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DESCRIPCION

Formulaciones novedosas de agonistas de la exendina y métodos de administracién de los mismos.
Campo de la aplicaciéon

La presente invencion estd relacionada con formulaciones, dosificaciones y formas farmacéuticas novedosas de
exendina y de agonistas del péptido de la exendina que son bioactivas y administrables por las vias inyectables como
por las no inyectables. Dichas formulaciones y dosificaciones y métodos de administracion resultan ttiles en el trata-
miento de la diabetes, tanto de la diabetes de tipo I como la de tipo I, en el tratamiento de trastornos que podrian verse
beneficiados por agentes que disminuyen el nivel de glucosa en plasma, y en el tratamiento de trastornos que podrian
verse beneficiados por la administracién de agentes eficaces en el retraso y/o disminucién de la velocidad del vaciado
gdstrico o en la reduccién del consumo de alimentos.

Antecedentes

La siguiente descripcion incluye informacion que puede resultar titil para la comprension de la presente invencidn.
No significa la admisién de que cualquiera de las informaciones proporcionadas aqui son técnicas antecedentes de las
invenciones reivindicadas en este momento, o pertinentes, ni de que cualquiera las publicaciones a las que se hace
referencia especificamente o implicitamente son técnicas antecedentes.

Las exendinas son péptidos que se encuentran en las secreciones salivales del monstruo de Gila (Gila mons-
ter) (Heloderma suspectum) o el monstruo verde mejicano (Mexican Beaded Lizard) (Heloderma horridum), reptiles
autdctonos de Arizona y del norte de Méjico. La exendina-3 [secuencia id. n° 1: His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp
Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro
Pro Pro Ser-NH,] se encuentra en las secreciones salivares del Heloderma horridum (monstruo verde mejicano), y la
exendina-4 [secuencia id. n° 2: His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg
Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH,] se encuentra en las secreciones
salivares del Heloderma suspectum (monstruo de Gila) (Eng, J., et al, J. Biol. Chem., 265:20259-62, 1990; Eng, J.,
et al., J. Biol. Chem., 267:7402-05, 1992). La secuencia de aminodcidos de la exendina-3 se presenta en la Figura 1.
La secuencia de aminodcidos de la exendina-4 se presenta en la Figura 2. En un principio se crey6 que la exendina-
4 era un componente (potencialmente téxico) del veneno. Ahora se sabe que carece de toxicidad y que en cambio se
produce en las glandulas salivares del monstruo de Gila.

Las exendinas presentan una cierta similitud en la secuencia con varios miembros de la familia de los péptidos
andlogos al glucagdn, siendo el mayor grado de homologia, un 53%, con el GLP-1 [7 - 36] NH, [sec. id. n°. 3]
(Goke, et al., J. Biol. Chem., 268:19650-55, 1993). El GLP-1[7 - 36] NH, también se conoce como proglucagén
[78 - 107], o simplemente “GLP-1", el término que se va a emplear con mas frecuencia aqui. El GLP-1 tiene un
efecto insulinotrépico, estimulando la secrecidon de insulina de las células 8 del pancreas. También se ha publicado
que el GLP-1 inhibe la secrecién de glucagén de las células a del pancreas (@rsov, et al., Diabetes, 42:658-61, 1993;
D’ Alessio, et al., J. Clin. Invest., 97:133-38, 1996). La secuencia de aminoacidos del GLP-1 se presenta en la Figura
3. Se ha publicado que el GLP-1 inhibe el vaciado gastrico (Willms B, et al., J Clin Endocrinol Metab 81 (1): 327-
32, 1996; Wettergren A, et al., Dig Dis Sci 38 (4): 665-73, 1993), y la secrecién del 4cido gastrico (Schjoldager BT,
et al., Dig Dis Sci 34 (5): 703-8, 1989; O’Halloran DJ, et al., J Endocrinol 126 (1): 169-73, 1990; Wettergren A, et
al., Dig Dis Sci 38 (4): 665-73,1993)). E1 GLP-1 [7 - 37], que presenta un residuo de glicina adicional en el extremo
carboxilico, también estimula la secrecion de insulina en humanos (@rsov, et al., Diabetes, 42:658-61, 1993). Se ha
publicado que una G-protefna transmembranosa receptora de la adenilato-ciclasa que se considera la responsable, al
menos en parte, del efecto insulinotépico del GLP-1 se ha clonado a partir de una estirpe de células 8 (Thorens, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89:8641-45, 1992).

Una parte importante de la investigacion en los dltimos afios se ha centrado en el GLP-1 debido a las publicaciones
sobre acciones tales como la amplificacion de la produccién de insulina estimulada (Byrne MM, Goke B. Lessons
from human studies with glucagon-like peptide-1: Potential of the gut hormone for clinical use [Lecciones de estudios
en humanos con el péptido-1 anédlogo al glucagén: potencial de la hormona digestivo para uso clinico]. En: Fehmann
HC, Goke B. Insulinotropic Gut Hormone Glucagon-Like Peptide 1. Basel, Switzerland: Karger, 1997:219-33), la
inhibicion del vaciado gastrico (Wettergren A, et al., Truncated GLP-1 (proglucagon 78 - 107-amide) inhibits gastric
and pancreatic functions in man [El GLP-1 truncado (proglucagén 78 - 107 amida) inhibe las funciones pancredti-
cas y géstricas del ser humano], Dis. Dis. Sci. 1993 Abril; 38(4):665-73), la inhibicién de la secrecién de glucagén
(Creutzfeldt WOC, et al., Glucagonostatic actions and reduction of fasting hyperglycemia by exogenous glucagon-
like peptide I (7 - 36) amide in type I diabetic patients [Acciones glucagonoestéticas y reduccién de la hiperglucemia
en ayunas mediante un péptido I amida (7 - 36) exogénico andlogo al glucagdén en diabéticos de tipo I], Diabetes
Care 1996; 19(6):580-6), y un supuesta funcién en el control del apetito (Turton MD, et al., A role for glucagon-like
peptide-1 in the central regulation of feeding [La funcién del péptido-1 andlogo al glucagén en la regulacién central
de la alimentacidn], Nature 1996 Enero; 379 (6560): 69-72). Se ha publicado que el GPL-1 también restablece la sen-
sibilidad a la glucosa de los islotes en ratas viejas, restaurando su tolerancia a la glucosa hasta un nivel propio de ratas
mas jovenes (Egan JM, et al., Glucagon-like peptide-1 restores acute-phase insulin release to aged rats [El péptido-1
andlogo al glucagén restablece la liberacion de insulina en la fase aguda en ratas viejas], Diabetologia 1997 Junio 40
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(Suppl 1):A130). La corta duracién de la accién biolégica del GLP-1 in vivo es una de las caracteristicas del péptido
que ha dificultado su desarrollo como agente terapéutico.

Las investigaciones farmacoldgicas han demostrado tanto las similitudes como las diferencias entre la exendina-4
y el GLP-1. Se dice que la exendina-4 puede actuar en los receptores del GLP-1 de las células secretoras de insulina
BTCI, en las células acinares dispersas del pancreas de conejillos de Indias, y en las células parietales del estémago.
También se ha publicado que el péptido estimula la liberacion de la somatostatina e inhibe la liberacion de la gastrina
en estdmagos aislados (Goke, et al., J. Biol. Chem. 268:19650-55, 1993; Schepp, et al., Eur. J. Pharmacol., 69:183-
91, 1994; Eissele, et al., Life Sci., 55:629-34, 1994). Se encontré que la exendina-3 y la exendina-4 estimulaban la
produccion de AMPc en las células acinares pancredticas y la liberacion de la amilasa de las mismas (Malhotra, R., ef
al., Regulatory Peptides, 41:149-56, 1992; Raufman, et al., J. Biol. Chem. 267:21432-37, 1992; Singh, et al., Regul.
Pept. 53:47-59, 1994). La exendina-4 también presenta una significativa mayor duracién en su accién que el GLP-
1. Por ejemplo, se publicé en un experimento que el descenso en el nivel de glucosa por la exendina-4 en ratones
diabéticos persistia durante varias horas y, en funcién de la dosis, hasta 24 horas (Eng J. Prolonged effect of exendin-4
on hyperglycemia of db/db mice [Efectos prolongados de la exendina-4 en la hiperglucemia de ratones db/db], Diabetes
1996 Mayo; 45 (Suppl. 2):152A (sumario 554)). Basandose en sus actividades insulinotrépicas, se ha propuesto el uso
de la exendina-3 y de la exendina-4 para el tratamiento de la diabetes mellitus y la prevencién de la hiperglucemia
(patente Eng, EE.UU. n° 5.424.286).

Se ha publicado que los péptidos de exendina truncados en el C terminal tales como la exendina-4 [9 - 39], una
molécula carboxiamidada, y los fragmentos desde el 3 - 39 hasta el 9 - 39 son antagonistas del GPL-1 potentes y
selectivos (Goke, et al., J. Biol. Chem., 268:19650-55, 1993; Raufman, J.P.,, et al., J. Biol. Chem. 266:2897-902, 1991;
Schepp, W., et al., Eur. J. Pharm. 269:183-91, 1994; Montrose-Rafizadeh, et al., Diabetes, 45 (Suppl. 2): 152A, 1996).
Se ha dicho que la exendina-4 [9 - 39] bloquea el GLP-1 endégeno in vivo, produciendo la reduccién de la secrecién
de insulina (Wang, et al., J. Clin. Invest., 95:417-21, 1995; D’ Alessio, et al., J. Clin. Invest., 97:133-38, 1996). Se
ha publicado la clonacion, a partir de las células de los islotes pancredticos de rata, de un receptor aparentemente
responsable del efecto insulinotrépico del GLP-1 en las ratas (Thorens, B., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89:8641-
8645, 1992). Se dice que las exendinas y la exendina-4 [9 - 39] se enlazan con el receptor del GLP-1 de rata clonado
(el receptor del GLP-1 en las células B pancredticas de rata (Fehmann HC, et al., Peptides 15 (3): 453-6, 1994) y
el receptor del GLP-1 humano (Thorens B, et al., Diabetes 42 (11): 1678-82, 1993)). En las células sometidas a
transfeccién con el receptor del GLP-1 clonado, se dice que la exendina-4 es un agonista, es decir, aumenta el AMPc,
mientras que se identifica la exendina [9 - 39] como antagonista, es decir, bloquea las acciones estimuladoras de la
exendina-4 y del GLP-1. Id.

También se ha publicado que la exendina [9 - 39] actiia como antagonista de las exendinas de longitud completa,
inhibiendo la estimulacién de las células acinares pancredticas por la exendina-3 y la exendina-4 (Raufman, et al., J.
Biol. Chem., 266:2897-902, 1991; Raufman, et al., J. Biol. Chem., 266:21432-37, 1992). También se ha publicado que
la exendina [9 - 39] inhibe la estimulacién de los niveles de insulina en plasma por la exendina-4, e inhibe la actividad
estimuladora de la liberacién de la somatostatina y la actividad inhibidora de la liberacion de la gastrina de la exendina-
4 y del GLP-1. (Kolligs, F., et al., Diabetes, 44:16-19, 1995; Eissele, et al., Life Sciences, 55:629-34, 1994). Se ha
empleado la exendina [9 - 39] para investigar la relevancia del GLP-1 central en el control de la ingesta alimenticia
(Turton, M.D. et al Nature 379:69-72, 1996). El GLP-1 administrado por inyeccion intracerebro ventricular inhibe la
ingesta alimenticia en las ratas. Se ha publicado que el efecto inductor de la saciedad del GLP-1 administrado ICV
se inhibe con la inyeccién ICV de exendina [9 - 39] (Turton, supra). Sin embargo, se ha publicado que el GLP-1 no
inhibe la ingesta en ratones cuando se les administra mediante inyeccién periférica (Turton, M. D., Nature, 379:69-72,
1996; Bhavsar, S. P., Soc. Neurosci. Abstr. 21:460 (188.8), 1995).

Los resultados de una investigacion sobre si las exendinas son las especies homélogas del GLP-1 de los mamiferos
se public6 por Chen y Drucker quienes clonaron el gen de la exendina del monstruo de Gila (J. Biol. Chem. 272
(7):4108-15 (1997). La observacion que el monstruo de Gila también presenta genes separados para los proglucagones
(a partir de los que se procesa el GLP-1), que son mds similares al proglucagén de los mamiferos que la exendina,
indica que las exendinas no son las especies homologas del GLP-1.

Los agentes que sirven para retardar el vaciado gastrico han encontrado su lugar en la medicina como herramienta
de diagnéstico en las exploraciones radioldgicas gastrointestinales. Por ejemplo, el glucagén es una hormona poli-
peptidica que se produce en las células « de los islotes pancredticos de Langerhans. Es un agente hiperglucémico
que moviliza la glucosa activando la gluconeogénesis hepdatica. En un menor grado puede estimular la secrecién de la
insulina pancredtica. El glucagén se utiliza en el tratamiento de la hipoglucemia inducida por la insulina, por ejemplo,
cuando no resulta posible la administracién de glucosa por via intravenosa. Sin embargo, al reducir el glucagén la
motilidad del tracto gastrointestinal también se emplea como herramienta de diagndstico en las exploraciones radiol6-
gicas gastrointestinales. El glucagén también se ha empleado en varias investigaciones para tratar diversos trastornos
gastrointestinales dolorosos relacionados con los espasmos. Daniel, et. al. (Br. Med. J., 3:720, 1974) informaron réa-
pidamente de alivio sintomadtico de diverticulitis aguda en pacientes tratados con glucagén comparados con aquellos
que habian sido tratados con analgésicos o antiespasmddicos. En una resefia de Glauser, et al. (J. Am. Coll. Emergency
Physns, 8:228, 1979) se describe la liberacién de una obstruccién alimenticia aguda en el es6fago después del trata-
miento con glucagén. En otro estudio, el glucagoén alivié de manera significativa el dolor en 21 pacientes enfermos de
las vias biliares en comparacién con los 22 pacientes tratados con un placebo (M. J. Stower, et al., Br. J. Surg., 69:591-
2, 1982).
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Los métodos para regular la motilidad gastrointestinal empleando agonistas de la amilina se describen en la solici-
tud internacional de propiedad conjunta n° PCT/US 94/10225, publicada el 16 de marzo de 1995, WO 95/07098.

Los métodos para regular la motilidad gastrointestinal empleando los agonistas de la exendina se describen en la
patente de propiedad conjunta WO 98/0535, presentada el 8 de agosto de 1997 y titulada “Methods for Regulating
Gastrointestinal Motility (Métodos de regulacién de la motilidad gastrointestinal)”, cuya solicitud es una continuacién
parcial de la solicitud de patente EE.UU. de n° de serie 08/694.954 presentada el 8 de agosto de 1996.

Los métodos para reducir la ingesta alimenticia empleando agonistas de la exendina se describen en la patente de
propiedad conjunta WO 98/3023, presentada el 7 de enero de 1998 y titulada “Use of Exendin and Agonists Thereof for
the Reduction of Food Intake (Empleo de la exendina y de los antagonistas de la misma en la reduccién de la ingesta
alimenticia)”, que reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales EE.UU. de n° 60/034.905 presentada el 7 de
enero de 1997, 60/055.404 presentada el 7 de agosto de 1997, 60/065.442 presentada el 14 de noviembre de 1997 y
60/066.029 presentada el 14 de noviembre de 1997.

También se ha publicado que las exendinas tienen efectos inotrdpicos y diuréticos, tal como se establece en la
solicitud internacional de propiedad conjunta PCT/US 99/02554 (WO 99/40788) presentada el 5 de febrero de 1999,
reivindicando el beneficio de la solicitud provisional n° 60/075.122, presentada el 13 de febrero de 1998.

Se describen compuestos novedosos agonistas de la exendina en la solicitud PCT de propiedad conjunta n® PCT/US
98/16387 (WO 99/07404) presentada el 6 de agosto de 1998 titulada “Novel Exendin Agonist Compounds (Compues-
tos novedosos antagonistas de la exendina)”, que reivindica el beneficio de la patente EE.UU. de n° de solicitud
60/055.404, presentada el 8 de agosto de 1997.

Otros agonistas novedosos se describen en la PCT de propiedad conjunta de n° de serie PCT/US 98/24210 (WO
98/25727), presentada el 13 de noviembre de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds (Compuestos nove-
dosos antagonistas de la exendina)”, que reivindica el beneficio de la patente provisional EE.UU. de n° de solicitud
60/055.442, presentada el 14 de noviembre de 1997.

Otros agonistas novedosos mds se describen en la PCT de propiedad conjunta de n° de serie PCT/US 98/24273,
presentada el 13 de noviembre de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds (Compuestos novedosos anta-
gonistas de la exendina)”, que reivindica el beneficio de la patente provisional EE.UU. de n° de solicitud 60/066.029,
presentada el 14 de noviembre de 1997.

Desde la aparicion de los primeros péptidos y proteinas terapéuticamente activos producidos por ingenieria gené-
tica, se ha producido una demanda creciente para encontrar otras rutas de administracion distintas de la parenteral. Sin
embargo, los intentos se han visto frustrados por las auténticas propiedades de loes péptidos y de las proteinas que los
destacan de las pequefias moléculas de los principios activos empleados ampliamente hoy en dia. Dichas propiedades
comprenden el tamafio molecular, la susceptibilidad de degradacion proteolitica, la rdpida eliminacién plasmaética, las
peculiares curvas dosis - respuesta, la inmunogenicidad, la biocompatibilidad, y la tendencia de los péptidos y de las
proteinas a experimentar agregacion, adsorcion y desnaturalizacion.

Se comprende de una forma general que la administracién de principios activos peptidicos por vias distintas a
las inyecciones subcutdneas o intravenosas, o la venoclisis intravenosa, a menudo no resultan practicas debido a,
por ejemplo, en el caso de la administracion oral, tanto a la degradacién enzimdtica como a la falta de absorcién
en el tracto gastrointestinal. De ese modo, contintia existiendo la necesidad de desarrollar métodos alternativos a
la inconveniente y a veces dolorosa inyeccidn para la administracién de principios activos peptidicos, tales como las
exendinas y los andlogos agonistas al péptido de la exendina a los que se ha hecho referencia anteriormente. Ademds de
las formulaciones y dosificaciones ttiles en la administracién de exendinas y agonistas de las exendinas mediante una
inyeccion, las formulaciones, las formas farmacéuticas, y los métodos que resuelven dichos problemas y que resultan
utiles en la administracién por via distinta a la inyeccién de cantidades terapéuticamente efectivas de exendina y de
agonistas de la exendina se describen aqui.

Resumen de la invencion

De acuerdo con un aspecto, la presente invencidn proporciona formulaciones de compuestos estables de exendina
y de agonistas de la exendina y dosificaciones de los mismos que presentan propiedades beneficiosas que comprenden
los efectos de retardar el vaciado géstrico y la disminucién de los niveles de glucosa en plasma.

De ese modo, este aspecto de la invencion proporciona una formulacién farmacéutica que es una forma farma-
céutica liquida estable adecuada para la administracién en multiples usos que comprende del 0,005% al 0,4% (p/v)
de un péptido de exendina o de un agonista de la exendina, una solucién amortiguadora (preferiblemente un amor-
tiguador de acetato), un modificador de la iso-osmolalidad (preferiblemente manitol), y de un 0,005% a un 1,0% en
p/v de un conservante seleccionado entre el grupo del m-cresol, fenol, alcohol bencilico, metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno y butilparabeno (preferiblemente m-cresol), presentando dicha formulacién un pH entre 4,0 y 6,0.

Por “agonista de la exendina” se entiende un compuesto que imita uno o mds efectos de la exendina, por ejemplo,
enlazdndose a un receptor en el que la exendina provoca uno o mas de dichos efectos o activando la cascada de sefiales
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con la que la exendina provoca uno o mas de dichos efectos. Los agonistas de la exendina comprenden los péptidos
agonistas de la exendina, tales como los andlogos y derivados de la exendina-3 y de la exendina-4 que presentan una
o mads de las actividades deseadas de la exendina. Aqui se identifican diversos andlogos agonistas de la exendina o se
hace referencia a los mismos.

Las formulaciones de exendina y de agonistas de la exendina en el ambito de la invencién comprenden una forma
farmacéutica liquida parenteral y modificaciones de la forma farmacéutica que son dtiles en la administracion oral,
intranasal, bucal, sublingual, endotraqueal y pulmonar de las exendinas y de los agonistas de la exendina.

De ese modo, la invencién incluye formas farmacéuticas liquidas parenterales que comprenden aproximadamen-
te de un 0,005% a un 0,4%, mds especificamente de un 0,005% a un 0,02%, o de un 0,005% a un 0,05% (p/v),
del principio activo en un sistema acuoso junto con aproximadamente de un 0,02% a un 0,5% (p/v) de un aceta-
to, fosfato, citrato o glutamato o amortiguador similar tanto solo como en combinacién para obtener un pH de la
composicién final desde un pH de 4,0 a un pH de 6,0 aproximadamente, o desde un pH de 4,0 a un pH de 5,0 apro-
ximadamente, asi como tanto de un 1,0% a un 10% aproximadamente (p/v) de un modificador de la iso-osmolalidad
de hidrato de carbono o alcohol polihidrico (preferiblemente manitol) o hasta aproximadamente un 0,9% salino o
una combinacién de ambos conduciendo a una solucién isoténica o iso-osmolar en una fase continua acuosa. Apro-
ximadamente se encuentra presente del 0,005% al 1,0% (p/v) de un conservante antibidtico seleccionado entre el
grupo que consiste en el m-cresol, el alcohol bencilico, el metilparabeno, el etilparabeno, el propilparabeno, el bu-
tilparabeno y el fenol. Se afade una cantidad suficiente de agua para la inyeccién y asi obtener la concentracién
deseada de la solucién. También puede haber cloruro de sodio, asi como otros excipientes, si asi se desea. Dichos
excipientes, sin embargo, han de mantener la estabilidad global del principio activo. Los alcoholes polihidricos titiles
comprenden componentes tales como el sorbitol, el manitol, la glicerina y los polietilenglicoles (PEGs). Los alco-
holes polihidricos y los hidratos de carbono también resultardn eficaces en la estabilizacién de las proteinas ante la
desnaturalizacién provocada por las altas temperaturas y por los procesos de congelacién - descongelacién o de liofi-
lizacion. Los hidratos de carbono adecuados comprenden la galactosa, la arabinosa, la lactosa o cualquier otro hidrato
de carbono que no presente una reaccién adversa en el paciente diabético, si estd destinado para ese uso, es decir,
que el hidrato de carbono no se metabolice de manera que forme altas concentraciones de glucosa en sangre. Pre-
feriblemente, los péptidos de la presente invencién se mezclan con alcoholes polihidricos tales como el sorbitol, el
manitol, el inositol, la glicerina, el xilitol, y copolimeros del polipropilen/etilenglicol, asi como varios polietilenglico-
les (PEG) de un peso molecular de 200, 400, 1450, 3350, 4000, 6000, y 8000). El manitol es el alcohol polihidrico
preferido.

También se encuentran en el &mbito de la invencidn formas farmacéuticas preferidas para las exendinas y los ago-
nistas de la exendina cuando se administran mediante inyeccién, y cuando se administran por otras vias. De ese modo,
las formulaciones para la exendina y los agonistas de la exendina con una potencia comparable se proporcionan para su
administracién por inyeccién desde aproximadamente 0,1 pg hasta aproximadamente 0,5 ug por kilogramo, con una
dosificacion de una a tres veces al dia. Por regla general, para el paciente diabético que pesa entre aproximadamente
70 kilogramos (promedio para el diabético tipo I) hasta aproximadamente 90 kilogramos (promedio para el diabético
tipo II), por ejemplo, esto va a significar una administracién de aproximadamente 10 ug a aproximadamente 120 ug
por dia en una dosis Unica o de forma fraccionada, dichas dosis se administran preferiblemente dos o tres veces al dia,
y mas preferiblemente, dos veces al dia.

