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DESCRIPCION

Meétodo para la mejora de la sefializacién de los islotes en diabetes mellitus y para su prevencion.
Antecedentes

El pancreas comprende dos tejidos glandulares: uno es una coleccién de células que forman la funcién exocrina
del pancreas, en el que estas células exocrinas sintetizan y liberan enzimas digestivas en el intestino; el segundo te-
jido comprende la funcién endocrina del pancreas, que sintetiza y libera hormonas en la circulacién. De importancia
primordial en la funcién endocrina del pancreas son las células . Estas células sintetizan y segregan la hormona in-
sulina. La hormona insulina desempefia un papel vital manteniendo niveles glucémicos fisiol6gicos normales. Existen
moléculas que son efectoras de las células endocrinas del pancreas. Las incretinas son un ejemplo de tales moléculas.
Las incretinas potencian la secrecion de insulina, inducida por glucosa, desde el pancreas.

Se ha demostrado que las incretinas tales como el péptido-1 (7-36)amida similar a glucagén (“GLP-1; o el ané-
logo de lagarto exendina-4) y el polipéptido inhibidor gastrico (“GP”) son insulinotrépicos, es decir, su presencia o
estabilizacién puede mantener un control glucémico agudo mediante sus efectos secretores de insulina (Demuth, H.U.,
et al., DE 196 16 486:1-6, 1996, Pauly, R.P. er al., Regul. Pept. 64 (1-3):148, 1996, cuyas ensefianzas se incorporan
aqui como referencia en su totalidad). Adicionalmente, se ha demostrado que GLP-1 actia como una hormona del
crecimiento de los islotes estimulando la proliferacion de células 3, el incremento de la masa celular y promoviendo
la diferenciacion de las células pancredticas no diferenciadas en células especializadas de los islotes de Langerhans.
Tales células muestran una secrecion mejorada de insulina y glucagén (Yaekura, K. et al., IN:VIP,PACAP, and Related
Peptides, W.G. Forssmann y S.I. Said (eds.), New York: New York Academy of Sciences, 1998, p. 445-450; Buteau, J
et al., Diebetologia 42(7):856-864, 1999, cuyas ensefianzas completas se incorporan aqui como referencia).

Se ha propuesto previamente aplicar GLP-1 bioactivo exdgeno, o sus andlogos, para estimular la regeneracion in
vivo de las células de los islotes, o para obtener células pancredticas a partir de pacientes con diabetes mellitus y para
tratar tales células ex vivo en cultivo tisular usando GLP-1 bioactivo. Se considerd que este tratamiento ex vivo facilita
la regeneracion y/o diferenciacién de las células de los islotes, que entonces podrian sintetizar y segregar insulina o
glucagén (Zhou, J et al., Diabetes, 48(12):2358-2366,1999; Xu, G. et al., Diabetes, 48(12):2270-2276, 1999, cuyas
ensefianzas completas se incorporan aqui como referencia).

Sin embargo, tal régimen de tratamiento requiere la aplicacion entérica o parenteral de GLP-1 bioactivo a pacien-
tes, incluyendo la posibilidad de cirugia. Un aspecto es obviar la necesidad de aplicaciones quirtirgicas, entéricas o
parenterales de GLP-1 bioactivo.

Sumario

La presente invencién se refiere a un nuevo método en el que la reduccién de actividad en la enzima Dipeptidil
Peptidasa (DP IV o CD 26) o de la actividad enzimadtica similar a DP IV en la sangre de mamiferos, inducida por
efectores de la enzima, conduce como consecuencia causal a una degradacién reducida del polipéptido gastrointesti-
nal Péptido Amida-1 7-36 similar a glucagén (GLP-1;_35) (0 andlogos funcionales estructuralmente relacionados de
este péptido, tales como GLP-1,_35, o fragmentos truncados pero bioldégicamente activos de GLP-1,_35) por DP IV
y enzimas similares a DP IV. Tal tratamiento dard como resultado una reduccién o retraso en la disminucién de la
concentracién de hormonas peptidicas circulantes de GLP-1 (incluyendo derivadas de GLP-1) activas funcionales o
de sus analogos.

Como consecuencia de la estabilidad potenciada resultante de los péptidos circulantes de GLP-1 (incluyendo los
derivados de GLP-1) endégenos provocada por la inhibicién de la actividad de DP IV, se prolonga la actividad de GLP-
1, dando como resultado hormonas peptidicas circulantes de GLP-1 (incluyendo derivadas de GLP-1) funcionalmente
activas que facilitan la estimulacién, similar a la hormona del crecimiento, de células pancredticas, de tal forma que
estas células proliferan en células funcionalmente activas de los islotes de Langerhans. Adicionalmente, las células
pancredticas insensibles o las células pancredticas alteradas se pueden transforman en células funcionalmente activas
de los islotes de Langerhans cuando se exponen a GLP-1.

Se esper6 que la transformacion de las células pancredticas insensibles o de las célula pancredticas alteradas en
células funcionalmente activas de los islotes de Langerhans diese como resultado una secrecién aumentada de insuli-
na, y un aumento de la insulinemia en el plasma sanguineo. Sorprendentemente, en estudios en voluntarios humanos
sanos y en ratas Zucker diabéticas obesas, la insulinemia disminuyé después del tratamiento con el inhibidor DP IV
hemifuroato de isoleucil-diazolidina (P32/98) (véanse los ejemplos 1 y 2, respectivamente). No obstante, la regene-
racioén resultante de los islotes de Langerhans no cambia la eficacia de la insulina endégena ni de otras hormonas de
los islotes, tales como glucagén, de tal manera que se vea afectada la estimulacién del metabolismo de hidratos de
carbono de un mamifero tratado. Como resultado, la glucemia cae por debajo de la concentracién de glucosa carac-
teristica para hiperglucemia, como se muestra en los ejemplos 1 y 2. El mecanismo que acciona estos efectos no es
conocido en detalle. Sin embargo, esta regeneracion resultante de las células de los islotes afecta adicionalmente a
las anomalias del metabolismo, incluyendo glucosuria, hiperlipidemia, asi como acidosis metabdlica grave y diabetes
mellitus, evitando o aliviando estas secuelas.
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En contraste con otros métodos propuestos conocidos a la técnica, tales como el trasplante de células o tejidos
pancredticos, o el tratamiento ex vivo de células pancredticas usando GLP-1 o exendina-4 seguido del reimplante de
las células tratadas, la presente invencién no provoca ni requiere cirugia complicada y costosa, y proporciona una
terapia oralmente disponible. La actual invencidn representa un nuevo enfoque para reducir la concentracion elevada
de glucemia. Es comercialmente ttil y adecuado para uso en un régimen terapéutico, especialmente en lo que se refiere
a enfermedades humanas, muchas de las cuales estdn provocadas por niveles de glucosa prolongados o elevados.

