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DESCRIPCION
Derivados de amilina
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a derivados de amilina humana o analogos de estos que se unen a la albumina y/o al
receptor de amilina, composiciones farmacéuticas que comprenden estos derivados y derivados de amilina para su
uso como medicamentos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un nimero importante cada vez mayor de personas padecen diabetes mellitus y obesidad. La diabetes mellitus es
un trastorno metabdlico en el que la capacidad para utilizar glucosa se pierde parcial o completamente.

Varios planes de tratamiento actian sobre un exceso de glucosa en sangre mientras que otros se centran
principalmente en la reduccion del peso. El agente antidiabético mas eficaz utilizado para reducir la glucosa en
sangre es la insulina y analogo(s) de esta. Se sabe desde hace mucho tiempo que cuando se utiliza la insulina
tradicional para tratar la diabetes, esto se asocia con un aumento del peso corporal. La insulina ha de inyectarse por
via subcutanea hasta varias veces al dia.

Por lo general, la diabetes de tipo 2 se trata en las fases iniciales con dieta y ejercicio. Segun avanza la afeccion, se
afaden diversos agentes antidiabéticos orales. En esta etapa también se pueden utilizar agentes inyectados tales
como analogos de GLP-1. En general, estos agentes son los que presentan la mayor eficacia en pacientes con
células beta funcionales capaces de liberar insulina y amilina.

La amilina humana es un péptido con una longitud de 37 aminoacidos que tiene propiedades fisicoquimicas que
complican su uso como un farmaco. En particular, tiene tendencia a fibrilar in vitro y/o ex vivo y se vuelve ineficaz
debido a la precipitacion. Ademas, la amilina resulta dificil de formular ya que precipita a pH fisioldgico. Por lo tanto,
se formula en una solucién acida.

En la actualidad se puede adquirir en el mercado un producto farmacéutico comercializado con el nombre comercial
Symlin®. El producto contiene un analogo de la amilina humana denominado pramlintida. Comparada con la amilina
humana, los aminoacidos en la posicion 25, 28 y 29 en la pramlintida estan sustituidas por prolina. Esta modificacion
reduce la tendencia fibrilante de la proteina. Es dificil mantener la pramlintida en solucién a pH neutro y, por lo tanto,
se proporciona en una solucién acida, es decir, Symlin®. Otra desventaja es que es necesario inyectar Symlin en
sitios de inyeccion independientes tres veces al dia.

La solicitud de patente internacional n.° EP2008/062036 divulga derivados de amilina que tienen un residuo de union
a la albumina. Aunque los derivados de amilina muestran mejoras en las propiedades farmacocinéticas (PK, por sus
siglas en inglés) o farmacodinamicas (PD, por sus siglas en inglés) en comparacion con la pramlintida aun tienden a
fibrilar y son dificiles de mantener en solucion a pH 4.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Sorprendentemente, se ha observado que los derivados de amilina, donde el aminoacido en la posicién 17 ha sido
reemplazado por cualquier aminoacido natural excepto Val, Lys o Ala, presenta una reduccion de la tendencia a
fibrilar y muestra un incremento de la estabilidad cuando se formula a pH acido. Los derivados de amilina de la
presente invencion tienen a la vez un perfil farmacocinético prolongado y buenas propiedades farmacodinamicas.
Por lo tanto, los derivados de amilina de acuerdo con la presente invencion no se han de inyectar tan a menudo
como los derivados de amilina conocidos.

En un aspecto, la invencién trata sobre un derivado de amilina que comprende una secuencia de aminoacidos de
férmula 1:

Xaa;-Cys- Xaas-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-Thr-Gin-Arg-Leu-Ala- Xaa-Phe-Leu- Xaa-Xaas-
Ser-Ser- Xaa;;-Asn- Phe- Xaays- Xaazs- Xaazs-Leu-Xaaz-Xaaz-Thr- Xaas-Val-Gly-Ser-
Asn-Thr-Tyr Formula (1) (SEQ ID No:2)

donde
Xaas se elimina o se selecciona independientemente entre Lys, Arg, His y Glu;
Xaas se selecciona independientemente entre Asn y Lys;

Xaa1s se selecciona independientemente entre Glu, Asn, Gln'y Asp;
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Xaai7 se selecciona independientemente entre His y Arg;

