alquilo es de Ci a Czo de longitud. En
algunas de dichas realizaciones, el grupo alquilo es de Cs a C1s de longitud.

En algunas realizaciones, el reactivo comprende un acido 1-O-alquildiglucurénico de configuracién alfa o beta y la
cadena de alquilo es de C1 a C2o de longitud. En algunas de dichas realizaciones, el grupo alquilo es de Ce a C16 de
longitud.

En algunas realizaciones, el reactivo es un alquilglucésido unido en S de configuracién alfa o beta con una de las
funciones hidroxilo modificadas para ser un acido carboxilico o grupo funcional amino.

En algunas realizaciones, el reactivo es un alquilglucésido unido en N de configuracién alfa o beta con una de las
funciones hidroxilo modificadas para ser un acido carboxilico o grupo funcional amino.

En otra realizacién mas, en el presente documento se proporcionan productos peptidicos y/o proteinicos que contienen
un alquilglucésido unido covalentemente con propiedades aceptables para su uso en enfermedad humana y animal.
El Esquema 1 enumera tensioactivos no iénicos a modo de ejemplo que se pueden modificar para dar los reactivos
y/o productos intermedios que son Utiles para la sintesis de productos peptidicos modificados con tensioactivo
descritos en el presente documento.
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Esquema 1. Ejemplos de tensioactivos no 1idmcos disponibles comercialmente de la clase de
los alquilglucosidos

En algunas realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento
incorporan un resto de tensioactivo en la estructura de péptido. En realizaciones especificas, los péptidos y/o proteinas
modificados covalentemente descritos en el presente documento incorporan un tensioactivo no iénico de la clase de
los alquil-, alquil opcionalmente sustituido, alcoxiaril- o aralquilglucésido. Los alquilglucésidos son materias primas
importantes y se usan ampliamente en las industria alimentaria, de servicios y de limpieza. Asi, su produccién a escala
comercialmente significativa ha estado sujeta a un amplio estudio. Estan disponibles procesos tanto enzimaticos como
quimicos para su produccién a coste muy bajo (Park, D.W., et al. (2000) Biotechnology Letters 22: 951-956). Los
ejemplos adicionales de vias bien conocidas para los 1-alquilglucésidos usando glucosidacién catalizada por &acido o
acoplamiento de Koenigs-Knorr se ilustran en Milkereit, G., et al. (2004) Chem Phys Lipids 127: 47-63; Vill, V., et al.
(2000) Chem. Phys. Lipids 104, 75-9; Helferich, B., et al., (1956) Chem. Ber. 89, 314-315 y referencias en su interior.
En el caso de alcoholes opcionalmente sustituidos, la proteccién del grupo funcional (preferentemente labil en acidos,
tal como t-butilo o p-metoxibencilo, por ejemplo como ésteres) se instala por medios bien conocidos para los expertos
en la técnica (véase Greene, T. y Wuts, P.G.M. (1999) Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons,
Inc. y referencias en su interior). Por ejemplo, la proteccion de acido 16-hidroxihexadecanoico por formacion del éster
t-butilico usando di-terc-butil acetal de N,N-dimetilformamida, o reactivo similar, proporciona 16-hidroxihexadecanoato
de t-butilo para la glucosilacién del acetobromoazicar deseado, catalizada por sales de mercurio o plata.

Estos alquilglucésidos, y opcionalmente alquilglucésidos sustituidos, se pueden modificar alin més para generar los
productos intermedios para la sintesis de los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el
presente documento. Asi, se conoce que el 1-dodecil-beta-D-glucésido se oxida preferentemente en la posicién 6 para
dar el analogo de acido glucurénico correspondiente con alto rendimiento cuando se usa el material no protegido y el
catalizador de negro de platino en presencia de oxigeno (van Bekkum, H. (1990) Carbohydrates as Organic Raw
Materials 289-310). Estan disponibles métodos quimioselectivos adicionales para la oxidacion del alcohol primario en
la posicién 6 de alquilglucésidos. Por ejemplo, el uso de cantidades cataliticas de 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxilo
(TEMPOQ) con cantidades estequiométricas del oxidante organico [bis(acetoxilyodo]oenceno (BAIB) (De Mico, A., et
al. (1997) J Org Chem 1997: 6974-6977) dio rendimientos excelentes de acidos nucleésido-5'-carboxilicos (Epp, J.B.
y Widlanski, T.S. (1999) J Org Chem 64: 293-295) por oxidacién del hidroxilo primario. Esta oxidacion es
quimioselectiva para el hidroxilo primario incluso cuando los otros hidroxilos secundarios estan desprotegidos (Codee,
J.D., etal. (2005) J Am Chem Soc 127: 3767-3773). De una manera similar, se oxidaron 1-dodecil 8-D-glucopiranésido,
1-tetradecil B-D-glucopiranésido, 1-hexadecil B-D-glucopiranésido, 1-octadecil B-D-glucopiranésido y 1-eicosil B-D-
glucopiranésido a los acidos urénicos correspondientes (acido 1-dodecil-B-D-glucurénico, acido 1-tetradecil-B-D-
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glucurénico, acido 1-hexadecil-B-D-glucurénico, acido 1-octadecil-B-D-glucurénico, acido 1-eicosil-p-D-glucurénico)
por oxidacién con TEMPO usando KBr e hipoclorito de sodio como oxidante estequiométrico (Milkereit, G., et al. (2004)
Chem Phys Lipids 127: 47-63) en agua. Un procedimiento de oxidacién suave usando (diacetoxiyodo)benceno (DAIB,
también llamado BAIB) se da en los ejemplos. Ciertos de estos productos intermedios de acido glucurénico estan
comercialmente disponibles (por ejemplo, acido octil-b-D-glucurénico; Carbosynth, MO 07928) y, como se indica, un
amplio intervalo se somete a preparacion por métodos rutinarios (Schamann, M. y Schafer, H.J. (2003) Eur J Org
Chem 351-358; Van den Bos, L.J., et al. (2007) Eur J Org Chem 3963-3976) o, a peticion, a partir de fuentes
comerciales. El Esquema 2 ilustra, como ejemplos, ciertos productos intermedios de tensioactivo funcionalizado que
comprenden un grupo -COOH como grupo funcional reactivo que se usan para preparar los productos intermedios y/o
reactivos descritos en el presente documento.
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Esquema 2. Ejemplos de reactivos de la clase de los dcidos alquidighicurénico y ghieurdnico

Similarmente, los aralquilglucésidos (incluyendo los alcoxiarilglucésidos) pueden formar la base para reactivos de
tensioactivo no iénico estrechamente relacionados. Por ejemplo, los 4-alcoxifenil-B-D-glucopiranésidos se sintetizan
facilmente mediante la reaccién de 4-alquiloxifenoles con penta-O-acetil-B-D-glucosa en presencia de eterato de
trifluoruro de boro. La posterior desacetilacion usando trimetilamina en metanol/agua y oxidacién selectiva como se
ha descrito anteriormente y en los ejemplos da los reactivos de acido alcoxiarilglucurénico adecuados para formar los
reactivos y péptidos descritos en el presente documento ((Smits, E., et al. (1996) J Chem Soc, Perkin Trans | 2873-
2877, Smits, E., etal. (1997) Liquid Crystals 23: 481-488).
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Esquema 3. Miembros tlustrativos del resto de tensioactive de aralquile o alcoxiarilo

La clase de producto intermedio de los acidos glucurénicos se activa facilmente por agentes de acoplamiento estandar
para enlace a una cadena lateral de aminoacido, por ejemplo la de Lys. Asi, Fmoc-Lys-O-TMS (trimetilsili=TMS) se
puede hacer reaccionar con acido octil-beta-D-glucurénico en presencia de un agente de acoplamiento y el grupo
protector O-TMS entonces se puede hidrolizar en el procesamiento acuoso dando Fmoc-Lys(1-octil-beta-D-
glucuronamida) como se muestra en el Esquema 4. Este reactivo se puede usar para su incorporacién en la sintesis
en fase solida de péptidos, usando protocolos de acoplamiento estandar, cuando se desea incorporar el resto de
tensioactivo cerca de la regién aminoterminal de la molécula. Los grupos hidroxilo secundarios pueden dejarse sin
proteger, debido a la reactividad mucho maés alta del grupo funcional amino de Lys o se pueden proteger por
peracetilacion. Si se usa una forma protegida de acetilo, los grupos protectores de acetilo se pueden retirar con alto
rendimiento mediante tratamiento con o MeOH/NaOMe o por MeOH/EtsN. El Esquema 4 ilustra la preparacién de los
reactivos descritos en el presente documento.

PR

R=(C,H: o C;;Hg; 1. Finoe-Lys-Q-TMS
2. Reactivo de acoplamiento
3

3. K0, KHCO;

Esquema 4. Ejemplo de una preparacion de an reactivo

En algunas realizaciones, reactivos y/o productos intermedios para la preparaciéon de los productos peptidicos
biolégicamente activos descritos en el presente documento comprenden una familia de aminoacidos conectores
modificados con tensioactivo para la incorporacién en productos peptidicos sintéticos. Asi, en una realizacion, los
productos peptidicos descritos en el presente documento se sintetizan en un modo lineal, en donde un tensioactivo
funcionalizado esta unido a un aminoacido conector protegido reversiblemente mediante un grupo funcional en una
cadena lateral de un aminoacido conector (por ejemplo, un grupo amino de un resto de lisina) para dar un reactivo
patentado (como se muestra en el Esquema 4) que se puede incorporar en la cadena peptidica en crecimiento y luego
el péptido restante se sintetiza por unién de aminodacidos adicionales al resto de cisteina. Grupos protectores
adecuados para la sintesis de péptidos y/o proteinas modificados descritos en el presente documento se describen
en, por ejemplo, T. W. Green, P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscience, Nueva York,
1999, 503-507, 736-739.
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En otra realizacion, los productos peptidicos descritos en el presente documento se sintetizan por unién covalente de
un tensioactivo funcionalizado a un péptido de longitud completa mediante un grupo funcional adecuado en un
aminoécido conector que esta en la cadena peptidica.

Alternativamente, se puede afiadir un tensioactivo funcionalizado a una cadena lateral de aminoécido conector que
se ha desprotegido durante el transcurso de la sintesis en fase solida del péptido. Como un ejemplo, un grupo
alquilglucuronilo se puede afiadir directamente a una cadena lateral de aminoacido conector (por ejemplo, una cadena
lateral desprotegida de Lys) durante la sintesis en fase sélida del péptido. Por ejemplo, el uso de Fmoc-Lys(Alloc)-OH
como subunidad proporciona proteccién ortogonal que se puede retirar mientras que el péptido esta todavia en la
resina. Asi, la desproteccion de la cadena lateral de Lys usando Pd/tiobarbital, Pd/acido 1,3-dimetilbarbitdrico (DMBA)
u otra formulacién de desproteccién de Alloc permite la exposiciéon del grupo amino para el acoplamiento con la unidad
de acido 1-octil-beta-D-glucurénico protegido con acilo o sin proteger para la formacién de lactama en la cadena lateral.
La desproteccion final con una mezcla de escisiéon de bajo % de CF3CO2H (TFA) suministrarg entonces el producto
deseado. Aunque el enlace glucosidico es labil al acido fuerte, la experiencia aqui y por otros es que es relativamente
estable en condiciones de bajo % de escision de TFA. Alternativamente, la proteccién de acilo (por ejemplo, acetilo,
Ac; benzoilo, Bz) o la proteccion de trialquilsililo en los grupos funcionales OH del sacarido se puede usar para
proporcionar una elevada proteccién al enlace glucosidico. La posterior desproteccion por base (NH2NH2/MeOH;
NH3/MeOH, NaOMe/MeOH) da el producto desprotegido deseado. El Esquema 4 ilustra reactivos descritos en el
presente documento. El Esquema 5 ilustra un ejemplo no limitante de un producto intermedio peptidico descrito en el
presente documento. Aunque este ejemplo ilustra un péptido con el enlace de tensioactivo en el extremo N del péptido,
los métodos descritos en el presente documento son adecuados para la sintesis de productos intermedios peptidicos
que tienen el enlace a un tensioactivo en la regién central, la regién carboxiterminal o cualquier posicién dentro del
péptido.
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/
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\
/
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Esquema 5. Ejemplo ilustrativo de un producto intermedio peptidico

Se generan reactivos adicionales por modificacién del grupo funcional en la posicién 6 para dar medios variados de
enlace a los grupos funcionales de cadena lateral de aminoacido, como se muestra a continuacién en el Esquema 6.
Asi, la sustitucién de amino se puede usar para el enlace a las cadenas laterales de Asp o Glu. La sustitucion de azido
o alquino se puede usar para el enlace a los aminoacidos no naturales que contienen el aceptor complementario para
la cicloadicién de Huisgen 3+2 (Gauthier, M.A. y Klok, H.A. (2008) Chem Commun (Camb) 2591-2611). Se pueden
usar grupos funcionales aminoxi o aldehido para enlazar con las funciones aldehido (es decir, enlace oxima) o amino
(es decir, alquilacién reductora), respectivamente. El grupo funcional maleimida o -NH-(C=0}-CH2-Br puede unirse
quimioselectivamente con una Cys u otro grupo funcional SH. Estos tipos de estrategias de enlace son ventajosos
cuando se usan junto con los reactivos descritos en el presente documento. La interconversion de grupos funcionales
se pone ampliamente en practica en la sintesis organica y en el presente documento estan disponibles listas completas
de multiples vias a cada una de las modificaciones de grupos funcionales (Larock, R.C. (1999)) "Comprehensive
Organic Transformations", VCH Publishers, Nueva York.

Por lo tanto, por ejemplo, el hidroxilo primario en la posicién 6 de octil-1-B-D-glucésido se convierte en la azida por
activacion y desplazamiento con un anién azida, reacciones tales como reacciones usadas en la quimica de los
hidratos de carbono (por ejemplo, por tosilacién seguida por NaNs). La azida correspondiente se reduce a la funcién
amino mediante reduccién con acido tiolacético en piridina (Elofsson, M., et al. (1997) Tetrahedron 53: 369-390) o por
métodos similares de generacion de grupos amino (Stangier, P., et al. (1994} Liquid Crystals 17: 589-595). Enfoques
a los restos acetileno, aminoxi y aldehido se llevan a cabo mejor en la forma de triacetoxi, disponible a partir del
glucosido comercialmente disponible mediante tratamiento con Ac20, seguido por hidrélisis suave de la amina
primaria. Esta forma de 6-hidroxi puede oxidarse selectivamente al aldehido, o activarse como un tosilato o triflato y
ser desplazada por NH20H o por acetiluro de sodio. El enlace maleimida puede ser a través de un enlace carbono
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como se muestra o, preferentemente, a través de un O o enlace amida, otra vez por desplazamiento del hidroxilo
activado o acoplamiento del derivado de &cido glucurénico con un reactivo de maleimida unido a amino, bien conocido
en la técnica. Interconversiones adicionales de grupos funcionales son bien conocidas por los expertos promedio en
la técnica de la quimica medicinal y estan dentro del alcance de las realizaciones descritas en el presente documento.