En un procedimiento preferido de inyeccidn la exendina o el agonista de la exendina se administra por via parente-
ral, més preferiblemente por inyeccidn, por ejemplo, mediante una inyeccion periférica. Preferiblemente, se adminis-
tran al dia de aproximadamente 1 ug - 30 ug a 1 mg de exendina o de agonista de la exendina. Mds preferiblemente, se
administran al dfa de aproximadamente 1 ug - 30 ug a aproximadamente 500 pg, o de aproximadamente 1 ug - 30 ug
a aproximadamente 50 pg de exendina o de antagonista de la exendina. En la manera mas preferible, se administran al
dia aproximadamente de 3 g a aproximadamente 50 ug de exendina o de antagonista de la exendina, en funcién del
peso del paciente y la potencia del compuesto administrado. Las dosis preferidas que se basan en el peso del paciente
para los compuestos con una potencia que corresponde aproximadamente a la de la exendina-4 varian desde aproxi-
madamente 0,005 ug/kg hasta aproximadamente 0,2 ug/kg por dosis. Mds preferiblemente, las dosis que se basan en
el peso del paciente para los compuestos con una potencia que corresponde aproximadamente a la de la exendina-4
varfan desde aproximadamente 0,02 ug/kg hasta aproximadamente 0,1 pg/kg por dosis. En la manera mds preferible,
las dosis que se basan en el peso del paciente para los compuestos con una potencia que corresponde aproximadamente
a la de la exendina-4 varian desde aproximadamente 0,05 pg/kg hasta aproximadamente 0,1 ug/kg por dosis. Dichas
dosis se administran de 1 a 4 veces al dia, preferiblemente 1 6 2 veces al dia. Las dosis de exendina o de agonistas de
la exendina habitualmente serdn inferiores si se administran mediante venoclisis continua. Las dosis de exendina o de
agonistas de la exendina habitualmente serdn superiores si se administran mediante métodos distintos a la inyeccion,
tales como la administracion oral, bucal, sublingual, intranasal, pulmonar o mediante un parche.

Las formas farmacéuticas orales de acuerdo con la presente invencién comprenderdn desde aproximadamente 50
hasta aproximadamente 100 veces el principio activo, es decir, desde aproximadamente 500 hasta aproximadamente
12000 pg por dia en una dosis tnica o en dosis fraccionada, preferiblemente desde aproximadamente 500 g hasta
aproximadamente 5000 ug por dia. Las formas farmacéuticas pulmonares de acuerdo con la presente invencién com-
prenderan desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 100 veces el principio activo, es decir, desde aproxima-
damente 100 g hasta aproximadamente 12000 ug por dia en una dosis tnica o en dosis fraccionadas, preferiblemente
desde aproximadamente 500 ug hasta aproximadamente 1000 ug por dia. Las formas farmacéuticas intranasales,
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bucales y sublinguales de acuerdo con la presente invenciéon comprenderdn desde aproximadamente 10 hasta aproxi-
madamente 100 veces el principio activo, es decir, desde aproximadamente 100 ug hasta aproximadamente 12000 ug
por dia en una dosis tnica o en dosis fraccionadas.

Las formas farmacéuticas preferidas de administracion intranasal son de aproximadamente 10 - 1000 a aproxi-
madamente 1200 - 12000 ug por dia, en el caso de la administracion bucal de aproximadamente 10 - 1000 a apro-
ximadamente 1200 - 12000 pg por dia, en el caso de la administracién sublingual de aproximadamente 10 - 1000 a
aproximadamente 1200 - 8000 ug por dia. Las formas farmacéuticas de los agonistas de la exendida con una potencia
inferior o superior a la de la exendina-4 se aumentan o disminuyen de la manera adecuada tal como se ha descrito
anteriormente y en otras partes de este documento.

En otro aspecto preferido, la exendina o el agonista de la exendida empleado en los métodos de la presente inven-
cion es la exendina-3 [Secuencia id. n° 1]. En otro aspecto preferido, dicha exendina es la exendina-4 [Secuencia id.
n°. 2]. Otros agonistas de la exendina preferidos comprenden la exendina 4 (1 - 30) [Secuencia id. n° 6: His Gly Glu
Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly],
la exendina-4 (1 - 30) amida [Secuencia id. n° 7: His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly-NH,], la exendina-4 (1 - 28) amida [Secuencia id. n° 40:
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys
Asn-NH,], la "*Leu, *Phe exendina-4 [Secuencia id. n° 9: His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu
Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH,], la
“Leu, >?Ala, ®Phe exendina-4 (1 - 28) amida [Secuencia id. n° 41: His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys
GIn Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn-NH,], la '“Leu, *Phe exendina-4 (1 - 28) amida
[Secuencia id. n°® 8: His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Ala Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH,].

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se pondrdn de relieve a partir de la siguiente descripcién de las
formas de realizacién preferidas de la misma, asi como a partir de las reivindicaciones.

De acuerdo con la presente invencioén y tal como se emplea aqui, los siguientes términos se encuentran definidos
para tener los siguientes significados, excepto cuando se especifique lo contrario. Una “sal farmacéuticamente acepta-
ble” comprende las sales de los compuestos de la presente invencion derivados de la combinacién de dichos compuesto
y un 4cido organico o inorgdnico. En la prictica, el empleo de la forma farmacéutica como sal equivale al empleo de la
forma bdasica. Los compuestos de la presente invencidn resultan titiles tanto en la forma bdsica libre como en la forma
de sal, considerandose ambas formas como pertenecientes al &mbito de la presente invencidn.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa la secuencia de aminoacidos de la exendina-3 [Secuencia id. n° 1].

La Figura 2 representa la secuencia de aminoacidos de la exendina-4 [Secuencia id. n° 2].

La Figura 3 representa la secuencia de aminoacidos del GLP-1 [7 - 36] NH, (GLP-1) [Secuencia id. n°® 3].

La Figura 4 representa los niveles en plasma de la exendina-4 en ratas después de administracién endotraqueal.

La Figura 5a representa la concentracién en plasma de la exendina-4 después de la instilacién en ratones db/db.

La Figura 5b representa el efecto de la administracién endotraqueal de la exendina-4 en la glucosa plasmatica en
ratones db/db.

Las Figuras 6a y 6b representan el efecto de la administracién endotraqueal de la exendina-4 en la glucosa plas-
mdtica en ratones ob/ob.

La Figura 7a representa la concentracion en plasma de exendina-4 después de la instilacién endotraqueal en ratas.
La Figura 7b representa la biodisponibilidad de la exendina-4 después de la instilacién endotraqueal en ratas.
La Figura 8 representa la concentracién en plasma de exendina-4 en ratas expuestas a la exendina-4 aerosolizada.

La Figura 9a representa el efecto de la exposicion a la exendina-4 aerosolizada durante diez minutos en la glucosa
plasmadtica en ratones db/db.

La Figura 9b representa la concentracion en plasma de exendina-4 después de la exposicion a la exendina-4 aero-
solizada durante diez minutos.

La Figura 10 representa las concentraciones en plasma de la exendina-4 después de la administracion intranasal en
ratas.
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La Figura 11 representa el efecto de la administracién intragéstrica de la exendina-4 después en la glucosa plasma-
tica en ratones db/db.

La Figura 12a representa la concentracion en plasma de la exendina-4 después de la administracién sublingual en
ratones db/db.

La Figura 12b representa el efecto de la administracion sublingual de exendina-4 en la glucosa plasmadtica en
ratones db/db.

La Figura 12c representa la concentracion en plasma de la exendina-4 después de la administracién sublingual en
ratas.

La Figura 12d representa la biodisponibilidad de la exendina-4 después de la administracién sublingual.
La Figura 12e representa la C,,4 de exendina-4 sublingual.

La Figura 13 representa el efecto de la exendina-4 (administrada i. p. dos veces al dia) en la ingesta alimenticia (a),
los cambios en el peso corporal (b) (peso corporal inicial 441 + 39 g), o los cambios en la hemoglobina A, (7,68 +
0,20% a las 0 semanas). Las dosis - respuestas (listas de la derecha) son para los promedios a lo largo de las tltimas 2
de 6 semanas de tratamiento.

La Figura 14 representa la concentracion de glucosa plasmadtica (a), el indice de venoclisis de glucosa requerido
para mantener la euglucemia (b) y la concentracién de lactato en plasma (c) en técnicas de clamp realizadas en ratas
ZDF tratadas previamente durante 6 semanas con las dosis especificadas de exendina-4 (i. p. dos veces al dia). Las
dosis - respuestas para los valores de venoclisis de glucosa y la concentracién de lactato en plasma se basan en los
valores promedio obtenidos entre 60 y 180 minutos de la técnica del clamp.

La Figura 15 representa las secuencias de aminodcidos para determinados compuestos agonistas de la exendina
utiles en la presente invencién [Secuencias id. n° 9 - 39].

Las Figuras 16 y 17 representan los resultados de la disminucién de la glucosa a partir de la investigacién clinica
descrita en el Ejemplo 12.

Descripcion detallada de la invencién
Exendinas y agonistas de la exendina

La exendina-3 y la exendina-4 son péptidos naturales que se aislan a partir de las secreciones salivares del monstruo
de Gila y del monstruo verde mejicano. Los ensayos en animales con la exendina-4 han demostrado que su capacidad
para disminuir el nivel de glucosa en sangre persiste durante varias horas. La exendina-4, un polipéptido de 39 ami-
noécidos, se sintetiza empleando una sintesis en fase sélida tal como se describe aqui, y se ha contrastado que este
material sintético es idéntico a la exendina-4 natural.

Se han estudiado diversos aspectos de la farmacologia no clinica de la exendina-4. En el cerebro, la exendina-4
se une principalmente al area postrema y a la regién del nicleo del tracto solitario del romboencéfalo y al 6rgano
subfornical del prosencéfalo. Se ha observado la unién de la exendina-4 en el encéfalo y rifién en ratas y en ratones.
Se desconoce a qué estructuras se une la exendina-4 en el rifién.

Un cierto niimero de otros experimentos han comparado las acciones bioldgicas de la exendina-4 y el GLP-1 y han
demostrado una gama de propiedades mds favorable para la exendina-4. Una dosis tnica subcutdnea de exendina-4
disminuyé la glucosa plasmadtica en ratones db/db (diabéticos) y ob/ob (obesos diabéticos) hasta un 40%. En las ratas
ZDF (Diabetic Fatty Zucker), 5 semanas de tratamiento con exendina-4 disminuyeron la HbA . (una determinacién de
la hemoglobina glucosilada utilizada para evaluar los niveles de glucosa plasmadtica) hasta un 41%. La sensibilidad a
la insulina también se vio mejorada en un 76% después de 5 semanas de tratamiento de ratas obesas ZDF. En primates
intolerantes a la glucosa también se observaron descensos dependientes de la dosis en la glucosa plasmatica. Ver el
Ejemplo 6, donde se describen los resultados de un experimento que indican que la exendina es mds potente y/o
efectiva que el GLP-1 al amplificar la liberacién de insulina estimulada por la glucosa. El Ejemplo 8, ademds, describe
el trabajo que demostré que la capacidad de la exendina-4 para disminuir el nivel de glucosa en vivo era 3430 veces
mas potente que la del GLP-1.

La accién insulinotrépica de la exendina-4 también se ha observado en roedores, mejorando la respuesta de la
insulina a la glucosa en mds de un 100% en ratas HSD (Harlan Sprague Dawley) sin ayunar, hasta aproximadamente
unas 10 veces en ratones db/db sin ayunar. Un pretratamiento con concentraciones superiores de glucosa plasmaética se
relaciond con unos mayores efectos en la disminucién de la glucosa. De ese modo, el efecto observado en la exendina-4
al hacer descender la glucosa parece ser dependiente de la glucosa, y minimo si los animales ya presentan euglucemia.
El tratamiento con la exendina-4 también estd relacionado con la mejora en los indices de glucemia y la sensibilidad
de la insulina, tal como se describe en los Ejemplos 9y 13.
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La exendina-4, en funcién de la dosis, disminuy6 el vaciado géstrico en las ratas HSD y result6 ser aproximada-
mente 90 veces mds potente que el GLP-1 para esta accién. También se ha demostrado que la exendina-4 reduce la
ingesta alimenticia en los ratones NIH/Sw (suizos) después de la administracién periférica, y resulté como minimo
1000 veces mds potente que el GLP-1 para esta accién. La exendina-4 redujo la concentracién de glucagén en plasma
en aproximadamente un 40% en ratas ZDF anestesiadas bajo condiciones de clamp hiperinsulinémico e hiperglucé-
mico, pero no afectd a las concentraciones de glucagén en ratas normales en condiciones de euglucemia, Ver Ejemplo
4. Se ha demostrado que la exendina-4, en funcién de la dosis, reduce el peso corporal en ratas ZDF obesas, mientras
que en ratas ZDF delgadas, la disminucién observada en el peso corporal parece ser transitoria.

Gracias a los efectos de aumentar y restaurar la secrecion de insulina, asi como de inhibir la secrecién de glucagén,
la exendina-4 serd util en pacientes con diabetes de tipo II que conserven la capacidad de secretar insulina. Sus efectos
en la ingesta alimenticia, en el vaciado gastrico, en otros mecanismos que modulan la absorcién de nutrientes, y en la
secrecion de glucagén también confirman la utilidad de la exendina-4 en el tratamiento de, por ejemplo, la obesidad,
la diabetes de tipo I, y los pacientes con diabetes de tipo II que presentan una secrecién disminuida de la insulina.

Se ha investigado la toxicologia de la exendina-4 en estudios con dosis tinica en ratones, ratas, y monos, en es-
tudios con dosis fraccionadas (hasta 28 dosis consecutivas diarias) en ratas y monos y en ensayos in vitro de accién
mutdgena y de alteraciones cromosémicas. Hasta la fecha, no se han producido fallecimientos, y no se han observado
cambios relacionados con el tratamiento en la hematologia, bioquimica, o cambios tisulares tanto macroscopicos como
microscopicos. Se demostré que la exendina-4 no era mutdgena, y que no provocaba aberraciones cromosdmicas con
las concentraciones empleadas en los ensayos (hasta 5000 ug/ml).

Apoyando la investigacion de la farmacocinética y el metabolismo de la exendina-4, se ha desarrollado un cierto
nimero de inmunoanalisis. En los estudios iniciales de farmacocinética se utilizé un radioinmunoanélisis con sensibili-
dad limitada (-100 pM). Posteriormente se validé un andlisis inmunoradiométrico (IRMA) bilateral para la exendina-4
con un limite inferior de determinacidn cuantitativa de 15 pM. Ver ejemplos 5 y 7. Se encontr6 que la biodisponibilidad
de la exendina-4, administrada por via subcutinea, era aproximadamente del 50 - 80% empleando el radioinmunoana-
lisis. Esto fue similar a lo visto después de la administracion intraperitoneal (48 - 60%). Las concentraciones maximas
de plasma (C,4) se produjeron entre 30 y 40 minutos (T, ). Los valores de C,4, y AUC estaban relacionados monéto-
namente con la dosis. La vida media aparente de la exendina-4 administrada por via subcutdnea fue aproximadamente
de 90 - 110 minutos. Este valor es significativamente superior a los 14 - 41 minutos observados después de la ad-
ministracion intravenosa. Unos resultados similares se obtuvieron mediante el andlisis IRMA. Los estudios sobre la
degradacion con exendina-4 en comparacién con el GLP-1 indican que la exendina-4 es relativamente resistente a la
degradacion.

La investigacion de la relacion actividad estructura (SAR) para evaluar estructuras que pueden estar relacionadas
con la actividad antidiabética de la exendina, sobre su estabilidad con el metabolismo, y sobre la mejora de sus
caracteristicas fisicas, especialmente en lo que concierne a la estabilidad del péptido y la susceptibilidad de sistemas
de distribucién alternativos, ha conducido al descubrimiento de los compuestos peptidicos agonistas de la exendina.
Los agonistas de la exendina comprenden andlogos peptidicos de la exendina en los que uno o mas aminodcidos
naturales son eliminados o reemplazados con otro(s) aminodcido(s).

Los agonistas preferidos de la exendina son agonistas andlogos de la exendina-4. Son agonistas de la exendina
especialmente preferidos los descritos en la solicitud internacional n° PCT/US98/16387, presentada el 6 de agosto
de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds (Compuestos novedosos antagonistas de la exendina)”, que
reivindica el beneficio de la patente EE.UU. de n° de solicitud 60/055.404, presentada el 8 de agosto de 1997, que
comprenden los compuestos de férmula (I) [Secuencia id. n° 3]:

Xaa, Xaa, Xaa; Gly Thr Xaa, Xaa; Xaas Xaa; Xaag
Ser Lys Gln Xaay Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu
Xaa,y Xaa;; Xaa;, Xaa;; Leu Lys Asn Gly Gly Xaa,,
Ser Ser Gly Ala Xaas Xaas Xaa,; Xaa;3-Z

en la que Xaa,; es His, Arg o Tyr; Xaa, es Ser, Gly, Ala o Thr; Xaa; es Asp o Glu; Xaa, es Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaas es Thr o Ser; Xaag es Ser o Thr; Xaa; es Asp o Glu; Xaag es Leu, Ile, Val, pentilglicina o Met; Xaa, es Leu,
Ile, pentilglicina, Val o Met; Xaa,, es Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa,; es Ile, Val, Leu, pentilglicina, tercbutilglicina o
Met; Xaa,, es Glu o Asp; Xaa; es Trp, Phe, Tyr, o naftilalanina; Xaa,,, Xaa,s, Xaas, Xaa,; son independientemente
Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina; Xaa,g es Ser, Thr
o Tyr; y Z es -OH o -NH,; a condicién de que el compuesto no sea exendina-3 o exendina-4.

Los grupos N-alquilo preferidos para la N-alquilglicina, la N-alquilpentilglicina y la N-alquilalanina comprenden
grupos alquilo de cadena corta preferiblemente de 1 a unos 6 dtomos de carbono, mds preferiblemente de 1 a 4 dtomos
de carbono. Los compuestos adecuados comprenden aquellos listados en la Figura 1 con las secuencias de aminoacidos
de SEC. ID. N°9 al 39.
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Los compuestos agonistas de la exendina comprenden aquellos en los que Xaa; es His o Tyr. M4s preferiblemente,
Xaa, es His.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaa, es Gly.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaay es Leu, pentilglicina, o Met.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaa,; es Trp o Phe.

También se prefieren aquellos compuestos en los que Xaa, es Phe o naftilalanina; Xaa,, es Ile o Val y Xaa,,, Xaa,s,
Xaa,q, Xaa,; se seleccionan independientemente entre Pro, homoprolina, tioprolina o N-alquilalanina. Preferiblemente
la N-alquilalanina presenta un grupo N-alquilo de 1 a unos 6 4tomos de carbono.

De acuerdo con un aspecto especialmente preferido Xaa,s, Xaa,s y Xaa,;, son el mismo aminodcido

Se prefieren los compuestos en los que Xaa;g es Ser o Tyr, mds preferiblemente Ser.

Preferiblemente Z es -NH,.

De acuerdo con un aspecto, se prefieren los compuestos de férmula (I) en los que Xaa, es His o Tyr, mds preferi-
blemente His; Xaa, es Gly; Xaa, es Phe o naftilalanina; Xaa, es Leu, pentilglicina o Met; Xaa,, es Phe o naftilalanina;
Xaa,, es Ile o Val; Xaa,,, Xaa,s, Xaas, Xaa,; se seleccionan independientemente entre Pro, homoprolina, tioprolina o
N-alquilalanina; y Xaa,g es Ser o Tyr, mas preferiblemente Ser. Mds preferiblemente Z es -NH,.

De acuerdo con un aspecto especialmente preferido, los compuestos especialmente preferidos comprenden aque-
llos de férmula (I) en los que Xaa, es His o Arg; Xaa, es Gly; Xaa; es Asp o Glu; Xaa, es Phe o naftilalanina;
Xaas; es Thr o Ser; Xaas es Ser o Thr; Xaa; es Asp o Glu; Xaag es Leu, o pentilglicina; Xaas es Leu o pentil-
glicina; Xaa,, es Phe o naftilalanina; Xaa;, es Ile, Val o t-butilglicina; Xaa;, es Glu o Asp; Xaa,;; es Trp o Phe;
Xaayy, Xaas, Xaa;s y Xaa;; se seleccionan independientemente entre Pro, homoprolina, tioprolina o N-metilala-
nina; Xaaj;g es Ser o Tyr; y Z es -OH o -NH,; a condicién de que el compuesto no tenga por férmula ningu-
na de las secuencias SEC. ID. N° 1 6 2. Mas preferiblemente Z es -NH,. Los compuestos especialmente prefe-
ridos comprenden aquellos con las secuencias de aminodcidos SEC. ID. N° 9, 10, 21, 22, 23, 26, 28, 34, 35 y
39.

De acuerdo con un aspecto especialmente preferido, se proporcionan los compuestos en los que Xaay es Leu, Ile,
Val o pentilglicina; mas preferiblemente Leu o pentilglicina; y Xaa,; es Phe, Tyr, o naftilalanina, mas preferiblemente
Phe o naftilalanina. Dichos compuestos presentardn una duracién de accién ventajosa y serdn menos susceptibles de
degradacion oxidativa, tanto in vitro, como in vivo, asi como durante la sintesis del compuesto.

Los compuestos agonistas de la exendina comprenden aquellos descritos en la solicitud internacional n® PCT/US
98/24210, presentada el 13 de noviembre de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds (Compuestos nove-
dosos antagonistas de la exendina)”, que reivindica el beneficio de la patente provisional EE.UU. de n° de solicitud
60/065.442, presentada el 14 de noviembre de 1997, incluyendo los compuestos de formula (IT) [SEC. ID. N° 4]

Xaa, Xaa, Xaa; Gly Xaas; Xaas Xaa; Xaag Xaag Xaay,

Xaa,, Xaa;, Xaa,;; Xaa,, Xaa,;; Xaa,; Xaa,; Ala Xaa,y Xaa,,

Xaa,, Xaa,, Xaa,; Xaa,, Xaa,;s Xaa,; Xaa,; Xaa-Z;;

en los que

Xaa, es His, Arg o Tyr;

Xaa, es Ser, Gly, Ala o Thr;

Xaa; es Asp o Glu;

Xaas es Ala o Thr;

Xaag es Ala, Phe, Tyr o naftilalanina;

Xaa; es Thr o Ser;

Xaag es Ala, Ser o Thr;

Xaay es Asp o Glu;
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Xaa es Ala, Leu, Ile, Val, pentilglicina o Met;
Xaa;, es Ala o Ser;
Xaay, es Ala o Lys;
Xaa;; es Ala o Gln;
Xaay, es Ala, Leu, Ile, pentilglicina, Val o Met;
Xaa,s es Ala o Glu;
Xaa¢ es Ala o Glu;
Xaa,; es Ala o Glu;
Xaa es Ala o Val;
Xaa,, es Ala o Arg;
Xaa,; es Alao Leu;
Xaay, es Ala, Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaay; es Ile, Val, Leu, pentilglicina, terc-butilglicina o Met;
Xaay, es Ala, Glu o Asp;
Xaays es Ala, Trp, Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaa,e es Ala o Leu;
Xaay; es Alao Lys ;
Xaa,g es Ala o Asn;
Z, es -OH,
-NH,
Gly-Z,,
Gly Gly-Z,,
Gly Gly Xaaz,-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly-Z,,
Gly Gly Xaa;, Ser Ser Gly Ala-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaaz-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaa;s Xaaz;-Z, 0
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaa;s Xaa;; Xaasg-Zs;

Xaaz;, Xaass, Xaas;, y Xaasg son independientemente Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquil-
glicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina; y

Z, es -OH o -NH,;

a condicién de que no mas de 3 de Xaa;, Xaas, Xaa,s, Xaag, Xaae, Xaayy, Xaa;;, Xaa,,, Xaa;;, Xaay, Xaa;s, Xaa,
Xaa,;, Xaa,y, Xaay,, Xaa,;, Xaay, Xad,s, Xaay; y Xaay sean Ala.
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Los grupos N-alquilo preferidos para la N-alquilglicina, la N-alquilpentilglicina y la N-alquilalanina comprenden
grupos alquilo de cadena corta preferiblemente de 1 a unos 6 dtomos de carbono, mds preferiblemente de 1 a 4 dtomos
de carbono.