Breve descripcion de las figuras
Se puede tener una comprension adicional de la actual invencién mediante referencia a las figuras, en las que:

La Fig. 1 es una representacién grafica de la dependencia con el tiempo de GLP-1 bioactivo circulante en seres
humanos (n=36) dependiendo de la formulacién inhibidora de DP IV P32/98 aplicada oralmente;

La Fig. 2 es una grafica que representa la dependencia de la AUC de GLP-1 bioactivo circulante en seres humanos
(n=36) sobre la formulacién inhibidora de DP IV P32/98 aplicada oralmente;

La Fig. 3 es una representacion grafica que muestra la mejora de la glucemia matutina (MBGQG) tras la aplicacién
monoterapéutica subcrénica de 8,7 mg/kg de P32/98 a ratas fa/fa diabéticas obesas;

La Fig. 4a es una representacion grafica que muestra el control mejorado de la glucosa debido al tratamiento con
inhibidor de DP IV después de 16 dias de tratamiento en ratas diabéticas obesas;

La Fig. 4b es una representacion grafica que muestra la secreciéon reducida de insulina debida a un tratamiento con
inhibidor de DP IV después de 6 dias de tratamiento en ratas diabéticas obesas;

La Fig. 5a es una representacion grafica que muestra los niveles de glucemia en funcién del tiempo en el manteni-
miento de glucemia mejorada después de 21 dias de tratamiento subcrénico de ratas fa/fa diabéticas obesas mediante
el inhibidor de DP IV formulado P32/98;

La Fig. 5b es una representacion grafica que muestra los niveles de insulina plasmadtica en funcién del tiempo en el
mantenimiento de glucemia mejorada tras 21 dias de tratamiento subcrénico de ratas fa/fa diabéticas obesas mediante
el inhibidor de DP IV formulado P32/98.

Descripcion detallada

La presente invencién se refiere a un nuevo método para diferenciar y/o reconstituir células pancredticas. La re-
generacion resultante de las células de los islotes de Langerhans afectard positivamente a la sintesis y liberacion de
insulina endégena y de otras hormonas de los islotes, tales como glucagén, de una manera tal que se verd afectada la
estimulacién del metabolismo de hidratos de carbono.

La secrecion de insulina inducida por glucosa estd modulada por un nimero de hormonas y neurotransmisores.
De interés especifico son las dos hormonas del intestino, el péptido similar a glucagén de tipo 1 (GLP-1) y el péptido
inhibidor géstrico (GIP), las cuales son ambas agentes insulinotrépicos. Los agentes insulinotrépicos pueden estimular,
o provocar la estimulacién de, la sintesis o expresion de la hormona insulina.

GLP-1 es un agente insulinotrépico intestinal potente que aumenta la secrecién de insulina y reduce de forma
aguda los niveles de glucosa, incluyendo niveles observados en diabetes de Tipo Iy Tipo II. GLP-1 se forma mediante
escisiones especificas de tejidos alternativas en las células L del intestino, las células a de la pancreasa endocrina, y
neuronas en el cerebro. GIP se sintetiza y libera a partir del duodeno y yeyuno proximal postprandialmente. Su libera-
cion depende de varios factores, incluyendo el contenido de la comida y el estado de salud preexistente. Se descubrid
inicialmente y se nombrd por sus propiedades inhibidoras del 4cido géstrico. Sin embargo, a medida que ha progresado
la investigacion en torno a esta hormona, se han elucidado papeles fisiolégicos mas importantes. Especificamente, la
GIP es un agente insulinotrépico con un efecto estimulante sobre la sintesis y liberacién de insulina.

La DPIV es una enzima que es una exopeptidasa que escinde selectivamente péptidos tras los pendltimos res-
tos de prolina y alanina N-terminales. Los sustratos endégenos para esta enzima incluyen las incretinas, tales como
polipéptidos insulinotrépicos dependientes de glucosa, como GIP y GLP-1. En presencia de DP IV, estas hormonas
son reducidas enzimaticamente a formas inactivas. La forma inactiva de GIP y GLP no puede inducir la secrecién de
insulina, y de este modo los niveles de glucemia son elevados, especialmente en el estado hiperglucémico. Los niveles
elevados de glucemia se han asociado con muchas patologias diferentes, incluyendo diabetes mellitus (Tipo 1 y 2) y
las secuelas que acompanan a la diabetes mellitus.

También se ha descubierto que DP IV desempefia un papel en las respuestas inmunitarias mediadas por células T,
por ejemplo en trasplantes. Se ha demostrado que la inhibicién de DP IV prolonga los aloinjertos cardiacos. Adicio-
nalmente, la inhibicién de DP IV ha contribuido a la supresién de artritis reumatoide. También se le ha atribuido un
papel a la DP IV en la penetracién del VIH en las células T (células auxiliares T).
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Se han desarrollado agentes, tales como P32/98, N-(N’-glicilsustituido)-2-cianopirrolidinas, L-treo-isoleucil tiazo-
lidina, L-alo-isoleucil diazolidina, L-treo-isoleucil pirrolidina, y L-alo-isoleucil pirrolidina, que inhiben la actividad
enzimatica de DP IV, y se describen en los documentos US 6.001.155, WO 99/61431, WO 99/67278, WO 99/67279,
DE 19834591, WO 97/40832, DE 19616486 C2, WO 98/19998, WO 00/07617, WO 99/38501, y WO 99/46272, cuyas
ensefianzas se incorporan aqui como referencia en su totalidad. Los documentos DE 29909210 U1 y DE 29909211 Ul
describen los inhibidores de DP IV isoleucil diazolidina e isoleucil pirrolidona, y sus sales. El objetivo de estos agentes
es inhibir DP 1V, y, al hacerlo, reducir los niveles de glucemia, tratando de ese modo eficazmente la hiperglucemia
y enfermedades concomitantes asociadas con niveles elevados de glucemia. Pederson et al., Diabetes, 47(8), 1998, p
1253-1258, agosto de 1998, describe que la administracién de isoleucil diazolidina inhibi6 los niveles circulantes de
DP 1V, y potencié la secreciéon de glucosa y mejoré la tolerancia a la glucosa en respuesta a una exposicion a glucosa
oral en ratas delgadas y grasas obesas (fa/fa). Sorprendentemente, se ha descubierto que tales agentes se pueden em-
plear ventajosamente para un fin terapéutico completamente diferente que el conocido previamente por los expertos
en la técnica.