Xaais se selecciona independientemente entre His o Arg;

Xaay1 se selecciona independientemente entre Asp, Asn y GIn;
Xaays se selecciona independientemente entre Glu y Gly;

Xaazs se selecciona independientemente entre Ala y Pro;

Xaays se selecciona independientemente entre Pro e lle;

Xaays se selecciona independientemente entre Ser y Pro;

Xaayg se selecciona independientemente entre Ser y Pro;

Xaas1 se selecciona independientemente entre Glu y Asn;

el extremo C se puede derivatizar opcionalmente como una amida;

donde un sustituyente se conecta al residuo aminoacidico Xaa: o la Cys en la posicién 2, comprendiendo dicho
sustituyente un resto de unién a la albumina.

En un aspecto, la invencioén trata sobre una composiciéon farmacéutica que comprende un derivado de amilina de
acuerdo con la invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencion trata sobre un derivado de acuerdo con la invencién para su uso como un medicamento.
DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 3.

La figura 1b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (1) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 3.

La figura 2a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 5.

La figura 2b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (I) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 5.

La figura 3a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 6.

La figura 3b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (1) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 6.

La figura 4a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 7.

La figura 4b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (l) 4a en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 7.

La figura 5a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 8.

La figura 5b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (1) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 8.

La figura 6a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 9.
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La figura 6b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (1) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 9.

La figura 7a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 10.

La figura 7b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (1) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 10.

La figura 8a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 11.

La figura 8b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (I) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 11.

La figura 9a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacolégico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 12.

La figura 9b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (1) en las primeras
24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras grises:
vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 12.

La figura 10a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 14.

La figura 10b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 14.

La figura 11a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 16.

La figura 11b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 16.

La figura 12a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 17.

La figura 12b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 17.

La figura 13a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 18.

La figura 13b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 18.

La figura 14a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 19.

La figura 14b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 19.

La figura 15a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 20.

La figura 15b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 20.

La figura 16a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 22.
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La figura 16b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 22.

La figura 17a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 23.

La figura 17b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 23.

La figura 18a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 24.

La figura 18b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 24.

La figura 19a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldégico (I). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 27.

La figura 19b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 27.

La figura 20a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 28.

La figura 20b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 28.

La figura 21a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 29.

La figura 21b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 29.

La figura 22a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 30.

La figura 22b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 30.

La figura 23a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 31.

La figura 23b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 31.

La figura 24a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 32.

La figura 24b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 32.

La figura 25a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 33.

La figura 25b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 33.

La figura 26a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 37.
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La figura 26b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 37.

La figura 27a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 38.

La figura 27b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 38.

La figura 28a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 39.

La figura 28b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 39.

La figura 29a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 40.

La figura 29b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 40.

La figura 30a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 41.

La figura 30b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 41.

La figura 31a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 45.

La figura 31b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 45.

La figura 32a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 47.

La figura 32b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 47.

La figura 33a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 54.

La figura 33b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 54.

La figura 34a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 55.

La figura 34b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 55.

La figura 35a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 56.

La figura 35b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 56.

La figura 36a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 57.
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La figura 36b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 57.

La figura 37a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 58.

La figura 37b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 58.

La figura 38a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 59.

La figura 38b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 59.

La figura 39a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 63.

La figura 39b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 63.

La figura 40a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldégico (I). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 64.

La figura 40b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 64.

La figura 41a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 66.

La figura 41b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 66.

La figura 42a muestra la ingesta de alimentos durante 48 horas de acuerdo con el Ensayo farmacoldgico (l). Datos=
media. n= 5-7. Circulos blancos: vehiculo. Cuadrados negros: 30 nmol/kg del compuesto 67.

La figura 42b muestra la ingesta de alimentos acumulada de acuerdo con el Ensayo farmacologico (I) en las
primeras 24 horas, el periodo de 24 a 48 horas y el periodo completo de 48 horas. Datos= media. n= 5-7. Barras
grises: vehiculo. Barras negras: 30 nmol/kg del compuesto 67.