Los compuestos agonistas de la exendina preferidos comprenden aquellos en los que Xaa; es His o Tyr. Mds
preferiblemente Xaa, es His.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaa, es Gly.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaa,, es Leu, pentilglicina, o Met.
Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaays es Trp o Phe.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaaq es Phe o naftilalanina; Xaa,, es
Phe o naftilalanina y Xaay; es Ile o Val.

Se prefieren aquellos compuestos en los que Xaas;, Xaass, Xaas; y Xaasg se seleccionan independientemente entre
Pro, homoprolina, tioprolina y N-alquilalanina.

Preferiblemente Z, es -NH,.
Preferiblemente Z, es -NH,.

De acuerdo con un aspecto los compuestos preferidos de férmula (II) son aquellos en los que Xaa, es His o
Tyr, mas preferiblemente His; Xaa, es Gly; Xaas es Phe o naftilalanina; Xaa, es Leu, pentilglicina o Met; Xaa,, es
Phe o naftilalanina; Xaa,; es Ile o Val; Xaas,, Xaass, Xaas;, y Xaasg se seleccionan independientemente entre Pro,
homoprolina, tioprolina y N-alquilalanina. Mds preferiblemente Z; es -NH,.

De acuerdo con un aspecto especialmente preferido, los compuestos especialmente preferidos comprenden aquellos
de férmula (II) en los que Xaa, es His o Arg; Xaa, es Gly o Ala; Xaa; es Asp o Glu; Xaas es Ala o Thr; Xaas es Ala,
Phe o naftilalanina; Xaa; es Thr o Ser; Xaag es Ala, Ser o Thr; Xaag es Asp o Glu; Xaa,, es Ala, Leu o pentilglicina;
Xaa,;, es Ala o Ser; Xaa;, es Ala o Lys; Xaa;; es Ala o Gln; Xaa,, es Ala, Leu o pentilglicina; Xaa;s es Ala o Glu;
Xaas es Ala o Glu; Xaa;; es Ala o Glu; Xaag es Ala o Val; Xaa,; es Ala o Arg; Xaa,; es Ala o Leu; Xaa,, es Phe
o naftilalanina; Xaa,; es Ile, Val o terc-butilglicina; Xaa,, es Ala, Glu o Asp; Xaa,s es Ala, Trp o Phe; Xaa,s es Ala
o Leu; Xaa,; es Ala o Lys; Xaa,g es Ala o Asn; Z, es -OH, -NH,, Gly-Z,, Gly Gly-Z,, Gly Xaa;,-Z,, Gly Gly Xaa;,
Ser-Z,, Gly Gly Xaasz, Ser Ser-Z,, Gly Gly Xaa;, Ser Ser Gly-Z,, Gly Gly Xaa;, Ser Ser Gly Ala-Z,, Gly Gly Xaas,
Ser Ser Gly Ala Xaazs-Z,, Gly Gly Xaa;, Ser Ser Gly Ala Xaa;s Xaas;-Z,, Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaazs Xaas;
Xaazg-Z,; siendo Xaaz, Xaass, Xaas;, y Xaasg independientemente Pro, homoprolina, tioprolina o N-metilalanina; y
siendo Z, -OH o -NH,; a condicién de que no mds de 3 de Xaa; Xaas Xaas Xaag Xaa,, Xaa;; Xaa;, Xaa;; Xaa,4 Xaas
Xaa s Xaa;; Xaag Xaay, Xaa,, Xaay, Xaays Xaay,, Xaa,; y Xaay sean Ala. Los compuestos especialmente preferidos
comprenden aquellos con las secuencias de aminoédcidos SEC. ID. N° 40 - 61.

De acuerdo con un aspecto especialmente preferido, se proporcionan los compuestos en los que Xaa,4 es Leu, Ile,
Val o pentilglicina; mds preferiblemente Leu o pentilglicina; y Xaa,s es Phe, Tyr, o naftilalanina, mds preferiblemente
Phe o naftilalanina. Dichos compuestos serdn menos susceptibles de degradacién oxidativa, tanto in vitro, como in
vivo, asi como durante la sintesis del compuesto.

Los compuestos agonistas de la exendina comprenden aquellos descritos en la solicitud internacional n® PCT/US
98/24273, presentada el 13 de noviembre de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds (Compuestos nove-
dosos antagonistas de la exendina)”, que reivindica el beneficio de la patente provisional EE.UU. de n° de solicitud
60/066.029, presentada el 14 de noviembre de 1997, incluyendo los compuestos de férmula (IIT) [SEC. ID. N° 5]:

Xaa, Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Xaas Xaa; Xaag Xaay Xaa,,

Xaa;, Xaa;, Xaa;; Xaa,, Xaa,;; Xaa,; Xaa,; Ala Xaa,y Xaa,,

Xaa,; Xaay, Xaa,; Xaa,; Xaa,s Xaay, Xaa,; Xaag-Z,;

en los que

Xaa, es His, Arg, Tyr, Ala, Norval, Val o Norleu;

Xaa, es Ser, Gly, Ala o Thr;

Xaa; es Ala, Asp o Glu;

Xaa, es Ala, Norval, Val, Norleu o Gly;

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2244416 T3

Xaas es Ala o Thr;
Xaag es Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaa; es Thr o Ser;
Xaag es Ala, Ser o Thr;
Xaay es Ala, Norval, Val, Norleu, Asp, o Glu;
Xaay, es Ala, Leu, Ile, Val, pentilglicina o Met;
Xaa,, es Ala o Ser;
Xaay, es Ala o Lys;
Xaa;; es Ala o Gln;
Xaay, es Ala, Leu, Ile, pentilglicina, Val o Met;
Xaas es Ala o Glu;
Xaag es Ala o Glu;
Xaa,; es Ala o Glu;
Xaa,o es Ala o Val;
Xaay, es Ala o Arg;
Xaa,, es Ala o Leu;
Xaay, es Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaa,; es lIle, Val, Leu, pentilglicina, terc-butilglicina o Met;
Xaa,, es Ala, Glu o Asp;
Xaa,s es Ala, Trp, Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaa,, es Ala o Leu;
Xaa,; es Alao Lys ;
Xaa,g es Ala o Asn;
Z, es -OH,
-NH,
Gly-Z,,
Gly Gly-Z,,
Gly Gly Xaa;-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala-Z,,
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaass-Z,,

Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaazs Xaas;-Z,,
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Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaa;s Xaas; Xaasg-Z, 0
Gly Gly Xaas, Ser Ser Gly Ala Xaa;s Xaas; Xaaszg Xaasze-Z,;
en los que

Xaas,, Xaass, Xaas;, y Xaasg son independientemente Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquil-
glicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina; y

Z, es -OH o -NH,;

a condicién de que no mas de 3 de Xaa;, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaag, Xaag, Xaa,y, Xaa;;, Xaa,, Xaa;, Xaay, Xaa;s,
Xaayq, Xaa,;, Xaag, Xaay, Xad,, Xaay, Xaays, Xaa,; y Xaa,s sean Ala; y también a condicidn de que, si Xaa, es His,
Arg o Tyr, entonces al menos uno de Xaa;, Xaa,, y Xaay es Ala.

Preparacion de los compuestos

Los compuestos que constituyen los principios activos de las formulaciones y dosificaciones de la presente inven-
cién pueden prepararse empleando técnicas de sintesis de péptidos en fase sélida y preferiblemente un sintetizador de
péptidos automatico o semiautomadtico. La preparacién de la exendina-3 y de la exendina-4 se describe en los Ejemplos
1y 2 més adelante. La preparacion de los andlogos peptidicos agonistas de la exendina se describen en los Ejemplos
13-198 més adelante.

Por regla general, el empleo de técnicas de sintesis de péptidos automdticas o semiautomadticas, se enlazan un
aminodcido protegido por el grupo @-N-carbamoil y un aminoécido unido a la cadena peptidica en crecimiento, a
una resina, a temperatura ambiente y en un disolvente inerte tal como la dimetilformamida, la N-metilpirrolidinona o
el cloruro de metileno en presencia de agentes enlazantes tales como la diciclohexilcarbodiimida y el 1-hidroxiben-
zotriazol en presencia de una base tal como la diisopropiletilamina. El grupo protector a-N-carbamoil se elimina de
la resina-péptido resultante empleando un reactivo tal como el 4cido trifluoacético o la piperidina, y la reaccién de
enlace se repite con el siguiente aminodcido N-protegido deseado para ser afiadido a la cadena peptidica. Los grupos
N-protectores adecuados son bien conocidos en la técnica, siendo los preferidos aqui el t-butiloxicarbonillo (tBoc) y
el fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).

Los disolventes, los derivados de aminodcidos y la resina de 4-metilbenzhidril-amina empleados en el sintetizador
de péptidos pueden adquirirse en Applied Biosystems Inc. (Foster City, CA). Los siguientes aminodcidos protegidos
por cadena lateral pueden adquirirse en Applied Biosystems Inc.: Boc-Arg (Mts), Fmoc-Arg (Pmc), Boc-Thr (Bzl),
Fmoc-Thr (t-Bu), Boc-Ser (Bzl), Fmoc-Ser(t-Bu), Boc-Tyr (BrZ), Fmoc-Tyr (t-Bu), Boc-Lys (Cl-Z), Fmoc-Lys (Boc),
Boc-Glu (Bzl), Fmoc-Glu (t-Bu), Fmoc-His (Trt), Fmoc-Asn (Trt), y Fmoc-Gln (Trt). La Boc-His (BOM) puede
adquirirse en Applied Biosystems, Inc. o en Bachem Inc. (Torrance, CA). El anisol, el sulfuro de dimetilo, el fenol,
el etanoditiol, y el tioanisol pueden obtenerse en Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI). Air Products and
Chemicals (Allentown, PA) suministra HF. El éter etilico, el dcido acético y el metanol pueden adquirirse en Fisher
Scientific (Pittsburgh, PA).

La sintesis de péptidos en fase sélida puede llevarse a cabo en un sintetizador de péptidos automético (Modelo
430A, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) utilizando el sistema NMP/HOBt (opcién 1) y la quimica del tBoc o
del Fmoc (ver, Applied Biosystems User’s Manual [Manual del usuario de biosistemas aplicados] para el sintetizador
de péptidos ABI 430A, Versién 1.3B 1 de julio de 1988, seccién 6, p. 49 - 70, Applied Biosystems, Inc., Foster City,
CA) con recubrimiento. El clivaje de las resinas peptidicas Boc puede realizarse con HF (-5°C a 0°C, 1 hora). El
péptido puede extraerse de la resina alternando con agua y dcido acético, y liofilizando los filtrados. El clivaje de las
resinas de péptido-Fmoc puede realizarse segtin los métodos estandar (Introduction to Cleavage Techniques, Applied
Biosystems, Inc., 1990, p. 6 - 12). Los péptidos también pueden ensamblarse empleando un sintetizador Advanced
Chem Tech Synthesizer (Modelo MPS 350, Louisville, Kentucky).

Los péptidos puede purificarse mediante RP-HPLC (de preparacidn y analitica) utilizando un sistema Waters Delta
Prep 3000. Para aislar los péptidos puede emplearse una columna de preparaciéon C4, C8 o C18 (10 g, 2,2 x 25 cm;
Vydac, Hesperia, CA) y la pureza puede determinarse empleando una columna analitica C4, C8 o C18 (5 u, 0,46 x
25 cm; Vydac). Los disolventes (A = 0,1% de TFA/agua y B = 0,1% de TFA/CH;CN) pueden llevarse a la columna
analitica con un indice de flujo de 1,0 ml/min y a la columna de preparacién a 15 ml/min. Los andlisis de amino4-
cidos pueden realizarse en un sistema Waters Pico Tag y procesarse empleando el programa Maxima. Los péptidos
pueden hidrolizarse mediante hidrélisis dcida en fase de vapor (115°C, 20 - 24 h). Pueden derivarse los hidrolizados
y analizarse mediante métodos estdndar (Cohen, et al., The Pico Tag Method: A Manual of Advanced Techniques
for Amino Acid Analysis (El método Pico Tag: un manual de técnicas avanzadas para el andlisis de aminodcidos), p.
11 - 52, Millipore Corporation, Milford, MA (1989)). El bombardeo de d&tomos rapidos puede llevarse a cabo mediante
un M-Scan, Incorporated (West Chester, PA). La calibracién de masa se puede realizar empleando yoduro de cesio o
yoduro de cesio / glicerina. El andlisis de ionizacion por desorcién de plasma empleando la deteccion del tiempo de
vuelo puede realizarse en un espectometro de masas Applied Biosystems Bio-Ion 20. La espectroscopia de masas por
electroaspersion puede llevarse a cabo en una maquina VGTrio.
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Los principios activos peptidicos ttiles en las formulaciones y dosificaciones de la invencién pueden también pre-
pararse empleando técnicas de ADN recombinante, utilizando métodos actualmente conocidos en la especialidad. Ver,
por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratorv Manual (Clonacién molecular: manual de laborato-
rio), 2* Ed., Cold Spring Harbor (1989).

Utilidad

Las formulaciones y dosificaciones descritas aqui son ttiles teniendo en cuenta sus propiedades farmacoldgicas.
En concretos, las formulaciones y dosificaciones de la invencién son efectivas como exendinas y agonistas de la
exendina, y poseen actividad como agentes para disminuir el nivel glucosa en sangre, y para regular la motilidad
gdstrica y retardar el vaciado géstrico, tal como se pone de manifiesto por su capacidad de reducir los niveles de
glucosa posprandial en los mamiferos.

Formulacion y administracion

Las formulaciones y dosificaciones de exendina y agonistas de la exendina de la presente invencion son ttiles a la
vista de sus efectos andlogos a la exendina, y pueden suministrarse convenientemente en la forma de formulaciones
adecuadas para la administracién parenteral (comprendiendo la intravenosa, intramuscular y subcutdnea). También se
describen aqui formulaciones y dosificaciones ttiles en vias de administracion alternativas, comprendiendo la oral,
nasal, bucal, sublingual y pulmonar.

Los compuestos ttiles en la invencion pueden proporcionarse como composiciones parenterales para su inyeccion
o venoclisis. Generalmente, pueden, por ejemplo, suspenderse en un aceite inerte, siendo adecuado un aceite vege-
tal tal como el aceite de sésamo, de cacahuete, de oliva o cualquier otro transportador aceptable. Preferiblemente, se
suspenden en un transportador acuoso, por ejemplo, en una solucién amortiguadora isoténica a un pH de aproxima-
damente 4,0 a 6,0, y preferiblemente de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,0. Dichas composiciones pueden
esterilizarse mediante técnicas de esterilizacién convencionales, o pueden filtrarse en medio estéril. Las composicio-
nes contienen sustancias auxiliares aceptables farmacéuticamente tal como se requiera para acercarse a las condiciones
fisiol6gicas, comprendiendo los agentes amortiguadores del pH. Los amortiguadores ttiles comprenden, por ejemplo,
las disoluciones amortiguadoras de acetato de sodio / 4cido acético. La isotonicidad puede conseguirse empleando
cloruro de sodio u otros agentes aceptables farmacéuticamente tales como la glucosa, el acido bdrico, el tartrato de
sodio, el propilenglicol, los polioles (como el manitol y el sorbitol), u otros solutos inorgdnicos o organicos. El cloruro
de sodio es el preferido especialmente para soluciones amortiguadoras que contienen iones de sodio.

La exendina y los compuestos agonistas de la exendina también pueden formularse como sales farmacéuticamente
aceptables (por ejemplo, sales de adicion de 4cidos) y/o complejos de los mismos. Son sales farmacéuticamente acep-
tables las sales atdxicas a la concentracion a la que se administran. La preparacién de dichas sales puede facilitar su
uso farmacéutico alterando las caracteristicas fisico-quimicas de la composicion sin impedir que ésta ejerza su efecto
fisiologico. Los ejemplos de alteraciones utiles de las propiedades fisicas incluyen la disminucién del punto de fusién
para facilitar la administracién transmucosa y el aumento de la solubilidad para facilitar la administracién de mayores
concentraciones del farmaco.

Las sales farmacéuticamente aceptables comprenden las sales de adicion de 4cidos tales como aquellas que contie-
nen sulfato, hidrocloruro, fosfato, sulfamato, acetato, citrato, lactato, tartrato, metanosulfonato, etanosulfonato, ben-
cenosulfonato, p-toluenosulfonato, ciclohexilsulfamato y las sales de quinina. Las sales farmacéuticamente aceptables
pueden obtenerse a partir de dcidos como el 4cido hidroclérico, el 4cido sulfiirico, el 4cido fosférico, el dcido sulfami-
co, el acido acético, el acido citrico, el acido lactico, el acido tartarico, el acido maldnico, el 4cido metanosulfénico,
el dcido etanosulfénico, el dcido bencenosulfénico, el dcido p-toluenosulfénico, el dcido ciclohexilsulfamico, y el
dcido de quinina. Dichas sales puede prepararse, por ejemplo, haciendo reaccionar el 4cido libre o las formas ba-
sicas del producto con uno o mas equivalentes de la base o dcido apropiado en un disolvente o en un medio en el
que la sal es insoluble, o en un disolvente como el agua que a continuacién se elimina al vacio o por liofilizacién o
mediante el intercambio de iones de una sal existente con otro i6n o un i6n en una resina de intercambio de iones
adecuada.

Generalmente, también pueden utilizarse transportadores o excipientes para facilitar la administracion de las dosi-
ficaciones de la presente invencion. Los ejemplos de transportadores y excipientes comprenden el carbonato de calcio,
el fosfato de calcio, diversos glicidos como la lactosa, o tipos de almidén, derivados de la celulosa, gelatina, aceites
vegetales, polietilenglicoles y disolventes fisioldgicamente compatibles.

Si asi se desea, las soluciones de las composiciones de las anteriores dosificaciones pueden espesarse mediante un
agente espesante tal como la metilcelulosa. Pueden prepararse en forma de emulsién, tanto de agua en aceite como
de aceite en agua. Puede emplearse una amplia variedad de agentes emulsionantes farmacéuticamente aceptables
que comprenden, por ejemplo, la goma ardbiga, o un agente tensoactivo no iénico (tal como Tween), o un agente
tensoactivo i6nico (tal como los sulfatos o sulfonatos de alcohol poliéter alcalino, por ejemplo, Triton).

En general, las formulaciones y dosificaciones de la invencion se preparan mezclando los ingredientes siguien-
do procedimientos aceptados de forma general. Por ejemplo, los componentes seleccionados pueden simplemente
mezclarse en una maquina mezcladora o en cualquier otro aparato estdndar para producir una mezcla concentrada
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que puede ajustarse a la concentracion y viscosidad finales mediante la adicién de agua o de un agente espesante y
posiblemente una solucién amortiguadora para controlar el pH o un soluto adicional para controlar la tonicidad.

Otros transportadores farmacéuticamente aceptables y sus formulaciones se describen en los tratados normales de
formulacion farmacéutica, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ciencia Farmacéutica de Remington)
por E.-W. Martin. Ver también Wang, Y.J. y Hanson, M.A. “Parenteral Formulations of Proteins and Peptides: Sta-
bility and Stabilizers (Formulaciones parenterales de proteinas y péptidos: estabilidad y estabilizadores)”, Journal of
Parenteral Science and Technology, Informe técnico n° 10, Supl. 42:2S (1988).

Para poder ser utilizados por el médico, los compuestos se suministraran en una forma farmacéutica que contiene
una cierta cantidad de un agonista de la exendina, con o sin otro agente terapéutico, por ejemplo, un agente que dis-
minuya el nivel de glucosa, un agente que module el vaciado gastrico, un agente que disminuya el nivel de lipidos, o
un agente que inhiba la ingesta alimenticia. Las cantidades de un agonista de la exendina terapéuticamente efectivas
para utilizar en el control del nivel de glucosa en sangre o en el control del vaciado géstrico y en condiciones en las
que el vaciado géstrico se retarda o se regula beneficiosamente son aquellas que disminuyen los niveles posprandiales
de glucosa en sangre en no mas de 8 6 9 mM aproximadamente o aquellas que reducen los niveles de glucosa en
sangre lo que se desea. En los pacientes diabéticos o que presentan intolerancia a la glucosa, los niveles de glucosa
plasmadtica son superiores a los de los pacientes normales. En dichos pacientes puede obtenerse la reduccion bene-
ficiosa o “alisamiento” de los niveles posprandiales de glucosa en sangre. Tal como reconocerdn los expertos en la
materia, la cantidad efectiva de agente terapéutico variara en funcion de varios factores, entre ellos la condicion fisica
del paciente, el nivel de glicidos en sangre o el grado de inhibicién del vaciado géastrico que se ha de obtener, o el
nivel deseado de reduccion de la ingesta alimenticia, y de otros factores.

Dichas composiciones farmacéuticas son utiles para provocar un aumento de la sensibilidad a la insulina en un
paciente y pueden emplearse también en trastornos, tales como la diabetes, en los que la sensibilidad a la insulina se
ve aumentada de forma beneficiosa.

Una forma de preparacion de liberacion lenta a modo de depdsito o “almacén” puede utilizarse de manera que las
cantidades terapéuticamente efectivas de la preparacion lleguen a la corriente sanguinea a lo largo de varias horas o
dias después de la inyeccion transdérmica u otra forma de administracion.

Las dosis diarias efectivas de los compuestos estdn descritas. La dosis exacta a administrar la puede determinar el
médico adjunto y mds adelante puede depender de la eficacia de la exendina en concreto o del compuesto agonista
de la exendina que se ha empleado, asi como de la edad, el peso o la condicién del paciente. La manera 6ptima
de administracion de los compuestos de la presente solicitud para un paciente depende de factores conocidos en la
especialidad tales como una enfermedad o un trastorno en concreto, el efecto deseado, y el tipo de paciente. Mientras
que los compuestos habitualmente se emplearan para tratar pacientes humanos, también pueden utilizarse para tratar
enfermedades similares o idénticas en otros vertebrados tales como primates, animales de granja como los cerdos,
ganado y aves de corral, y animales de caza y domésticos como caballos, perros y gatos.

La invencién incluye formulaciones de las exendinas y de los agonistas de lasexendinas que comprenden una
exendina o un agonista de la exendina mezclado con una solucién amortiguadora (preferiblemente una solucién amor-
tiguadora de acetato), un modificador de la iso-osmolalidad (preferiblemente manitol), y que contiene un conservante
(preferiblemente m-cresol), presentando dicha formulacién un pH entre aproximadamente 4,0 y aproximadamente 6,0
(preferiblemente entre aproximadamente 4,0 y aproximadamente 5,0).