La presente invencion proporciona un inhibidor de la actividad enzimaética de DP IV para evitar diabetes mellitus
en un mamifero.

La invencién también proporciona el uso de un inhibidor de la actividad enzimética de DP IV, para la fabricacién
de un medicamento para la prevencion de diabetes en un mamifero.

Las enfermedades que demuestran caracteristicamente hiperglucemia incluyen enfermedades tales como diabetes
mellitus, Tipo I y II. La diabetes se puede caracterizar generalmente como una produccién insuficiente de hormona
por las células B pancredticas. Normalmente, estas células sintetizan y segregan la hormona insulina. En la diabetes
de Tipo I, esta insuficiencia es debida a la destruccién de las células beta por un proceso autoinmunitario. La diabetes
de Tipo II es debida principalmente a una combinacién de deficiencia de células beta y resistencia periférica a la
insulina. En el paciente diabético, el niimero de células beta estd reducido, de forma que no s6lo hay una preocupacién
con respecto a la capacidad de las células beta para sintetizar y liberar insulina fisiolégica, sino también existe una
preocupacion con respecto a la masa critica de estas células pancredticas que producen insulina. Se sabe que la perdida
de células beta se produce con la presencia de diabetes. Con la pérdida de estas células productoras de insulina, existe
un esfuerzo sobre la funcién endocrina del pancreas para producir, por ejemplo, insulina. Con la pérdida de produccién
de insulina, se pueden exacerbar los procesos patoldgicos debidos a hiperglucemia.

GLP-1 actda como una hormona del crecimiento de los islotes, estimulando la proliferacién de células 3, el in-
cremento de la masa celular, y promoviendo que las células pancredticas no diferenciadas se diferencien en células
especializadas de los islotes de Langerhans. Tales células pancredticas expuestas a GLP-1 muestran una secrecién
mejorada de insulina y glucagén (Yaekura, K. ef al., IN: VIP, PACAP, and Related Peptides, W.G. Forssmann y S.I.
Said (eds.), New York: New York Academy of Sciences, 1998, p. 445-450; Buteau, J et al., Diebetologia 42(7):856-
864, 1999). Se ha descubierto que es deseable incrementar la semivida de GLP-1 para facilitar de ese modo la recons-
titucion de las células beta pancredticas. También se ha descubierto un método mediante el cual se puede atenuar el
catabolismo de GLP-1, a fin de mejorar la reconstitucion de las células pancredticas.

El método de la presente invencién para prevenir diabetes en un mamifero, incluyendo pero sin limitarse a seres
humanos, comprende potenciar la presencia de GLP-1 inhibiendo DP IV, o actividades enzimdticas relacionadas,
usando un inhibidor de la enzima. En la mayoria de las circunstancias, puede ser preferible la administracién oral
de un inhibidor de DP IV. Sin embargo, en la presente invencidn se prevén otras vias de administracién. Mediante
la inhibicién de la actividad enzimatica de DP IV, se prolongard apreciablemente y se mantendrd en condiciones
fisiolégicas la semivida de la forma activa de GLP-1. La presencia prolongada de GLP-1 activo, en particular en
el tejido pancredtico, facilitard la diferenciacion de células epiteliales pancredticas en células efectoras pancredticas,
como células S productoras de insulina. Ademds, la prolongacién de la presencia fisiolégicamente activa de GLP-
1 en el tejido pancredtico facilitard la regeneracién de aquellas células 8 que ya estdn presentes pero necesitan ser
reparadas. Sorprendentemente, este efecto s6lo es observable después de la dosificacion repetida (véase el ejemplo 2).
Puesto que, después de la retirada de la medicacion, se restaura el estado metabdlico antes del tratamiento, es necesaria
la dosificacién subcrénica o crénica del inhibidor de DP IV para mantener la glucemia mejorada lograda. Estas células
productoras de insulina reparadas pueden contribuir entonces eficazmente a la correcciéon y mantenimiento de los
niveles glucémicos fisiol6gicos normales.

En la presente invencién, la GLP-1 enddégena se sintetiza y libera en las rutas fisiol6gicas normales. La ingestiéon
de una comida puede estimular la liberacién de GLP-1. Como alternativa, se puede suministrar oralmente glucosa
o su andlogo en forma de un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una “pastilla de azicar™), a fin
de estimular la liberacién de GLP-1 enddgena. Tal glucosa se puede tomar antes, concurrentemente o después de la
administracién de los inhibidores de DP IV.

Esta invencion también proporciona composiciones farmacéuticas. Tales composiciones comprenden una cantidad
terapéuticamente (o profilacticamente) eficaz del inhibidor (y/o una pastilla de aziicar para acompaiiar la administra-
cion de un inhibidor de DP IV), y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. El vehiculo y la composicién
se producen en condiciones de buenas practicas de laboratorio, y son estériles. La formulacién se selecciona de forma
ideal para adecuarse al modo de administracidn, segun la practica convencional.
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Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, disoluciones salinas
(por ejemplo, NaCl), alcoholes, goma ardbiga, aceites vegetales, alcoholes bencilicos, polietilenglicoles, gelatina, hi-
dratos de carbono tales como lactosa, amilosa o almidén, estearato de magnesio, talco, parafina viscosa, aceite de
perfume, ésteres de dcidos grasos, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, etc. Las preparaciones farmacéuticas
pueden ser esterilizadas, y, se desea, mezcladas con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, esta-
bilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir sobre la presién osmoética, tampones, sustancias
colorantes, saborizantes y/o aromdticas, y similares, que no reaccionan perjudicialmente con los compuestos activos,
pero que mejoran la estabilidad, capacidad de fabricacidn y/o aspecto estético.

Si se desea, las composiciones también pueden contener cantidades mas pequefias de agentes humectantes o emul-
sionantes, o agentes tamponantes del pH. Ademas, la composicion puede ser una disolucién liquida, suspension, emul-
sién, comprimido, pastilla, cdpsula, formulacién de liberacién sostenida, o polvo. Ademas, la composicién se puede
formular como un supositorio, con aglutinantes y vehiculos tradicionales tales como triglicéridos. Las formulaciones
orales pueden incluir vehiculos estdndar tales como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio, etc.