También se contempla dentro del alcance de los métodos sintéticos descritos en el presente documento los
tensioactivos en donde el sacarido y la cadena hidréfoba se unen covalentemente mediante un enlace alfa glucosidico.
Las rutas de sintesis hacia glucésidos unidos predominantemente en a se conocen bien en la técnica y normalmente
se originan con el peracetil azicar y usan catélisis acida (por ejemplo, SnCls, BF3 o HCI) para efectuar la a-
glucosilacién (Cudic, M. y Burstein, G.D. (2008) Methods Mol Biol 494: 187-208; Vill, V., et al. (2000) Chem Phys Lipids
104: 75-91). Existen rutas de sintesis similares para glucésidos de disacarido (von Minden, H.M., et al. (2000} Chem
Phys Lipids 106: 157-179). Las interconversiones de grupos funcionales avanzaron entonces como antes para
conducir al acido 6-carboxilico y otros para la generacién de los reactivos unidos en a correspondientes.

El Esquema 6 enumera ciertos compuestos y reactivos Utiles en la sintesis de los péptidos y/o proteinas modificados
covalentemente descritos en el presente documento. Se usa la nomenclatura estandar usando abreviaturas uniliteras
para los aminoacidos.

o CRya o
H?NA N N

Q\/Q.R,a

W tigs o ""f,,
eal “opd bree™ “ORyd
ORye GRyo ORsc ORs©
Ria = G130
R3b-d = I, Ac, Br. B, OMe o

s (O

C-Rqa

/\ G ORa e

Maleimida-(H,Cm

Hah-0

\‘\\\\‘

o Yty g,
bR WoR.d bR,O" “OR,d

ORy OR,c

Esquema 6. Ejemplos de reactivos adicionales

Se pueden sintetizar muchos alquilglucésidos mediante procedimientos conocidos, como se describen, por ejemplo,
en (Rosevear, P., et al. (1980) Biochemistry 19: 4108-4115, Li, Y.T., et al. (1991} J Biol Chem 266: 10723-10726) o
Koeltzow y Urfer, J. Am. Qil Chem. Soc., 61:1651-1655 (1984), la patente de EE. UU. n.2 3.219.656 y la patente de
EE. UU. n.? 3.839.318 o enzimaticamente, como se describe, por ejemplo, en (Li, Y.T., et al. (1991} J Biol Chem 266:
10723-10726, Gopalan, V., et al. (1992) J Biol Chem 267: 9629-9638). Los enlaces O-alquilo a aminoacidos naturales,
tales como Ser, se pueden llevar a cabo en Fmoc-Ser-OH usando peracetilglucosa para dar Na-Fmoc-4-O-(2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil}-L-serina. Este material se desprotege selectivamente en el atomo de carbono
primario (posicién 6) y se oxida selectivamente usando TEMPO/BAIB como se ha descrito anteriormente para dar la
funcién 6-carboxilo correspondiente que se puede acoplar a aminas lipdfilas para generar una nueva clase de
tensioactivo no iénico y reactivos (Esquema 7).
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El enlace entre el alquilo hidréfobo y el sacarido hidrofilo puede incluir, entre otras posibilidades, un enlace glucosidico,
tioglucosidico, amida (Carbohydrates as Organic Raw Materials, F. W. Lichtenthaler ed., VCH Publishers, Nueva York,
1991), ureido (patente austriaca 386,414 (1988);, Chem. Abstr. 110:137536p (1989); véase Gruber, H. y Greber, G,
"Reactive Sucrose Derivatives" en Carbohydrates as Organic Raw Materials, pp. 95-116) o enlace éster (Sugar Esters:
Preparation and Application, J. C. Colbert ed., (Noyes Data Corp., New Jersey), (1974)).

Ejemplos de los que se pueden elegir alquilglucésidos Utiles para la modificacién de los reactivos o para la formulacion
de los productos descritos en el presente documento incluyen: alquilglucésidos, tales como octil-, nonil-, decil-, undecil-
, dodecil-, tridecil-, tetradecil-, pentadecil-, hexadecil-, heptadecil- y octadecil-D-maltésido, -melibidésido, -glucésido o -
sucrésido (es decir, éster de sacarosa) (sintetizados segun Koeltzow y Urfer; Anatrace Inc., Maumee, Ohio;
Calbiochem, San Diego, Calif.; Fluka Chemie, Suiza); alquiltiomaltésidos, tales como heptil-, octil-, dodecil-, tridecil- y
tetradecil-p-D-tiomaltésido (sintetizados segin Defaye, J. y Pederson, C., "Hydrogen Fluoride, Solvent and Reagent
for Carbohydrate Conversion Technology” en Carbohydrates as Organic Raw Materials, 247-265 (F. W. Lichtenthaler,
ed.) VCH Publishers, Nueva York (1991); Ferenci, T., J. Bacteriol, 144:7-11 (1980)); alquiltioglucdsidos, tales como 1-
dodecil- o 1-octil-tio-a- o B-D-glucopiranédsido (Anatrace, Inc., Maumee, Ohio; véase Saito, S. y Tsuchiya, T. Chem.
Pharm. Bull. 33:503-508 (1985)); alquiltiosacarosas (sintetizadas segun, por ejemplo, Binder, T. P. y Robyt, J. F,
Carbohydr. Res. 140:9-20 (1985)); alquilmaltotriésidos (sintetizados segun Koeltzow y Urfer); amidas de acido
carbonico alifatico de cadena larga de amino-alquil éteres de sacarosa; (sintetizadas segun la patente austriaca
382.381 (1987); Chem. Abstr., 108:114719 (1988) y Gruber y Greber pp. 95-116); derivados de palatinosa e
isomaltamina unidos por enlace amida a una cadena de alquilo (sintetizados segun Kunz, M., "Sucrose-based
Hydrophilic Building Blocks as Intermediates for the Synthesis of Surfactants and Polymers" en Carbohydrates as
Organic Raw Materials, 127-153); derivados de isomaltamina unidos por urea a una cadena de alquilo (sintetizados
segun Kunz); ureidos de acido carbénico alifatico de cadena larga de amino-alquil éteres de sacarosa (sintetizados
segun Gruber y Greber, pp. 95-116); y amidas de acido carbonico alifatico de cadena larga de amino-alquil éteres de
sacarosa (sintetizadas segin la patente austriaca 382.381 (1987), Chem. Abstr., 108:114719 (1988) y Gruber y Greber,
pp. 95-116).

Algunos glucésidos preferidos que pueden modificarse adicionalmente para incorporar funcionalidad reactiva para el
enlace con el péptido incluyen los sacaridos maltosa, sacarosa, glucosa y galactosa unidos por enlace glucosidico o
éster a una cadena de alquilo de 6, 8, 10, 12, 14 o0 16 atomos de carbono, por ejemplo, hexil-, octil-, decil-, dodecil-,
tetradecil- y hexadecil-maltésido, -melibiésido, -sucrésido, -glucésido y -galactésido. En el cuerpo, estos glucosidos se
degradan dando alcohol o acido graso no toxico y un oligosacarido o sacarido. Los ejemplos anteriores son ilustrativos
de los tipos de alquilglucésidos que se van a usar en los métodos reivindicados en el presente documento, sin
embargo, la lista no pretende ser exhaustiva.

Generalmente, estos tensioactivos (por ejemplo, alquilglucésidos) se disefian o seleccionan opcionalmente para
modificar las propiedades biolégicas del péptido, tales como para modular la biodisponibilidad, semivida, selectividad
por receptor, toxicidad, biodistribucién, solubilidad, estabilidad, por ejemplo, térmica, hidrolitica, oxidativa, resistencia
a la degradacién enzimatica, y similares, facilidad para la purificacion y procesamiento, propiedades estructurales,
propiedades espectroscépicas, propiedades quimicas y/o fotoquimicas, actividad catalitica, potencial redox, capacidad
para reaccionar con otras moléculas, por ejemplo, covalentemente o no covalentemente, y similares.

Tensioactivos

El término "tensioactivo" procede de abreviar la expresidon "agente activo en la superficie". En aplicaciones
farmacéuticas, los tensioactivos son Utiles en formulaciones farmacéuticas liquidas en las que sirven para varios fines,
actuando de emulsionantes, solubilizantes y humectantes. Los emulsionantes estabilizan las disoluciones acuosas de
sustancias lipéfilas o parcialmente lip6filas. Los solubilizantes aumentan la solubilidad de los componentes de las
composiciones farmacéuticas aumentando la concentracién que se puede lograr. Un humectante es un aditivo quimico
que reduce la tensién superficial de un liquido, induciéndolo a extenderse facilmente sobre una superficie a la que se
aplica, causando asi incluso la "humectacién" de la superficie con los liquidos. Los agentes humectantes proporcionan
un medio para que la formulacién liquida logre el contacto intimo con la membrana mucosa u otras areas superficiales
con las que la formulacién farmacéutica entra en contacto. Asi, los tensioactivos pueden ser aditivos Utiles para la
estabilizacién de la formulacién de los productos peptidicos descritos en el presente documento, asi como para la
modificacion de las propiedades del péptido en si.

En realizaciones especificas, los alquilglucésidos que son sintéticamente accesibles, por ejemplo, los alquilglucosidos
dodecil-, tridecil- y tetradecil-maltdésido, -melibiésido o -glucésido, asi como dodecanoato, tridecanoato y
tetradecanoato de sacarosa, son adecuados para la unién covalente a péptidos que se describen en el presente
documento. Similarmente, los alquiltioglucésidos correspondientes son tensioactivos estables sintéticamente
accesibles que son aceptables para el desarrollo de formulaciones.

Se puede lograr un amplio intervalo de propiedades fisicas y tensioactivas por modificacién apropiada de las regiones
hidréfobas o hidrofilas del tensioactivo (por ejemplo, el alquilglucésido). Por ejemplo, un estudio que compara la
actividad bicapa del dodecilmaltésido (DM) con la del dodecilglucésido (DG) encontré que la del DM era mas de tres
veces superior ala del DG, a pesar de tener la misma longitud de cola hidrofoba (Lopez, O., et al. (2002) Colloid Polym

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985732 T3

Sci 280: 352-357). En este caso particular, la identidad de la regién polar (disacarido frente a monosacarido) influye
en el comportamiento tensioactivo. En el caso de un tensioactivo unido a un péptido, por ejemplo, los productos
peptidicos descritos en el presente documento, la regién peptidica también puede contribuir al carécter hidréfobo o
hidréfilo de la molécula en general. Asi, el ajuste de las propiedades fisicas y tensioactivas se puede usar para lograr
las propiedades fisicas y farmacéuticas particulares adecuadas para los péptidos diana individuales.

Modificacion de PEG

En algunas realizaciones, los productos peptidicos modificados con tensioactivo descritos en el presente documento
se modifican adicionalmente para incorporar uno o mas restos de PEG (Veronese, F.M. y Mero, A. (2008) BioDrugs
22: 315-329). En algunos casos, la incorporacion de grandes cadenas de PEG previene la filtracién del péptido en los
glomérulos en el rifién a la orina diluida que se forma alli (Nestor, J.J., Jr. (2009) Current Medicinal Chemistry16: 4399
- 4418, Caliceti, P. y Veronese, F.M. (2003) Adv Drug Deliv Rev 55: 1261-1277). En algunas realizaciones, una cadena
hidréfila de PEG opcional permite equilibrar la solubilidad y las propiedades fisicas de los péptidos o proteinas que se
han vuelto hidréfobas por la incorporacién del resto de alquilglucésido de cadena mas larga.

La PEGilacién de una proteina también puede tener efectos potencialmente negativos. Asi, la PEGilacion puede
provocar una pérdida sustancial de actividad biologica para algunas proteinas y esto se puede referir a ligandos para
clases especificas de receptores. En dichos casos puede ser un beneficio para la PEGilacion reversible (Peleg-
Shulman, T., et al. (2004} J Med Chem 47: 4897-4904, Greenwald, R.B., et al. (2003) Adv Drug Deliv Rev 55:217-250,
Roberts, M.J. y Harris, J.M. (1998) J Pharm Sci 87: 1440-1445).

Ademas, el aumento de la masa molecular puede prevenir la penetracién de barreras fisioldgicas distintas de la barrera
de membrana glomerular. Por ejemplo, se ha sugerido que las formas de alto peso molecular de la PEGilacion pueden
prevenir la penetracién en algunos tejidos y asi reducir la eficacia terapéutica. Ademas, el alto peso molecular puede
prevenir la captacion a través de las barreras de la membrana mucosa (administracion nasal, yugal, vaginal, oral,
rectal, pulmén). Sin embargo, la captacién retardada puede ser altamente ventajosa para la administracién de
moléculas estables al pulmén, prolongando sustancialmente la duracién de la accién. Los productos peptidicos y/o
proteinicos descritos en el presente documento tienen una elevada biodisponibilidad transmucosa y esto permitira
modificaciones de PEG de cadena mas larga que se van a usar junto con la modificacién de tensioactivo con el logro
de una biodisponibilidad comercialmente significativa después de la via intranasal u otra transmucosa.

En algunas realizaciones, polimeros de PEG de cadena larga, y polimeros de PEG de cadena corta, son adecuados
para la modificacion de las proteinas y péptidos descritos en el presente documento. La administracion de tratamientos
para la diabetes por inhalacién es un nuevo enfoque para la administracion de farmacos y el pulmén tiene una barrera
altamente permeable (por ejemplo, Exubera). Para esta aplicacién, la penetracién retardada de la barrera del pulmén,
las formas preferidas de PEGilacién estan en el intervalo de peso molecular mas bajo de C1o a Caoo (aproximadamente
250 a 10.000 Da). Asi, mientras que una via primaria a prolongacién por PEG es el logro de un "peso molecular eficaz”
por encima del corte de filtracion glomerular (superior a 68 kDa), el uso de cadenas mas cortas puede ser una via
para la prolongacion de la residencia en el pulmén para el tratamiento de enfermedades pulmonares y otras afecciones
respiratorias. Asi, las cadenas de PEG de aproximadamente 500 a 3000 Da son de tamafio suficiente para ralentizar
la entrada en la circulacién periférica, pero insuficientes para hacer que tengan un tiempo de circulacion muy
prolongado. En algunas realizaciones, la PEGilacién se aplica para proporcionar una eficacia local elevada al tejido
pulmonar con posibilidades reducidas de efectos secundarios sistémicos para los péptidos y/o proteinas modificados
covalentemente descritos en el presente documento. En algunas de dichas realizaciones, las cadenas de PEG en el
intervalo desde aproximadamente 750 hasta aproximadamente 1500 Da se denominan conjuntamente "PEG1K".

Ademas, se pueden usar otros polimeros junto con los compuestos descritos en el presente documento para optimizar
sus propiedades fisicas. Por ejemplo, los conjugados de poli(2-etil 2-oxazolina) tienen hidrofobia variable y tamafio
suficiente para potenciar la duracién de la accién (Mero, A., et al. (2008) J Control Release 125: 87-95). El enlace de
dicho polimero a un sacarido da una clase de tensioactivo adecuado para su uso en la modificacién de péptidos y/o
proteinas descritas en el presente documento.