La formulacién que mejor soporta la forma farmacéutica liquida es una en la que el principio o principios activos
son estables con la capacidad amortiguadora adecuada para mantener el pH de la solucién en el tiempo deseado de
durabilidad antes de la venta del producto. La forma farmacéutica ha de ser una solucién isoténica y/o iso-osmolarpara
facilitar la estabilidad del principio activo o aliviar el dolor de la inyeccién o ambas cosas. Los aparatos que producen
volimenes de inyeccién muy pequefios, sin embargo, pueden no necesitar que la formulacion sea isoténica y/o iso-
osmolar. La forma farmacéutica se puede envasar como dosis unitaria o en un recipiente multiuso, incluyendo un
conservante.

Dichas formas farmacéuticas incluyen de aproximadamente un 0,005% a aproximadamente un 0,4%, mds espe-
cificamente de aproximadamente un 0,005% a aproximadamente un 0,02%, o de aproximadamente de un 0,005% a
aproximadamente un 0,05% (p/v), del principio activo en el sistema acuoso junto con aproximadamente del 0,02% al
0,5% (p/v) de acetato, fosfato, citrato o glutamato o un amortiguador similar, tanto solo como en combinacién, para
obtener un pH de la composicién final de aproximadamente 3,0 a 7,0, mds especificamente de un pH de aproxima-
damente 4,0 a aproximadamente 6,0, o de aproximadamente 4,0 a 5,0, asi como aproximadamente de un 1,0% a un
10% (p/v) de un hidrato de carbono o de un alcohol polihidrico modificador de la iso-osmolalidad (preferiblemente
manitol) o hasta un 0,9% salino aproximadamente o una combinacién de ambos conduciendo a una solucién isoténica
0 una solucidén iso-osmolar en una fase continua acuosa. Se encuentra presente aproximadamente de un 0,005% a un
1,0% (p/v) de conservante antibiético seleccionado entre el grupo que consiste en el m-cresol, el alcohol bencilico,
el metilparabeno, el etilparabeno, el propilparabeno, el butilparabeno y el fenol. Se afiade una cantidad suficiente de
agua para la inyeccién a fin de obtener la concentracion deseada de la soluciéon. También puede encontrarse presente
el cloruro de sodio, asi como otros excipientes, si asi se desea. Dichos excipientes, sin embargo, han de mantener la
estabilidad global del principio activo.
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Los alcoholes polihidricos y los hidratos de carbono comparten los mismos elementos caracteristicos en sus cade-
nas principales, es decir, -CHOH-CHOH-. Los alcoholes polihidricos. Los alcoholes polihidricos comprenden com-
puestos tales como el sorbitol, el manitol, la glicerina y los polietilenglicoles (PEGs). Dichos compuestos son mo-
Iéculas de cadena lineal como la manosa, la ribosa, la trehalosa, la maltosa, la glicerina, el inositol, la glucosa y la
lactosa, por otro lado, son moléculas ciclicas que contienen un grupo ceto o un grupo aldehido. Dichas dos clases de
compuestos también serdn eficaces para estabilizar las proteinas frente a la desnaturalizacién provocada por las altas
temperaturas y por los procesos de hielo - deshielo o de liofilizacién. Los hidratos de carbono adecuados comprenden
la galactosa, la arabinosa, la lactosa o cualquier otro hidrato de carbono que no presente efectos adversos en el pacien-
te diabético, es decir, que no se metabolice el hidrato de carbono de manera que forme grandes concentraciones de
glucosa en la sangre. Dichos hidratos de carbono resultan bien conocidos en la especialidad como adecuados para los
diabéticos.

Preferiblemente, los péptidos de la presente invencion se mezclan con alcoholes polihidricos tales como el sorbitol,
el manitol, el inositol, la glicerina, el xilitol, y copolimeros del polipropilen/etilenglicol, asi como varios polietilengli-
coles (PEG) de un peso molecular de 200, 400, 1450, 3350, 4000, 6000, y 8000). EI manitol es el alcohol polihidrico
preferido.

La formulacién liquida de la invencién ha de ser sustancialmente isoténica y/o iso-osmolar. Una solucién isoténica
puede definirse como una solucién que presenta una concentracion de electrélitos, o un combinacién de electrélitos
y no electrélitos que ejercerd una presion osmética como la de donde se introduce, aqui por ejemplo en el caso de la
inyeccion parenteral de la formulacidn, el tejido de un mamifero. De una manera similar, una solucién iso-osmolar
puede definirse como una solucién que presenta una concentracién de no electrélitos que ejercerd una presién osmética
equivalente a la de donde se introduce. Tal como se emplea aqui, “sustancialmente isoténica” significa dentro del +
20% de isotonicidad, preferiblemente dentro del + 10%. Por regla general, el producto formulado para la inyeccién
se incluye en un recipiente, por ejemplo, un frasco, un cartucho, una jeringuilla precargada o un inyector de pluma
desechable.

Las formulaciones que mejor soportan las formas farmacéuticas orales, intranasales, pulmonares o endotraqueales
pueden ser formulaciones liquidas en conserva. Las formulaciones liquidas en conserva serdn basicamente idénticas a
las formulaciones descritas anteriormente como formulaciones parenterales liquidas en conserva. El pH de la solucién
ha de ser de aproximadamente 4,0 a 6,0, siendo el mds preferido un pH superior o igual a aproximadamente 5,0 para
reducir el potencial de broncoconstriccion.

Las formulaciones que mejor soportan las formas farmacéuticas intranasales y/o endotraqueales pueden ser las
formulaciones liquidas en conserva descritas previamente.

Para facilitar la administracion bucal pueden utilizarse geles solubles o parches. Los geles pueden prepararse a
partir de distintos tipos de derivados del almidén y/o de la celulosa.

Las mejores formas para la administracién sublingual son las formulaciones liquidas similares a las descritas
anteriormente como liquido parenteral, sin la necesidad de que la forma farmacéutica sea una solucién isoténica y/o
iso-osmolar,

La mejor forma para la administracién oral es la formulacién liquida (con cubierta de gelatina) que es similar a la
formulacidn liquida parenteral excepto en el hecho de que la solucién puede ser mds concentrada y puede contener
aditivos adicionales para facilitar su absorcion en el intestino delgado.

La presente invencidn también comprende formas farmacéuticas preferidas para las exendinas y los agonistas de
la exendinas cuando se administran por inyeccién, y cuando se administran por otras vias. De ese modo, las formu-
laciones para la exendina y los agonistas de la exendina que presentan una potencia comparable se preparan para la
administracién mediante inyeccién e incluyen de 0,1 ug aproximadamente a 0,5 ug aproximadamente por kilogramo,
administrandose de una a tres veces por dia. Por regla general, para un paciente con diabetes que pesa entre unos 70
kilogramos (promedio para un diabético tipo I) y unos 90 kilogramos (promedio para un diabético tipo II), por ejem-
plo, esto va a significar una administracion total de 10 ug aproximadamente a 120 ug aproximadamente por dia en una
dosis tnica o en dosis fraccionadas. Si se administra en dosis fraccionadas, las dosis se administran preferiblemente
dos o tres veces al dia, y mds preferiblemente, dos veces al dia.

En un procedimiento de inyeccién preferido, la exendina o el agonista de la exendina se administra por via pa-
renteral, mas preferiblemente mediante inyeccion, por ejemplo, mediante una inyeccién periférica. Preferiblemente,
se administran por dia de aproximadamente 1 ug - 30 ug hasta aproximadamente 1 mg de exendina o de agonista de
la exendina. Mas preferiblemente, se administran por dia de aproximadamente 1 pg - 30 ug hasta aproximadamente
500 ug, o de aproximadamente 1 ug - 30 ug hasta aproximadamente 50 ug de exendina o de agonista de la exendina.
Mas preferiblemente, en funcién del peso del paciente y de la potencia del compuesto administrado, se administran
por dia de aproximadamente 3 ug hasta aproximadamente 50 g de exendina o de agonista de la exendina. Las dosis
que se basan en el peso del paciente para compuestos con aproximadamente la potencia de la exendina-4 varian desde
aproximadamente 0,005 ug/kg por dosis hasta aproximadamente 0,2 ug/kg por dosis. Mas preferiblemente, las dosis
que se basan en el peso del paciente para compuestos con aproximadamente la potencia de la exendina-4 varian desde
aproximadamente 0,02 pg/kg por dosis hasta aproximadamente 0,1 ug/kg por dosis. En la manera mas preferida, las
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dosis que se basan en el peso del paciente para compuestos con aproximadamente la potencia de la exendina-4 varian
desde aproximadamente 0,05 ug/kg por dosis hasta aproximadamente 0,1 pg/kg por dosis. Dichas dosis se administran
de 1 a 4 veces por dia, preferiblemente de unas 2 veces por dia. Las dosis de las exendinas o de los agonistas de la
exendina normalmente serdn inferiores si se administran por venoclisis continua. Las dosis de las exendinas y de los
agonistas de la exendina serdn habitualmente superiores si se administran por métodos distintos a la inyeccion, tales
como la administracién oral, bucal, sublingual, intranasal, pulmonar o mediante un parche.

Las formas farmacéuticas orales segtin la presente invencién incluirdn de aproximadamente 50 a aproximadamente
100 veces el principio activo, es decir, desde aproximadamente 500 ug hasta aproximadamente 12000 ug por dia en
una dosis dnica o en dosis fraccionadas, preferiblemente desde aproximadamente 500 ug hasta aproximadamente
5000 ug por dia. Las formas farmacéuticas pulmonares segin la presente invencidn incluirdn de aproximadamente 10
a aproximadamente 100 veces el principio activo, es decir, desde aproximadamente 100 ug hasta aproximadamente
12000 ug por dia en una dosis Unica o en dosis fraccionadas, preferiblemente desde aproximadamente 500 g hasta
aproximadamente 1000 ug por dia. Las formas farmacéuticas intranasales, bucales y sublinguales segtn la presente
invencién también incluirdn de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 veces el principio activo, es decir, desde
aproximadamente 100 ug hasta aproximadamente 12000 ug por dia en una dosis tnica o en dosis fraccionadas.

Las formas farmacéuticas para la administracion intranasal son de aproximadamente 10 - 1000 g hasta aproxi-
madamente 1200 - 12000 ug por dia, para la administracién bucal de aproximadamente 10 - 1000 ug hasta aproxi-
madamente 1200 - 12000 ug por dia, y para la administracién sublingual de aproximadamente 10 - 1000 ug hasta
aproximadamente 1200 - 8000 ug por dia. Las formas farmacéuticas sublinguales son preferiblemente mas pequefias
que las formas farmacéuticas bucales. Las dosificaciones de los agonistas de la exendina con una potencia inferior o
superior a la de la exendina-4 se aumentan o se disminuyen tal como se considere apropiado a partir de las maneras
descritas anteriormente o en otra parte del presente documento.

Estudios clinicos

Tal como se describe en el Ejemplo 10 mds adelante, se ha realizado un estudio en voluntarios sanos con doble ano-
nimato, con dosis tinica controlada con placebo, para examinar la seguridad, la tolerabilidad, y la farmacocinética de la
exendina-4 subcutdnea. Se estudiaron cinco dosis tnicas subcutdneas de exendina-4 (0,01, 0,05, 0,1, 0,2 6 0,3 ug/kg)
en 40 voluntarios varones sanos en ayunas. Las concentraciones maximas de exendina-4 en plasma se alcanzaron entre
una y dos horas después de la administracion con pequefias diferencias entre las dosis examinadas. El examen de los
datos indic6é un aumento de C,4 en funcién de la dosis. No se presentaron reacciones adversas importantes en este
estudio.

Los voluntarios varones sanos que participaron en dicho estudio toleraron bien las dosis subcutdneas de exendina-
4 hasta 0,1 pg/kg inclusive. Con esta dosis también se observé un descenso de la concentracién de glucosa plasmatica.
Con las dosis de 0,2 ug/kg y superiores, los reacciones adversas observadas con mayor frecuencia fueron cefaleas,
nduseas, vomitos, mareos e hipotension ortostatica. Se produjo un descenso transitorio en la concentracion de glucosa
plasmadtica después de la administracion de dosis de 0,05 ug/kg y superiores.

El Ejemplo 12 de mas adelante describe un estudio posterior de la relacién entre la dosis y la respuesta para el
efecto de la exendina-4 en la disminucién de la glucosa a dosis inferiores a los 0,1 ug/kg. Catorce pacientes [edad
media (+ DT (desviacién tipica)) 55 + 2]; media de IMC (indice de masa corporal) (30,2 + 1,6 kg/m?)] con diabetes
tipo II tratados con un régimen y/o agentes hipoglucémicos se estudiaron después de que se les retiraran los agentes
orales por un periodo de 10 - 14 dias. Se realizaron valoraciones después de inyecciones subcutdneas de placebo
distribuidas al azar, 0,01, 0,02, 0,05 y 0,1 ug/kg de exendina-4 en dias distintos después de ayunar durante la noche.
Las inyecciones se administraron inmediatamente antes de la ingestién de una comida estandarizada Sustacal® (7
kcal/kg) y a continuacion se recogieron muestras de glucosa plasmatica a intervalos frecuentes durante los 300 minutos
posteriores.

La respuesta glucémica se cuantificé como una media ponderada con el tiempo (+ DT) del cambio de la concentra-
cién de glucosa plasmatica durante un periodo de 5 horas. La respuesta varié de un incremento de + 42,0 + 7,9 mg/dl
por encima de la concentracién de glucosa en ayunas con el placebo en comparacién con una disminucién de 30,5 +
8,6 mg/dl por debajo de la concentracién de glucosa en ayunas con 0,1 ug/kg de exendina-4.

La DEs, (dosis efectiva para el 50% de los pacientes) para este efecto de disminucion de la glucosa fue de 0,038
uglkg. Resulté que las dosis de exendina-4 menores de 0,1 ug/kg disociaban los efectos en la disminucién de la glu-
cosa de las reacciones adversas gastrointestinales. El Ejemplo 12 muestra cémo la exendina-4 no solamente se tolera
bien a dosis inferiores a los 0,1 pg/kg, sino que dichas dosis disminuyeron considerablemente las concentraciones
posprandriales de glucosa plasmatica (DEs, de 0,038 ug/kg) en pacientes con diabetes tipo II.

Vias alternativas de administracion

La viabilidad de las vias alternativas de administracion para la exendina-4 se han explorado determinando el nivel
de exendina-4 en la circulacién junto con la observacién de la respuesta bioldgica, tal como la disminucién de la
glucosa plasmadtica en animales diabéticos, después de su administracion. Se ha investigado el transito de la exendina-
4 a través de varias superficies, el tracto respiratorio (por las vias intranasal, endotraqueal y pulmonar) y digestivo (por
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la via sublingual, mediante sonda nasogdstrica, y por la via intraduodoenal). Los efectos bioldgicos y la aparicién de
la exendina-4 en sangre se han observado con cada via de administracidn del tracto respiratorio y por la via sublingual
y la sonda nasogdstrica en el tracto gastrointestinal.

Administracion endotraqueal - Tal como se describe aqui, la administracion endotraqueal de la exendina-4 en ratas
en ayunas (20 ug/50 ul/animal) provoco el aumento de la concentracién media de exendina-4 en plasma hasta 2060
+ 960 pg/ml en los 5 - 10 minutos que siguieron a la administracién. Las concentraciones elevadas de exendina-4
en plasma se mantuvieron por lo menos durante 1 hora después de la instilacién (ver Figura 4). En ratones diabético
db/db, 1a instilacién endotraqueal de exendina-4 (1 pg/animal) disminuy6 la concentracion de glucosa plasmética en
un 30% mientras que en el grupo de control aument6 en un 41% 1,5 horas después del tratamiento. En dichos animales
la concentracion plasmatica media era de 777 + 365 pg/ml al cabo de 4,5 horas después del tratamiento (ver Figuras
S5ay 5b)

En ratones diabéticos ob/ob, la instilacién de la exendina-4 (1 pg/animal) disminuy6 la concentracion de glucosa
plasmatica hasta un 43% con respecto al nivel del pre-tratamiento después de 4 horas mientras que en el grupo de
control no cambié (ver Figuras 6a y 6b).

Nueve machos de rata Sprague Dawyley (edad 96 - 115 dias, peso 365 - 395, media 385 g) después de ayunar
durante la noche fueron anestesiados con halotano, se les practicé una traqueotomia, y se les implanté un catéter en la
arteria femoral. En el minuto t = 0, se instil6 en la triquea mas alla del nivel de instilacién 30 ul de solucién salina en
la que se habia disuelto 2,1 ug (n =3), 21 ug (n = 3) 0 210 ug de exendina-4. Se tomaron muestras de sangre después
de 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 y 360 minutos, se centrifugd y se almacend el plasma a -20°C para un
posterior ensayo inmunoradiométrico IRMA) dirigido a los epitopos N-terminal y C-terminal de la molécula intacta
de exendina-4. En los 5 minutos que siguieron a la administracién endotraqueal, se observo una concentracion plas-
matica maxima del 61 - 74%. La T, tuvo lugar entre 20 y 30 minutos después de la administracion. La AUC y la C 4
fueron proporcionales a la dosis. A una dosis de 2,1 ug (1,5 nmol/kg), produciendo unas concentraciones plasmadtica
resultantes de ~ 50 pM (donde se observan los efectos de disminucién de glucosa en humanos), la biodisponibilidad
era de un 7,3%. El coeficiente de variacion fue de un 44%. A dosis mayores, la biodisponibilidad fue ligeramente
menor, y el CV fue superior (ver Figuras 7a y 7b). Mediante la administraciéon endotraqueal, el t¥2 (definido pragma-
ticamente como el tiempo que tarda el plasma en situarse por debajo del 50% de la C,,4) fue de 30 - 60 minutos para
la dosis menor y de 60 - 90 minutos para las 2 dosis mayores. En resumen, las cantidades biolégicamente eficaces de
exendina-4 se absorben rdpidamente por la vio endotraqueal sin provocar ninguna molestia respiratoria aparente. El
tracto respiratorio es una via de administracién de exendina-4 viable.

Administracion pulmonar - Se detectaron concentraciones elevadas de exendina-4 en plasma en ratas expuestas a
la exendina-4 aerosolizada. La exposicion de las ratas a aproximadamente 8 ng de exendina-4 por ml de atmdsfera
durante 10 minutos produjo una concentracién maxima de exendina-4 en plasma de 399 - 1900 pg/ml 5 minutos
después del tratamiento (ver Figura 8). Una exposicion similar en ratones diabéticos db/db a la exendina-4 aerosolizada
produjo un 33% de descenso en la glucosa plasmatica después de 1 hora, cuando se detecto una media de concentracién
de exendina-4 en plasma de 170 + 67 pg/ml. Los ratones diabéticos db/db en el grupo de control expuesto a la solucién
salina aerosolizada no presentaron cambies en la glucosa plasmadtica (ver Figuras 9a y 9b)

Administracion intranasal - La aplicacion de la exendina-4 en las fosas nasales produjo una elevacién en las
concentraciones plasmaticas. Se detectaron unos valores maximos de 300 pg/ml y de 6757 pg/ml 10 minutos después
de la administracién de 1 ug y de 100 ug de exendina-4 (disueltos en 2 ul de solucidn salina) respectivamente (ver
Figura 10).

Administracion por el tubo digestivo - Se mantuvo en ayunas unos machos de ratones db/db (de aproximadamente
50 g de peso corporal) durante 2 horas y antes y después de la administracién intragdstrica de solucién salina o
exendina-4. Se observé un descenso en la concentracién de glucosa plasmaética del 9% con 1 mg/200 ul/animal y se
observo un descenso del 15% con 3 mg/200 wl/animal, en comparacién con un aumento de la glucosa plasmadtica del
10% en los controles una hora después del tratamiento (ver Figura 11).

Administracion sublingual - La aplicaciéon sublingual de exendina-4 (100 ug/5 pl/animal) a ratones diabéticos
db/db produjo un descenso de la concentracion de glucosa plasmadtica de un 15% una horas después del tratamiento.
Se observé un aumento del 30% en el grupo de control al que se administré la solucién salina. El nivel medio de
exendina-4 en plasma al cabo de 60 minutos fue de 4520 + 1846 pg/ml (ver Figuras 12a, 12 by 12c¢).

Se anestesiaron con metofano durante un corto espacio de tiempo ocho ratas Sprague Dawley (~ 300 g) mientras
se les aplicaba bajo la lengua con la pipeta una solucién con 10 ug/3ul (n = 4) o 100 pg/ul (n = 4). Posteriormente se
realiz6 la extraccién de muestras de sangre desde la cola, anestesiada por via tépica, y se analizaron para la exendina-
4 mediante un IRMA. Las concentraciones en plasma empezaron a aumentar a los 3 minutos después de la adminis-
tracion y alcanzé el valor maximo 10 minutos y 30 minutos después de la administracién (con las dosis de 10 ug 'y
100 pug respectivamente). La concentracion de exendina-4 en plasma posteriormente permaneci6 por encima del limite
inferior de determinacion cuantitativa (LLOQ) pasadas 5 horas. El drea definida por la curva al final de cada expe-
rimento se calcul6 por el método trapezoidal. Se derivaron dos nimeros, uno a partir de la inmunorreactividad total,
el otro a partir del incremento por encima del valor distinto de cero presente a t = 0. Dichos valores se compararon
con el histdrico de datos de las inyecciones intravenosas rapidas (emboladas) en el mismo modelo animal para obte-
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ner, respectivamente, estimaciones altas y bajas de la biodisponibilidad. Para la dosis de 10 ug, la biodisponibilidad
sublingual fue del 3,1 - 9,6%, y para la dosis de 100 ug, la biodisponibilidad fue de 1,3 - 1,5%. La variabilidad de
la AUC fue mayor durante la primera hora después de la administracién (CV 74% y 128% para las dosis de 10 ug
y 100 ug). Para la integral de 5 horas, el coeficiente de variacién de la AUC fue de un 20% y un 64%, respectiva-
mente. La concentracién maxima en plasma C,4 tuvo lugar rdpidamente después de la administracién sublingual y
después de la administracidn subcutdnea (T,; ~ 30 minutos). La C,4 después de la administracién sublingual de 10
ug de exendina 4 fue del 1,5% respecto a la obtenida después de la embolada intravenosa, pero de un 14,5% de la
obtenida después de la embolada subcutanea. La C, 4, después de la administracion sublingual de 100 ug de exendina-
4 fue solamente del 0,29% respecto a la observada después de la embolada intravenosa, y de un 6,1% de la obteni-
da después de la embolada subcutdnea (ver Figuras 12d y 12e). De ese modo, la exendina-4 puede administrarse en
dosis bioefectivas por la via sublingual. La biodisponibilidad y la C,; fueron mayores, el T4 fue mds corto y la
variabilidad de la disponibilidad fue menor con la dosis sublingual menor. La dosis sublingual menor produjo concen-
traciones en plasma similares a las que se pronostican como efectivas para disminuir el nivel de glucosa en los humanos
(~50- 100 pM).

Para ayudar a la comprension de la presente invencion se incluyen los siguientes Ejemplos que describen los
resultados de una serie de experimentos. Los experimentos relacionados con la presente invencion, por supuesto, no
deben interpretarse como especificamente restrictivos de la invencién y las variaciones de la invencidn, desconocidas
o que se desarrollen posteriormente, que pueden encontrarse en el campo de los especialistas, se considera que caen
en el ambito de la invencién tal como se describe aqui y tal como se reivindica a continuacion.