Ademds, las composiciones se pueden formular segiin métodos que son bien conocidos en la técnica de compo-
sicién farmacéutica adaptados para la administracién intravenosa a seres humanos. Tipicamente, las composiciones
para la administracién intravenosa son disoluciones tamponadas acuosas isoténicas estériles. Cuando sea necesario,
la composicidon también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local para reducir el dolor en el sitio
de la inyeccién. Generalmente, los ingredientes se suministran separadamente, o se mezclan juntos en una forma de
dosificacién unitaria, por ejemplo como un polvo liofilizado seco o un concentrado libre de agua, en un recipiente
herméticamente cerrado, tal como una ampolla o saquito que indica la cantidad de compuesto activo. Cuando la com-
posicién se va a administrar mediante infusion, se puede dispensar con una botella de infusién que contiene agua
estéril de grado farmacéutico, disolucion salina o dextrosa/agua. Cuando la administracién se administra mediante
inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion, o disolucién salina, de forma que los
ingredientes se pueden mezclar justo antes de la administracién.

Finalmente, las composiciones de la invencién se pueden formular como formas neutras o salinas. Las sales far-
macéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas con grupos amino libres, tales como las derivadas de dcido
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartdrico, etc., y aquellas derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidréxi-
dos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina, y otras formas salinas que son bien
conocidas en la técnica.

La cantidad de la composicién de la invencion que serd eficaz en el tratamiento de un trastorno o afeccién particular
dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion, y se puede determinar mediante técnicas clinicas estindar. Ademads,
opcionalmente se pueden emplear ensayos in vitro y/o in vivo para ayudar a identificar los intervalos 6ptimos de
dosificacion. La dosis precisa a emplear en la formulaciéon también dependerd de la via de administracién, y de la
gravedad de la enfermedad o trastorno. La dosis se deberia de decidir segtn el juicio del médico que tiene en cuenta
las circunstancias de cada paciente.

Ejemplos
Ejemplo 1

El inhibidor de DP IV P32/98 es transportado activamente via el transportador peptidico intestinal PepT1. El
transporte rdpido y activo de P32/98 a través de la mucosa intestinal es responsable de su rdpido comienzo. EI t,,
es un prerrequisito para la seleccién eficaz de dipectidilpeptidasa IV (DPIV) como diana. La administracién oral de
P32/98 da como resultado una inhibicién diana méxima de 15 a 20 minutos y 30 a 40 minutos tras la ingestién en ratas
y en seres humanos, respectivamente. Por lo tanto, el inhibidor de DP IV se deberia de administrar 10-20 minutos
antes de la ingestién de glucosa o de la comida.

En el estudio con los primeros seres humanos con P32/98, se investigaron en 36 voluntarios varones sanos los
pardmetros farmacodindmicos como la concentracién de insulina y la concentracién de GLP-1 en el plasma, y la
glucemia. La dosificacion oral de P32/98 se realiz6 en las siguientes concentraciones: 7,5 mg, 15 mg, 30 mg, 60 mg,
120 mg y 240 mg. En la Tabla 1 mds abajo se resumen los resultados de los pardmetros farmacodindmicos anteriores.

Los 36 sujetos varones sanos se dividieron en 3 grupos individuales, conteniendo cada grupo 12 sujetos. En cada
grupo individual, 9 sujetos recibieron el farmaco activo P32/98 y 3 recibieron placebo. Los sujetos que recibieron el
farmaco activo se dosificaron dos veces, en diferentes periodos y con diferentes concentraciones. Las concentraciones
del P32/98 recibidas dentro de los grupos fueron las siguientes: el grupo I recibié 7,5 mg y 60 mg; el grupo II recibié
15 mg y 120 mg; y el grupo III recibi6é 30 mg y 240 mg. A los sujetos en todos los grupos que recibieron placebo se
les suministré placebo en ambos intervalos de la dosificacion.

Se realiz6 un examen de los sujetos previo al estudio 3-14 dias antes de su participacion en el estudio. Una segunda
parte del estudio comprendié una fase experimental y supuso seis tratamientos con dosis individuales de concentra-
ciones ascendentes de P32/98 (periodos 1 a 6; Tabla II), que concluy6 con un examen de seguimiento. Cada sujeto
particip6 en el estudio previo y en la fase experimental, que estaban separados por una fase de reposo farmacolégico
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de al menos 5 dias. El examen de seguimiento se realiz6 al menos 7 dias antes de la ultima dosis del fairmaco del
estudio. Los procedimientos de estudio de los seis periodos fueron idénticos, excepto para la dosis bajo investigacion.

Meétodos

Ensayo de tolerancia a la glucosa oral (“OGTT”): Se necesité que los sujetos estuviesen en ayunas durante al
menos 12 horas y cumpliesen con una dieta rica en hidratos de carbono 3 dfas antes de cada OGTT. En cada ensayo
de tolerancia a la glucosa, los sujetos ingirieron 300 ml de una disolucién de mono-/disacérido, equivalente a 75
g de glucosa (Dextro® O.G.-T, Boehringer, Mannheim, FRG). Se tomaron muestras de sangre (1,2 ml en tubos de
fluoruro de sodio) inmediatamente antes de la ingesta de glucosa y a 30, 60, 90 y 120 minutos después. Cualquier
concentracion de glucosa por encima de 126 mg/dl (7,0 mmoles/l), a O min. y 120 min., se considerd que estaba en un
estado patoldgico de tolerancia a la glucosa.

En el dia 1 de cada periodo de dosificacién se realizé6 un OGTT extendido. Los sujetos ingirieron 300 ml de
una disolucién de mono-/disacérido, equivalente a 75 g de glucosa. Se tomaron muestras de sangre (1,2 ml) en los
siguientes intervalos: (1) 5 minutos antes de la ingestién de glucosa; (2) a 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150 y
180 minutos después de la ingestion de la glucosa; (3) 4, 12, 24 y 48 horas después de la ingestién de la glucosa.
Adicionalmente, se tomaron otras evaluaciones fairmaco-dindmicas que son bien conocidas en la técnica.

Insulina: Se recogieron 4,7 ml de sangre en tubos de EDTA de 4,9 ml. Las muestras se centrifugaron (1500 g, 10
min.), y se almacenaron congeladas a -70°C hasta el andlisis de laboratorio.

Glucosa: Se recogieron 1,2 ml de sangre en tubos de fluoruro de sodio de 1,2 ml. Las muestras de plasma se
centrifugaron a 1500 g durante 10 min., y se almacenaron congeladas a -70°C hasta el andlisis de laboratorio.

GLP-1: Se recogieron 2,7 ml de sangre en tubos de EDTA, y se colocaron en hielo o se refrigeraron, a los que se
afiadié el inhibidor de dipeptidilpeptidasa I'V. El inhibidor se preparé con anterioridad por los investigadores. La sangre
se recogid en tubos, y se centrifugé inmediatamente a 1000xg durante 10 min. en una centrifugadora refrigerada, o
la sangre se colocé en hielo y se centrifugd en 1 hora y se dividi6 en alicuotas en muestras iguales. La sangre se
almaceno en alicuotas apropiadas a -70°C (para evitar multiples ciclos de congelacién/descongelacion) hasta el andlisis
de laboratorio.