Las cadenas de polietilenglicol se funcionalizan para permitir su conjugacién con grupos reactivos en la cadena
peptidica y/o proteinica. Los grupos funcionales tipicos permiten la reaccién con grupos amino, carboxilo o sulfhidrilo
en el péptido a través de los grupos carboxilo, amino o maleimido correspondientes (y similares) en la cadena de
polietilenglicol. En una realizacién, el PEG comprende una cadena C10-Caooo. En otra realizacion, el PEG tiene un peso
molecular superior a 40.000 daltones. En otra realizacion mas, el PEG tiene un peso molecular inferior a
10.000 daltones. EI PEG como modificacion de proteina es bien conocido en la técnica y su uso se describe, por
ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.° 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144, 4.670.417;, 4.791.192; y 4.179.337.

Un tipo no tradicional de cadena de PEG se modifica para ser anfifilica en la naturaleza. Es decir, tiene tanto la
estructura hidréfila de PEG, pero esta modificada para contener regiones hidréfobas, tales como ésteres de acidos
grasos y otros componentes hidréfobos. Véase, por ejemplo (Miller, M.A., et al. (2006) Bioconjug Chem 17: 267-274),
Ekwuribe, et al., documento de patente US 6.309.633; Ekwuribe, et al., documento de patente US 6.815.530; Ekwuribe,
et al., documento de patente US 6.835.802). Aunque estos conjugados anfifilicos de PEG con proteinas fueron

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985732 T3

desarrollados originalmente para aumentar la biodisponibilidad oral, fueron relativamente ineficaces en esta funcion.
Sin embargo, el uso de dichos conjugados anfifilicos de PEG con péptidos anfipaticos dara una residencia
significativamente prolongada en el pulmén para prolongar la actividad biolégica Gtil de estos productos farmacéuticos.
Las cadenas de PEG preferidas estan en el intervalo de peso molecular de 500 a 3000 Da. Descripciones detalladas
de los métodos de sintesis de estos conjugados se facilitan en las referencias anteriores, cuyo contenido completo se
incorpora en el presente documento.

Una entidad de PEG en si no tiene un grupo funcional para que se una a una diana molecular, tal como un péptido.
Por lo tanto, para crear la unién de PEG, una entidad de PEG se debe funcionalizar primero, luego se usa una unién
funcionalizada para unir la entidad de PEG a una molécula diana, tal como un péptido (Greenwald, R.B., et al. (2003)
Adv Drug Deliv Rev 55: 217-250, Veronese, F.M. y Pasut, G. (2005) Drug Discov Today 10: 1451-1458, Roberts, M.J.,
et al. (2002) Adv Drug Deliv Rev 54: 459-476). En una realizacion, la PEGilacién especifica del sitio se puede lograr
mediante la sustitucién de Cys en un molécula de péptido. El péptido diana se puede sintetizar por sintesis en fase
sélida, medios recombinantes, u otros medios, como se describe en el presente documento.

Asi, en algunas realizaciones, un producto peptidico descrito en el presente documento comprende un residuo de Lys
u otro residuo reactivo modificado con un alquilglucésido y PEGilacion especifica en al menos un residuo de Cys, un
residuo de Lys u otro residuo de aminoacido reactivo en cualquier parte en la molécula.

En otra realizacién, un residuo de Lys u otro residuo con una cadena lateral nucleéfila se puede usar para la
incorporacion del residuo de PEG. Esto se puede llevar a cabo mediante el uso de un enlace amida o carbamato a un
cadena de PEG-carboxilo o PEG-carbonato. Véase, por ejemplo, como se describe (Veronese, F.M. y Pasut, G. (2005)
Drug Discov Today 10: 1451-1458). Un enfoque alternativo es para modificar la funcién amino de la cadena lateral de
Lys mediante la unién de un residuo que contiene SH, tal como mercaptoacetilo, mercaptopropionilo (CO-CH2-CH2-
CH2-SH) y similares. Alternativamente, la cadena de PEG se puede incorporar en los extremo C como una amida
durante el transcurso de la sintesis. Métodos adicionales para unir las cadenas de PEG utilizan la reaccién con las
cadenas laterales de His y Trp. Se conocen en la técnica otros métodos similares de modificacion de la cadena de
péptido para permitir la unién de una cadena de PEG (Roberts, M.J., et al. (2002) Adv Drug Deliv Rev 54: 459-476).

Formulaciones

En una realizacién, los péptidos o proteinas modificados covalentemente como se desvela en el presente documento
se proporcionan en una formulacién que reduce, previene o atenla aln mas la asociacion o agregacion de péptidos
y/o proteinas en la composicion, por ejemplo, reduce la autoasociacién o autoagregacion de péptidos y/o proteinas, o
reduce la asociacién o agregacion con otros péptidos o proteinas cuando se administran al sujeto.

La autoasociacién a alta concentracion de proteina es problematica en formulaciones terapéuticas. Por ejemplo, la
autoasociacion aumenta la viscosidad de un anticuerpo monoclonal concentrado en disolucién acuosa. Los
preparados de insulina concentrados se inactivan por autoagregacion. Estas interacciones de proteinas de
autoasociacién, particularmente a alta concentracion de proteina, reduce, modula o aniquila la actividad biolégica de
muchos terapéuticos (Clodfelter, D.K., et al. (1998) Pharm Res 15: 254-262). Las proteinas terapéuticas formuladas a
altas concentraciones para la administracién por inyeccion u otros medios pueden ser fisicamente inestables o llegar
a ser insolubles como resultado de estas interacciones de proteina.

Un reto significativo en la preparaciéon de formulaciones de péptido y proteina es desarrollar formas farmacéuticas
fabricables y estables. Las propiedades de estabilidad fisica, criticas para el procesamiento y la manipulacién, se
caracterizan frecuentemente muy mal y son dificiles de predecir. Se encuentra una variedad de fenémenos de
inestabilidad fisica, tales como asociacion, agregacion, cristalizacién y precipitacion, como se ha determinado por
propiedades de interaccion y solubilidad de proteinas. Esto da como resultado retos significativos de fabricacion,
estabilidad, analiticos y de administracién. El desarrollo de formulaciones para farmacos de péptido y proteina que
requieren un alta dosis (del orden de mg/kg) se requiere en muchas situaciones clinicas. Por ejemplo, usando la via
SC, aproximadamente <1,5 ml es el volumen de administracién permisible. Esto puede requerir concentraciones de
proteina >100 mg/ml para lograr la dosis adecuada. Existen consideraciones similares en el desarrollo de una
formulacién liofilizada de alta concentracién para anticuerpos monoclonales. En general, mayores concentraciones de
proteina permiten que se use un volumen de inyeccién mas pequefio que es muy importante para la comodidad, la
conveniencia y el cumplimiento del paciente. Los compuestos modificados con tensioactivo descritos en el presente
documento se disefian para minimizar dichos eventos de agregacién y pueden facilitarse adicionalmente mediante el
uso de pequefias cantidades de tensioactivos como se describe en el presente documento.

Debido a que la inyeccién es un modo de administracion molesto para muchas personas, se han buscado otros medios
de administracién de terapéuticos peptidicos. Se pueden administrar ciertos terapéuticos peptidicos y proteinicos, por
ejemplo, por administracién intranasal, yugal, oral, vaginal, inhalacién, u otra administracién transmucosa. Los
ejemplos son nafarelina (Synarel®) y calcitonina, que se administran como formulaciones comerciales en espray nasal.
Los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento se disefian para facilitar
dicha administracién transmucosa y dichas formulaciones pueden facilitarse alin mas mediante el uso de pequefias
cantidades de tensioactivos, como se describe en el presente documento.
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Parametros de formulacion tipicos incluyen la seleccion del pH de disolucién 6ptimo, tampoén y excipientes
estabilizantes. Ademas, es importante la reconstitucion de la torta liofilizada para las formulaciones liofilizadas o en
polvo. Un problema adicional y significativo comprende cambios en la viscosidad de la formulacion de proteina tras la
autoasociacion. Los cambios en la viscosidad pueden alterar significativamente las propiedades de administracién,
por ejemplo, en administracidon en espray (aerosol) para espray intranasales, pulmonares o en la cavidad bucal.
Ademas, la elevada viscosidad puede hacer que la administracioén por inyeccién por jeringa o via i.v. sea mas dificil o
imposible.

Se ha informado de muchos intentos para estabilizar y mantener la integridad y actividad fisiolégica de los péptidos.
Algunos intentos han producido la estabilizacion contra la desnaturalizacién térmica y la agregacién, particularmente
para los sistemas de bomba de insulina. Se describen tensioactivos poliméricos (Thurow, H. y Geisen, K. (1984)
Diabetologia 27: 212-218; Chawla, A.S., et al. (1985) Diabetes 34: 420-424). Se creia que la estabilizacion de insulina
por estos compuestos era de naturaleza estérica. Entre otros sistemas usados estan los sacaridos (Arakawa, T. y
Timasheff, S.N. (1982) Biochemistry 21: 6536-6544), osmolitos, tales como aminoacidos (Arakawa, T. y Timasheff,
S.N. (1985) Biophys J 47: 411-414) y rompedores de la estructura del agua, como la urea (Sato, S., et al. (1983) J
Pharm Sci 72: 228-232). Estos compuestos ejercen su accién modulando la interaccién hidréfoba intramolecular de la
proteina o péptido.

Diversos péptidos, péptidos o proteinas se describen en el presente documento y se pueden modificar con cualquiera
de los reactivos tensioactivos unidos covalentemente descritos en el presente documento. Ventajosamente, las
modificaciones de péptido descritas en el presente documento comprenden la unién covalente de un tensioactivo que
comprende tanto grupos hidréfilos (por ejemplo, sacarido) como hidréfobos (por ejemplo, cadena de alquilo),
permitiendo asi la estabilizacion del péptido en condiciones fisiolégicas. En algunas realizaciones, el enlace covalente
de un resto que comprende un grupo hidréfilo y grupo hidréfobo (por ejemplo, un tensioactivo de glucésido) a un
péptido, y/o proteina descritas en el presente documento, elimina la necesidad de modificar la secuencia de
aminoacidos del péptido y/o proteina para potenciar la estabilidad (por ejemplo, reducir la agregacion).

En algunas realizaciones, las formulaciones comprenden al menos un farmaco que comprende un péptido modificado
con un reactivo derivado de tensioactivo descrito en el presente documento y en la formulacién se puede asociar
adicionalmente a un tensioactivo, en donde el tensioactivo comprende ademads, por ejemplo, un sacarido, un
alquilglucésido, u otro excipiente, y se puede administrar en un formato seleccionado del grupo que consiste en una
gota, un espray, un aerosol, un liofilizado, un producto secado por pulverizaciéon, un inyectable y un formato de
liberacion sostenida. El espray y el aerosol se pueden lograr a través del uso del dispensador apropiado y se pueden
administrar por vias intranasal, transyugal, inhalacién u otras vias transmucosas. El liofilizado puede contener otros
compuestos, tales como manitol, sacaridos, a-lactosa anhidra submicrométrica, gelatina, geles o polimeros
biocompatibles. El formato de liberacién sostenida puede ser un inserto ocular, microparticulas erosionables,
polimeros hidrolizables, particulas mucoadhesivas que se hinchan, microparticulas sensibles al pH, sistemas de
nanoparticulas/latex, resinas de intercambio i6nico y otros geles e implantes poliméricos (Ocusert, Alza Corp.,
California; Joshi, A., S. Ping y K. J. Himmelstein, solicitud de patente WO 91/19481). También puede lograrse
biodisponibilidad oral significativa.

Las modificaciones de péptidos y proteinas descritas en el presente documento mitigan y, en algunos casos, pueden
eliminar la necesidad de disolventes organicos. Se han usado trehalosa, lactosa y manitol y otros sacaridos para
prevenir la agregacién. Se minimizé la agregacién de un anticuerpo monoclonal humanizado anti-IgE por la
formulacién con trehalosa en una relacién molar en el intervalo de 300:1 a 500:1 (excipiente:proteina) o superior. Sin
embargo, los polvos fueron excesivamente cohesivos e inadecuados para la administracién en aerosol o presentaron
glucacion de proteinas no deseada durante el almacenamiento (Andya, J.D., et al. (1999) Pharm Res 16: 350-358).
Cada uno de los aditivos descubiertos tiene limitaciones como aditivos para terapéuticos que incluyen metabolismo
xenobibtico, irritacién o toxicidad, o alto coste. Para su uso con los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente
descritos en el presente documento se contemplan excipientes que son eficaces, no irritantes y no toxicos, no
requieren metabolismo xenobibtico puesto que comprenden azlcares naturales, acidos grasos o alcoholes de cadena
larga, y que también se pueden usar para minimizar la agregacién en disoluciones acuosas o tras la reconstitucién
acuosa de formulaciones secas de péptido y/o proteina in situ por reconstitucién acuosa fisiolégica por liquidos
corporales acuosos, tales como plasma o saliva.

Otros componentes de formulacién podrian incluir tampones y sales fisioldgicas, inhibidores de la proteasa no toxicos,
tales como aprotinina e inhibidor de tripsina de soja, alfa-1-antitripsina y anticuerpos monoclonales inactivantes de la
proteasa, entre otros. Los tampones podrian incluir extractos organicos, tales como acetato, citrato, gluconato,
fumarato, malato, polilisina, poliglutamato, quitosano, dextrano sulfato, etc., o extractos inorganicos, tales como fosfato
y sulfato. Dichas formulaciones pueden contener adicionalmente pequefias concentraciones de agentes
bacteriostaticos como alcohol bencilico y similares.

Las formulaciones adecuadas para administracién intranasal también comprenden disoluciones o suspensiones de

los péptidos modificados y/o productos de proteina descritos en el presente documento en disolventes de evaporacion
aceptables, tales como hidrofluoroalcanos. Dichas formulaciones son adecuadas para administracién de inhaladores
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de dosis medidas (MDI} y tienen ventajas de carecer de movimiento del sitio de administracion, baja irritacion y
ausencia de necesidad de esterilizacion. Dichas formulaciones también pueden contener excipientes o agentes de
carga aceptables, tales como a-lactosa anhidra submicrométrica.

En otro aspecto mas, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento
presentan un aumento de la estabilidad en almacén. Como se usa en el presente documento, la expresion "estabilidad
en almacén" se describe ampliamente como la longitud de tiempo que un producto se puede almacenar sin llegar a
ser inadecuado para su uso o consumo. La "estabilidad en almacén" de la composicién descrita en el presente
documento también puede indicar la longitud de tiempo que corresponde a una pérdida tolerable en la calidad de la
composicién. La estabilidad en almacén composicional como se usa en el presente documento se distingue de una
fecha de caducidad; "estabilidad en almacén” se refiere a la calidad de la composicién descrita en el presente
documento, mientras que "fecha de caducidad" se refiere mas a los requisitos de fabricacién y prueba de la
composicién. Por ejemplo, una composicion que ha pasado su "fecha de caducidad" todavia puede ser segura y eficaz,
pero el fabricante ya no garantiza la calidad 6ptima.