Ejemplo 1
Preparacion de la exendina-3

His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH, [SEC. ID. N°. 1]

El anterior péptido amidado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi ace-
tamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosystems,
Inc.). En general, se utilizaron ciclos de enlace tnico durante todo el proceso de sintesis y se utilizé una bioquimica
Fast Moc (activacion HBTU). La desproteccion (eliminacién del grupo Fmoc) de la cadena peptidica en crecimiento
se consiguié empleando piperidina. La desproteccion final de la resina peptidica completa se consigui6 utilizando una
mezcla de trietilsilano (0,2 ml), etanoditiol (0,2 ml), anisol (0,2 ml), agua (0,2 ml) y &4cido trifluoroacético (15 ml)
siguiendo métodos estandar (Introduction to Cleavage Techniques, Applied Biosystems, Inc.). El péptido se precipitd
en éter / agua (50 ml) y se centrifugé. Se reconstituy6 el precipitado en acido acético glacial y se liofilizé. El péptido
liofilizado se disolvié en agua. La tasa bruta de pureza fue del 75% aproximadamente.

En las etapas de purificacién y anélisis de los Ejemplos 1 y 2 se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua)
y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN).

La solucién que contenia el péptido se aplicé a una columna de preparacion C-18 y se purificé (del 10% al 40% de
Disolvente B en el Disolvente A durante unos 40 minutos). La pureza de las fracciones se determiné isocraticamente
empleando la columna analitica C-18. Las fracciones puras se juntaron proporcionando el péptido anteriormente iden-
tificado. La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencidn observado de 19,2
minutos.

Ejemplo 2
Preparacion de la exendina-4

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH, [SEC. ID. N°. 2]

El anterior péptido amidado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 1 en relacion con la Exendina-3. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y
el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 36% al 46% de Disolvente
B en Disolvente A durante unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un perio-
do de retencién observado de 14,9 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4186,6;
encontrado 8186,0 a 4186,8 (cuatro lotes).
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Ejemplo 3
La exendina-4 es un péptido circulante alimenticio en el monstruo de gila

En el presente experimento se investigé si la exendina-4 juega un papel en el metabolismo del propio monstruo
de Gila. Para investigar si la exendina-4 aparecia en la sangre del monstruo de Gila como respuesta a la alimentacion,
se tomaron muestras de sangre de un animal sometido a ayuno durante 7 semana, antes y 30 minutos después de la
ingestion de una rata pequefia. Se analizé la exendina-4 completa en el plasma utilizando un andlisis inmunoradio-
métrico con parejas de anticuerpos monoclonales dirigidos a los epitopos de los extremos N- y C- de la exendina-4.
La concentracién de exendina-4 en el plasma en ayunas fue de 76 pg/ml, cerca del limite inferior de la determinacién
cuantitativa. Después de comer, este valor se elevé 300 veces hasta 23120 pg/ml.

En un segundo experimento, se tomaron muestras sucesivas de dos animales sometidos a ayuno durante cinco
semanas antes y después de la ingestién de una o dos ratas pequefias (47 - 49 g). La concentracién de exendina-4
en el plasma se elevd de 23 a 36 veces (hasta 4860, 8340 pg/ml) inmediatamente después de comer, concordando
con el pase directo de la exendina-4 de las glandulas salivales a la sangre. Después de comer una segunda rata (t =
30 minutos), la concentracién de exendina-4 en el plasma se elevé atin mds hasta 27209 pg/ml. La concentracién de
exendina-4 en el plasma disminuy6 con un t¥2 de 5,00 y 5,33 horas, respectivamente. En conclusion, la exendina-4, de
la que se sabe que se origina en las gldndulas salivales del monstruo de Gila, aparece en concentraciones elevadas en la
sangre inmediatamente después de comer. Esto puede representar una sefial alimenticia para inhibir més alimentacién
y estimular el almacenaje.

Ejemplo 4

La exendina-4 disminuye la secrecion de glucagon durante los clamps hiperglucémicos en las diabetic fatty zucker
rats (ratas obesas diabéticas de zucker)

La hiperglucemia absoluta o relativa es con frecuencia una caracteristica de la diabetes mellitus tipo 1 y tipo
II, y la supresién de la secrecion excesiva de glucagén es una ayuda potencial en una terapia que emplee agentes
glucagonostéticos. En el presente Ejemplo, se examiné el efecto de la exendina-4 en la secrecién del glucagén en
machos de ratas anestesiadas del tipo Diabetic Fatty Zucker (ZDF). Al utilizar un protocolo de clamp hiperglucé-
mico hiperinsulinémico, se mantuvieron constantes los factores que tienden a influir en la secrecién del glucagén.
Se realiz6 el clamp de la glucosa a ~ 34 mM 60 minutos antes de empezar la venoclisis intravenosa de solucién
salina (n = 7) o exendina-4 (0,21 ug + 2,1 ug/ml/h; n = 7). La concentracién de glucagén en el plasma se determi-
né antes de dichas venoclisis y fue similar en ambos grupos (306 + 30 pM versus 252 + 32 pM respectivamente;
n.e.).

La concentracién media de glucagén en plasma en las ratas a las que se realizé la venoclisis con exendina-4 fue
de aproximadamente la mitad de la de las ratas a las que se realizé la venoclisis con la solucién salina en los 60
minutos finales del clamp (165 + 18 pM versus 298 + 26 pM, respectivamente; P < 0,002). El protocolo de clamp
hiperglucémico también permiti6 la determinacion de la sensibilidad de la insulina. El valor de la venoclisis de glucosa
durante el clamp se aument6 en un 11 + 7% en las ratas tratadas con exendina-4 en relacién con las ratas de control (P
< 0,001). En otros términos, la exendina-4 presentd un efecto gluconostatico en las ratas ZDF en las investigaciones
de clamp hiperglucémico, un efecto que sera de ayuda terapéutica en los humanos diabéticos.

Ejemplo 5
Farmacocinética de la exendina-4 en las ratas después de su administracion intravenosa, subcutdnea e intraperitoneal

El presente Ejemplo describe el trabajo para describir la farmacocinética de la exendina-4 en ratas (~ 350 g de
peso corporal cada una) después de una embolada i. v. de 2,1, 21, 210 ug/rata, con administracion s. c. e i. p. y una
venoclisis i. v. de 2,1, 21, 210 ug/h/rata (3 h). Se analizaron muestras sucesivas de plasma (-120 ul) empleando un
analisis inmunoradiométrico IRMA). Este andlisis de tipos intercalado utiliza anticuerpos monoclonales basados en
los ratones que reaccionan con la exendina-4 pero no reaccionan con el GLP-1 o con los metabolitos analizados de
la exendina-4 o del GLP-1. El limite inferior de determinacion cuantitativa fue de 15 pM (63 pg/ml). El t¥2 estimado
para la exendina-4 fue de 18 - 41 minutos para la embolada i. v., 28 - 49 minutos para la i. v. continua, 90 - 216
minutos para la inyeccion s. c. y 125- 174 minutos para la inyeccién i. p. La biodisponibilidad fue del 65 - 76% para la
inyeccién s. c. e i. p. La depuracion determinada para la venoclisis i. v. fue de 4 - 8 ml /min. Los valores de C,; y de
AUC en cada via de administracion fueron proporcionales a las dosis. El volumen de distribucién fue de 457 - 867 ml.
La depuracién y la biodisponibilidad no resultaron dependientes de la dosis. La C,4 (0 la concentracién en plasma en
situacion de equilibro (steady-state; C) se presenta en la siguiente tabla:
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Chix 0 Cys (nM)
Via Embolada intravenosa | Venoclisis intravenosa | Subcutdnea Intraperitoneal
Dosis
2,1pug | 29k+04 1,1 £0,1 0,56 £ 0,12 0,26 + 0,04
21 ug 70+ 3 19+19 4,1+1,5 39+1
210 ug | 645 + 12 262 + 60 28 +4 35+6
Ejemplo 6

Comparacion de las acciones insulinotrépicas de la exendina-4 y del péptido-1 andlogo al glucagon (GPL-1) durante
una prueba de provocacion con glucosa intravenosa en ratas

Este experimento compara las acciones insulinotrpicas de la exendina-4 sintética y el GPL-1 in vivo después de
una prueba de provocacién con glucosa intravenosa (i. v.) en ratas. Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley (~ 400 g) con
halotano y se les inserté una cdnula en la arteria femoral y en la vena safena. Después de un periodo de recuperacion de
90 minutos, se administré por via i. v. una solucién salina o el péptido (30 pmol/kg/min en cada caso) (1 ml/h durante 2
horas; n =4 - 5 en cada grupo). Treinta minutos después se inici6 la venoclisis, se inyecté la D-glucosa (5,7 mmol/kg,
0,8 ml) por via i. v. En las ratas tratadas con la solucién salina, con la exendina-4 y con el GLP-1, las concentraciones
de glucosa plasmdtica eran similares antes de la inyeccién (9,3 + 0,3, 9,7 + 0,3, 10,3 + 0,4 mM), se incrementaron en
cantidades similares después de la inyeccion de glucosa (21,7, 21,3, 23,7 mM) y se produjeron unos valores de AUC
de 60 minutos similares (987 + 39, 907 + 30, 1096 + 68 mM-min, respectivamente). Es decir, el estimulo glucémico
fue similar en cada grupo de tratamiento. La concentracién de insulina plasmadtica en las ratas tratadas con la solucién
salina aument6 3,3 veces con la prueba de provocacién de glucosa (230 + 53 hasta un pico de 765 + 188 pM). En el
caso de la venoclisis con exendina-4, el aumento en la concentracidon de insulina plasmadtica fue de 6,8 veces (363 +
60 a 2486 + 365 pM). Con el GLP-1 el aumento de la concentracion de insulina plasmética fue de 2,9 veces (391 + 27
a 1145 + 169 pM), que fue similar al obtenido al de las ratas tratadas con solucién salina. La AUC de 60 minutos de
insulina en las ratas tratadas con la solucion salina fue de 24 + 6 nM-min, se aumenté 2,8 veces en las ratas tratadas
con exendina (67 + 8 nM-min; P < 0,003 versus la solucién salina; P < 0,02 versus el GLP-1) y en un 20% en las
ratas tratadas con el GLP-1 (n. e. versus la solucién salina). El aumento en la liberacién de insulina estimulada por
la glucosa por parte de la exendina-4 también se analiz6 a valores de venoclisis de 3 y 300 pmol/kg/min y resulté
depender de la dosis. Por lo tanto, la exendina-4 es mas potente y/o eficaz que la GLP-1 al aumentar la liberacién de
insulina estimulada por la glucosa en ratas sanas.

Ejemplo 7

Desarrollo y validacion de un andlisis inmunoradiométrico (IRMA) para la determinacion cuantitativa de la exendina-
4 en plasma y su aplicacion en los cdlculos de la toxicidad en animales (preclinical) o en voluntarios sanos (fase I)

Se desarrollé un andlisis inmunoradiométrico (IRMA) sensible y especifico de tipo intercalado para la determi-
nacién cuantitativa de la concentracion de exendina-4 en plasma empleando exendina-4 sintética como inmundgeno.
Un anticuerpo monoclonal derivado del ratén reconoce el epitopo C-terminal de la exendina-4 (anticuerpo de captura)
pero no experimenta ninguna reaccién cruzada con el GLP-1. El segundo anticuerpo (anticuerpo detector marcado con
125T) reconoce un epitopo N-terminal en la exendina-4 y el GLP-1, y requiere una histidina terminal para enlazarse. De
ese modo, el andlisis visto como una unidad no detecta el GLP-1(7 - 36)NH,, el GLP-1(7 - 36)COOH o la exendina
(3 - 39). La validacién analitica en el plasma de ratas, monos, perros, conejos y humanos presentd unos coeficientes
de variacién inter- e intra-analiticos < 20% y < 10% respectivamente, una precision del +£15% con unos controles de
referencia bajos, medio y altos, y con unos limites de determinacién cuantitativa inferior y superior de 62,8 y 2512
pg/ml, respectivamente. Las muestras de plasma de los cdlculos de toxicidad de la exendina-4 en 28 dias en ratas y
monos Yy el estudio en voluntarios sanos (fase I) se calculé empleando el IRMA. Los valores C,4 en los estudios con
animales se presentan en la siguiente tabla. Las muestras en humanos de la administracién subcutdnea de 0,05, 0,1,
0,2 y 0,3 ug/kg proporcionaron unos valores de C,,;, de 90, 224, 370 y 587 pg/ml.

Dosis (ug/kg) 10 100 1000
Rata 7000 127000 1180000
Mono 20000 170000 1890000
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Ejemplo 8

Comparacion entre el receptor de activacion/enlace del GLP-1 y los efectos en la disminucion del nivel de glucosa
del GLP-1y la exendina-4

La exendina-4 se sintetiz6 mediante las técnicas de sintesis de péptidos en fase sélida y se comparé con el GLP-
1 sintético desde el punto de vista de, in vitro, su capacidad de enlace a, y la activacion de los receptores del GLP-
1y, in vivo, desde el punto de vista de la disminucién de la glucosa plasmatica en ratones diabéticos db/db. En una
preparacién de membrana plasmadtica de una estirpe celular de insulinoma de rata (RINm5f) que expresa el receptor
del GLP-1, se analizaron los péptidos para determinar su capacidad de enlazarse y desplazar el GLP-1 radiomarcado
y su capacidad para estimular la produccion de AMPc. Se encontrd que el orden relativo de potencia de enlace era
GLP-1 > exendina-4. El orden relativo de la activacion de la ciclasa era GLP-1 = exendina-4. Las afinidades, tal como
se muestran en la siguiente tabla, difieren alrededor de 4 6 5 veces. En contraste, la potencia en la disminucién del
nivel de glucosa in vivo diferia alrededor de 3430 veces. La exendina-4 fue 3430 veces mds potente que el GLP-1. La
potencia in vivo de la exendina-4 no se corresponde con la del receptor del GLP-1, y es probablemente la culminacién
de un cimulo de propiedades.

Enlace IC50 (nM) | Ciclasa EC50 (nM) | Disminucién del nivel
de glucosa ED50 (ug)
GLP-1 0,15 0,28 20,6
Exendina-4 | 0,66 0,30 0,006

Ejemplo 9

Comparacion de los indices de glucemia y la sensibilidad de la insulina en ratas diabetic fatty zucker de control y en
ratas tratadas con exendina-4

El presente ejemplo analiza si los efectos beneficiosos de la exendina-4 en las ratas ZDF fueron consecuencia de
los cambios en la ingesta alimenticia. Compara los efectos obtenidos con la exendina-4 con los efectos observados en
animales correspondientes tratados con solucién salina que consumieron la misma cantidad de alimento que consu-
mieron las ratas ZDF inyectadas por via subcutdnea con 10 ug de exendina-4. Los niveles de glucosa plasmatica y de
HbA,, se determinaron semanalmente durante 6 semanas. Un dia después del tltimo tratamiento, se anestesiaron los
animales con halotano y se sometieron a un clamp euglucémico hiperinsulinémico (50 mU/kg/min). Los cambios en
la HbA . durante 6 semanas difirieron entre los grupos de tratamiento (ANOVA, P < 0,001), aumentando en las ratas
alimentadas ad lib (n = 5) y en las de control alimentadas con la misma cantidad de comida (n = 5), pero disminuyd
en las ratas tratadas con exendina-4 (n = 5). De una manera similar, los cambios en el nivel de glucosa plasmadtica
difirieron entre los grupos de tratamiento (ANOVA, P < 0,002), aumentando en las ratas alimentadas ad lib y en las
de control alimentadas con la misma cantidad de comida, y disminuyendo en las ratas tratadas con exendina-4. En la
ultima hora de un protocolo de clamp de 3 horas, el valor de la venoclisis de glucosa en las ratas tratadas con exen-
dina-4 tendi6 a ser superior al de las del grupo de control alimentadas con la misma cantidad de comida (+105%) y
las alimentadas ad lib (+20%), respectivamente (10,14 + 1,43 n =15, 8,46 + 0,87 n =4, 4,93 + 2,02 mg/kg/min n =
3; n. e. P =0,09, ANOVA). Otro indice de sensibilidad de la insulina, la concentracién de lactato en plasma, diferia
significativamente entre los grupos de tratamiento (ANOVA, P < 0,02) y era inferior en las ratas tratadas con exendina-
4. Por lo tanto, el tratamiento con exendina-4 se asocia con la mejora de los indices glucémicos, y la sensibilidad de
insulina que se corresponde parcialmente, pero no totalmente, en los controles alimentados con la misma cantidad de
comida, indicando que las mejoras del control metabdlico con la exendina-4 en las ratas ZDF se debe al menos en
parte a mecanismos que van mds alld de la restriccidn caldrica.

Ejemplo 10

Estudios clinicos y la estimulacion de la secrecion de insulina endogena con exendina-4 sintética subcutdnea en
voluntarios sanos sometidos a ayuno durante la noche

En un estudio clinico con doble anonimato controlado con placebo con dosis tnicas ascendentes para explorar la
toxicidad y la tolerabilidad y farmacocinética de la exendina-4 sintética, se calculé la cantidad de exendina-4 para
su inyeccién subcutdnea en voluntarios varones sanos al mismo tiempo que se valoraban los efectos en la glucosa
plasmatica y las concentraciones de insulina. Se estudiaron cinco dosis subcutdneas tinicas de exendina-4 (0,01, 0,05,
0,1, 0,2 6 0,3 ug/kg) en 40 voluntarios varones sanos en ayunas. Las concentraciones maximas de exendina-4 en
el plasma se alcanzaron entre 1 y 2 horas después de la administracién de la dosis con pocas diferencias entre las
dosis examinadas. El examen de los datos indicé un aumento dependiente de la dosis para C4. No se informé de
efectos adversos graves en el presente estudio y la exendina-4 fue bien tolerada en los voluntarios varones sanos
que participaron en este estudio en las dosis que llegaron hasta 0,1 pg/kg. También se observé un descenso en la
concentracién de glucosa plasmadtica a estas dosis. A dosis de 0,2 ug/kg o superiores, los efectos adversos observados
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mas frecuentes fueron cefaleas, nduseas, vémitos, mareos e hipotensién ortostatica. Se produjo un descenso transitorio
en la concentracion de glucosa plasmética después de la administracion de dosis de 0,05 pg/kg y superiores.

Cuarenta pacientes sanos, delgados (media de IMC (+ DT) 22,7 + 1,2), de edades comprendidas entre los 18 y los
40 afios fueron asignados aleatoriamente a 5 grupos. En cada grupo de 8 pacientes, 6 fueron asignados al tratamiento
con exendina-4 y 2 al tratamiento con placebo (PBO). Se administré la exendina-4 (0,01, 0,05, 0,1 0,2 6 0,3 ug/kg) o el
placebo después de una noche en ayunas y se realizo el seguimiento de las concentraciones plasmaticas de exendina-4,
glucosa e insulina junto con la toxicidad y tolerabilidad. No se presentaron indicios de toxicidad. Las dosis < 0,1 ug/kg
se toleraron igual de bien que el PBO mientras que las de 0,2 + g/kg y 0,3 ug/kg provocaron nduseas y vomitos en un
nivel dependiente de la dosis. Las concentraciones maximas de exendina-4 aumentaron en funcion de la dosis y a partir
de 0,1 pg/kg, la inmunorreactividad de la exendina-4 persistié durante 360 minutos. Los niveles de glucosa plasmadtica
diminuyeron después de todas las dosis, excepto con 0,01 ug/kg, alcanzaron el nadir en 30 minutos y volvieron a los
valores iniciales antes de 180 minutos. A los pacientes que recibieron 0,3 ug/kg se les suministré una bebida calérica
30 minutos después de la administracién de la dosis, excluyendo la comparacién de sus datos. El cambio medio en la
glucosa plasmdtica (0 - 180 minutos): 0,03 + 0.07, -0,07 + 0,08, -0,38 + 0,14, -0,85 + 0.13 y -0,83 + 0,3 mmol/l para
el PBO, 0,01, 0,05, 0,1, y 0,2 ug/kg respectivamente; P < 0,02 versus PBO. El nivel mas bajo de glucosa plasmatica
registrado fue de 3,4 mmol/l. Los cambios significativos correspondientes en la insulina plasmética (0-120 min) fueron
0,43 + 0,59, 2,37+ 0,58, 2,28 + 0,66, 491 + 1,23 y 14,00 + 3,34 uU/ml; P < 0,01 versus PBO para los grupos de 0,1
y 0,2 ug/kg. Por lo tanto, en los voluntarios sanos que ayunaron por la noche, la inyeccioén subcutdnea de exendina-4
(1) no present6 problemas de toxicidad, (2) fue bien tolerada a dosis < 0,1 ug/kg, (3) provocé la inmunorreactividad
de la exendina-4 en plasma durante hasta 6 horas, (4) aument6 el nivel de insulina plasmética y disminuy? el nivel de
glucosa plasmética de manera dependiente de la dosis sin producir hipoglucemia.

Ejemplo 11
Eficacia de la administracion alternativa de exendina-4 en roedores

El presente ejemplo analizé la administracién por medios alternativos a la inyeccidn, y examind su capacidad para
atravesar las superficies de las mucosas en cantidades suficientes como para producir un efecto bioldgico. Los cambios
en la concentracién de la glucosa plasmadtica y de la exendina-4 sintética intacta (determinada mediante un anélisis
inmunoradiométrico bilateral) se observaron en ratones db/db a los que se administr6 una solucién salina que contenia
diferentes dosis de exendina-4 por via endotraqueal, por via pulmonar (aerosolizada), mediante sonda nasogéstrica
(oral), y debajo de la lengua (sublingual). Se analizaron en ratas las misma vias de administracién, asi como la intra-
duodenal y la intranasal, y se calcul la biodisponibilidad, por ejemplo, para las vias sublingual y endotraqueal. La
exendina-4 administrada mediante cada una de las anteriores vias en ratones produjo un descenso significativo en la
actividad de reducir el nivel de glucosa entre 1 y 4 horas después de la administracién (ratones db/db endotraqueal
P < 0,02; ratones ob/ob endotraqueal P < 0,0002; ratones db/db aerosol P < 0,0001; sonda nasogastrica P < 0,002;
sublingual P < 0,02). Los aumentos en la concentracién de exendina-4 en plasma llegaron hasta 777 + 365 pg/ml (ra-
tones db/db endotraqueal); 170 = 67 pg/ml (ratones db/db aerosol); 4520 + 1846 pg/ml (ratones db/db sublingual). De
manera similar, se observaron concentraciones de exendina-4 hasta 68682 + 38661 pg/ml (endotraqueal); 1900 pg/mL
(pulmonar); 6757 pg/ml (intranasal); 3862 + 2844 pg/ml (sublingual); pero no se observo actividad aparente de ab-
sorcion o biolégica cuando se administraron por via intraduodenal. La biodisponibilidad de la exendina-4 en solucién
salina fue de un -7,3% a dosis inferiores cuando se administré por la via endotraqueal, donde se observé un 61 - 74%
d C,4 en 5 minutos. A partir de entonces las cinéticas fueron similares a las observadas después de la administracién
subcutdnea. La biodisponibilidad de exendina-4 en solucién salina administrada debajo de la lengua fue del 3,1 - 9,6%
a dosis inferiores. Estos estudios respaldan la administracién de exendina-3 y de andlogos peptidicos de la misma en
cantidades biolégicamente efectivas por vias adecuadas no inyectables.