Resultados

Concentraciones de GLP-1 activa: Se encontré un efecto de P32/98 dependiente de la dosis, en comparacién con
el placebo. Las concentraciones individuales globales variaron entre 2-68 pmoles/l. Las medias de los grupos pre-
dosis estuvieron entre 3,77 + 2,62 pmoles/l y 6,67 + 9,43 pmoles/l, y aumentaron hasta 4,22 y 7,66 pmoles/I tras el
uso de un placebo, pero en 11,6 pmoles/l (15 mg) y 15,99 pmoles/l (240 mg de P32/98) tras el uso del inhibidor. Si
el incremento relativo medio se estima a partir de las concentraciones absolutas, las concentraciones de GLP-1 activa
aument6 en aproximadamente 200-300% después del tratamiento con placebo, pero en aproximadamente 300-400%
después del tratamiento con P32/98. El incremento absoluto en las medianas después de 15-240 mg de P32/98 fue 2-
3 veces mayor en comparacién con el placebo y la dosis de 7,5 mg (véase la Tabla 1), y apenas indica una relacién
de respuesta a la dosis. Habia un incremento por encima de los valores de pre-dosis hasta aproximadamente 3-4 horas
con relacién a la dosis de P32/98.

Las concentraciones de insulina mostraron un intervalo individual global de valores entre 3,40 y 155,1 pIU/ml.
Las concentraciones medias (+SD) pre-dosis variaron entre 7,96 + 1,92 ulU/ml (30 mg) y 11,93 + 2,91 ulU/ml
(60 mg de P32/98). Tras la ingestion de 75 g de glucosa a 10 minutos después de las dosis de P32/98/placebo, las
concentraciones medias de insulina crecieron en 30,12 puIU/ml (120 mg de P32/98) hasta 56,92 uIU/ml (grupo de 30
mg) en 40-55 minutos. No hubo ninguna diferencia aparente entre los grupos de dosificacién con placebo y con P32/98,
y, nuevamente, no hay signos de un efecto de P32/98 dependiente de la dosis. De forma interesante, el incremento
absoluto en la concentraciéon de insulina fue mds bajo en los dos grupos de dosificaciéon con P32/98 més elevados
(véase la Tabla 1). Las concentraciones de insulina fueron elevadas durante 3-4 horas en todos los grupos del estudio,
incluyendo el placebo.

Las concentraciones de glucosa mostraron un intervalo global entre 2,47 y 11,7 mmoles/l en el estado en ayunas,
durante OGTT, o después de las comidas en todos los sujetos del estudio. Las concentraciones medias pre-dosis,
entre 4,55 + 0,41 (15 mg) y 4,83 + 0,30 mmoles/l (7,5 mg de P32/98), concuerdan de forma muy préxima entre
si, y mostraron poca variacién. Las concentraciones medias maximas se alcanzaron en 40-55 minutos después de la
dosificacion, es decir, en 30-45 minutos después de la dosis de glucosa de 75 g. Las concentraciones medias absolutas
fueron mds elevadas en los dos grupos de dosificacién con placebo y con 7,5 mg de P32/98. Las medias absolutas
m4s bajas se obtuvieron a partir de los grupos de dosificacién de 15 mg, 60 mg y 240 mg. Los cambios medios
correspondientes oscilaron entre 3,44 y 4,21 mmoles/l, y 1,71 y 3,41 mmoles/l, respectivamente, y concuerdan de
forma muy préxima con las medianas proporcionadas en la Tabla 1. Aunque no se observé ninguna dependencia
perfecta con la dosis, estos resultados indican un menor incremento en las concentraciones de glucosa con dosis
crecientes de 15-240 mg de P32/98 en comparacién con el placebo.
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TABLA 1

Cambios mdximos en los pardmetros farmacodindmicos (0-12 h, medianas)

Placebo | 7,5 mg 15 mg 30 mg | Placebo 60 mg 120 mg | 240 mg
(1-3) P32/98 | P32/98 | P32/98 (4-6) P32/98 | P32/98 | P32/98
GLP-1, 3,90 4,10 10,00 10,60 5,30 12,20 11,10 14,50
activa
[pmol/1] 0:25h 1:10h 0:25h 0:40h 0:40h 0:25h 0:25h 0:25h
Insulina 46,29 41,86 29,67 59,84 42,90 43,35 28,63 33,36
[pIU/ml] 0:55h 0:55h 0:55h 0:40h 0:40h 0:40h 0:40h 0:40h
Glucosa 3,43 4,66 2,43 3,38 5,33 2,92 2,39 1,73
[mmol/1} 0:55h 0:55h 0:55h 0:40h 0:55h 0:40nh 0:40h 0:40h
TABLA 2

Chax corregida y AUC de las concentraciones de glucosa 0-3 h después de OGTT

AUCq180min. [Mmol*min. /1] Cuax [mmol]

Media % SD Estimado’ 95%-C1 Media + 8D Estimado 95%-C1
Pariodos 1-3
Placebo 223,9 % 143,3 4,16 £ 1,10
7,5 mg de 299,7 * 111,4 75,8 -48,1 - 198,7 4,94 + 1,58 G,78 ~0,40 - 1,96
p32/98
15 mg de 130,9 + 125,2 ~93,0 -216,% - 30,9 2,92 £ 1,10 -1,24* -2,43 - -0,06
P32/98
30 mg de 116,1 & 134,60 -170,7 -231,8 - 16,2 3,26 + 1,07 -0, 80 -2,08 - 0,28
P32/98
Pariodos 4-6
Placebo 252,9 + 103,3 4,91 * 1,14
60 mg de 151,8 % 99,2 -101,1 ~204,8 - 2,6 3,50 + 1,66 -1,41* -2,66 - 0,17
P32/38
120 mg de 126,7 £ 147,3 -126-1* -229,8 - -22,4 3,09 £ 1,47 -1,82+%% -3,07 - -0,58
P32/98
240 mg de 24,7 + 66,6 -228,2%** -331,8 - 124-5 1,99 + 0,69 =2,92%** -4,16 - -1,68
P32/98
! Resultados de una comparacién ANOVA frente a placebo
* p<0,05; ** p>0,01; *** p>0,001