Administraciéon

Los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento se pueden administrar en
cualquier cantidad para conferir un efecto terapéutico beneficioso en varios estados de enfermedad. En algunas
realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento son Utiles
en el tratamiento de inflamacién. En una realizacion, los compuestos presentados en el presente documento confieren
actividad beneficiosa en la modulacién del dolor posoperatorio o crénico. En una realizacién, los péptidos se
administran a un paciente a concentraciones superiores o inferiores a aquellas de otras formas de tratamiento que
modulan el dolor. En otra realizacién mas, los péptidos se administran con otros compuestos para producir efectos
terapéuticos sinérgicos.

Pautas de administracion representativas incluyen administracion oral, transmucosa, modos de administracion
parenteral (incluyendo inyeccién subcutanea, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa), rectal, yugal (incluyendo
sublingual), transdérmica, inhalacién, ocular y transmucosa (incluyendo intranasal). Un método atractivo y
ampliamente usado para la administracién de péptidos implica la inyeccién subcutanea de una formulacién inyectable
de liberacion controlada. En algunas realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos
en el presente documento son (tiles para administracién subcutanea, intranasal e inhalacién. Ademas, dependiendo
de la afeccién que esta tratandose, estas composiciones terapéuticas se administran por via sistémica o por via local.
Las técnicas para la formulacién y administracion se pueden encontrar en la Ultima edicion de "Remington's
Pharmaceutical Sciences" (Mack Publishing Co, Easton Pa.).

La seleccion de las dosis exactas y la composicién y la pauta de administracién mas apropiada se verd influida, entre
otros, por las propiedades farmacoldgicas del péptido seleccionado, la naturaleza y gravedad de la afeccién que esta
tratandose, y el estado fisico y la agudeza mental del receptor. Ademas, la via de administracién dara como resultado
cantidades diferentes de material absorbido. Las biodisponibilidades para la administracion de péptidos a través de
diferentes vias son particularmente variables, observandose cantidades de inferiores al 1 % a préximas al 100 %.
Normalmente, la biodisponibilidad de vias distintas de intravenosa, intraperitoneal o inyeccién subcutanea es del 50 %
0 menos.

En general, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento, o sales de
los mismos, se administran en cantidades entre aproximadamente 0,1 y 1000 pg/kg de peso corporal por dia, o entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 100 pg/kg de peso corporal por dia, por inyecciéon subcutanea. Para un
sujeto femenino humano de 50 kg, la dosis diaria de principio activo es desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 5000 pg, o desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 5000 ug por inyeccién subcutanea.
Se necesitaran diferentes dosis, dependiendo de la via de administracién, la potencia del compuesto, el perfil
farmacocinético y la biodisponibilidad aplicable observada. Por inhalacién, la dosis diaria es desde 1000 hasta
aproximadamente 20.000 pg, dos veces al dia. En otros mamiferos, tales como caballos, perros y ganado vacuno, se
pueden requerir dosis mas altas. Esta dosis se puede administrar en una composicién farmacéutica convencional por
una Unica administracién, por multiples administraciones, o por liberacién controlada, segin se necesite, para lograr
los resultados mas eficaces.

Las sales farmacéuticamente aceptables retienen la actividad biolégica deseada del péptido parental sin efectos
secundarios téxicos. Los ejemplos de dichas sales son (a) sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos,
por ejemplo acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido nitrico y similares; y sales
formadas con &cidos organicos, tales como, por ejemplo, acido acético, acido trifluoroacético, acido tartarico, acido
succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascoérbico, acido benzoico,
acido tanico, &cido pamoico, acido alginico, acido poliglutamico, &cidos naftalenosulfénicos, acidos
naftalenodisulfénicos, acido poligalacturénico y similares; (b) sales de adicién de base o complejos formados con
cationes metalicos polivalentes, tales como cing, calcio, bismuto, bario, magnesio, aluminio, cobre, cobalto, niquel,
cadmio y similares; o con un catién organico formado a partir de N,N'-dibenciletiiendiamina o etilendiamina; o (c)
combinaciones de (a) y (b), por ejemplo, una sal de tannato de cinc y similares.
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También se contemplan, en algunas realizaciones, composiciones farmacéuticas que comprenden como principio
activo péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento, o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en mezcla con un vehiculo no téxico farmacéuticamente aceptable. Como
se ha mencionado anteriormente, dichas composiciones se pueden preparar para administracién parenteral
(subcutanea, intramuscular o intravenosay), particularmente en forma de disoluciones o suspensiones liquidas; para
administracién oral o yugal, particularmente en forma de comprimidos o capsulas; para administracién intranasal,
particularmente en forma de polvos, gotas nasales, disoluciones para evaporacidon o aerosoles; para inhalacion,
particularmente en forma de disoluciones liquidas o polvos secos con excipientes, definidos ampliamente; y para
administracién rectal o transdérmica.

Las composiciones se pueden administrar convenientemente en forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar por
cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica, por ejemplo como se describe en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 17.2 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985). Las formulaciones para
administracién parenteral pueden contener como excipientes agua estéril o solucién salina, alquilenglicoles, tales
como propilenglicol, polialquilenglicoles, tales como polietilenglicol, sacaridos, aceites de origen vegetal, naftalenos
hidrogenados, nanoparticulas de albiimina de suero (como se usan en Abraxane™, American Pharmaceutical Partners,
Inc. Schaumburg IL), y similares. Para administracion por via oral, la formulacién se puede potenciar mediante la
adicion de sales biliares o acilcarnitinas. Las formulaciones para administracién nasal pueden ser disoluciones soélidas
o en disolventes para evaporacion, tales como hidrofluorocarbonos, y pueden contener excipientes para estabilizacion,
por ejemplo, sacaridos, tensioactivos, a-lactosa anhidra submicrométrica o dextrano, o pueden ser disoluciones
acuosas o aceitosas para su uso en forma de gotas nasales o espray dosificado. Para administracién yugal,
excipientes tipicos incluyen azlcares, estearato de calcio, estearato de magnesio, almiddn pregelatinizado y similares.

Cuando se formula para administracién nasal, la absorcién a través de la membrana mucosa nasal puede potenciarse
adicionalmente por tensioactivos, tales como, por ejemplo, acido glucocolico, acido célico, acido taurocélico, acido
etocolico, acido desoxicélico, acido quenodesoxicolico, acido deshidrocdlico, acido glucodesoxicélico, ciclodextrinas y
similares en una cantidad en el intervalo entre aproximadamente el 0,1 y el 15 por ciento en peso, entre
aproximadamente el 0,5 y el 4 por ciento en peso, 0 aproximadamente el 2 por ciento en peso. Una clase adicional de
potenciadores de la absorcién informados que presentan mayor eficacia con irritacidon reducida es la clase de los
alquilmaltésidos, tales como tetradecilmaltésido (Arnold, J.J., et al. (2004} J Pharm Sci 93: 2205-2213, Ahsan, F., et
al. (2001) Pharm Res 18: 1742-1746) y referencias en su interior.

Cuando se formula para administracién por inhalacién, un nimero de formulaciones ofrecen ventajas. La adsorcién
del péptido activo a soélidos faciimente dispersados, tales como dicetopiperazinas (por ejemplo, particulas
Technosphere; (Pfutzner, A. y Forst, T. (2005) Expert Opin Drug Deliv 2: 1097-1106) o estructuras similares da una
formulacién que da como resultado una captacién inicial y rapida del agente terapéutico. Polvos liofilizados,
especialmente particulas vitreas, que contienen el péptido activo y un excipiente son Utiles para la administracién al
pulmén con buena biodisponibilidad, por ejemplo, véase Exubera® (insulina inhalada por Pfizer y Aventis
Pharmaceuticals Inc.). Se describen sistemas adicionales para la administracién de péptidos por inhalacién (Mandal,
T.K., Am. J. Health Syst. Pharm. 62: 1359-64 (2005)).

La administracion de péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento a un
sujeto durante periodos de tiempo prolongados, por ejemplo, durante periodos de una semana a un afio, se puede
llevar a cabo por una administracién Unica de un sistema de liberacién controlada que contiene principio activo
suficiente para el periodo de liberaciéon deseado. Se pueden utilizar para este fin diversos sistemas de liberacion
controlada, tales como microcapsulas monoliticas o de tipo depésito, implantes de liberacién prolongada, hidrogeles
poliméricos, bombas osméticas, vesiculas, micelas, liposomas, parches transdérmicos, dispositivos iontoforéticos y
formas farmacéuticas inyectables alternativas. Los excipientes de liberacién controlada también se han desarrollado
para administraciones de dos veces a la semana o semanalmente, por ejemplo, se puede usar un sistema de
copolimero de injerto protegido (Castillo, G.M., et al. (2012) Pharm Res 29: 306-18) para péptidos hidréfobos o
hidréfobamente modificados. La localizacion en el sitio al que se desea la administracion del principio activo es una
caracteristica adicional de algunos dispositivos de liberacién controlada, que pueden demostrar ser beneficiosos en el
tratamiento de ciertos trastornos.

Una forma de formulacion de liberacion controlada contiene el péptido o su sal dispersada o encapsulada en un
polimero no antigénico, no téxico, que se degrada lentamente, tal como acido copoli(lactico/glicélico), como se
describe en el trabajo pionero de Kent, Lewis, Sanders y Tice, patente de EE. UU. n.2 4.675.189. Los compuestos, 0
sus sales, también se pueden formular en colesterol u otras pellas de matrices lipidicas, o implantes de matriz de
silastémero. Liberacion lenta, implante de liberacion prolongada o formulaciones inyectables adicionales seran
evidentes para el experto. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R.
Robinson ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978, y R. W. Baker, Controlled Release of Biologically Active Agents,
John Wiley & Sons, New York, 1987.

Una forma adicional de formulacién de liberacién controlada comprende una disolucién de un polimero biodegradable,
tal como copoli(lactico/acido glicélico) o copolimeros de bloque de acido lactico y PEG, en disolvente bioaceptable,
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que se inyecta por via subcutéanea o por via intramuscular para lograr una formulacién de liberacién prolongada. La
mezcla de los péptidos descritos en el presente documento con dicha formulacion polimérica es adecuada para lograr
formulaciones de duracién de la accién muy larga.

Como se usa en el presente documento, "cantidad terapéuticamente eficaz" es intercambiable con "cantidad eficaz”
para los fines en el presente documento, y se determina por dichas consideraciones como se conoce en la técnica.
La cantidad debe ser eficaz para lograr un efecto mediado por farmaco deseado en los sujetos tratados que padecen
la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz también incluye, pero no se limita a, medidas apropiadas
seleccionadas por los expertos en la técnica, por ejemplo, tasa de supervivencia mejorada, recuperacion mas rapida,
0 mejora, mejoria o eliminacién de sintomas, u otros biomarcadores aceptables o0 marcadores indirectos.

Se entenderd, sin embargo, que el nivel de dosis especifico y la frecuencia de administracién para cualquier sujeto
particular en necesidad de tratamiento pueden variar y dependeran de una variedad de factores que incluyen la
actividad del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracién de la accién de ese compuesto,
la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo y tiempo de administracién, la velocidad de
eliminacién, la combinacién de farmacos, la gravedad de la afeccion particular y el hospedador que recibe la terapia.

El (Los) método(s) de administracion incluyen todos los aspectos de las composiciones descritas en el presente
documento que incluyen, pero no se limitan a, composiciones que reducen o eliminan la inmunogenicidad de los
farmacos de péptido y/o proteina, no son irritantes, tienen actividad antibacteriana o antifingica, tienen elevada
estabilidad o biodisponibilidad de un farmaco, disminuyen la varianza de la biodisponibilidad de ese farmaco, evitan la
depuracién de primer paso hepético y reducen o eliminan cualquier efecto adverso. Como se usa en el presente
documento, el término "inmunogenicidad" es la capacidad de una sustancia 0 composicién particular o agente para
provocar una respuesta inmunolégica. La inmunogenicidad de los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente
descritos en el presente documento se confirma por métodos conocidos en la técnica.

Los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento y los reactivos para la
sintesis de los mismos se describen méas particularmente en los siguientes ejemplos que estan previstos como
ilustrativos solo puesto que numerosas modificaciones y variaciones en su interior seran evidentes para los expertos
habituales en la técnica.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Reactivos - N-a-Fmoc¢, N-g-(1-octil-B-D-glucuronido-6-il)-L-lisina

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml secado al horno se dispone acido 1-octil-p-D-glucurénico (Carbosynth Ltd., 3,06
g, 10 mmoles), 50 ml de DMF anhidra y 1-hidroxibenzotriazol anhidro (1,62 g, 12 mmoles). Se afiade, con agitacion,
una disolucién enfriada (4 °C) de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (2,48 g, 12 mmoles) en 50 ml de DMF y se deja que la
reaccion avance durante 5 min. El copioso precipitado blanco de N,N'-diciclohexilurea se filtra sobre un embudo de
vidrio fritado y el filtrado se afiade a una disolucién de N-a-Fmoc-L-lisina (3,68 g, 10 mmoles) en 25 ml de DMF anhidra.
Se deja que la reaccién avance durante 25 min con calentamiento hasta temperatura ambiente o hasta que el color
de la ninhidrina sea muy débil. La mezcla de reaccion se filtra, se separa por arrastre a sequedad y cristaliza en
MeOH/Et20 por disolucion en MeOH vy dilucion lenta hasta el punto de enturbiamiento con Et20, seguido por
refrigeracion. Se puede lograr mas purificacion por cromatografia en gel de silice usando un gradiente en disolvente
de EtOAc a EtOAc/EtOH/AcOH.

De una manera similar, pero sustituyendo la N-a-Boc-L-lisina, se obtiene N-a-Boc,N-g-(1-octil-B-D-glucuronido-6-il}-L-
lisina, adecuada para la incorporaciéon aminoterminal y escisién en un extremo N libre. De una manera similar, pero
sustituyendo la N-a-Ac-L-lisina, se obtiene N-a-Ac,N-g-(1-octil-B-D-glucuronido-6-il}-L-lisina, adecuada para la
incorporacion en el extremo N de un péptido con un extremo N bloqueado. De una manera similar, pero sustituyendo
la cantidad apropiada de N-a-Fmoc-L-ornitina se obtiene N-a-Fmoc,N-8-(1-octil-3-D-glucuronido-6-il)-L-ornitina. De
una manera similar, pero sustituyendo otros diaminoacidos N-mono-protegidos, se obtienen los reactivos
correspondientes. Alternativamente, el uso de un grupo protector de éster de MesSi transitorio durante el acoplamiento
y sin preactivacion del acido 1-octil-B-D-glucurénico proporciona una via facil para la formacién de los reactivos. El
éster de MesSi transitorio se produce haciendo reaccionar Fmoc-Lys-OH con una cantidad equimolar de N,O-
bis(trimetilsilil)acetamida en diclorometano (CH2Cl2). La fase organica contiene el reactivo deseado como una
disolucion en CH2Cl: lista para su acoplamiento con el 1-alquil-glucurénido como antes. La mezcla de reaccién filirada
se lava con NaHSO4 acuosa para hidrolizar el éster de MesSi, se seca sobre MgSOa y se retira el disolvente.