Ejemplo 12

Estudio de anonimato sencillo controlado con placebo sobre los efectos metabolicos de una variedad de dosis de
exendina-4 sintética administrada mediante inyeccion subcutdnea a pacientes con diabetes mellitus de tipo I1

El presente estudio describe los resultados de un estudio de dos partes, de anonimato sencillo, controlado por
placebo, para examinar los efectos metabdlicos de una variedad de dosis de exendina-4 sintética administrada por
via subcutdnea a pacientes con diabetes mellitus de tipo II. Los pacientes implicados en el estudio eran personas
diagnosticadas con diabetes de tipo II que estaban controladas mediante dieta y/o con agentes orales hipoglucémicos
(OHASs) y con una concentraciéon de HbA,. > 7,0% y < 12,0% en la visita de examen.

El estudio se inicié con una visita de examen, después de la cual se dio instrucciones a los pacientes que tomaban
OHA s para que cesaran dicha medicacién y volvieran al centro clinico aproximadamente 14 dias después de cuando se
hubieran disipado los efectos de la medicacién. Los pacientes que participaron en la Parte 1 llegaron al centro clinico
la tarde anterior a la primera dosis y iniciaron los tres o cuatro dfas programados para la dosificacién. La dosificacion
se programé de manera que pasaran 24 horas entre cada administracion.

Después de dar el consentimiento y ser examinados, los pacientes fueron asignados al azar para recibir la exendina-
4 sintética o el placebo. En la primera parte del estudio, seis pacientes se ingresaron en una unidad de investigacién
clinica durante tres o cuatro dias y fueron asignados a una de las 4 secuencias de tratamiento, en las que iban a
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recibir cada una de las siguientes dosis: placebo o exendina-4 sintética a 0,1 6 0,01, posiblemente 0,001 ug/kg. Se
administraron las dosis por via subcutdnea después de permanecer en ayunas por la noche. Se les proporcioné alimento
liquido estandarizado 15 minutos después de la inyeccidn de la medicacién a estudiar. La siguiente tabla ilustra la
programacion de la dosificacién para la Parte 1:

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4*
Paciente 1 Placebo 0,1 ug/kg 0,01 ug/kg 0,001 pg/kg
Paciente 2 Placebo 0,1 ug/kg 0,01 ug/kg 0,001 ug/kg
Paciente 3 0,1 ug/kg Placebo 0,01 ug/kg 0,001 pg/kg
Paciente 4 0,1 ug/kg Placebo 0,01 ug/kg 0,001 pg/kg
Paciente 5 0,1 ug/kg 0,01 pg/kg Placebo 0,001 ug/kg
Paciente 6 0,1 ug/kg 0,01 pg/kg Placebo 0,001 ug/kg

* Solamente se realizard si se observa un efecto en el nivel de glucosa el Dia 3.

En la segunda parte del estudio, aproximadamente tres dias después de terminar la Parte 1, también se ingresaron
ocho pacientes en una unidad de investigacion clinica durante 4 dias. Los pacientes eran distintas personas de las que
participaron en la Parte 1. Los procedimientos y la programacién de los sucesos durante la Parte 2 concordaban con
los de la Parte 1. Las dosis se determinaron después de que se analizd el efecto en el nivel de glucosa en la Parte 1.

Debido a que no se encontré un efecto significativo a 0,01 ug/kg durante la Parte 1, en la Parte 2 se administré a
los pacientes unas dosis de acuerdo con la siguiente programacion:

Dia 1 Dia?2 Dia 3 Dia 4*
Grupo A Placebo 0,02 ug/kg 0,05 ug/kg 0,1 ug/kg
Grupo B 0,02 ug/kg 0,1 ug/kg Placebo 0,05 ug/kg
Grupo C 0,05 ug/kg Placebo 0,1 ug/kg 0,02 ug/kg
Grupo D 0,1 ug/kg 0,05 ug/kg 0,02 ug/kg Placebo

Los pacientes que participaron en la Parte 2 iniciaron su dosificacién después de la revision de los datos de la Parte
1 de la misma manera. Todos los pacientes volvieron al centro clinico de 4 a 6 dias después de que se les diera la alta
de la unidad de ingreso para un nuevo estudio de toxicidad.

La exendina-4 sintética empleada en el estudio fue una solucién incolora transparente para inyeccion subcutdnea,
con una formulacién en solucién amortiguadora de acetato de sodio (pH 4,5) que contenia un 4,3% de manitol y un
modificador de la iso-osmolalidad. La concentracién de la inyeccién de exendina-4 sintética fue de 0,1 mg/ml. Se
suministré un ml de solucién en viales de 3 ml con un tap6én de goma. La solucién placebo consistia en la misma
formulacidn sin el medicamento, la exendina-4 sintética.

Los resultados del estudio se presentan en las Figuras 16 y 17. Indican la capacidad de las distintas dosis de
exendina-4 (0,02 ug/kg, 0,05 ug/kgy 0,1 ug/kg) para disminuir el nivel de glucosa en sangre en personas con diabetes
de tipo II.

Ejemplo 13

El presente ejemplo describe un experimento para determinar la respuesta en funcion de la dosis para los efectos
sobre la sensibilidad de la insulina de la exendina-4 y de los agonistas de la misma en las ratas Diabetic Fatty Zucker.
La exendina-4 de estos estudios se obtuvo de Bachem (Torrance, CA; Cat H8730, lote 506189), American Peptides
(Sunnyvale, CA; Cat 301577, lote K1005ITI) y a partir de la sintesis interna en fase sélida (lote AR1374-11; contenido
peptidico 93,3%). Treinta y nueve machos de ratas Diabetic Fatty Zucker (ZDF) Gmi™- (fa/fa) (edad 116 + 20 dfas;
peso 441 + 39 g) se asignaron a 5 grupos de tratamiento: inyecciones de solucion salina solamente (n =9), inyecciones
de exendina-4 0,1, 1, 10 6 100 ug (n =9, 10, 6, 5, respectivamente). De ellas, 35 ratas se utilizaron en estudios de
clamp euglucémico hiperinsulinémico (n =9, 7, 9, 5, 5, respectivamente). Se realiz6 la extraccion de muestras de
sangre desde la cola, anestesiada por via tépica (marca Hurricaine de un 20% de solucién de benzocaina tépica,
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Beutlich, Waukegan, IL) de ratas sometidas a ayuno durante la noche y mantenidas conscientes antes del tratamiento
y a intervalos semanales durante 5 semanas durante el tratamiento para el andlisis de la hemoglobina A, (latex de
inhibicién de la inmunoaglutinacién DCA2000 Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY). El peso corporal se determind
diariamente.

Después de 6 semanas de tratamiento, ~ 16 horas después de la dltima dosis de exendina-4 (o de solucion salina),
y después de ayunar durante la noche, se realizaron los clamps euglucémicos hiperinsulinémicos (DeFronzo RA,
Tobin JD, Andres R: Glucose clamp technique: a method for quantifying insulin secretion and resistance [Técnica de
clamp con glucosa: un método para realizar la determinacion cuantitativa de la secrecion y resistencia de la insulina],
Amer J Physiol 237:E214-23, 1979) con ratas anestesiadas con halotano. Las ratas fueron termorreguladas, se les
realiz6 una traqueotomia y se les insertd un catéter en vena safena para la venoclisis de un 20% de D-glucosa y de
insulina, y via la arteria femoral para la recogida de muestras de sangre y seguimiento de la tension arterial (transductor
P23XL, Spectramed, Oxnard, CA; amplificador universal, Gould, Valley View, OH; conversién A/C, DataTranslation,
Wilmington, DE). Se realizé la venoclisis de la insulina (Humulin-R, Eli Lilly, Indianapolis, IN) a 50 mU/kg/min,
empezando a t = -30 minutos y se continud hasta t = + 180 minutos. Se realizé la venoclisis de la glucosa a una
velocidad variable para mantener la euglucemia, se determiné mediante el muestreo y andlisis de glucosa a intervalos
de 5 minutos (método de la glucosa oxidasa inmovilizada; YSI 2300-Stat Analyzer, Yellow Springs, OH). El promedio
de glucosa plasmatica durante los clamps fue de 103,9 mg/dl (el coeficiente de variacién promedio fue del 5,8%). Los
valores de la velocidad de venoclisis de la glucosa se tomaron desde t = 60 - 180 minutos cuando las respuestas se
acercaron a un equilibrio dindmico. También se recogieron los valores del nivel de lactato en plasma, obtenidos con
un sensor de lactato oxidasa inmovilizada incorporado en el analizador de glucosa.

Las inyecciones se administraron por via intraperitoneal a las ~ 8 de la mafiana y a las 4 de la tarde, desde el lunes
hasta el viernes, y a las ~ 10 de la mafiana el sdbado y el domingo.

Los andlisis estadisticos para datos aparejados se realizaron empleando programas de la prueba t de Student (Instat
v3.0, GraphPad Software, San Diego, CA) utilizando un nivel de significaciéon de P < 0,05. Los andlisis de dosis y
respuesta se realizaron con una regresion logistica de 4 pardmetros y los efectos generales se calcularon realizando un
analisis de la varianza (ANOVA) unidireccional (Prism v3.0, GraphPad Software, San Diego, CA).

Los resultados mostraron que en las ratas Diabetic Fatty Zucker tratadas con dosis distintas de exendina-4 durante
6 semanas, se produjo una reduccién de la ingesta alimenticia en funcién de la dosis (DEs, 0,14 ug + 0,15 log; ver
Figura 13a) y en el peso corporal (DEs, 0, 42 ug + 0,15 log; ver Figura 13b) de hasta 27 + 2 g, representando un
descenso en el peso corporal del 5,6 + 0,5% en relacion con los controles inyectados con la solucién salina.

En este grupo de ratas, la evolucién de la diabetes se mostré como progresiva, ya que la hemoglobina A, inicial-
mente aumentd en todos los grupos. Sin embargo, la inyeccion de exendina-4 parecié detener e invertir el aumento en
la hemoglobina A . en funcién de la dosis (ver figura 13c). La dosis y respuesta de la exendina-4 para el efecto sobre la
hemoglobina A, determinado durante las 2 dltimas semanas de tratamiento, en general, result6 significativa (ANOVA
P =0,05) y especificamente a dosis de 1 pugy 100 ug (P < 0,005, P < 0,02 respectivamente). Un modelo similar se
observé en relacion con los triglicéridos en plasma en ayunas en las dos tltimas semanas de tratamiento, en las que
las concentraciones se vieron reducidas significativamente con todas las dosis entre un 51% y un 65% (ANOVA P <
0,002).

Treinta y cinco de las 39 ratas entraron en un estudio progresivo con un clamp euglucémico hiperinsulinémico ~
16 horas después del dltimo tratamiento. Las concentraciones iniciales de glucosa plasmética en ayunas, superiores
en las ratas tratadas con solucién salina (489 + 28 mg/dl) que en las ratas tratadas con exendina, disminuyeron con la
venoclisis de insulina y posteriormente se realizé el clamp a concentraciones de glucosa plasmatica similares (105,6
mg/dl a 60 - 180 minutos; coeficiente de variacion medio 4,6%; ver Figura 14a). La velocidad de venoclisis de glucosa
requerida para mantener la euglucemia se vio aumentada en funcién de la dosis debido al tratamiento previo con
exendina-4 (DEs, 1,0 ug + 0,41 log; ver Figura 14b). El tratamiento con exendina-4 aument6 la velocidad de venoclisis
de la glucosa hasta un 48% en relacion con los controles tratados con la solucién salina.

La concentracién de lactato en plasma antes y durante el procedimiento del clamp se vio reducida en funcién de la
dosis debido al tratamiento previo con exendina-4 (DEs, 4 ug + 0,25 log; ver Figura 14c). Este efecto, que representa
hasta un 42% de reduccion en la concentracién media de lactato en plasma entre 60 y 180 minutos de clamp, aparecid
principalmente debido a una reduccién de la concentracién de lactato de preclamp (inicial); los incrementos en el
nivel de lactato en plasma durante el periodo de hiperinsulinemia fueron similares en todos los grupos de tratamiento.
No se produjeron diferencias relacionadas con el tratamiento en la tension arterial determinada antes o durante los
procedimientos de clamp.

El aumento de aproximadamente un 50% en la sensibilidad de la insulina observado después de la administracién
prolongada de exendina-4 resulté tan importante como sorprendente al haber observado que la exendina-4 no tiene
efecto inmediato en los tejidos sensibles a la insulina in vitro (es decir, sin efecto en la incorporacion basal o estimulada
por la insulina de la glucosa radiomarcada en el glucégeno en el miisculo séleo aislado, o en los lipidos de adipocitos
aislados; Pittner et al, sin publicar). A pesar de que la posibilidad de que el aumento en la sensibilidad de la insulina sea
el resultado en parte de algtin control glucémico mejorado y la toxicidad de la glucosa reducida no se ha de pasar por
alto, se ha publicado que el aumento en la sensibilidad de la insulina en distintas terapias antidiabéticas, entre ellas las
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no clasificadas como sensibilizadoras de la insulina, es bastante variable y se ha publicado que el tratamiento inmediato
con GLP-1 parece que no altera inmediatamente la sensibilidad de la insulina en los seres humanos (Orskov L, Holst
JJ, Moller J, Orskov C, Moller N, Alberti KG, Schmitz O: GLP-1 does not acutely affect insulin sensitivity in healthy
man (El GLP-1 no afecta de forma inmediata la sensibilidad de la insulina en el hombre sano). Diabetologia 39:1227-
32, 1996; Ahren B, Larsson HI Holst JJ: Effects of glucagon-like peptide-1 on islet function and insulin sensitivity
in noninsulindependent diabetes mellitus (Efectos del péptido andlogo al glucagén-1 en la funcién de los islotes y la
sensibilidad de la insulina en la diabetes sacarina no insulinodependiente). J Clin Endocrinol Metab 82:473-8, 1997,
UK Prospective Diabetes Study Group: Intensive blood-glucose control with sulphonylureas or insulin compared with
conventional treatment and risk of complications in patients with type 2 diabetes (Control intensivo del nivel de glucosa
en sangre con sulfonilureas o insulina en comparacion con el tratamiento convencional y riesgo de complicaciones en
pacientes con diabetes de tipo II) (UKPDS 33), Lancet 35 2:837-53, 1998). Por lo tanto la administracién prolongada
de la exendina-4 parece encontrarse asociada a los incrementos en la sensibilidad de la insulina que son de igual
magnitud, si no superiores, a aquellos observados en otros tipos de terapia, entre ellos los fadrmacos sensibilizadores
de la insulina tales como las tiazolidinedionas y la metformina.

Ejemplo 14
Preparacion del péptido amidado con la SEC. ID. N° 9

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.). En general, se utilizaron ciclos de enlace tinico durante todo el proceso de sintesis y se utiliz6 una bioqui-
mica Fast Moc (activacién HBTU). Sin embargo, en algunas posiciones el enlace fue menos eficiente de lo esperado y
se requirieron dobles enlaces. En concreto, los residuos Aspy, Thr; y Phey requirieron doble enlace. La desproteccién
(eliminacién del grupo Fmoc) de la cadena peptidica en crecimiento empleando piperidina no result6 siempre eficaz.
Se requirié doble desproteccion en las posiciones Arg,,, Val,o y Leuy. La desproteccion final de la resina peptidi-
ca completa se consiguié empleando una mezcla de trietilsilano (0,2 ml), etanoditiol (0,2 ml), anisol (0,2 ml), agua
(0,2 ml) y 4cido trifluoroacético (15 ml) segin los métodos estdndar (Introduction to Cleavage Techniques, Applied
Biosystems, Inc.). El péptido se precipitd en éter/agua (50 ml) y se centrifugd. Se precipité el péptido reconstituido
en 4cido acético glacial y se liofilizé. El péptido liofilizado se disolvié en agua. La tasa bruta de pureza fue del 55%
aproximadamente.

En las etapas de purificacioén y andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN).

La solucién que contenia el péptido se aplicé a una columna de preparacion C-18 y se purificé (del 10% al 40% de
Disolvente B en el Disolvente A durante unos 40 minutos). La pureza de las fracciones se determiné isocraticamente
empleando la columna analitica C-18. Las fracciones puras se juntaron proporcionando el péptido anteriormente iden-
tificado. La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 14,5
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4131,7; encontrado 4129,3.

Ejemplo 15
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 10

El péptido arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2°-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegi6 y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 25% al 75% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 21,5
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4186,6; encontrado 4171,2.

Ejemplo 16
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 11

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 17,9
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4147,6; encontrado 4150,2.
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Ejemplo 17
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 12

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 35% al 65% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 19,7
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4212,6; encontrado 4213,2.

Ejemplo 18
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 13

El péptido arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegi6 y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 50% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 16,3
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4262,7; encontrado 4262,4.

Ejemplo 19
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 14

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4172,6.

Ejemplo 20
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 15

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4224,7.

Ejemplo 21
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 16

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegio y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4172,6.

Ejemplo 22
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 17

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el

Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
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ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4186,6.

Ejemplo 23
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 18

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4200,7.

Ejemplo 24
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 19

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegio y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los anélisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4200,7.

Ejemplo 25
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 20

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4202,7.

Ejemplo 26
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 21

El péptido arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2°-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4145,6.

Ejemplo 27
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 22

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4184,6.
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Ejemplo 28
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 23

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4145,6.

Ejemplo 29
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 24

El péptido arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los anélisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4224,7.

Ejemplo 30
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 25

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4172,6.

Ejemplo 31
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 26

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4115,5.

Ejemplo 32
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N°27

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegio y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4188,6.

Ejemplo 33
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 28

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el

Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
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ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4131,6.

Ejemplo 34
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 29

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4172,6.

Ejemplo 35
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 30

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegio y se purific6 de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los anélisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4145,6.

Ejemplo 36
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 31

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizo el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37, 36 y 31 de la tioprolina. En los
andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion (M): calculado 4266,8.

Ejemplo 37
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 32

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegio y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37 y 36 de la tioprolina. En los anélisis se
utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-
HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado
se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por
electroaspersion (M): calculado 4246,8.

Ejemplo 38
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 33

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37, 36 y 31 de la homoprolina. En los
analisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion (M): calculado 4250,8.
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Ejemplo 39
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 34

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizo el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37 y 36 de la homoprolina. En los
andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion (M): calculado 4234,8.

Ejemplo 40
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 35

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizo el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37, 36 y 31 de la tioprolina. En los
andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersién (M): calculado 4209,8.

Ejemplo 41
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 36

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37, 36 y 31 de la homoprolina. En los
andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersién (M): calculado 4193,7.

Ejemplo 42
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 37

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37, 36 y 31 de la N-metilalanina. En los
analisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion (M): calculado 3858,2.

Ejemplo 43
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 38

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37 y 36 de la N-metilalanina. En los
analisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion (M): calculado 3940,3.
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Ejemplo 44
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 39

El péptido arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil fenoxi
acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosys-
tems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en
el Ejemplo 14. Se requieren dobles enlaces adicionales en las posiciones 38, 37, 36 y 31 de la N-metilalanina. En los
andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion (M): calculado 3801,1.

Ejemplo 45

Preparacion de los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal correspondientes a las secuencias amida C-termina-
les arriba mencionadas

Los péptidos arriba mencionados de los Ejemplos del 1 al 30 se ensamblaron en la llamada resina Wang (resina
p-alcoxibencilalcohol (Bachem, 0,54 mmol/g)) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosystems,
Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito en el
Ejemplo 14. En los anélisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en
ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30
minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La
espectrometria de masas por electroaspersiéon proporciona una (M) determinada experimentalmente.

Ejemplo 46
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N°7

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly-NH, [SEC. ID. N° 7]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.). En general, se utilizaron ciclos de enlace tnico durante todo el proceso de sintesis y se utilizé una
bioquimica Fast Moc (activacion HBTU). La desproteccion (eliminacién del grupo Fmoc) de la cadena peptidica en
crecimiento se consiguié empleando piperidina. La desproteccidn final de la resina peptidica completa se consiguid
utilizando una mezcla de trietilsilano (0,2 ml), etanoditiol (0,2 ml), anisol (0,2 ml), agua (0,2 ml) y 4cido trifluoroacé-
tico (15 ml) siguiendo métodos estandar (Introduction to Cleavage Techniques, Applied Biosystems, Inc.). El péptido
se precipitd en éter / agua (50 ml) y se centrifugd. Se reconstituy6 el precipitado en dcido acético glacial y se liofilizo.
El péptido liofilizado se disolvié en agua. La tasa bruta de pureza fue del 75% aproximadamente.

En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN).
La solucién que contenia el péptido se aplicé a una columna de preparacién C-18 y se purificé (del 10% al 40% de
Disolvente B en el Disolvente A durante unos 40 minutos). La pureza de las fracciones se determind isocraticamente
empleando la columna analitica C-18. Las fracciones puras se juntaron proporcionando el péptido anteriormente iden-
tificado. La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 50% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 18,9
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3408,0; encontrado 3408,9.

Ejemplo 47
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 40

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 40]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 40% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 17,9
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3294,7; encontrado 3294,8.
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Ejemplo 48
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N°41

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 41]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 29% al 36% de Disolvente B en Disolven-
te A durante unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporciond un producto peptidico con un periodo de reten-
cién observado de 20,7 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3237,6; encontrado
3240.

Ejemplo 49
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 42

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 42]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoécidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 36% al 46% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 15,2
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3251,6; encontrado 3251,5.

Ejemplo 50
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 43

His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 43]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2°-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 36% al 46% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 13,1
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3207,6; encontrado 3208,3.

Ejemplo 51
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 44

His Gly Glu Gly Thr Ala Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 44]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 35% al 45% de Disolvente B en Disolven-
te A durante unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporciondé un producto peptidico con un periodo de reten-
cién observado de 12,8 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersiéon (M): calculado 3161,5; encontrado
3163.

Ejemplo 52
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N°45

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ala Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 45]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 36% al 46% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 15,2
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3221,6; encontrado 3222,7.

Ejemplo 53
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 46

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 46]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 34% al 44% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retenciéon observado de 14,3
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3195,5; encontrado 3199,4.

Ejemplo 54
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N°47

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ala Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 47]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 38% al 48% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 15,7
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3221,6; encontrado 3221,6.

Ejemplo 55
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 48

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ala Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 48]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 38% al 48% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencidn observado de 18,1
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3180,5; encontrado 3180,9.

Ejemplo 56
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 49

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Ala Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 49]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 36% al 46% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 17,0
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3180,6; encontrado 3182,8.
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Ejemplo 57
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 50

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Ala Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 50]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 32% al 42% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporciond un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 14,9
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3195,5; encontrado 3195,9.

Ejemplo 58
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 51

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Ala Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 51]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizd el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 37% al 47% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 17,9
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3179,6; encontrado 3179,0.

Ejemplo 59
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 52

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Ala Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 52]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 37% al 47% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 14,3
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3179,6; encontrado 3180,0.

Ejemplo 60
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 53

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Ala Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 53]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 37% al 47% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporciond un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 13,7
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3179,6; encontrado 3179,0.

Ejemplo 61
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 54

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Ala Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 54]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 35% al 45% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 14,0
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3209,6; encontrado 3212,8.

Ejemplo 62
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 55

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Ala Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 55]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 38% al 48% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retenciéon observado de 14,3
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3152,5; encontrado 3153,5.

Ejemplo 63
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 56

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Ala Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 56]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 35% al 45% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 12,1
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3195,5; encontrado 3197,7.

Ejemplo 64
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 57

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Ala Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 57]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 38% al 48% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 10,9
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3179,6; encontrado 3180,5.