Las concentraciones pico (C,,,,) medias de glucosa, corregidas con referencia al valor inicial, superaron 4,0 mmo-
les/1 s6lo en los dos grupos de dosificaciéon con placebo y con 7,5 mg de P32/98. Estos valores también estuvieron por
debajo de 3,0 mmoles/l en los grupos de tratamiento con 15 mg y 240 mg de P32/98. La diferencia comparada con
el tratamiento con placebo fue estadisticamente significativa para los grupos de dosificacién con 15 mg, 60 mg, 120
mg y 240 mg de P32/98, pero no para los grupos de dosificacién de 7,5 mg y 30 mg. Los valores medios de AUC
corregidos con respecto al valor inicial fueron >200 mmoles*min./l después del placebo y de 7,5 mg de P32/98, pero
claramente estaban por debajo de 200 mmoles*min./l después de las dosis de 15 mg y 240 mg de P32/98. La reduccién
en la exposicion sistémica a glucosa del OGTT fue estadisticamente significativa para los grupos de dosificacion de
15 mg, 60 mg, 120 mg y 240 mg de P32/98, pero no para los grupos con dosis de 7,5 mg y 30 mg (véase la Tabla 2).
La evaluacion de los valores corregidos con respecto al valor inicial fue muy similar a la obtenida a partir de los datos
no corregidos. De este modo, los datos indicaron una exposicion a glucosa claramente inferior después del OGTT en
sujetos sanos tratados con P32/98, que fue una indicacién aproximada pero no perfecta de la dependencia con la dosis.
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Conclusiones
Los resultados de este estudio permiten las siguientes conclusiones farmacodindmicas:

La GLP-1 activa aument6 en aproximadamente 300-400% tras el tratamiento con P32/98 10 minutos antes de
OGTT, pero no se observé ninguin efecto discernible a partir del tratamiento con placebo para el nivel de dosificacion
de 7,5 mg (véanse las figuras 1 y 2). Las concentraciones de insulina parecen ser menores a dosis de 120-240 mg tras
la estimulacién con 75 g de glucosa. Durante el OGTT en sujetos sanos, las concentraciones de glucosa mostraron un
incremento significativamente menor después del tratamiento con P32/98 (15-240 mg) en comparacién con el placebo,
que estaba relacionado con la dosis de P32/98.

Ejemplo 2

En la rata Zucker obesa, la dependencia del nutriente de P32/98 apoya la secrecién inicial de insulina. Sin embargo,
durante un tratamiento subcrénico, P32/98 reduce la secrecion diaria total de insulina. En comparacién con un control,
glibenclamida, que aumenta la produccién de insulina en 27%, P32/98 provoca un ahorro de insulina, ahorrando un
45% en comparacion con el control.

Se llevaron a cabo pruebas para determinar si P32/98 es un candidato primario para influir sobre la tolerancia a la
glucosa in vivo incrementando las semividas circulantes de las incretinas GIP y GLP-1. Se llevaron a cabo estudios
comparativos con glibenclamida (Maninil®, Berlin-Chemie, Berlin, Alemania) como sustancia de referencia. La gli-
benclamida es uno de los firmacos mas eficaces para reducir la glucemia en pacientes diabéticos de Tipo 2, y una de
las sulfonilureas prescritas mas frecuentemente.

Se investigaron ratas fa/fa Zucker macho, que muestran anormalidades en el metabolismo de la glucosa y son un
modelo animal muy aceptado de diabetes de Tipo 2, de la siguiente manera:

Se administraron una vez al dia P32/98 y glibenclamida antes de la ingesta de alimentos, durante un periodo de
21 dias. Los parametros monitorizados fueron la glucemia matutina y los niveles de insulina plasmatica. En un perfil
de dia-noche, se monitorizaron la glucemia y la insulinemia desde el dia 16 hasta el dia 17. Se realiz6 un OGTT
finalmente en el dia 21 para monitorizar la cinética de la glucemia y de la insulina en plasma, para evaluar los cambios
en la tolerancia a la glucosa. La glibenclamida (DAB 1996; R011150/33372) fue donada por Berlin-chemie, (Berlin,
Alemania). Las ratas (fa/fa) Zucker macho, de peso corporal de 300 g, se adquirieron de Charles River (Sulzfeld,
Alemania).

Métodos

Condiciones de enjaulado: Los animales se mantuvieron enjaulados individualmente en condiciones convenciona-
les, con temperatura controlada (22+2°C) en un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas (luz a las 06:00 a.m.). Se les
permiti6 ad libitum peletes estandar (ssniff®, Soest, Alemania) y agua del grifo acidificada con HC.

Cateterizacion de la arteria cardtida: Después de una semana de adaptacion, se implantaron catéteres en la carétida
en las ratas con anestesia general (inyeccién de 0,25 ml/kg i.p. Rompun® [2%], Bayer, Alemania) y 0,5 ml/kg i.p.
Velonarkon® (Arzneimittelwerk, Dresden, Alemania). Se dejé que los animales se recuperaran durante una semana.
El catéter se enjuago tres veces por semana con disolucion salina de heparina (100 IU/ml).

Dosificacion repetida: 30 ratas macho Wistar no diabéticas y 30 ratas macho Zucker diabéticas se distribuyeron
al azar en grupos de RP (Producto de Referencia: glibenclamida), TP (Producto de Ensayo: P32/98) y CO (Control)
(N=10 por grupo). Después, las ratas Wistar no diabéticas se trataron oralmente una vez al dia con RP (5 mg/Kg de
peso corporal) o TP (21,61 mg/Kg de peso corporal), y las ratas Zucker diabéticas se trataron oralmente una vez al
dia con RP (1 mg/Kg de peso corporal) o TP (21,61 mg/Kg de peso corporal) durante 21 dias a 05:00 p.m. (antes de
la ingestién normal de alimento en la fase de oscuridad). A los controles se les dio oralmente disolucién de celulosa
al 1% (5 ml/Kg). Cada mafiana se tomaron muestras de sangre a 07:30 a.m. de las venas de las colas para la medida
de la glucemia y de la insulina en plasma. Las dltimas muestras de sangre de esta parte del programa se tomaron a
07:30 a.m. en el decimoquinto dia, para medir la glucemia y la insulina en plasma. La terapia oral con el firmaco se
contintio durante una semana. El registro del perfil diurno-nocturno bajo la terapia anterior de la glucemia (At = 3 h)
y de la insulina en plasma (At = 3-6 h) se monitorizé desde el dia 16 (comenzando a las 05:00 p.m.) hasta el dia 17
(finalizando a las 02:00 p.m.).

OGTT: Se realiz6 un OGTT final en el dia 21 con una toma de muestras de sangre de la vena de la cola. Las
muestras de sangre de la vena de la cola se tomaron a -12 h (la noche antes del dia 21), a 0 min. (inmediatamente antes
de comenzar el OGTT), a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 y 120 min. Las muestras de sangre se tomaron en capilares
de vidrio de 20 ul para las medidas de la glucemia, y en tubos Eppendorf (100 ul). Estos dltimos se centrifugaron
inmediatamente, y las fracciones de plasma se almacenaron a -20°C para el andlisis de insulina.