Similarmente, pero usando acido peracetil- o perbenzoil-1-octil-B-D-glucurénico se obtiene la forma protegida de Ac,
o Bz, de los reactivos (por ejemplo, acido 2,3,4-trisacetil-1-octil-B-D-glucurénico, y similares, formada mediante
tratamiento con Ac20). Dichos reactivos tienen elevada estabilidad durante la escision con acido de la resina y se usan
cuando se detecta inestabilidad durante la desprotecciéon, véase (Kihlberg, J., et al. (1997) Methods Enzymol 289:
221-245) y referencias en su interior. La desproteccion final de dichos productos se lleva a cabo por transesterificacion
catalizada por base después de la escision, por uso de MeOH/NH3, MeOH/NaOMe, MeOH/NH2NH2, como se ha
descrito anteriormente.

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985732 T3

Ejemplo 2: Analogos peptidicos sintéticos

En general, los métodos de sintesis de péptidos implican la adicién secuencial de aminoécidos protegidos a una
cadena de péptidos en crecimiento. Normalmente, se protegen cualquiera del grupo amino o carboxilo del primer
aminoacido y cualquier grupo de cadena lateral reactiva. Este aminoacido protegido se une entonces a un soporte
sélido inerte, o se utiliza en disolucién, y el siguiente aminoacido en la secuencia, también adecuadamente protegido,
se afiade en condiciones susceptibles a la formacién del enlace amida. Después de que todos los aminoacidos
deseados se hayan unido en la secuencia apropiada, los grupos protectores y cualquier soporte sélido se retiran para
proporcionar el péptido en bruto. El péptido se desala y purifica por cromatografia.

Un método preferido de preparacién de los analogos de los péptidos truncados fisiolbgicamente activos, que tienen
menos de aproximadamente cincuenta aminoacidos, implica la sintesis de péptidos en fase sélida. En este método,
las funciones a-amino (Na) y cualquier cadena lateral reactiva se protegen por grupos sensibles a acidos o bases. El
grupo protector debe ser estable a las condiciones de formacién de enlaces peptidicos, mientras que sean facilmente
extraibles sin afectar la cadena peptidica existente. Grupos protectores de a-amino adecuados incluyen, pero no se
limitan a, t-butiloxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz), o-clorobenciloxicarbonilo, bifenilisopropiloxicarbonilo, t-
amiloxicarbonilo (Amoc), isoborniloxicarbonilo, a,a-dimetil-3,5-dimetoxibenciloxicarbonilo, o-nitrofenilsulfenilo, 2-
ciano-t-butoxicarbonilo, 9-fluorenil-metoxicarbonilo (Fmoc) y similares, preferentemente Boc 0 mas preferentemente,
Fmoc. Grupos protectores de cadena lateral adecuados incluyen, pero no se limitan a: acetilo, bencilo (Bzl),
benciloximetilo (Bom), Boc, t-butilo, o-bromobenciloxicarbonilo, t-butilo, t-butildimetilsililo, 2-clorobencilo (Cl-z), 2,6-
diclorobencilo, ciclohexilo, ciclopentilo, isopropilo, pivalilo, tetrahidropiran-2-ilo, tosilo (Tos), 2,2,4,6,7-
pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo (Pbf), trimetilsililo y tritilo. Un grupo protector de Na para la sintesis de los
compuestos es el grupo Fmoc. Los grupos protectores de cadena lateral preferidos son grupo O-t-butilo para Glu, Tyr,
Thr, Asp y Ser; grupo Boc para cadenas laterales de Lys y Trp; grupo Pbf para Arg; grupo Trt para Asn, Gln e His. Para
la modificacién selectiva de un residuo de Lys, se prefiere la proteccién ortogonal con un grupo protector no eliminado
por reactivos que escinden los grupos protectores basados en Fmoc o t-butilo. Los ejemplos preferidos para la
modificacién de la cadena lateral de Lys incluyen, pero no se limitan a, los eliminados por hidracina, pero no piperidina;
por ejemplo 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)-3-metilbutilo (ivDde} o 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-
iliden)etilo (Dde) y aliloxicarbonilo (Alloc).

Se prefiere el esquema de grupo protector de Fmoc-Lys(ivDde) o Fmoc-Lys(Dde) en casos en los que se desea la
formacion de lactama de cadena lateral (Houston, M.E., Jr., et al. (1995) J Pept Sci 1: 274-282; Murage, E.N., et al.
(2010) J Med Chem), puesto que en este caso Fmoc-Glu (O-alilo) y Fmoc-Lys(Alloc) se pueden incorporar y usar para
proporcionar proteccion transitoria, luego se desprotegen para la formacion de lactama, mientras que el grupo
protector de Lys (Dde) se mantiene para la eliminacién posterior y la reaccién con el tensioactivo funcionalizado. La
lactama de cadena lateral entre residuo acido y basico (por ejemplo Glu y Lys) se lleva a cabo después de la
eliminacién de la proteccién basada en alilo por activacién de la funcién de cadena lateral de carboxilo con N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC)/1-hidroxibenzotriazol (HOBt) o hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilaminio (HBTU)/N,N-di-isopropiletilamina (DIEA), usando protocolos convencionales bien conocidos en la
técnica.

En la sintesis en fase sélida, el extremo amino carboxiterminal se une en primer lugar a un soporte de resina adecuado.
Los soportes de resina adecuados son materiales que son inertes a los reactivos y condiciones de reaccioén de las
reacciones escalonadas de condensacion y desproteccién, asi como que son insolubles en los medios usados. Los
ejemplos de resinas disponibles comercialmente incluyen resinas de estireno/divinilbenceno modificadas con un grupo
reactivo, por ejemplo, co-poli-(estireno-divinilbenceno) clorometilado, co-poli-(estireno-divinilbenceno) hidroximetilado
y similares. Se prefieren la resina de fenilacetamidometilo (PAM) bencilada e hidroximetilada e
hidroximetilfenoxiacetilamidometilo (HMPA) para la preparacién de acidos peptidicos carboxiterminales. Cuando el
extremo C del compuesto es una amida, las resinas preferidas son resina de p-metilbenzhidrilamino-co-poli(estireno-
divinil-benceno) y resina basada en 2,4-dimetoxibenzhidrilamino ("amida de Rink"), y similares. Un soporte
especialmente preferido para la sintesis de péptidos mas grandes son las resinas disponibles comercialmente que
contienen secuencias de PEG injertadas en otras matrices poliméricas, tales como las resinas de amida de Rink-PEG
y PAL-PEG-PS (Applied Biosystems), o resinas similares disefiadas para la sintesis de amidas peptidicas usando el
protocolo de Fmoc. Asi, en ciertos casos, es conveniente tener un enlace amida a una cadena de PEG. En esos casos
es conveniente unir un acido N-Fmoc-amino-PEG-carboxilico a la resina formadora de amida anterior (por ejemplo,
resina de amida de Rink y similares). El primer aminoacido de la cadena se puede acoplar como un N-Fmoc-
aminoacido a la funcién amino de la cadena de PEG. La desproteccion final dara el producto de péptido-NH-PEG-CO-
NH:z deseado.

La unién a la resina PAM o HMPA se puede llevar a cabo haciendo reaccionar el aminoacido protegido por Na, por
ejemplo el Boc-aminoacido, como su sal de amonio, cesio, trietilamonio, 1,5-diazabiciclo-[5.4.0Jundec-5-eno,
tetrametilamonio, o sal similar, en etanol, acetonitrilo, N,N-dimetilformamida (DMF}, y similares, preferentemente la sal
de cesio en DMF, con la resina a una temperatura elevada, por ejemplo entre aproximadamente 40 °C y 60 °C,
preferentemente aproximadamente 50 °C, durante desde aproximadamente 12 hasta 72 horas, preferentemente
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aproximadamente 48 horas. Esto dara con el tiempo el producto de acido de péptido tras la escision con acido o una
amida tras la amindlisis.

El Na-Boc-aminoécido se puede unir a la resina de benzhidrilamina por medio de, por ejemplo, un acoplamiento
mediado por (DICYHOBt durante desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 24 horas, preferentemente
aproximadamente 2 horas a una temperatura de entre aproximadamente 10 °C y 50 °C, preferentemente 25 °C en un
disolvente tal como CH2Cl2 0 DMF, preferentemente CH2Clz.

Para los protocolos basados en Boc, el acoplamiento sucesivo de aminoacidos protegidos se puede llevar a cabo por
métodos bien conocidos en la técnica, normalmente en un sintetizador de péptidos automatizado. Tras la
neutralizacién con trietilamina, DIEA, N-metiimorfolina (NMM), colidina, o base similar, cada aminoacido protegido se
introduce en aproximadamente alrededor de un exceso molar de 1,5 a 2,5 veces y el acoplamiento se lleva a cabo en
un disolvente polar inerte, no acuoso, tal como CH2Cl2, DMF, N-metilpirrolidona (NMP), N,N-dimetilacetamida (DMA),
o0 mezclas de los mismos, preferentemente en diclorometano a temperatura ambiente. Para los protocolos basados
en Fmoc no se usa acido para la desproteccién, sino que una base, preferentemente DIEA o NMM, se incorpora
normalmente en la mezcla de acoplamiento. Los acoplamientos se hacen normalmente en DMF, NMP, DMA o
disolventes mixtos, preferentemente DMF. Agentes de acoplamiento representativos son N,N'-diciclohexilcarbodiimida
(DCC), N,N'-diisopropil-carbodiimida (DIC) u otra carbodiimida, tanto solos como en presencia de HOBt, O-acilureas,
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitris(pirrolidino)fosfonio (PyBop), N-hidroxisuccinimida, otras N-hidroxiimidas,
u oximas. Alternativamente, se pueden usar ésteres activos de aminoacidos protegidos (por ejemplo, p-nitrofenilo,
pentafluorofenilo y similares) o anhidridos simétricos. Los agentes de acoplamiento preferidos son de la case de
aminio/uronio (nomenclaturas alternativas usadas por proveedores), tales como HBTU, hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU), hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilaminio (HCTU) y similares.

Un método preferido de unién a la resina de Fmoc-PAL-PEG-PS se puede llevar a cabo por desproteccion del conector
de resina con 20 % de piperidina en DMF, seguido por reaccién del aminoacido N-a-Fmoc protegido, aproximadamente
un exceso molar de 5 veces del N-a-Fmoc-aminoacido, usando HBTU: di-isopropiletilamina (DIEA) (1:2) en DMF en
un sintetizador de péptidos asistido por microondas con un ciclo de acoplamiento max de 5 min, 75 °C.

Ciertos analogos de la memoria descriptiva contienen un conector de PEG discreto (dPEG) en el extremo C. Dichos
conectores son cadenas cortas de polietileno con un extremo amino y un extremo carboxilo. Asi, son esencialmente
aminoacidos no naturales y se tratan similarmente a los otros aminoé&cidos para la sintesis. Por ejemplo, el Fmoc-
amidooxi-dPEG4-acido esta comercialmente disponible de Quanta Biodesign (n.2 10213) y se une a la resina de Rink
0 HMPA en la primera etapa de la sintesis de un modo similar al usado para los aminoacidos N-Fmoc o N-Boc descritos
anteriormente. La desproteccién con las condiciones normales de acido fuerte proporciona el péptido modificado en
el extremo carboxi con dPEG corto correspondiente con el acido o extremo C de amida correspondiente.

Para este protocolo basado en Fmoc en el sintetizador de péptidos asistido por microondas, los grupos protectores de
aminoacido N-a-Fmoc se retiran con 20 % de piperidina en DMF que contiene 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) 0,1 M, en
un protocolo de desproteccién doble durante 30 s y luego durante 3 min con una temperatura maxima fijada a 75 °C.
HOBt se afiade a la disolucién de desproteccion para reducir la formacion de aspartimida. El acoplamiento del
siguiente aminoacido emplea entonces un exceso molar de cinco veces usando HBTU:DIEA (1:2) con un ciclo de
acoplamiento doble méax de 5 min, 75 °C.

Al final de la sintesis en fase sélida, el péptido completamente protegido se retira de la resina. Cuando el enlace con
el soporte de resina es del tipo éster bencilico, la escisiéon se puede efectuar por medio de amindlisis con una
alquilamina o fluoroalquilamina para péptidos con un extremo C de alquilamida, o por amondlisis con, por ejemplo,
amoniaco/metanol o amoniaco/etanol para péptidos con un extremo C de amida sin sustituir, a una temperatura entre
aproximadamente -10 °C y 50 °C, preferentemente aproximadamente 25 °C, durante entre aproximadamente 12 y 24
horas, preferentemente aproximadamente 18 horas. Los péptidos con un extremo C de hidroxi se pueden escindir por
HF u otro régimen de desproteccién fuertemente acido o por saponificacion. Alternativamente, el péptido se puede
retirar de la resina por transesterificacion, por ejemplo, con metanol, seguido por aminélisis o saponificacion. El péptido
protegido se puede purificar por gel de silice 0 HPLC de fase inversa.

Los grupos protectores de cadena lateral se pueden retirar del péptido tratando el producto de aminélisis con, por
ejemplo, fluoruro de hidrégeno liquido anhidro en presencia de anisol u otro secuestrante de ion carbonio, tratamiento
con complejo de fluoruro de hidrégeno / piridina, tratamiento con tris(trifluoroacetil)boro y acido trifluoroacético,
mediante reduccién con hidrégeno y paladio sobre carbono o polivinilpirrolidona, o mediante reduccidén con sodio en
amoniaco liquido, preferentemente con fluoruro de hidrogeno liquido y anisol a una temperatura entre
aproximadamente - 10 °C y +10 °C, preferentemente a aproximadamente 0 °C, durante entre aproximadamente 15
minutos y 2 horas, preferentemente aproximadamente 1,5 horas.

Para péptidos en las resinas de tipo benzhidrilamina, la etapas de escision y desproteccion de resina se pueden

combinar en una Unica etapa utilizando fluoruro de hidrégeno liquido y anisol como se ha descrito anteriormente o
preferentemente mediante el uso de mezclas de escision mas suaves. Por ejemplo, para la resina PAL-PEG-PS, un
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método preferido es mediante el uso de un protocolo de desprotecciéon doble en el sintetizador de péptidos asistido
por microondas usando una de las mezclas de escisién suaves conocidas en la técnica, tales como TFA/agua/tri-iso-
propilsilano/3,6-dioxa-1,8-octanoditiol (DODT) (92,5/2,5/2,5/2,5) durante 18 min a 38 °C cada vez. La escisién de
materiales que contienen alquilglucésido ha mostrado la supervivencia del enlace alquilglucésido usando protocolos
con relaciones de TFA/agua en el intervalo 9/1 a 19/1. Una mezcla tipica es 94 % de TFA: 2 % de EDT, 2 % de H20;
2 % de TIS. Normalmente, el producto completamente desprotegido es precipitado y lavado con Et20 frio (-70 °C a
4 °C), se disuelve en agua desionizada y se liofiliza.