Ejemplo 65
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 58

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Ala
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 58]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 32% al 42% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 17,5
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3161,5; encontrado 3163,0.
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Ejemplo 66
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 59

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Ala Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 59]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 32% al 42% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién
observado de 19,5 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3195,5; encontrado 3199.

Ejemplo 67
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 60

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Ala Asn-NH, [SEC. ID. N° 60]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizo el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 38% al 48% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 14,5
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3180,5; encontrado 3183,7.

Ejemplo 68
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 61

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Ala-NH, [SEC. ID. N° 61]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 34% al 44% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) de péptido liofilizado proporciond un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 22,8
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3194,6; encontrado 3197,6.

Ejemplo 69
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 62

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 62]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4099,6.

Ejemplo 70
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 63

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 63]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4042,5.

Ejemplo 71
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 64

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 64]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencioén del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4002,4.

Ejemplo 72
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 65

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 65]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3945.4.

Ejemplo 73
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 66

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro-NH, [SEC. ID. N° 66]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3905,3.

Ejemplo 74
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 67

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro-NH, [SEC. ID. N° 67]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3848,2.
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Ejemplo 75
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 68

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala-NH, [SEC. ID. N° 68]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3808,2.

Ejemplo 76
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 69

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala-NH, [SEC. ID. N° 69]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3751,1.

Ejemplo 77
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 70

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly-NH, [SEC. ID. N° 70]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3737,1.

Ejemplo 78
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 71

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly-NH, [SEC. ID. N° 71]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3680,1.

Ejemplo 79
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 72

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser-NH, [SEC. ID. N° 72]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3680, 1.

Ejemplo 80
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 73

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser-NH, [SEC. ID. N° 73]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencioén del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3623,0.

Ejemplo 81
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 74

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser-NH, [SEC. ID. N° 74]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3593,0.

Ejemplo 82
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 75

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser-NH, [SEC. ID. N° 75]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3535,9.

Ejemplo 83
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 76

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro-NH, [SEC. ID. N° 76]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3505,94.
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Ejemplo 84
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 77

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro-NH, [SEC. ID. N° 77]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3448,8.

Ejemplo 85
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 78

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly-NH, [SEC. ID. N° 78]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3351,7.

Ejemplo 86
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 79

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly-NH, [SEC. ID. N° 79]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3351,8.

Ejemplo 87
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 80

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly-NH, [SEC. ID. N° 80]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3294,7.

Ejemplo 88
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 81

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly tPro Ser Ser Gly Ala tPro tPro tPro-NH, [SEC. ID. N° 81]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en los residuos 37, 36 y 31. En los andlisis se utilizaron el Disolvente
A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 4197,1.

Ejemplo 89
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 82

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala tPro tPro tPro-NH, [SEC. ID. N° 82]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en los residuos 37, 36 y 31. En los andlisis se utilizaron el Disolvente
A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 4197,1.

Ejemplo 90
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 83

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly NMeAla Ser Ser Gly Ala Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° §3]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en los residuos 36 y 31. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A
(0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 3948,3.

Ejemplo 91
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 84

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly NMeAla Ser Ser Gly Ala NMeAla NMeAla-NH, [SEC. ID. N° 84]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizo el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en los residuos 36 y 31. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A
(0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 3840,1.

Ejemplo 92
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 85

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly hPro Ser Ser Gly Ala hPro hPro-NH, [SEC. ID. N° 85]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoécidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en los residuos 36 y 31. En los analisis se utilizaron el Disolvente A
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(0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 4050,1.

Ejemplo 93
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 86

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly hPro Ser Ser Gly Ala hPro-NH, [SEC. ID. N° 86]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purific6 de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en el residuo 31. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A
(0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 3937,1.

Ejemplo 94
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 87

Arg Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala-NH, [SEC. ID. N° 87]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencioén del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3827,2.

Ejemplo 95
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 88

His Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly-NH, [SEC. ID. N° 88]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencioén del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3394,8.

Ejemplo 96
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 89

His Gly Glu Gly Thr NaftilAla Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 89]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3289,5.
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Ejemplo 97
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 90

His Gly Glu Gly Thr Phe Ser Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 90]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3280,7.

Ejemplo 98
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 91

His Gly Glu Gly Thr Phe Ser Thr Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 91]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3294,7.

Ejemplo 99
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 92

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Glu Leu Ser Lys Gln Met ala Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 92]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3250,7.

Ejemplo 100
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 93

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp PentilGly Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 93]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3253,5.

Ejemplo 101
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 94

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu NaftilAla Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 94]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3289,5.

Ejemplo 102
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 95

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe tButilGly
Glu Trp Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 95]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3183,4.

Ejemplo 103
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 96

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Asp Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 96]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3237,6.

Ejemplo 104
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 97

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser-NH, [SEC. ID. N° 97]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3637,9.

Ejemplo 105
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 98

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly-NH, [SEC. ID. N° 98]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3309,7.
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Ejemplo 106
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 99

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys GIn Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly hPro Ser Ser Gly Ala hPro hPro-NH, [SEC. ID. N° 99]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purific de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 46. Se requieren dobles enlaces en los residuos 36 y 31. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A
(0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 3711,1.

Ejemplo 107

Preparacion de los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal correspondientes a las secuencias amida C-termina-
les arriba mencionadas para las SEC. ID. N° 7, 40 - 61, 68 - 75, y 87 - 98

Los péptidos con las secuencias de SEC. ID. N° 7, 40 - 61, 68 — 75, 78 - 80 y 87 - 98 se ensamblan en la llamada
resina Wang (resina p-alcoxibencilalcohol (Bachem, 0,54 mmol/g)) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc
(Applied Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotegen y se purifican de manera similar a la que
se ha descrito en el Ejemplo 46. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente
A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del
producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion proporciona una (M) determinada experimental-
mente.

Ejemplo 108

Preparacion de los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal correspondientes a las secuencias amida C-termina-
les arriba mencionadas para las SEC. ID. N°62 - 67, 76, 77, 81 - 86 y 99

Los péptidos con las secuencias de SEC. ID. N° 62 - 67, 76, 77, 81 - 86 y 99 se ensamblan en la resina de 2-
clorotritilcloruro (200 - 400 de trama), un 2% de DVB (Novabiochem, 0,4 - 1,0 mmol/g) empleando aminoacidos
protegidos con Fmoc (Applied Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotegen y se purifican de
manera similar a la que se ha descrito en el Ejemplo 46. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA
en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de
Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el
periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién proporciona una (M)
determinada experimentalmente.

Ejemplo 109
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 100

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 100]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoécidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.). En general, se utilizaron ciclos de enlace tnico durante todo el proceso de sintesis y se utiliz6 una
bioquimica Fast Moc (activacién HBTU). La desproteccion (eliminacién del grupo Fmoc) de la cadena peptidica en
crecimiento se consiguié empleando piperidina. La desproteccién final de la resina peptidica completa se consiguid
empleando una mezcla de trietilsilano (0,2 ml), etanoditiol (0,2 ml), anisol (0,2 ml), agua (0,2 ml) y 4cido trifluoroacé-
tico (15 ml) segin los métodos estandar (Introduction to Cleavage Techniques, Applied Biosystems, Inc.). El péptido
se precipité en éter / agua (50 ml) y se centrifugd. Se reconstituy? el precipitado en dcido acético glacial y se liofilizé.
El péptido liofilizado se disolvi6 en agua. La tasa bruta de pureza fue del 75% aproximadamente.

En las etapas de purificacion y andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN).

La solucién que contenia el péptido se aplic6 a una columna de preparacion C-18 y se purificé (del 10% al 40% de
Disolvente B en el Disolvente A durante unos 40 minutos). La pureza de las fracciones se determiné isocraticamente
empleando la columna analitica C-18. Las fracciones puras se juntaron proporcionando el péptido anteriormente iden-
tificado. La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
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30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de 19,2
minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3171,6; encontrado 3172.

Ejemplo 110
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 101

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 101]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambl6 en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoéacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 36% al 46% de Disolvente B en Disolven-
te A durante unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de reten-
cién observado de 14,9 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersiéon (M): calculado 3179,6; encontrado
3180.

Ejemplo 111
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 102

His Gly Glu Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 102]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realizé el clivaje de la resina, se desprotegid y se purificé de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de
TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 37% al 47% de Disolvente B en Disolvente A durante
unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de retencién observado de
12,2 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3251,6; encontrado 3253,3.

Ejemplo 112
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 103

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 103]

El péptido amidado arriba mencionado se ensamblé en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiz6 el clivaje de la resina, se desprotegié y se purificé de manera similar a la que se ha
descrito en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizaron el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B
(0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 35% al 45% de Disolvente B en Disolven-
te A durante unos 30 minutos) de péptido liofilizado proporcioné un producto peptidico con un periodo de reten-
cién observado de 16,3 minutos. La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3193,6; encontrado
3197.

Ejemplo 113
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 104

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 104]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3228,6.
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Ejemplo 114
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 105

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 105]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3234,7.

Ejemplo 115
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 106

His Gly Glu Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 106]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3308,7.

Ejemplo 116
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 107

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 107]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3250,7.

Ejemplo 117
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 108

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys GIn Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 108]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3252,6.

Ejemplo 118
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 109

Ala Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 109]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3200,6.

Ejemplo 119
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 110

Ala Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 110]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3143,5.

Ejemplo 120
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 111

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 111]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3214,6.

Ejemplo 121
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 112

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 112]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3157,5.

Ejemplo 122
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 113

Ala Gly Asp Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 113]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3184,6.
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Ejemplo 123
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 114

Ala Gly Asp Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 114]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3127,5.

Ejemplo 124
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 115

Ala Gly Asp Gly Thr NaftilAla Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Trp Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 115]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3266,4.

Ejemplo 125
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 116

Ala Gly Asp Gly Thr NaftilAla Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 116]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3209.4.

Ejemplo 126
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 117

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Ser Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 117]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3200,6.

Ejemplo 127
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 118

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Ser Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 118]

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2244416 T3

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3143,5.

Ejemplo 128
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 119

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ala Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 119]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3198,6.

Ejemplo 129
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 120

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ala Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 120]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3141,5.

Ejemplo 130
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 121

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 121]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3170,6.

Ejemplo 131
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 122

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 122]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3113,5.
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Ejemplo 132
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 123

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Glu Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 123]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3228,6.

Ejemplo 133
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 124

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Glu Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 124]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3171,6.

Ejemplo 134
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 125

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 125]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3172,5.

Ejemplo 135
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 126

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 126]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3115,4.

Ejemplo 136
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 127

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp PentilGly Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Trp Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 127]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3230,4.

Ejemplo 137
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 128

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp PentilGly Ser Lys GIn Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 128]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3198,6.

Ejemplo 138
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 129

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ala Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 129]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3141,5.

Ejemplo 139
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 130

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ala Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 130]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3157,5.

Ejemplo 140
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 131

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ala Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 131]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3100,4.
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Ejemplo 141
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 132

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ala Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 132]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3157,6.

Ejemplo 142
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 133

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Ala Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 133]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3100,5.

Ejemplo 143
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 134

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Ala Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 134]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3100,5.

Ejemplo 144
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 135

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Ala Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 135]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3154,5.

Ejemplo 145
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 136

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Ala Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 136]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3115,5.

Ejemplo 146
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 137

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln PentilGly Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Trp Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 137]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3212.4.

Ejemplo 147
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 138

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln PentilGly Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 138]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3173.,4.

Ejemplo 148
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 139

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met ala Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 139]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3156,6.

Ejemplo 149
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 140

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Ala Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 140]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3099,5.
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Ejemplo 150
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 141

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Ala Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 141]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3156,6.

Ejemplo 151
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 142

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Ala Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 142]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3099,5.

Ejemplo 152
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 143

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Ala Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 143]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3156,6.

Ejemplo 153
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 144

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Ala Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 144]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3099,5.

Ejemplo 154
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 145

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Ala Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 145]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3186,6.

Ejemplo 155
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 146

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Ala Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 146]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3129,5.

Ejemplo 156
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 147

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Ala Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 147]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3129,5.

Ejemplo 157
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 148

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Ala Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 148]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3072.,4.

Ejemplo 158
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 149

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Ala Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 149]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3172,5.
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Ejemplo 159
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 150

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Ala Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 150]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3115,5.

Ejemplo 160
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 151

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu NaftilAla Ile
Glu Trp Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 151]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3266,4.

Ejemplo 161
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 152

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu NaftilAla Ile
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 152]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3209.4.

Ejemplo 162
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 153

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Val Glu Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 153]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3200,6.

Ejemplo 163
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 154

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Val Glu Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 154]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3143,5.

Ejemplo 164
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 155

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe tButilGly
Glu Trp Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 155]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3216,5.

Ejemplo 165
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 156

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe tButilGly
Glu Phe Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 156]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3159.,4.

Ejemplo 166
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 157

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Asp Trp
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 157]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3200,6.

Ejemplo 167
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 158

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Asp Phe
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 158]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3143,5.
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Ejemplo 168
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 159

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Ala
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 159]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3099,5.

Ejemplo 169
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 160

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Ala
Leu Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 160]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3081 ,4.

Ejemplo 170
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 161

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Ala Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 161]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3172,5.

Ejemplo 171
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 162

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Ala Lys Asn-NH, [SEC. ID. N° 162]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3115,5.

Ejemplo 172
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 163

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Ala Asn-NH, [SEC. ID. N° 163]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3157,5.

Ejemplo 173
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 164

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Ala Asn-NH, [SEC. ID. N° 164]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3100,4.

Ejemplo 174
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 165

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Ala-NH, [SEC. ID. N° 165]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3171,6.

Ejemplo 175
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 166

Ala Gly Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Ala-NH, [SEC. ID. N° 166]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3114,5.

Ejemplo 176
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 167

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 167]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 4003,5.
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Ejemplo 177
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 168

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 168]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4033,5.

Ejemplo 178
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 169

His Gly Glu Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro-NH, [SEC. ID. N° 169]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3984 .,4.

Ejemplo 179
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 170

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro-NH, [SEC. ID. N° 170]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3861,3.

Ejemplo 180
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 171

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro-NH, [SEC. ID. N° 171]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3746,1.

Ejemplo 181
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 172

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala-NH, [SEC. ID. N° 172]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3742,1.

Ejemplo 182
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 173

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala-NH, [SEC. ID. N° 173]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3693,1.

Ejemplo 183
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 174

His Gly Glu Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly-NH, [SEC. ID. N° 174]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3751,2.

Ejemplo 184
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 175

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser-NH, [SEC. ID. N° 175]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3634,1.

Ejemplo 185
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 176

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser-NH, [SEC. ID. N° 176]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersion (M): calculado 3526,9.
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Ejemplo 186
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 177

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser-NH, [SEC. ID. N° 177]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3477,9.

Ejemplo 187
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 178

His Gly Glu Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro-NH, [SEC. ID. N° 178]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3519,9.

Ejemplo 188
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 179

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly-NH, [SEC. ID. N° 179]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3307,7.

Ejemplo 189
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 180

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly-NH, [SEC. ID. N° 180]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los anélisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencion del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3186,5.

Ejemplo 190
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 181

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly tPro Ser Ser Gly Ala tPro tPro tPro-NH, [SEC. ID. N° 181]
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El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. Se requieren dobles enlaces en los residuos 37, 36 y 31. En los andlisis se utilizan el Disolvente
A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M):
calculado 4121,1.

Ejemplo 191
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 182

His Gly Glu Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala tPro tPro tPro-NH, [SEC. ID. N° 182]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. Se requieren dobles enlaces en los residuos 37, 36 y 31. En los andlisis se utilizan el Disolvente
A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersion (M):
calculado 4173,2.

Ejemplo 192
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 183

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Ala Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly NMeAla Ser Ser Gly Ala NMeAla NMeAla-NH, [SEC. ID. N° 183]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. Se requieren dobles enlaces en los residuos 36 y 31. En los andlisis se utilizan el Disolvente A
(0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del
30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después
para determinar el periodo de retencidn del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M):
calculado 3796,1.

Ejemplo 193
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 184

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly hPro Ser Ser Gly Ala hPro-NH, [SEC. ID. N° 184]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. Se requieren dobles enlaces en el residuo 31. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de
TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60%
de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determi-
nar el periodo de retencion del producto peptidico. La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado
3871,1.

Ejemplo 194
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 185

His Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala-NH, [SEC. ID. N° 185]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminoécidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
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en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3750,2.

Ejemplo 195
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 186

His Gly Asp Ala Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly-NH, [SEC. ID. N° 186]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 3408,8.

Ejemplo 196
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 187

Ala Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH, [SEC. ID. N° 187]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4120,6.

Ejemplo 197
Preparacion del péptido con la SEC. ID. N° 188

Ala Gly Ala Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe
Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH, [SEC. ID. N° 188]

El péptido amidado arriba mencionado se ensambla en resina MBHA de 4-(2’-4’-dimetoxifenil)-Fmoc aminometil
fenoxi acetamida norleucina (Novabiochem, 0,55 mmol/g) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied
Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje de la resina, se desprotege y se purifica de manera similar a la que se ha descrito
en el Ejemplo 109. En los andlisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA
en ACN). La analitica mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos
30 minutos) del péptido liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico.
La espectrometria de masas por electroaspersién (M): calculado 4005,5.

Ejemplo 198

Preparacion de los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal correspondientes a las secuencias amida C-termina-
les arriba mencionadas para los péptidos con las SEC. ID. N° 100 - 166, 172 - 177, 179 - 180y 185 - 188

Los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal que corresponden a los amidados con las secuencias SEC. ID.
N° 100 - 166, 172 - 177, 179 - 180y 185 - 188 se ensamblan en la llamada resina Wang (resina p-alcoxibencilalcohol
(Bachem, 0,54 mmol/g)) empleando aminodcidos protegidos con Fmoc (Applied Biosystems, Inc.), se realiza el clivaje
de la resina, se desprotegen y se purifican de manera similar a la que se ha descrito en el Ejemplo 109. En los anélisis se
utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica mediante RP-
HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido liofilizado
se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de masas por
electroaspersion proporciona una (M) determinada experimentalmente.
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Ejemplo 199

Preparacion de los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal correspondientes a las secuencias amida C-termina-
les arriba mencionadas para los péptidos con las SEC. ID. N° 167 - 171, 178y 181 - 184

Los péptidos con el dcido carboxilico C-terminal que corresponden a los amidados con las secuencias SEC. ID.
N° 167 - 171, 178 y 181 - 184 se ensamblan en la resina de 2-clorotritilcloruro (200 - 400 de trama), un 2% de DVB
(Novabiochem, 0,4 - 1,0 mmol/g) empleando aminoacidos protegidos con Fmoc (Applied Biosystems, Inc.), se realiza
el clivaje de la resina, se desprotegen y se purifican de manera similar a la que se ha descrito en el Ejemplo 46. En
los analisis se utilizan el Disolvente A (0,1% de TFA en agua) y el Disolvente B (0,1% de TFA en ACN). La analitica
mediante RP-HPLC (gradiente del 30% al 60% de Disolvente B en Disolvente A durante unos 30 minutos) del péptido
liofilizado se verifica después para determinar el periodo de retencién del producto peptidico. La espectrometria de
masas por electroaspersion proporciona una (M) determinada experimentalmente.

Ejemplos del A al E
Reactivos empleados

El GLP-1 [7 - 36]NH, (GLP-1) se adquirié en Bachem (Torrance, CA). Todos los otros péptidos se prepararon
empleando métodos de sintesis tales como los descritos en el presente documento. Todos los productos quimicos eran
de la méxima calidad comercial. El inmunoandlisis SPA de AMPc se adquirié en Amersham. Los radioligandos se
adquirieron en New England Nuclear (Boston, MA). La estirpe celular RINmSf (American Type Tissue Collection,
Rockville, MD) se cultivé en un medio DME/F12 con un 10% de suero bovino fetal y 2 mM de L-glutamina. Las
células se cultivaron a 37°C y a un 5% de aire con un CO,/95% humidificado y el medio se reemplazé cada 2 6 3 dias.
Se hicieron crecer las células hasta la confluencia, entonces se cultivaron y se homogeneizaron en un homogeneizador
Plytron. Los homogeneizados de células se guardaron congelados a -70°C hasta ser utilizados.

Ejemplo A
Estudios sobre la fijacion del GLP-1 a su receptor

Se valor la fijacién al receptor determinando el desplazamiento del ['*I]JGLP-1 o de la ['*I]exendina (9 - 39)
de las membranas de las células RINm5f. La solucién amortiguadora de valoracién contenia 5 ug/ml de bestatin,
1 pg/ml de fosforamidén, 1 mg/ml de albimina de suero bovino (fraccién V), 1 mg/ml de bacitracina, y 1 mg de
MgCl, en 20 mM de HEPES, a pH 7.,4. Para determinar el nivel de fijacion, se resuspendieron 30 ug de proteinas de
membrana (valoracion de proteinas Bradford) en 200 ul de solucién amortiguadora de valoracién y se incubaron con
60 pM de ['*I]GLP-1 o de la ['*I]exendina (9 - 39) y péptidos sin marcar durante 120 minutos a 23°C en 96 placas con
pocillos (Nagle Nunc, Rochester, NY). Se terminaron las incubaciones mediante la filtracién rapida con solucidn salina
amortiguada con fosfato, a pH 7,4, a través de filtros de fibra de vidrio GF/B tratados con polietilenimina (Wallac Inc.,
Gaithersburg, MD) empleando una placa de cultivo Tomtec Mach II (Wallac Inc., Gaithersburg, MD). Se secaron los
filtros, se combinaron con un escintilante, y se determind la radiactividad en un contador de centelleo liquido Betaplate
(Wallac Inc.).

Las muestras de péptido se analizaron como puntos duplicados en 6 diluciones a una concentracién entre 10-°M
y 107>M para originar las curvas de respuesta. La actividad bioldgica de la muestra se expresa como un valor ICs,
calculado a partir de los datos sin procesar empleando un programa iterativo de ajuste a curvas que emplea una
ecuacion logistica de 4 pardmetros (Prizm, GraphPAD Software).

Ejemplo B
Estudio sobre la activacion de la ciclasa

La solucién amortiguadora de valoracién contenia 10 uM de GTP, 0,75 mM de ATP, 2,5 mM de MgCl,, 0,5 mM
fosfocreatina, 12,5 U/ml creatincinasa, 0,4 mg/ml aprotinina, 1 uM de IBMX en 50 mM de HEPES, a pH 7,4. Las
membranas y los péptidos se combinaron en 100 ml de solucién amortiguadora de valoracién en placas de 96 pocillos
con filtro en el fondo (Millipore Corp., Bedford, MA). Después de incubar durante 20 minutos a 37°C, se termind
el ensayo transfiriendo el sobrenadante de la filtracién en una nueva placa de 96 pocillos empleando un colector de
vacio Millipore. El contenido en AMPc del sobrenadante se determino mediante inmunoandlisis SPA. Las muestras
peptidicas se analizaron como puntos triplicados en 7 diluciones a una concentracién entre 10°°M y 107'°M para
originar las curvas de respuesta. La actividad bioldgica de la muestra se expresa como un valor ECs, calculado tal
como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo C
Determinacion de los niveles de glucosa en sangre en ratones db/db

En este estudio se emplearon ratones C5S7BLKS/J-m-db de al menos 3 meses de edad. Los ratones se adquirieron
en The Jackson Laboratory y se dejé que se aclimataran durante una semana antes de utilizarlos. Se alojaron los
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ratones en grupos de diez a 22°C + 1°C siguiendo un ciclo de luz - oscuridad de 12:12, encendiendo las luces a las 6
de la mafiana. Se priv6 a todos los animales de comida durante las dos horas anteriores a la extraccién de las muestras
de sangre iniciales. Se extrajo aproximadamente 70 ul de sangre de cada ratén mediante puncién ocular después de
haberlos anestesiado ligeramente con metofano. Después de recoger las muestras iniciales de sangre, para determinar
las concentraciones de glucosa plasmadtica, todos los animales recibieron inyecciones subcutdneas de excipiente liquido
(10,9% de NaCl), exendina-4 o el compuesto de prueba (1 ug) en el excipiente. Se realiz6 una nueva extraccioén de
muestras de sangre, empleando el mismo procedimiento, una hora exacta después de las inyecciones, y se determinaron
las concentraciones de glucosa plasmatica. Para cada animal se calculd el % de cambio en el valor plasmaético, a partir
del valor inicial.