Glucemia: los niveles de glucosa se midieron usando el procemiento de la glucosa oxidasa (Super G Glukosemef3-
gerit; Dr. Miiller Gerétebau, Freital, Alemania).
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Insulina plasmdtica: las concentraciones de insulina se evaluaron mediante el método de RIA con anticuerpos
(LINCO Research, Inc. St. Charles, Mo., USA).

Resultados

Perfil diurno-nocturno de glucemia (véase la figura 4 A): La concentracién media de glucemia en el grupo de CO
en el dia 16 fue 7,78+0,83 mmoles/l antes de la aplicacién del farmaco a las 05:00 p.m. Tras la ingestién oral de
placebo e ingestion de alimentos en la fase de oscuridad, la glucemia aument6 hasta valores maximos de 12,18+1,34
mmoles/l a 11:00 p.m. Después, la glucemia disminuyé muy lentamente hasta los valores mds bajos de 7,27+0,61
mmoles/l a 11 a.m., seguido de un incremento hasta 8,90+0,92 mmoles/l a 02:00 p.m. del siguiente dia. En el grupo
de RP, se observo una grafica de glucemia similar. Sin embargo, a partir de un valor medio comparable de 7,96+1,13
mmoles/l a 05:00 p.m. con respecto a los animales del control, hubo un incremento mayor hasta 14,80+1,46 mmoles/l
(11:00 p.m.), y después una disminucién hasta 7,66+1,22 mmoles/l (11:00 a.m.) y una ligera reduccién adicional hasta
7,34+0,77 mmoles/l a 02:00 p.m. del dia siguiente, respectivamente. En el grupo de TP, las ratas Zucker tuvieron un
valor medio normal de la glucemia de 5,25+0,16 mmoles/l a 05:00 p.m., y los valores individuales estuvieron en el
intervalo de 4,34 a 6,07 mmoles/l. La glucemia mostr6é un incremento de alrededor de 3 mmoles/] hasta 8,34+0,47
mmoles/l a 11:00 p.m. A esto le siguié una disminucién permanente hasta valores basales, que se alcanzaron a 08:00
a.m. (5,64+0,23) y que se mantuvieron a 11:00 a.m. (5,33+0,14 mmoles/l) y 02:00 p.m. del siguiente dfa (5,51+0,19
mmoles/l), respectivamente.

Perfil diurno-nocturno de insulinemia (véase la figura 4B): Las ratas Zucker de CO y RP fueron fuertemente hipe-
rinsulinémicas. La insulina mostré una variabilidad en los valores medios a 05:00 p.m. en el grupo de CO (47,0+8,7
mg/ml), 08:00 p.m. (45,5+7,7 mg/ml), 05:00 a.m. (54,2+5,7 mg/ml) y 02:00 p.m. del dia siguiente (61,0+10,2 ng/ml;
NS), que no mostraron relacién con las oscilaciones de la glucemia. En el grupo de RP, en la fase de oscuridad desde
06:00 p.m. hasta 06:00 a.m., hubo un incremento significativo de los valores de insulina plasmética, como maximo a
05:00 a.m. Este pardmetro aument6 desde valores fuertemente hiperinsulinémicos de 50,0+8,2 ng/ml (05:00 p.m.) via
57,3+8,2 ng/ml (08:00 p.m.) hasta 76,3+8,6 ng/ml (05:00 a.m.; p<0,01 frente al valor inicial), que fue seguido por
una disminucién hasta 58,3+7,3 mg/ml (02:00 p.m. del siguiente dia). En este grupo de RP, la insulina se desplazé
enormemente entre fases con relacion a las oscilaciones de la glucemia. En el grupo de TP, las ratas Zucker también
fueron hiperinsulinémicas. La insulina plasmética a 05:00 p.m. fue significativamente menor que en el grupo de RP
(p<0,05 frente a RP). Paralelamente a los incrementos de la glucemia (Fig. IV/3 A), hubo un incremento en la insu-
lina plasmdtica a 08:00 p.m. (41,9+8,5 ng/ml). El valor midximo de insulina se midi6 a 05:00 a.m. (57,1+8,6 ng/ml;
p<0,01 frente a valores iniciales). La concentracion de insulina plasmadtica se redujo alcanzando la concentracién basal
(24,3+3,7 ng/ml) a aproximadamente 02:00 p.m. del siguiente dfa, que fue significativamente menor que los grupos
de CO y RP (p< 0,01 frente a CO o TP).

OGTT después de un tratamiento de 21 dias, curvas de glucemia (véase la figura 5A): La Gltima aplicaciéon de
farmaco a 05:00 p.m. y el ayuno durante toda la noche en el dia 21 fueron seguidos por una disminucién significativa
de la glucemia en el grupo de CO, desde 8,68+1,26 mmoles/l (05:00 p.m.) hasta 5,08+0,24 mmoles/l (p<0,05), en
el grupo de RP de 8,81+1,21 mmoles/l hasta 4,91+0,37 mmoles/l (p<0,01), y en el grupo de TP desde 5,75+0,23
mmoles/l hasta 4,88+0,13 mmoles/l (p<0,01). Por esta razdn, las cargas de glucosa oral se realizaron desde un nivel
de concentracién de glucosa basal comparable en los tres grupos experimentales encontrado en la mafiana (07:30
a.m.).

En el grupo de CO, la glucemia aumento tras la aplicacién de glucosa oral hasta valores pico de 14,64+1,42 mmo-
les/l en 40 min. Después, hubo una disminucién ligera significativa hasta 9,75+0,46 mmoles/I al final del ensayo (120
min.). En el grupo de RP, hubo un aumento abrupto hasta mayores valores de glucemia de 16,33+0,98 y 16,24+1,09
mmoles/l a 50 min. y 80 min., respectivamente. Las concentraciones elevadas de glucosa se mantuvieron hasta el final
del estudio a 120 min. (100 min.: 15,13+£0,76 mmoles/l, 120 min.: 14,81+0,66 mmoles/l; NS a partir de los valores
pico pasados). En el grupo de TP se encontraron propiedades similares de la curva de glucemia media como en el
grupo de CO. La glucemia aument6 hasta 14,54+0,65 mmmoles/l a 50 min., y disminuy6 significativamente hasta un
valor de 10,67+0,62 mmoles/l (120 min.; NS a partir de CO).