La disolucion de péptido puede desalarse (por ejemplo, con resina de intercambio anidnico BioRad AG-3%) y el péptido
se purifica por una secuencia de etapas cromatograficas empleando cualquiera o todos de los siguientes tipos:
intercambio i6nico en una resina débilmente basica en la forma de acetato; cromatografia de adsorcién hidréfoba en
co-poli(estireno-divinilbenceno) sin derivatizar, por ejemplo Amberlite® XAD; cromatografia de adsorcion en gel de
silice; cromatografia de intercambio idnico sobre carboximetilcelulosa; cromatografia de reparto, por ejemplo en
Sephadex® G-25; distribucion en contracorriente; cromatografia de fluidos supercriticos; o HPLC, especialmente HPLC
de fase inversa en relleno de columna de fase unida a octil- u octadecilsililsilice (ODS).

En el presente documento también se proporcionan procesos de preparacion de péptidos y/o proteinas modificados
covalentemente descritos en el presente documento y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, procesos
que comprenden condensar sucesivamente aminoacidos protegidos en un soporte de resina adecuado, eliminar los
grupos protectores y el soporte de resina, y purificar el producto, para proporcionar analogos de homélogos truncados
fisiolégicamente activos y analogos de los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente
documento. En algunas realizaciones, los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente
documento incorporan modificaciones de alquilglucésido como se ha definido anteriormente. Otro aspecto se refiere
a procesos para preparar péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento y
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, procesos que comprenden el uso de procesos basados en
sintesis en fase sélida asistidos por microondas o protocolos convencionales de sintesis de péptidos para condensar
sucesivamente aminoacidos protegidos en un soporte de resina adecuado, eliminar los grupos protectores y el soporte
de resina, y purificar el producto, para proporcionar analogos de péptidos fisiolégicamente activos, como se ha definido
anteriormente.

Ejemplo 3. Método de oxidaciéon general para acidos urénicos

A una disolucién de 1-dodecil-8-D-glucopiranésido (Carbosynth) [2,0 g, 5,74 mmoles] en 20 ml de acetonitrilo y 20 ml
de agua DI se afiadi6 (diacetoxiyodo)benceno (Fluka) [4,4 g, 13,7 mmoles] y TEMPO (SigmaAldrich) [0,180 g,
1,15 mmoles]. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 20 h. La reaccién fue seguida por
espectrometria de masas (por ejemplo, LCQ ESI) y, tras completarse, la mezcla de reaccién se diluyd con agua y se
liofiliz6 a sequedad dando 1,52 g (rendimiento en bruto 73,1 %) del producto en bruto, acido 1-dodecil -D-glucurénico,
como un polvo blanco, que se usé directamente para la sintesis en fase sélida sin mas purificacién. Este producto se
preparé previamente por un proceso alternativo usando NaOCI| como oxidante, como se describe en la memoria
descriptiva, y también se ha usado para grupos alquilo mas largos. Para grupos alquilo mas largos, se us6 1,4-dioxano
en lugar de acetonitrilo y la temperatura se aumenté hasta 30 °C. De una manera similar se preparan los acidos
urénicos de alquilsacaridos deseados usados para preparar los productos y reactivos descritos en el presente
documento.

En un modo similar, pero usando, por ejemplo, los 1-octil-, 1-decil-, 1-undecil-, 1-tetradecil-, 1-hexadecil- y 1-octadecil-
glucésidos correspondientes (comprados de Anatrace, Maumee, OH), se prepararon los &cidos urénicos de 1-
alquilsacarido deseados que se usaron para preparar los productos y reactivos descritos en el presente documento.
En un modo similar, pero usando, por ejemplo, los 1-octil-, 1-decil-, 1-undecil-, 1-tetradecil-, 1-hexadecil- y 1-octadecil-
B-D-melibiésidos o B-D-maltésidos correspondientes (comprados de Anatrace, Maumee, OH), se prepararon los
acidos urénicos de 1-alquildisacarido deseados que se usaron para preparar los productos y reactivos descritos en el
presente documento.

Ejemplo 4: Preparacion de analogos de amida carboxiterminales (EU-A387)

Se preparé una muestra de la resina Fmoc-His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Bip-Ser-Lys-Tyr-Leu-Glu-Ser-
Lys(Alloc)-amida de Rink por adicién secuencial de aminoacidos protegidos por N-alfa-Fmoc como se describe en el
Ejemplo 1 y se desprotegieron en la posicién de Lys-N-épsilon por incubacién con Pd(PPhs)4 (0,5 eq) y DMBA (20 eq)
en DMF/ CH2Cl2 (1:1) durante la noche en la oscuridad a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF/ CH2Clz, la cadena
lateral de Lys se acild6 con acido 1'-dodecil-B-D-glucurénico en DMF/ CH2Cl2 mediante el uso de DIC/HOBt. La
finalizacion del acoplamiento se comprob6 por ninhidrina y el producto se lavé ampliamente con CH2Clz.

La resina producto se somete a desproteccion y escisién final a partir de la resina mediante tratamiento con la mezcla
de escisién (94 % de TFA: 2 % de EDT, 2 % de H20; 2 % de TIS) durante un periodo de 240 min a temperatura
ambiente. La mezcla se traté con Et20, para precipitar el producto, y se lavé ampliamente con Et2O dando el producto
peptidico del titulo en bruto después del secado a vacio.
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La purificacion se lleva a cabo en dos lotes por HPLC de fase inversa (C18). El péptido en bruto se cargd en una
columna de HPLC de 4,1 x 25 cm a un caudal de 15 ml/min (15 % de modificador organico; tampoén acido acético) y
se eluyd con un gradiente de 15-45 % de tampén B en 60 min a 50 °C. La fraccién de producto se liofiliza dando el
péptido producto del titulo con una pureza del 98,03 % por HPLC analitica (18,6 min; 30-60 % de CH3CN en 0,1 % de
TFAYespectrometria de masas (M+1 pico = 2382,14). De una manera similar se prepararon los otros anélogos de la
divulgacion, cuya caracterizacién se ilustra a continuacion.

Los analogos de 1-metilo y 1-octilo correspondientes del compuesto del titulo se preparan de una manera similar, pero
usando los reactivos acido 1'-metil-B-D-glucurdnico y acido 1'-octil-B-D-glucurénico (Carbosynth). Los analogos de 1-
decilo, 1-dodecilo, 1-tetradecilo, 1-hexadecilo, 1-octadecilo y 1-eicosilo y superiores correspondientes se preparan
usando los acidos urénicos de monosacarido y disacarido correspondientes, preparados como se ha descrito
anteriormente. Alternativamente, el 1-alquilglucuronilo, u otros analogos acilados urénicos, se pueden preparar por
purificacién inicial del péptido desprotegido o parcialmente desprotegido, seguido por acilacién por el reactivo de &cido
urénico deseado.

Ejemplo 5: Preparacion de analogos de acido carboxiterminales de péptido

Se preparo una muestra de resina de Boc-His(Trt)-Aib-GIn(Trt)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-
Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(Boc)- Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-Glu(O-Alil}-GIn(Trt)-Ala-Ala-Lys(Alloc)-Glu(O-tBu)-Phe-lle-
Lys(Dde)-Trp(Boc)-Leu-Leu-GIn(Trt)-Thr(tBu)-resina de HMPA (empezé a partir de Fmoc-Thr(tBu)-HMPA), sustitucion
0,45 mmol/g), por adicién secuencial de aminoacidos protegidos con N-alfa-Fmoc como se describe en el Ejemplo 1.
Las cadenas laterales basadas en alilo en Glu y Lys se desprotegieron por incubaciéon con Pd(PPhs)4 (0,5 eq) y DMBA
(20 eq) en DMF/ CH2Cl2 (1:1) durante la noche en la oscuridad a temperatura ambiente. La resina se lavé con 0,5 %
de DIEA en DMF (dos veces), 0,5 % de dietilditiocarbamato de sodio en DMF (dos veces) y DMF/ CH2Cl2 hasta que
se obtuvo una resina de color amarillo claro. El enlace de lactama de cadena lateral se formé acoplando la Glu y Lys
con DIC/HOBT (5 equivalentes) en DMF. La reaccién se comprob6 para su completitud con ninhidrina y se reacoplo
si fuera necesario. Tras el lavado por DMF/CH2Clz, la cadena lateral de Lys se desprotegié por incubacién con 5 % de
hidrato de hidracina en DMF (10 equivalentes) dos veces, en cada caso durante 15 min. Tras el lavado por DMF/
CH2Clz, el grupo amino de la cadena lateral del residuo de Lys desprotegido se hizo reaccionar con acido 1'-tetradecil-
B-D-melibiourénico en DMF/ CH2Cl> mediante el uso de DIC/HOBL. La finalizacién del acoplamiento se comprobd por
ninhidrina y el producto se lavé ampliamente con CH2Cl.. Cualquier acoplamiento que no estuvo completo por
ninhidrina se volvié a realizar. En general, se obtuvieron 10-12 g de resina de producto peptidico a partir de una sintesis
de 2 mmoles.

La resina producto se sometié a desproteccién y escisién final a partir de la resina mediante tratamiento con la mezcla
de escisién (94 % de TFA: 2 % de EDT, 2 % de H20; 2 % de TIS) durante un periodo de 240 min a temperatura
ambiente. La mezcla se tratdé con Et20, para precipitar el producto, y se lavé ampliamente con Et2O dando el producto
peptidico del titulo en bruto después del secado a vacio. En general, se obtuvieron de 5 a 8 g de péptido producto en
bruto.

La purificacién se lleva a cabo en dos lotes por HPLC de fase inversa (C18). El péptido en bruto (1-1,5 g) se cargd en
una columna de HPLC de 4,1 x 25 cm a un caudal de 15 ml/min (15 % de modificador orgénico; 0,1 % de tampén
TFA) y se eluyo con un gradiente de 35-55 % de tampo6n B en 70 min a temperatura ambiente. La repurificacion de las
fracciones menos puras se hizo para las fracciones con una pureza de >70 %. La fraccién de producto se liofilizé
dando EU-A1077 con una pureza del 98,7 % por HPLC analitica (10,3 min; 45-75 % de CH3CN en 0,1 % de
TFA)/espectrometria de masas (1317,67, +3 cargas; 1976,13, +2 cargas; peso molecular 3950,44). De una manera
similar se prepararon los otros analogos de la divulgacién, cuya caracterizacién se ilustra a continuacion.

Los analogos de 1-metilo y 1-octilo correspondientes del compuesto del titulo se preparan de una manera similar, pero
usando los reactivos acido 1'-metil-B-D-glucurdnico y acido 1'-octil-B-D-glucurénico (Carbosynth). De una manera
similar, pero usando los acidos 1-octil-, 1-decil-, 1-undecil-, 1-tetradecil-, 1-hexadecil- y 1-octadecil-B-D-glucurénicos
correspondientes (preparados como se ha descrito anteriormente), se prepararon los productos de la divulgacién. De
una manera similar, pero usando 1-octil-, 1-decil-, 1-undecil-, 1-tetradecil-, 1-hexadecil- y 1-octadecil-B-D-
melibiourénicos o B-D-maltourénicos correspondientes (preparados como se ha descrito anteriormente), se prepararon
los productos y reactivos descritos en el presente documento. Alternativamente, el 1-alquilglucuronilo, u otros analogos
acilados urénicos, se pueden preparar por purificacion inicial del péptido desprotegido o parcialmente desprotegido,
seguido por acilacién por el reactivo de acido uronico deseado. Alternativamente, la amondlisis del producto intermedio
unido a la resina HMPA dara el extremo C de amida correspondiente.

El analisis y caracterizacion se hizo por HPLC/espectrometria de masas en modo de ion positivo usando los gradientes
de eluyente facilitados en la siguiente tabla.
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§Nombre de §Peso molecular esperado EPeso molecular hallado §HPLC (min; elucién)
.compuesto

|EU-A387 2379,66 2380, 14 118,6[0]
EU-A388 12393,69 : 16,0 [a]
'EU-A391 : 11,2 ]

e R e R R R R R R

'EU-A455

'EU-A474

e R R R R R R e R R e

EU-A478

\EU-A484

e R R R R e R e R e

\EU-A501

'EU-A502

.....................................................................................................................................................................................................................................................

'EU-A503

'EU-A504

e R R R R e R e R e

\EU-A505

'EU-A506

R

|EU-A507

\EU-A521

..............................................

\EU-A526
\EU-A527
\EU-A529
|EU-A531
\EU-A532
\EU-A533
{EU-A534
\EU-A535
'EU-A536
[EU-A538
'EU-A539
|EU-A540
'EU-A541
|EU-A544
|EU-A546
|EU-A549
{EU-A551

'EU-A554

e R R R R R R R e e

\EU-A556

'EU-A557
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§Nombre de éPeso molecular esperado éPeso molecular hallado §HPLC (min; elucién)
gcompuesto

{EU-A560 2570,86 2571,06 18,3 [c]

EU-A562 :2626,86 : §9,9 [e]

\EU-A563 2654,86 8,71[f]
EUA5655[C]
EUA567120[e] .............................................
e B

gGradientes de HPLC en 0,1 % de TFA

%[a.] 35 al 65 % de CH3CN durante 30 min.
%[b.] 30 al 60 % de CH3CN durante 20 min.
%[c.] 35 al 65 % de CH3CN durante 20 min.
%[d.] 25 al 55 % de CH3CN durante 20 min.
%[e.] 40 al 70 % de CH3CN durante 20 min.
%[f.] 45 al 75 % de CH3CN durante 20 min.

§HPLC en Phenomenex Luna C18 5 micras 250 x 4,6 mm.

Compuestos adicionales sintetizados y analizados como se ha descrito anteriormente son:

‘Nombre de éPeso molecular esperado : Peso molecular hallado 'HPLC (min; elucion)
§compuesto

'EU-A570 2656,16 12656,00 10,4 [b]

[EU-AS571 12684,16 2683,34 11,2[c]

'EU-A575 2670,16 12670,94 11,8 [b]

[EU-A576 2698,16 2697,20 11,2[c]

'EU-A580 2668,20 12667,20 12,3 [b]

|EU-AB8H 12696,20 269546 11,1c]

\EU-A592 2724,20 2724,58 19,9e]

|EU-A595 12682,20 2682,40 9,7 c]
e i i
T £
T T T
i e T
T T T
T

'EU-A728

2513,92
EU-A729 2541,92 ‘
'EU-A730 2569,92 : ‘
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R

§Nombre de éPeso molecular esperado §Peso molecular hallado §HPLC (min; elucién)
§compuesto

{EU-A731 242588 1242532 110,6 [d]

EU-A732 :2476,95 §2476,4o §9,4 [c]

'EU-A733 12381,83 12382,02 11,4 [b]
EUA734261609
EUA75061189 .............................................................
EUA75162589
EUA75270993
EUA753 .................................... : 3784
EUA754 ..... 65184 ..............................................................................................................................................................................
EUA75571193
EUA75667198 .............................................................
EUA75777002 ....................................................................................................................................
EUA770333361
EUA771367825
EUA772 ................................ 376225 .............................................................................................................................................................................

...............................................................................................