Ejemplo D
Determinacion de la relacion entre la dosis y la respuesta en los niveles de glucosa en sangre en ratones db/db

En este estudio se emplearon ratones C57BLKS/J-m-db/db de al menos 3 meses de edad. Los ratones se adquirieron
en The Jackson Laboratory y se dejé que se aclimataran durante una semana antes de utilizarlos. Se alojaron los
ratones en grupos de diez a 22°C + 1°C siguiendo un ciclo de luz - oscuridad de 12:12, encendiendo las luces a
las 6 de la mafiana. Se privé a todos los animales de comida durante las dos horas anteriores a la extraccién de las
muestras de sangre iniciales. Se extrajo aproximadamente 70 ul de sangre de cada ratén mediante puncién ocular
después de haberlos anestesiado ligeramente con metofano. Después de recoger las muestras iniciales de sangre,
para determinar las concentraciones de glucosa plasmaética, todos los animales recibieron inyecciones subcutdneas
de excipiente liquido, exendina-4 o el compuesto de prueba en las concentraciones indicadas. Se realizé una nueva
extraccion de muestras de sangre, empleando el mismo procedimiento, una hora exacta después de las inyecciones, y
se determinaron las concentraciones de glucosa plasmadtica. Para cada animal se calcul6 el % de cambio en el valor
plasmatico, a partir del valor inicial, y se analiz6 su relacién de dependencia con la dosis empleando el software de
Graphpad Prizm™.

Ejemplo E
Vaciado gdstrico

Se realiz6 el siguiente estudio y asi puede llevarse a cabo para investigar los efectos de la exendina-4 y/o de los
compuestos agonistas de la exendina en el vaciado gastrico en ratas. En este experimento se siguié una modificacién
del método de Scarpignato, et al., Arch. Int. Pharmacodyn. Ther. 246:286-94, 1980. Se utilizaron machos de ratas
Harlan Sprague Dawley (HSD). Se alojaron todos los animales a 22,7°C + 0,8°C siguiendo un ciclo de luz - oscuridad
de 12:12 (los experimentos se llevaron a cabo durante el periodo diurno del ciclo) y se les alimenté y dio de beber
ad libitum (Diet LM-485, Teklad, Madison, WI). Se sintetiz6 la exendina-4 de acuerdo con los métodos estandar
de sintesis de péptidos. La preparacién de la exendina-4 se describe en el ejemplo 14. La determinacién del vaciado
gdstrico mediante el método descrito a continuacidn se realizé después de un ayuno de ~ 20 horas para garantizar que el
estdmago no contenia productos quimicos que interfirieran con las cuantificaciones de la absorbencia espectroscépica.

Se administrd a las ratas conscientes, mediante sonda nasogdstrica, 1,5 ml de un gel acaldrico que contenia un
1.5% metilcelulosa (M-0262, Sigma Chemical Co, St Louis, MO) y un 0,05% indicador rojo fenol. Veinte minutos
después de la administracién, se anestesiaron las ratas empleando halotano al 5%, se puso al descubierto el estomago
y se realiz6 el clamp en los esfinteres pilérico y del es6fago inferior empleando pinzas hemostéticas, se quitd y se
abri6 en una solucién alcalina preparada hasta un volumen determinado. El contenido del estémago se obtuvo a partir
de la intensidad del rojo fenol en la solucién alcalina, determindndose mediante la absorbencia a una longitud de onda
de 560 nm. En experimentos separados en 7 ratas, se extirparon tanto el estémago como el intestino delgado y se
abrieron en una solucion alcalina. La cantidad de rojo fenol que se pudo recoger del tracto gastrointestinal superior en
20 minutos de aplicacién de la sonda fue del 89 + 4%; la tintura que parece fijarse irreversiblemente a la superficie de
la luz intestinal podria representar el clculo del balance. Para representar el maximo de recuperacién de tinte menor
del 100%, el porcentaje del contenido restante del estomago después de 20 minutos se expresé como fracciéon del
contenido gastrico extraido de las ratas de control sacrificadas inmediatamente después de la administracién por via
nasogdstrica en el mismo experimento. El porcentaje del contenido géstrico restante = (absorbencia a los 20 minutos)
/ (absorbencia a 0 mm) x 100.

Diversas modificaciones de la invencion ademds de las presentadas y descritas en el presente documento se hardn

patentes para los expertos en la especialidad a partir de la descripcion precedente y forman parte del dmbito de las
siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica que es una forma farmacéutica liquida estable adecuada para la administracion
en multiples usos que comprende del 0,005% al 0,4% (p/v) de un péptido de exendina o de un agonista de la exendina,
una solucién amortiguadora, un modificador de la iso-osmolalidad, y de un 0,005% a un 1,0% en p/v de un conser-
vante seleccionado entre el grupo del m-cresol, fenol, alcohol bencilico, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno
y butilparabeno, presentando dicha formulacién un pH entre 4,0 y 6,0.

2. Una formulacién de acuerdo con la Reivindicacién 1 en la que la exendina es exendina-4.

3. Una formulacién de acuerdo con las Reivindicaciones 1 6 2 en la que la exendina o péptido agonista de la
exendina se encuentra en una concentraciéon entre un 0,005% y un 0,05% (p/v).

4. Una formulacién de acuerdo con las Reivindicaciones 1 a 3 en la que la solucién reguladora del pH es una
solucién de acetato o de glutamato.

5. Una formulacién de acuerdo con la Reivindicacién 4 en la que la solucién reguladora del pH es una solucién de
acetato.

6. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes en la que la concentracion de
la solucién reguladora del pH se encuentra entre un 0,02% y un 0,5% (p/v).

7. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes en la que el pH se encuentra
entre 4,0y 5,0.

8. Una formulacién de acuerdo cualquiera de las Reivindicaciones precedentes en la que el modificador de la iso-
osmolalidad es el manitol o el sorbitol.

9. Una formulacién de acuerdo con la Reivindicacién 8 en la que el modificador de la iso-osmolalidad es el manitol.
10. Una formulacién de acuerdo con las Reivindicaciones de la 1 a la 7 en la que el modificador de la iso-osmo-
lalidad es un hidrato de carbono o 4cido polihidrico y la concentracién de dicho modificador de la iso-osmolalidad se

encuentra entre el 1% y el 10% en p/v.

11. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes en la que el conservante es el
m-cresol.

12. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes en la que dicha forma farma-
céutica liquida estable es una forma farmacéutica liquida parenteral estable.

13. Una formulacién de acuerdo con las Reivindicaciones de la 1 ala 11 en la que dicha forma farmacéutica liquida
estable es adecuada para:

(a) la administracion via inyeccion para alcanzar una dosis de 0,1 ug a 0,5 pg por kilogramo de una exendina
o de un péptido agonista de la exendina;

(b) la administracién oral para conseguir una dosis de 500 ug a 12000 ug por dia de una exendina o de un
péptido agonista de la exendina en una dosis tnica o fraccionada;

(c) la administracién pulmonar para conseguir una dosis de 100 pg a 12000 ug por dia de una exendina o de
un péptido agonista de la exendina en una dosis tnica o fraccionada;

(d) la administracion intranasal para conseguir una dosis de 10 ug a 12000 ug por dia de una exendina o de un
péptido agonista de la exendina en una dosis tnica o fraccionada;

(e) la administracién bucal para conseguir una dosis de 10 ug a 12000 ug por dia de una exendina o de un
péptido agonista de la exendina en una dosis tnica o fraccionada;

(f) la administracién sublingual para conseguir una dosis de 10 pg a 8000 ug por dia de una exendina o de un
péptido agonista de la exendina en una dosis tnica o fraccionada;

(g) la administracién via inyeccién para alcanzar una dosis de 1 g a 1 mg de una exendina o de un péptido
agonista de la exendina por dia.

14. Una formulacién de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones de la 1 a la 12 donde la formulacién es

adecuada para la administracién via inyeccién para alcanzar una dosis de 0,005 ug/kg por dosis a 0,2 ug/kg por dosis
de una exendina o de un péptido agonista de la exendina.
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15. Una formulacién de acuerdo cualquiera de las Reivindicaciones precedentes para utilizar en el aumento de la
sensibilidad de un paciente hacia la insulina exdgena o enddgena.

16. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3 a 15 en la que dicho agonista de la
exendina comprende la secuencia:

Xaal Xaa2 Xaa3 Gly Thr Xaa4 Xaa5 Xaa6 Xaa7 Xaa8

Ser Lys GIn Xaa9 Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu

Xaal0 Xaall Xaal2 Xaal3 Leu Lys Asn Gly Gly Xaal4

Ser Ser Gly Ala Xaal5 Xaal6 Xaal7 Xaal8-Z

en la que Xaal es His, Arg o Tyr; Xaa2 es Ser, Gly, Ala o Thr; Xaa3 es Asp o Glu; Xaa4 es Phe, Tyr o naftilalanina;
Xaa5 es Thr o Ser; Xaa6 es Ser o Thr; Xaa7 es Asp o Glu; Xaa8 es Leu, Ile, Val, pentilglicina o Met; Xaa9 es Leu,
Ile, pentilglicina, Val o Met; XaalO es Phe, Tyr o naftillalanina; Xaall es Ile, Val, Leu, pentilglicina, terc-butilglicina
0 Met; Xaal2 es Glu o Asp; Xaal3 es Trp, Phe, Tyr, o naftillalanina; Xaal4, Xaal5, Xaal6 y Xaal7 son independien-
temente Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina; Xaal8 es

Ser, Thr o Tyr; y Z es -OH o -NH2; a condicién de que el compuesto no sea exendina-3 o exendina-4.

17. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3 a 15 en la que dicho agonista de la
exendina comprende la secuencia:

Xaal Xaa2 Xaa3 Gly Xaa5 Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 XaalO
Xaall Xaal2 Xaal3 Xaal4 Xaal5 Xaal6 Xaal7 Ala Xaal9 Xaa20
Xaa21 Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28-Z1; en la que
Xaal es His, Arg o Tyr; Xaa2 es Ser, Gly, Ala o Thr; Xaa3 es Asp o Glu; Xaa5 es Ala o Thr; Xaa6 es Ala, Phe, Tyr o
naftilalanina; Xaa7 es Thr o Ser; Xaa8 es Ala, Ser o Thr; Xaa9 es Asp o Glu; XaalO0 es Ala, Leu, Ile, Val, pentilglicina
o Met; Xaall es Ala o Ser; Xaal2 es Ala o Lys; Xaal3 es Ala o Gln; Xaal4 es Ala, Leu, Ile, pentilglicina, Val o Met;
Xaal5 es Ala o Glu; Xaal6 es Ala o Glu; Xaal7 es Ala o Glu; Xaal9 es Ala o Val; Xaa20 es Ala o Arg; Xaa2l es Ala
o Leu; Xaa22 es Ala, Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa23 es Ile, Val, Leu, pentilglicina, terc-butilglicina o Met; Xaa24 es
Ala, Glu o Asp; Xaa25 es Ala, Trp, Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa26 es Ala o Leu; Xaa27 es Ala o Lys; Xaa28 es Ala
0 Asn; Z1 es -OH o -NH2
Gly-Z72,
Gly Gly-Z2,
Gly Gly Xaa31-72,
Gly Gly Xaa31 Ser-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala Xaa36-72,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala Xaa36 Xaa37-Z2 o
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala Xaa36 Xaa37 Xaa38-72;

Xaa3l, Xaa36, Xaa37 y Xaa38 son independientemente Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-
alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina; y Z2 es -OH o -NH2;

a condicion de que no mds de tres de entre Xaa3, Xaa5, Xaa6, Xaa8, Xaal0, Xaall, Xaal2, Xaal3, Xaal4, Xaal5,
Xaal6, Xaal7, Xaal9, Xaa20, Xaa21, Xaa24, Xaa25, Xaa27 y Xaa28 sean Ala.

18. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3 a 15 en la que dicho agonista de la
exendina comprende la secuencia:

Xaal Xaa2 Xaa3 Xaa4 Xaa5 Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 XaalO
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Xaall Xaal2 Xaal3 Xaal4 Xaal5 Xaal6 Xaal7 Ala Xaal9 Xaa20
Xaa2l Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28-Z1; en la que
Xaal es His, Arg, Tyr, Ala, Norval, Val o Norleu; Xaa2 es Ser, Gly, Ala o Thr; Xaa3 es Ala, Asp o Glu; Xaa4 es
Ala, Norval, Val, Norleu o Gly; Xaa5 es Ala o Thr; Xaa6 es Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa7 es Thr o Ser; Xaa8 es Ala,
Ser o Thr; Xaa9 es Ala, Norval, Val, Norleu, Asp, o Glu; XaalO es Ala, Leu, Ile, Val, pentilglicina o Met; Xaall es
Ala o Ser; Xaal2 es Ala o Lys; Xaal3 es Ala o Gln; Xaal4 es Ala, Leu, Ile, pentilglicina, Val o Met; Xaal5 es Ala o
Glu; Xaal6 es Ala o Glu; Xaal7 es Ala o Glu; Xaal9 es Ala o Val; Xaa20 es Ala o Arg; Xaa21 es Ala o Leu; Xaa22
es Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa23 es Ile, Val, Leu, pentilglicina, terc-butilglicina o Met; Xaa24 es Ala, Glu o Asp;
Xaa25 es Ala, Trp, Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa26 es Ala o Leu; Xaa27 es Ala o Lys; Xaa28 es Ala o Asn; Z1 es -OH
o -NH2
Gly-Z2,
Gly Gly-Z2,
Gly Gly Xaa31-Z72,
Gly Gly Xaa31 Ser-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala-Z2,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala Xaa36-72,
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala Xaa36 Xaa37-7Z2, o
Gly Gly Xaa31 Ser Ser Gly Ala Xaa36 Xaa37 Xaa38-Z2; en los que

Xaa31, Xaa36, Xaa37 y Xaa38 son independientemente Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-
alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina; y Z2 es -OH o -NH2;

a condicién de que no mds de tres de entre Xaa3, Xaa4, Xaa5, Xaa6, Xaa8, Xaa9, Xaal0, Xaall, Xaal2, Xaal3,
Xaal4, Xaal5, Xaal6, Xaal7, Xaal9, Xaa20, Xaa2l, Xaa24, Xaa25, Xaa26, Xaa27 y Xaa28 sean Ala; y también a
condicién de que, si Xaal es His, Arg o Tyr, entonces al menos uno de Xaa3, Xaa4, y Xaa9 es Ala.

19. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3 a 15 en la que dicho agonista de la
exendina presenta una secuencia de aminodacidos de acuerdo con cualquiera de las SEC. ID. N° 9 a 39.

20. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3 a 15 en la que dicho agonista de la
exendina presenta una secuencia de aminodcidos de acuerdo con cualquiera de las SEC. ID. N° 40 a 188.

21. Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3 a 15 en la que dicho agonista de la

exendina presenta una secuencia de aminodacidos seleccionado de entre el grupo que consiste en las SEC. ID. N° 9, 10,
21, 22,23, 26, 28, 34, 35 y 39.
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EXENDINA-3

His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

I 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe lle Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser,NH

35

Fig. 1
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EXENDINA-4

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu

5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser-NH?2

35

Fig. 2
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GLP-1 (GLP-1|7-36]NH2)

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
5 10 15
Gin Ala Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg-NH2
20 25 30

Fig. 3
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Exendina-4 en plasma (pg/ml1)

ES 2244416 T3

Niveles plasmaticos de exendina-4 en ratas
después de la administracion endotraqueal
(20 pg/50 pifrata, n = 4)

10000 -

1000 -
100 -

10 1

o

0 15 30 45 60 75
Tiempo (min)

Se mantuvo los machos de rata (350 — 400 g) en ayunas durante la
noche y se procedié a la canulacién de la traquea y la arteria femoral
con los animales anestesiados. Se extrajo la sangre de la arteria antes
y después (5, 15, 30, 45, 60 y 75 minutos) de la administracion
endotraqueal de 20 pg de exendina-4 disuelta en 50 pl de solucion
salina en cada rata. Los niveles plasmaticos de exendina-4 se

determinaron mediante un analisis inmunorradiométrico.

Fig. 4
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Concentraciones de exendina-4 en plasma en
ratas expuestas a exendina-4 aerosolizada (8
ng/mi) durante 10 minutos

1000 -
Van
=
Q.
~ 800 -
o -O~exendina-4 n = 6
wy
T 600 - -~ solucidn salina
O h = 6
Ly
Q
?_ 400 -
o
-
S 200-
-
2
wi —O
0 - —@
¥ 4 } $ 1]
-30 0 30 60 90 120

Tiempo (minhutos)

Se mantuvieron en ayunas los machos de rata (de aproximadamente 350 g cada
uno), se colocaron en una camara de 2 litros y se expusieron a la exendina-4
aerosolizada durante 10 minutos.

La exendina-4 se nebulizé en valor de 0,2 mg/min con un indice de flujo de 5
I/min.

Se realiz6 el calculo de la concentracion de exendina-4 aerosolizada a partir de
muestras de la atmésfera de la camara obtenidas durante el transcurso del

experimento.

Fig. 8
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Efecto de 10 minutos de exposicién a la exendina-4
aerosolizada (8 pg/m!) en la glucosa plasmatica de
ratones db/db

P
vo 1501
- O
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\g m
re
0 100+ p< 0.0001
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0o
o o 50 -
1)
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5, O p :
% solucién exendina-4
salina h = 11
n = 11
1 hora después del tratamiento
Fig. 9A
Concentracion de exendina-4 en plasma después de 10
minutos de exposicién a la solucién salina o la exendina-4
aerosolizada (8 ng/ml de atmésfera)
~ 300
Cr—
L E
<+ O
' o 2001
Qg -/
- o
S £ 1001
cw
L
X r—
w o ————
solucidén exendina-4
salina h = 11
n = 11

1 hora después del tratamiento
Fig. 9B
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Instilacion intranasal de 2 p! de solucion salina

10000.0 ;
M
= —0
>
o 1000.0 1
-/
©
%
© 100 7
o
o

10 1 -O-100ug Exendina-4

< h = 4
© <+ 1ug Exendina-4
s ] n =3
g 1
Q r T T T ’
o 0 15 30 45 60

minutos después de la instilacién

Se administré a las ratas Harlan Sprague Dawley (311 — 365 g), sin ayunar, unas
dosis de 0, 1, 100 yl de exendina-4 en 2 pl de solucion salina aplicandolas en los

orificios nasales.
Se procedio a la extraccion de muestras de sangre de las ratas anestesiadas

(Hurricane) a partir del extremo de la cola a 0, 3,10, 20, 30 y 60 minutos después

de la administracion de la exendina-4, determinandose el nivel en plasma
mediante IRMA.

Fig. 10
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Efectos de la administracion intragastrica de la exendina-4
en la glucosa plasmatica en ratones diabéticos db/db

125 -
o N=20 N=8
0 |
o N=15
‘Eé’ 100 P=0.008 N=8§
< @ P=0.002
Qo
B
oo 75 -
@)
3R
—
O

50

0 0.3 1 3

Dosis de exendina-4
(mg/raton embolada 1. g.)

Se mantuvieron en ayunas los machos de ratén db/db (de aproximadamente 50
g) durante 2 h y se extrajo sangre de los animales (40 pl, seno orbitario) antes y
1 h después de que se administraran 200 pl de solucién salina o exendina-4
disuelta en solucion salina por via i. g. en cada animal.

Sublingual

La aplicacién sublingual de la exendina-4 (100 pg/5 pi/animal) a ratones
diabéticos db/db produjo una disminucion del 15% en la concentracion de
glucosa plasmatica una hora después del tratamiento. En el grupo de control al
cual se le administré la solucion salina se observé un incremento del 30%. El
nivel medio de exendina-4 en plasma a los 60 minutos fue de 4520 + 1846 pg/ml
(ver Figura 8).

Fig. 11

82



ES 2244416 T3

Concentracion de la exendina-4 en plasma después de la
administracion sublingual en ratones db/db (100 pg en 5 ul
de embolada)
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Fig. 12A

Efecto de la administracion sublingual de exendina-4 (100 ug
en 5 pl de embolada) en la glucosa plasmatica de ratones
db/db.

150-
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Fig. 12B
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AC2993 en plasma (pM)

ES 2244416 T3

Concentracion en plasma después de la administracion sublingual de AC2993 en

ratas

1000 -
<1+ 10ug SL

-O- 100ug SL
800 - H9

600

400 -

200 -

0 60 120 180 240 300
Minutos

La dosis se administré en 3 ul de solucion salina debajo de la lengua en ratas
HSD (~300 g) anestesiadas brevemente con metofano.

Fig. 12C
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AUC (nM. h)

1000 ,

100 ;

10-

0.1-

ES 2244416 T3

Biodisponibilidad de la AC2993 sublingual
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A4
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¥

10 100 1000

Dosis (ug/rata)

Fig. 12D
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Cmax de la AC2993 sublingual

O cmax hb
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Fig. 12E

86



ES 2244416 T3

001

TVET "SI

(brl) eLp e S209A

Sop p-eULpUBX® Bp sLsoq
ol l 1’0 0480

- §¢

- 0¢

- SE

- OF

- Sb

LLe eissbur

LOLJusu

(B) eLaeLp ®

IVET "L

g=u briggL -O—
g=u brigL -O—
oL=u Br| —&

6=u briL Q0 <~

1T = U »
BUL|®BS seLq

uoLon|os
) v S¢ 8 ¢ ¥L L O

VIOILNIWITV VLSIONI

(6) eLoLiusuwlL|e eissbur

87



ES 2244416 T3

Z9E€T S

(Brl) BLp |B S303A
SOp p-BULPUSXS 9p sLsod

00} o} i 10 0135

1

3

% ~  og-

- OFI

-
o
A o

\%

(6) |eJoduod ossd sp

19€T 31

g=u Brigol —O—

g=u brigy O

ot=u Bri| A~

g=u brip 0 =~

mmemm - seLq
uoLon|os

¢ 68 8 2 ¥L L 0

D IOLR L1 {64 Y
BAN] X —7. oaolfte A
TAY Ib 0.’.5”. .. 40

A ... O O HAO0 o s

jelodioo osad ep ¥

(B) |edoduod osed 9p ¥

88



ES 2244416 T3

70T 81

(Br) eLp |e S92°9A
Sop p-BULPUSXS 9p SLsog

001 0} 4 10 0492

1 i

?

- 050
L oyg P
sro
D
00t &=
>
o
a4 G
L 0571

g=u b1QQL-O—
g=u brigL -O—
ol=u briy -
6=u b7 Q-

6 = U -
BUL|®BS UOLDN|OS

¢h St 8¢

ID€T 81

sAeg
¥4

L L

OLYaH 8P vV

.-eo
madm
Q
00 = T
=0
.m.oﬁw
T o
ok 2>
25
,m.me
S L
PRECES
oz 2 2
O

89



ES 2244416 T3

Glucosa plasmaética
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Fig. 14A
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