El 4rea bajo la curva de la glucosa (G-AUC_20min) €n los grupos de CO y TP fueron 823+41 y 895+50 mmoles-
min/l, respectivamente (NS). En el grupo de RP, este pardmetro se determindé como 1096+76 mmoles-min/l, y ese
valor fue significativamente mayor que en los grupos de CO (p<0,01) o TP (p<0,05).

OGTT después de un tratamiento de 21 dias, insulina plasmdtica (véase la figura 5B): el ayuno durante toda
la noche en las ratas Zucker condujo a concentraciones reducidas de insulina plasmadtica en los animales del CO
(14,6+3,7 ng/ml), en el grupo de RP hasta 11,8+1,5 ng/ml, y en el grupo TP hasta 9,3+1,5 mg/ml, respectivamente.
Las diferencias entre los grupos experimentales no fueron significativas. Después de un estimulo con glucosa, la
insulina plasmética permaneci6 casi sin cambiar en los grupos de CO, RP y TP. Se encontraron valores ligeramente
mayores a 120 min. en el grupo de CO solamente, ascendiendo hasta 21,3+3,0 ng/ml, que fue significativamente
mayor que en el grupo de TP (p< 0,05).

La I-AUC_50mix fue generalmente baja. En el grupo de TP, este pardmetro fue menor que en los grupos de CO o
RP (NS).
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Sumario

Glucemia matutina: Los controles tratados con placebo fueron hiperglucémicos (alrededor de 7,5 mmoles/l). La
concentracién media no cambi6 durante el estudio. La terapia con RP aumentd la glucemia en alrededor de 1,5 mmo-
les/l en dos dias. La glucemia permanecid en el intervalo mas elevado. La medicacién con TP redujo la glucemia hasta
un valor normal en 5 dias. La glucemia permanecié en el intervalo normal hasta el final del estudio.

Insulina plasmdtica: Las ratas Zucker del control fueron hiperinsulinémicas, y mostraron algin incremento adi-
cional de insulina durante los 14 dias de observacién. Las ratas Zucker tratadas con RP mostraron un incremento
de insulina hasta concentraciones significativamente mayores que en los animales del control. La aplicacién de TP
disminuy6 ligeramente la concentracién de insulina durante 14 dias, en comparacién con los animales del control.

OGTT después de un tratamiento durante 21 dias, glucemia: El ayuno durante toda la noche redujo la glucemia
hasta valores normales en los grupos experimentales. Los animales tratados con el placebo mostraron un incremento
de glucemia de alrededor de 9 mmoles/l en 40 minutos tras la carga de glucosa, y una ligera disminucién después.
Las ratas Zucker tratadas con RP mostraron un incremento de la glucemia de alrededor de 11 mmoles/I tras las carga
de glucosa, sin disminucion durante el ensayo. La curva media de glucemia de los animales tratados con TP no fue
diferente de la de los controles. El tratamiento con RP aument6 la G-AUC; la medicacion con TP no aumenté la G-
AUC en comparacién con la aplicacién de placebo.

OGTT después de un tratamiento de 21 dias, insulina plasmdtica: Las ratas Zucker del control tuvieron la insulina
en ayunas mas elevada de los tres grupos experimentales, de alrededor de 15 ng/ml. Tras la carga de glucosa, la insulina
aument? significativamente sélo al final del ensayo (120 min.). Las ratas tratadas con RP tuvieron alguna insulina en
ayunas de ~12,5 ng/ml al comienzo del OGTT, y un incremento temprano a 40 min., sin disminucién al final del
ensayo. Las ratas tratadas con TP tuvieron la insulina en ayunas mds baja, de ~9 ng/ml, al comienzo del OGTT, un
incremento temprano modesto a 20 min. en relacidn con la elevacién de la glucemia, y concentraciones reducidas
entre 40 min. y 100 min. La I-AUC fue ligeramente menor en las ratas tratadas con TP.

Conclusion
El inhibidor de DPIV P32/98 (TP), dado una vez al dia, normalizé la glucemia matutina, redujo la hiperinsuli-

nemia, mantuvo la glucemia en el perfil diurno-nocturno por debajo del valor critico (para pacientes diabéticos) de
8,3 mmoles/l. El beneficio metabdlico se retuvo durante un tiempo limitado tras el cese de la medicacién de P32/98.
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REIVINDICACIONES
1. Un inhibidor de la actividad enzimédtica de DPIV, para prevenir la diabetes mellitus en un mamifero.

2. Un inhibidor de la actividad enzimdtica de DPIV segun la reivindicacién 1, para prevenir la diabetes mellitus
Tipo II en un mamifero.

3. Un inhibidor de la actividad enzimética de DPIV segtn la reivindicacion 1 6 2, mediante el cual el inhibidor de
DPIV provoca que las células presentes en el pancreas se diferencien en células productoras de insulina.

4. Un inhibidor de la actividad enzimatica de DPIV segtin la reivindicacién 1 6 2, mediante el cual el inhibidor de
DPIV provoca que las células pancredticas proliferen en células funcionalmente activas de los islotes de Langerhans,
y/o provoca la transformacién de células pancreaticas insensibles o alteradas en células funcionalmente activas de los
islotes de Langerhans.

5. El inhibidor de la actividad enzimdtica de DPIV segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que dicho inhibidor de DPIV se selecciona del grupo que consiste en N-(N’-glicil sustituido)-2-cianopirrolidinas, N-
aminoacil-tiazolidinas y N-aminoacil-pirrolidinas.

6. El inhibidor de la actividad enzimdtica de DPIV segtin la reivindicacién 5, en el que dicho inhibidor de DPIV es
L-treo-isoleucil-tiazolidina, L-alo-isoleucil-tiazolidina, L-treo-isoleucil-pirrolidina, L-alo-isoleucil-pirrolidina, o una
sal farmaceuticamente aceptable de los mismos.

7. El inhibidor de la actividad enzimatica de DPIV segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para
administracién oral.

8. El inhibidor de la actividad enziméatica de DPIV segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para inyec-
cioén iv o im.

9. El inhibidor de la actividad enzimdtica de DPIV segtn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la
administracién oral crénica.

10. El inhibidor de la actividad enzimdtica de DPIV segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la
administracién iv o im crénica.

11. El uso del inhibidor de la actividad enzimatica de DPIV, para la fabricaciéon de medicamento para prevenir la
diabetes mellitus como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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Fig. 4B
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Figr 5B

30 ~a-— Control
-o— Glibenclamida

—o- P32/98

Insulina plasmatica (ng/ml)

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min.)

— p=0,07
£g
S E -1
9D x
i —Jiy '
oE
=)
< E

Control Glibenclamida P32/98

18




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