EU-AT77 13932,44 393369 19,7f]

[EU-A792 13793,43 379352 8,9]f]

{EU-A793 13821,43 13821,60 110,8f]
[EU-A794 13849,43 13848,78 110,5[q]
\EU-A945 13777,18 3777,54 12,2[e]
[EU-A948 13861,18 3862,14 13,01f]
{EU-A993 3759,22 13759,00 19,3[f]

\EU-A994 13787,22 3787,44 11,41
{EU-A995 3815,22 13815,52 14,5 [g]
[EU-A996 3843,22 3843,12 12,3[g]
'EU-A999 3935,35 13934,66 13,4 [e]
[EU-A1011 13854,21 3854,38 14,2[c]
'EU-A1017 3896,26 13895,77 12,3 [c]
[EU-A1023 13921,35 3921,15 110,5[e]
'EU-A1024 3949,42 13950,22 5,8 [g]
[EU-A1025 13977,47 3976,84 7,96 [g]
(EU-A1026 14005,55 14004,64 12,8 [g]

1 ’3

'EU-A1032 1402351 13.91f] .
\EU-A1035 3840,21 : 9.8e] ‘
[EU-A1041 :3882,26 6 [e] |
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\§Nombre de §Peso molecular esperado §Peso molecular hallado §HPLC (min; elucién) :
.compuesto

'EU-A1044 3966,46
EU-A 1167 13731,15 8,91f]
'EU-A 1168 : 10,8 i]

e e R R R R R e R R e

EU-A1173

L

'EU-A1576

e R R R R R R R R R e e e

EU-A1577

'EU-A1581

L

\EU-A1587

'EU-A1588

e e R R R R R R R R R e e

'EU-A1589

T

'EU-A1590

e R R R R R R e R R

{EU-A1591

'EU-A1592

R RN RE RS

'EU-A1595

'EU-A1596

..............................................

§12,6 [f]

'EU-A1606 1405046 405177 10.4[e]
\EU-A1607 14078,53 4077,99 12,7[n]
{EU-A1611 14050,54 14051,44 110,1[e]
[EU-A1612 14078,61 14078,86 112,3[e]
'EU-A1617 14079,55 14079,55 13,0 []
[EU-A1620 14180,59 4181,49 11,0 [€]
'EU-A1622 14208,66 420831 12,9 []
[EU-A1627 14207 64 14208,28 12,8]
'EU-A1634 14035,78 14037,34 113,9e]
[EU-A1635 14063,78 4065,54 9,5 g]
'EU-A1639 14169,54 14167,99 7,71
[EU-A1645 14183,76 4182,60 113,2[e]
'EU-A1646 14211,99 14213,32 23,5 1]
(EU-A1647 14239,74 1423921 12,2 [m]
'EU-A1651 4345,89 14345,41 10,8 [0]
[EU-A1679 : : '

'EU-A1680

[EU-A1682 3788,24 11,911 .
[EU-A1710 3859,32 | 6,411] ‘
EU-A1711 13887,39 0 [f]
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R

§Nombre de éPeso molecular esperado §Peso molecular hallado §HPLC (min; elucién)
.compuesto

EU-A1712 3915,39 12,1 [e]

EU-A1713 3943,39 11,211

'EU-A1716 : 19,8 [e]
EUA17174[f] ................................................
EUA1718 .................................................................................................................................. 126[|]
EUA17190[g] ...............................................
EUA17221[f]
EUA1723 ...................................................................... 8[f]
EUA1730 ................................................................................................................................... 78[f]
EUA173440[e] .............................................
EUA173529[f]
EUA1739 ...................................................................... E 30[f] ..............................................
EUA1740 ....................................................................... 89[g]
EUA174538[g]
EUA1784 ............................................................................................................................................................................................................................

...................................................................................................

E . .
'EU-A1842 13816,20 13817,80 11,3 [m]
'EU-A1847 13727,08 13728,46 10,9 [f]
{EU-A1848 13755,08 13756,96 10,2 [g]
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\§Nombre de §Peso molecular esperado §Peso molecular hallado §HPLC (min; elucién) :
.compuesto :

EGradientes de HPLC en 0,1 % de TFA

%[a] 35 al 65 % de CH3CN durante 30 min.
%[b] 30 al 60 % de CH3CN durante 20 min.
%[c] 35 al 65 % de CH3CN durante 20 min.
%[d] 25 al 55 % de CH3CN durante 20 min.
%[e] 40 al 70 % de CH3CN durante 20 min.
%[f] 45 al 75 % de CH3CN durante 20 min.
%[g] 50 al 80 % de CH3CN durante 20 min.
%[h] 10 al 40 % de CH3CN durante 20 min.
%[i] 30 al 90 % de CH3CN durante 20 min.
[]] 10 al 90 % de CH3CN durante 20 min.
%[k] 30 al 95 % de CH3CN durante 20 min.
%[I] 30 al 60 % de CH3CN durante 30 min
%[m] 20 al 100 % de CH3CN durante 20 min
%[n] 20 al 80 % de CH3CN durante 20 min
%[o] 30 al 50 % de CH3CN durante 20 min

%La HPLC se llevé a cabo en una columna analitica Phenomenex Luna C18 5 micras 250 x 4,6 mm.

Ejemplo 6: Ensayo celular de los compuestos.

Los compuestos se pesaron con precision en una cantidad de aproximadamente 1 mg y se ensayaron en ensayos
celulares estandar (Cerep SA). La lectura es la cantidad de cAMP generado en las células tratadas con los compuestos
de prueba, en modo agonista o antagonista. El ensayo usado fue la estimulacién de niveles de cAMP en los ensayos
celulares de glucagén (humano, clonado en células CHO) y GLP-1 (estirpe celular murina). Los ensayos se describen
en Chicchi, G.G., et al. (1997} J Biol Chem 272: 7765-7769 y Runge, S., et al. (2003) Br J Pharmacol 138: 787-794.

Para el compuesto EU-A391, la respuesta celular de GLCR no cambia y la respuesta celular de GLP1R aumenta
abruptamente con y CE50 de 420 nM

ECompuesto §Estructura §CE50 de GLP-1R (nM) §CE50 de R de glucagon murino (nM)
'EU-A391 1-dodecilo 1420 n.c.

|EU-A455 i1-dodecilo 159 1770

\EU-A474 1-dodecilo £3000 n.c.

EU-A478 1-dodecilo n.c. n.c.

EU-A484 1-dodecilo n.c. ‘n.c.

?EU'—'XE&""""m""""g'i"-"ci'é'c]éb"{ié .................. 2000012000
EUA502dodeC|I09400nc
‘{EU-"A'&%BE'"""m"""";""-"ci'é'c]éb"i'ié ................. ncnc
‘g'éﬂf/'&'é'd;i ................... : ""l'c'jé'&ééii'&'""""""mi'é'i'b'd ......................................................... e
e e Ss——— e ————
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‘Compuesto iEstructura ;CEso de GLP-1R (nM) {CEso de R de glucagon murino (nM)
e e : 46001300
EUA507dOdeC”01
EUASmedemloncnc
EEU'-'AEé'é ................... : ""l'c'jé'&'ééii'é""""""""TH"& ........................................................... e
EUA523dodeC|Ioncnc
T I —
EUA525dodeC|Ioncnc
O A ——
EUA527dodeC|Ion05000
s i e
‘;EUK%&%E ................... i — B
\EU-A533 1-dodecilo 1770 :

\EU-A534 i1-dodecilo 290 £1900

\EU-A535 -tetradecilo  1§4800 2100

\EU-A536 ‘1-hexadecio  {>10000 14400

\EU-A538 1-dodecilo 1270 n.c.

\EU-A539 i1-dodecilo 860 12300

EU-A540 1-tetradecilo n.c. §8800

|EU-A541 1-hexadecio 1800 15000

nc significa CE50 no calculable

§ significa superagonista

Se llevé a cabo una serie adicional de ensayos celulares usando ensayos celulares estandar (DiscoveRx, ensayos de
LeadHunter) usando lectura de estimulacion de cAMP o activacion de arrestina. Los compuestos se pesaron con
precision en una cantidad de aproximadamente 1 mg y se enviaron a DiscoveRx para la dilucién y ensayo. El ensayo
usado fue para receptores de glucagén (humano, clonado en células CHO) y GLP-1 (humano, clonado en células
CHO) en ensayos celulares.

...................................................................................................................................................................................................................................................

Compuesto 'CEso de GLP-1R de (CEsy de GLP-1R de :CEsy de glucagon de: 'CEso de R de glucagon
: {cAMP (nM) arrestina (nM) {cAMP R (nM) ‘de arrestina (nM) :

'EU-A534

...............................................................................

\EU-A538

'EU-A750

....................................................................................................................................................................................................................................................

\EU-AT51

\EU-A752

R RN R RS

\EU-A753

{EU-A754

....................................................................................................................................................................................................................................................

'EU-A755

EU_A756 ...........................................................

\EU-A757
'EU-A770

75
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‘Compuesto éCEso de GLP-1R de iCEso de GLP-1R deSCEso de glucagon deECEso de R de glucagén§
f {CAMP (nM) arrestina (nM) icAMP R (nM) {de arrestina (nM) :

EU-A771 0,07 14,2 10,4 1>100
EU-A772 10,07 8,4 5,4 1>100
'EU-A773 10,08 8,3 11,5 15100

...................................................................................................................................................................................................................................................

EU-A774 6,8

'EU-A775 17

...................................................................................................................................................................................................................................................

'EU-A776 >100

EU-A777 34,5

e R R R R e R R e e e

\EU-A792 27,9

'EU-A793 23,8

...................................................................................................................................................................................................................................................

EU-A794 59,4

'EU-A945 9,4

...................................................................................................................................................................................................................................................

\EU-A948

'EU-A992

R RN R RS

'EU-A993

'EU-A994

............................................................................................................................................................

E 0,16 o ; :
T P e s FF s S
[EU-A1023 10,028 10,035
'EU-A1024 0,005 10,035
[EU-A1025 10,008 10,240
'EU-A1026 0,034 0,486
[EU-A1029 10,019 0,06
'EU-A1032 0,03 5.4
[EU-A1035 0,02 10,19
(EU-A1041 0,02 10,13
[EU-A1044 0,07 0,57
'EU-A1167 10,013 10,019
[EU-A1168 0,07 0,14
'EU-A1173 10,021 0,463
[EU-A1576 10,082 10,070
'EU-A1577 10,007 0,069
[EU-A1578 10,008 10,355
'EU-A1581 10,086 11,032

'EU-A1587

e R R R R e R R e e e

\EU-A1588

'EU-A1589
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oy EE;J"'EE""é'i_"ﬁ-"{'ﬁ""&'énéméié';;"EE""g';'iGEQQSH"'&'é"§'EE;J"&'é"'ﬁ"&'émé'lﬁéé{géﬁng‘
{CAMP (nM) arrestina (nM) icAMP R (nM) {de arrestina (nM) :
'EU-A1590 0,094 0,343 5

[EU-A1591 10,073 10,286

'EU-A1592 10,25 10,78

EUA1594 0068
EUA1595 0113 .........................................................
EUMS% 1230
EUA1598 0199
?EU.X{ééé .............................................................................................................. 0317
EUA1601 T
EUA1602 0162
EUA1606 0058 .........................................................
EUA16070126 ..........................................................
EUA1611016
EUA16120059
T e

............................................................................................................................................................

g e e -
e —— g —
[EU-A1634 10,052 10,493
'EU-A1635 0,071 11,983
[EU-A1639 10,385 2,292
'EU-A1645 0,029 0,091
[EU-A1646 0,029 10,332
(EU-A1647 0,113 1,895
[EU-A1651 0,033 10,149
(EU-A1679 10,009 0,14
[EU-A1680 10,026 10,114
[EU-A1681 0,009 0,132
[EU-A1682 0,21 11,263
[EU-A1710 0,026 0,085
(EU-A1711 10,009 10,026
[EU-A1712 0,087 0,175
[EU-A1713 10,308 2,509
'EU-A1716 0,013 10,032
Erte g ——
e e s ™ e
T T
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‘Compuesto ECEso de GLP-1R de iCEso de GLP-1R deéCEso de glucagon deECEso de R de glucagén§

z :CAMP (nM) arrestina (nM) :CAMP R (nM) §de arrestina (nM)
'EU-A1723 10,028 0,062 5

[EU-A1729 10,006 0,558

'EU-A1730 0,008 11,172 ‘

T S e
e T 1 e —
e P i
T T
e P
7 £ e —
i P i
o T 1 e —
e s T e
EUA18410316 .................................................... T ———
T T s T
T e

....................................................................................................................................................................................................................................................

'EU-A1848 0,060 13,064

Ejemplo 7: Ensavo in vivo de compuestos - ratones db/db

Los 60 ratones db/db hembra B6BKS (D) Leprdb/J (raza 000697) para este estudio tuvieron aproximadamente 8 a 9
semanas de edad al llegar (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine). Los ratones se aleatorizaron en peso y cada uno
de dos grupos de tratamiento de 8 ratones hembra se administré con los productos experimentales, EU-A994, EU-
A995 o EU-A1026, a niveles de dosis de 100 o 300 nmol/kg. Un grupo de 8 ratones hembra sirvié de control de
vehiculo y recibié el vehiculo, 0,2 % de BSA en solucién salina, pH 7,4. Un grupo adicional de 8 ratones hembra recibié
el articulo de control positivo, liraglutida, en nivel de dosis de 50 nmol/kg. Los productos experimentales, vehiculo y
articulo de control positivo se administraron en el dia 1, aproximadamente a las 0, 7 y 24 horas durante el estudio por
inyeccion subcutanea en volumen de dosis de 6 mlkg.

Se realizaron observaciones clinicas en la recepcioén, antes de la aleatorizacion y diariamente a partir de los dias 1 a
5. Se midieron los pesos corporales y se registraron en la recepcion, antes de la aleatorizacion y diariamente a partir
de los dias 1 a 5. Se midi6 el consumo de comida y se registré diariamente a partir de los dias 1 a 5. Se recogieron
muestras de sangre para el analisis de glucosa antes de la prueba (dia -3) y 0, 1, 2, 4, 8, 10, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la primera dosis en el dia 1. Al finalizar el estudio, todos los animales se sacrificaron y se desecharon los
cadaveres sin evaluacién adicional.

Se observaron cambios de peso corporal significativos frente al vehiculo para liraglutida y EU-A994 de alta dosis y
EU-A1026 de alta dosis en los dias 2 y 3 y EU-A1026 de baja dosis en los dias 3 y 4. En el analisis de consumo de
comida, los animales tratados con liraglutida fueron significativamente diferentes del vehiculo en los dias 1 y 2, EU-
A994 de alta dosis en el dia 1, EU-A995 de baja dosis en el dia 1 y 2, EU-A994 de alta dosis en el dia 1, y dosis bajas
y altas de EU-A1026 en el dia 2 fueron significativamente diferentes de la liraglutida. Niveles de glucosa para liraglutida
alas 10 horas y EU-A994 de alta dosis a las 10 y 24 horas fueron significativamente diferentes del vehiculo. EU-A995
y EU-A1026 de baja dosis a las 10 horas fueron significativamente diferentes de liraglutida (Figura 5 ). De una manera
similar, otros analogos de la serie se probaron para los efectos sobre la glucosa en sangre, peso corporal y consumo
de comida.

ECompuesto §Dosis ERatones db/db - Glucosa media en sangre (mg/dl)

\z (nmol/kg) 0h 10h 24 h 48 h
liraglutida 50 595 265 347 377
|EU-A994 1300 554 242 1209 385
\EU-A995 300 503 471 493 527
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§Compuesto { Ratones db/db - Glucosa media en sangre (mg/dl)

10h48h ..............................
I|rag|ut|da286477
EUA993305 ......................................... .
EUA995584 ....................................................................... o Pem—
EUA1023 ................................................................................ s P
I|rag|ut|da ............................................................................... A ~7u— P
EUA1167 ............................................................................... P P FEa—
EUA1168133 ....................................................................... Frommm—

Ejemplo 8: Ensayo in vivo de compuestos - Ratones DIO

Se recibieron cincuenta (50) ratones macho C57BL/6J con obesidad inducida por la dieta (DIO) de JAX labs a las 6
semanas de edad. Los ratones se sometieron a muescas en la oreja para la identificacién y se alojaron individualmente
en jaulas de policarbonato ventiladas positivamente con aire filtrado por HEPA a una densidad de 5 ratones por jaula.
La sala de animales se iluminé completamente con iluminacién fluorescente artificial, con un ciclo controlado de 12 h
de luz/oscuridad. Los intervalos relativos de temperatura y humedad normales en las salas de animales fueron 22 +
4 °Cy 50 + 15 %, respectivamente. Se proporciond a voluntad agua de grifo filtrada, acidificada a un pH de 2,8 a 3,1,
y dieta hiperlipidica (Research Diets D12492; 60 kcal %).

Tras una aclimatacién de 2 semanas, se aleatorizaron 50 ratones en grupos (n=10) como a continuacién. Grupo 1.
Tratado con vehiculo; Grupo 2. EU-A994 de baja dosis; Grupo 3. EU-A594 de alta dosis; Grupo 4. EU-A1024 de baja
dosis; Grupo 5. EU-A1024 de alta dosis. Los ratones fueron administrados SC en los dias 1 (0, 7 h), 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21, 24. Se registraron diariamente los pesos corporales y las observaciones junto a la jaula. Se registrd
semanalmente el consumo de comida y agua. Los ratones se sometieron a mediciones de RMN para determinar la
composicién grasa y magra del cuerpo completo en los dias 1 (predosis) y 26. En el dia 26, los ratones ayunaron
durante la noche para una prueba de tolerancia a la glucosa oral. Al dia siguiente, se recogi6 la primera muestra de
sangre por mella en la cola (=0). Los ratones se administraron entonces con un bolo de 1,0 g/kg de glucosa. Se
obtuvieron muestras de sangre por mella en la cola 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la glucosa y la glucosa en
plasma se determiné inmediatamente usando un glucometro.

Sacrificio y obtencién de tejido: Los ratones se sacrificaron en el dia 28. Se procesoé la sangre terminal en suero/plasma
y las alicuotas se enviaron para analisis de glucosa, insulina y perfil de lipidos. La composicién del cuerpo se determiné
por RMN. El compuesto a modo de ejemplo EU-A1024 mostré una disminucion de la fluctuacion de glucosa en OGTT,
disminucién de la secrecién de insulina basal, con secrecion de insulina dependiente de glucosa potenciada,
disminucién del aumento de peso (Figura 10), disminucién de la masa grasa, pero efectos minimos sobre la masa
magra (Figura 11).

Ejemplo 9: Estabilidad de la proteasa plasmatica

Sumario del desarrollo del método bioanalitico I. Instrumentos usados, espectrémetro de masas API-4000, ESI
positiva, barrido de RMN; inyector automatico HPLC/CTC de Shimadzu con columna ACE C8 (2,1 x 50 mm, 5 um),
fase mévil A: 0,1 % de acido férmico, NH4OAc 5 mM en agua, fase mévil B: 0,1 % de acido formico en CHsCN, se
inyectd 10 pl de muestra, Il. Preparacién de muestras estandar y QC: i. Se preparé 1 mg/ml de disolucién madre en
DMSO/CH3CN (1/1), ii. Se prepararon disoluciones de trabajo estandar en 50 % de CH3CN con la disolucion madre.
Las concentraciones de las disoluciones de trabajo fueron 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000, 10000 y 20000
ng/ml, iii. Se afiadieron 10 pl de las disoluciones de trabajo en 90 pul de blanco de plasma y se agitaron con vértex, iv.
Se afiadieron 300 pl de disoluciéon de patrén interno (verapamilo, 20 ng/ml en 100 % de CH3CN), se agitdé con vortex
y se centrifug6, v. Se transfirié el sobrenadante en una placa de inyeccién de HPLC para cargar en la columna de
HPLC, vi. Las muestras estandar fueron a 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 y 2000 ng/ml. Las muestras de QC
fueron a 5 (LQC), 50 (MQC) y 500 (HQC) ng/ml. Para la estabilidad en estudio del plasma, se prepararon las muestras
de EU-A993, EU-A1023 y GLP-1 humano (7-36, Bachem) en plasma humano (aproximadamente 6-20 ng/ml o
concentraciones similares por encima del limite de cuantificacién) y se muestrearon en puntos de tiempo =0, 0,5, 1,
2, 4, 8 h durante la incubacién a 30 °C. Las muestras se trataron con disolucion de patron interno (100 % de CH3CN)
como se ha descrito anteriormente para precipitar las proteinas y los sobrenadantes se cargaron en una placa de
inyeccion para cargarlas en la columna de HPLC para cuantificacién por espectrometria de masas. Un grafico de la

79



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2985732 T3

sefial del compuesto (cantidad) frente al tiempo muestra la rapida disminucién en GIP-1 (7-36) y esencialmente ningun
cambio durante 8 h en la cantidad de compuesto intacto en el plasma humano para los compuestos de la divulgacién
(véase la Figura 8).

Ejemplo 10: Usos de los compuestos

Los péptidos y/o proteinas modificados covalentemente descritos en el presente documento son Utiles para la
prevencion y el tratamiento de una variedad de enfermedades relacionadas con la obesidad, el sindrome metabdlico,
la enfermedad cardiovascular y la diabetes. Se pueden usar péptidos modificados con tensioactivo marcados
adecuadamente como sondas de diagnéstico.

Pautas de administracién representativas incluyen oral, parenteral (incluyendo inyeccién subcutanea, intramuscular e
intravenosa), rectal, yugal (incluyendo sublingual), transdérmica, inhalacioén ocular e intranasal. Un método atractivo y
ampliamente usado para la administracién de péptidos implica la inyeccién subcutanea de una formulacién inyectable
de liberacién controlada. Otras vias de administracion para la aplicacion de los péptidos y/o proteinas modificados
covalentemente descritos en el presente documento son administracién subcutanea, intranasal y por inhalacion.

Ejemplo 11. Uso farmacéutico para el tratamiento de resistencia a la insulina.

Un paciente humano, con evidencia de sindrome de insulina o metabdlico, se trata con EU-A596 por administracién
intranasal (200 ul) de un atomizador estandar usado en la técnica de una disolucién del agente farmacéutico en
solucién salina fisiolégica que contiene desde 0,5 hasta 10 mg/ml del agente farmacéutico y que contiene excipientes
estandar, tales como alcohol bencilico. El tratamiento se repite seglin sea necesario para el alivio de sintomas, tales
como obesidad, glucosa elevada en sangre y similares. De una manera similar, una disolucién de EU-A596, y
excipientes seleccionados, en un disolvente a evaporar que contiene tal como un hidrofluoroalcano se administra
intranasalmente por inhalador de dosis medida (MDI) segun se necesite para reducir la resistencia a la insulina. El
efecto del tratamiento se determina usando pruebas estandar que incluyen medicién de los niveles de glucosa en
sangre, indice de masa corporal y/o peso corporal y/o medicién de las relaciones entre cintura y cadera.

De una manera similar, la administracién de una cantidad ajustada por vias transyugal, intravaginal, inhalacién,
subcutanea, intravenosa, intraocular u oral se prueba para determinar el nivel de estimulacién de GLP1R y/o GLCR
en células en el cuerpo y para determinar efectos terapéuticos.

SECUENCIAS

La memoria descriptiva proporciona secuencias para SEQ. ID. NO. 1-3 y SEQ. ID. NO. 774-783, 785-797 y 1025-
1029. Ademas, la Tabla 1 de la Figura 1 proporciona nimeros de SEQ. ID para los compuestos EU-A300 a EU-A425
que tienen SEQ. ID. NO. 4-129, respectivamente, como se muestra en la Tabla 1 de la Figura 1. Los compuestos en
la Tabla 1 de la Figura 1, y sus SEQ. ID. NO. respectivos mostrados en la Tabla 1 de la Figura 1, se incorporan por
este documento en la memoria descriptiva tal y como se presentd. Ademas, la Tabla 2 de la Figura 2 proporciona
nimeros de SEQ. ID para los compuestos EU-A426 a EU-A599 que tienen SEQ. ID. NO. 130-317, respectivamente,
como se muestra en la Tabla 2 de la Figura 2. Los compuestos en la Tabla 2 de la Figura 2, y sus SEQ. ID. NO.
respectivos mostrados en la Tabla 2 de la Figura 2, se incorporan por este documento en la memoria descriptiva tal y
como se presenté. Ademas, la Tabla 3 de la Figura 3 proporciona nimeros de SEQ. ID para los compuestos EU-A700
a EU-A1174 que tienen SEQ. ID. NO. 318-773; 798-806 respectivamente, como se muestra en la Tabla 3 de la Figura
3. Los compuestos en la Tabla 3 de la Figura 3, y sus SEQ. ID. NO. respectivos mostrados en la Tabla 3 de la Figura
3, se incorporan por este documento en la memoria descriptiva tal y como se presenté. Ademas, la Tabla 4 de la Figura
9 proporciona numeros de SEQ. ID para los compuestos EU-A1575 a EU-A1870 que tienen SEQ. ID. NO. 807-1024
y 1030-1107, respectivamente, como se muestra en la Tabla 4 de la Figura 9. Los compuestos en la Tabla 4 de la
Figura 9, y sus SEQ. ID. NO. respectivos mostrados en la Tabla 4 de la Figura 9, se incorporan por este documento
en la memoria descriptiva tal y como se presentd.
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REIVINDICACIONES

1. Un producto peptidico seleccionado de:

1)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
tetradecil-alfa-D-melibiouronil)}17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-1le23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-GIn28-Thr29-
NH2 (SEQ. ID. NO. 819,

2)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
hexadecil-alfa-D-melibiouronil}}17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-lle23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-GIn28-Thr29-
NH2 (SEQ. ID. NO. 820y,

3)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
octadecil-alfa-D-melibiouronil})17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-1le23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-GIn28-Thr29-
NH2 (SEQ. ID. NO. 821);

4)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
(13-carboxil-trideciloxi)beta-D-glucuronil))17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-lle23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1117);

5)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
(15-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil))17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-11e23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1118),

6)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
(17-carboxil-heptadeciloxi}beta-D-glucuronil)}17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-11e23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1119y,

7)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Gin17Ala18-Ala19-
Lys*20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(13-carboxil-trideciloxilbeta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-Leu27-GIn28-
Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1120);

8)

His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-GIn17-Alai8-
Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(15-carboxil-pentadeciloxijbeta-D-glucuronil))24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1121);

9)

His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-GIn17-Ala18-
Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(17-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil}}24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1122),

10)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Seri11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Lys(N-omega(1-
(13-carboxil-trideciloxi)beta-D-glucuronil)) 17-Ala18-Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1102, EU-A1865);

11)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Lys(N-omega(1-
(15-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil})17-Ala18-Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-lle23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1103, EU-A1866);

12)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Seri11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Lys(N-omega(1-
(17-carboxil-heptadeciloxi}beta-D-glucuronil})17-Ala18-Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-11e23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1104, EU-A1867);

13)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-GIn17-Ala18-
Ala19-GiIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(13-carboxil-trideciloxilbeta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1105, EU-A1868);

14)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Gin17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(15-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1106, EU-A1869);

15)
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-GIn17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronil))24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1107, EU-A1870);

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde los residuos marcados con un asterisco (*) se unen para
formar una lactama ciclica en la secuencia.
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2. El producto peptidico de la reivindicacién 1, que es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronil)}17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-11e23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu?7-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1119), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El producto peptidico de la reivindicacién 1, que es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Gin17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(15-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1106, EU-A1869), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El producto peptidico de la reivindicacion 1, que es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-GIn17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronil))24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1107, EU-A1870), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Una composicién farmacéutica que comprende un producto peptidico de la reivindicacion 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el producto peptidico es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronil)}17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-11e23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu?7-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1119), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el producto peptidico es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Gin17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(15-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1106, EU-A1869), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde el producto peptidico es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-GIn17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1107, EU-A1870), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Un producto peptidico para su uso en el tratamiento de resistencia a la insulina, diabetes, sindrome metabdlico,
obesidad o enfermedad cardiovascular, en donde el producto peptidico es un producto peptidico de la reivindicacién
1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. El producto peptidico para su uso segun la reivindicacién 9, en donde el producto peptidico es:

His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Tyr10-Ser11-Lys12-Tyr13-Leu14-Asp15-Glu*16-Lys(N-omega(1-
(17-carboxil-heptadeciloxi}beta-D-glucuronil)}17-Ala18-Ala19-Lys*20-Glu21-Phe22-11e23-GIn24-Trp25-Leu26-Leu27-
GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1119), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

11. El producto peptidico para su uso segun la reivindicacién 9, en donde el producto peptidico es:

His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-GIn17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(15-carboxil-pentadeciloxi)beta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1106, EU-A1869), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. El producto peptidico para su uso segun la reivindicacion 9, en donde el producto peptidico es:
His1-Aib2-GIn3-Gly4-Thr5-Phe6-Thr7-Ser8-Asp9-Glu*10-Ser11-Lys12-Tyr13-Lys*14-Asp15-Ser16-Gin17-Ala18-
Ala19-GIn20-Glu21-Phe22-1le23-Lys(N-omega(1-(17-carboxil-heptadeciloxi)beta-D-glucuronil})24-Trp25-Leu26-
Leu27-GIn28-Thr29-NH2 (SEQ. ID. NO. 1107, EU-A1870), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

13. El producto peptidico para su uso segun la reivindicacién 9, en donde el producto peptidico provoca pérdida de
peso.

14. Una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de resistencia a la insulina, diabetes, sindrome

metabolico, obesidad o enfermedad cardiovascular, comprendiendo la composicién un producto peptidico de la
reivindicacion 1, y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Figura 4
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Figura 5

Respuesta de glucosa en sangre
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

Estabilidad in vitro de EU-AS83, EU-A1023 y GLP-1 {7-36)

Plasma humano (37,4 °C)
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Figura 10

% cambio de peso corporal desde el dia 0 con tratamiento
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Delta de masa (%)
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Figura 11

Delta de masa grasa
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