DEFINICIONES

La expresion «amilina humanay, tal como se utiliza en la presente, se refiere al péptido del amilina humana que
tiene la secuencia tal como se representa en la SEQ ID NO: 1. El término incluye, sin caracter limitante, una
hormona peptidica de 37 aminoacidos denominada amilina, la cual es secretada conjuntamente con la insulina de
manera natural por las células 8 del pancreas. La amilina humana tiene la siguiente secuencia de aminoacidos: Lys-
Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-Thr-GIn-Arg-Leu-Ala-Asn-Phe-Leu-Val-His-Ser-Ser-Asn-Asn-Phe-Gly-Ala-lle-Leu-Ser-
Ser-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Asn-Thr-Tyr (SEQ ID NO: 1) que se muestra a continuacion con un puente disulfuro entre
los dos residuos de Cys y un grupo amida C-terminal.

9
H
H—K-N\)J—NTAT‘;H'ATQRLANFLVHSSNNFGA|LSSTNVGSNT—Y—N'E
0
s

En el presente texto, la expresion «analogo procedente de la amilina humana» o «analogo de la amilina
humana» se utiliza para designar un péptido donde uno o mas residuos aminoacidicos de la amilina humana han
sido modificados independientemente sustituyéndolos por otros residuos aminoacidicos y/o eliminando uno o mas
residuos aminoacidicos y/o afiadiendo uno o mas residuos aminoacidicos. El nimero de inserciones, adiciones,
deleciones o sustituciones de aminoacidos puede ser de al menos 1 pero pueden estar presentes hasta 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 o 10 inserciones, adiciones, deleciones o sustituciones. La sustitucién o adicion se puede realizar con
cualquier aminoacido natural o no natural, aminoacidos sintéticos, peptidomiméticos u otros compuestos quimicos.
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La adicion o delecion de residuos aminoacidicos puede tener lugar en el extremo N del péptido y/o en el extremo C
del péptido.

Cuando se utiliza en la presente la expresion «aminoacido natural» es un aminoacido (con los cédigos de tres
letras y los cadigos de una letra habituales entre paréntesis) seleccionado a partir del grupo constituido por: glicina
(Gly y G), prolina (Pro y P), alanina (Ala y A), valina (Val y V), leucina (Leu y L), isoleucina (lle e I), metionina (Met y
M), cisteina (Cys y C), fenilalanina (Phe y F), tirosina (Tyr y Y), triptéfano (Trp y W), histidina (His y H), lisina (Lys y
K), arginina (Arg y R), glutamina (GIn y Q), asparagina (Asn y N), acido glutamico (Glu y E), acido aspartico (Asp y
D), serina (Sery S) y treonina (Thr y T). Si, debido a errores tipograficos, se producen desviaciones de los cédigos
utilizados habitualmente, los codigos utilizados habitualmente prevaleceran. Los aminoacidos presentes en los
derivados de amilina de esta invencion son, preferentemente, aminoacidos que pueden ser codificados por un acido
nucleico.

El término «conectory, tal como se utiliza la presente, se refiere a un resto quimico con el que se separa el resto de
union a la albumina y el analogo de la amilina humana al tener el conector entre ellos. Por ejemplo, el conector
puede comprender uno o dos aminoacidos que en un extremo se unen al resto de unién a la albumina y en el otro
extremo se unen al aminoacido de la posicion 1 del analogo de la amilina humana, o cuando se elimina el
aminoacido en la posicion 1, el conector se une a la Cys en la posicion 2 del analogo de la amilina humana. El resto
quimico del conector puede contribuir/potenciar el efecto de unién a la albumina del sustituyente, por ejemplo, un
conector que comprende yGlu potencia el efecto de unién a la albumina del derivado de amilina.

El término «potencia» se utiliza para describir el efecto de un compuesto concreto en los ensayos en los que se ha
establecido una relacion sigmoidea entre el log de la concentracion y el efecto de un compuesto. Ademas, la
respuesta deberia variar entre un 0 y un 100%. Se puede utilizar la CE( concentracion eficaz)50 para describir la
concentracion de un compuesto concreto que genera una respuesta de un 50% en el ensayo.

El término «actividad» se refiere en un aspecto a la capacidad de reducir el apetito y/o aumentar la saciedad. La
actividad se puede medir segun la capacidad de reducir el apetito tal como se describe, por ejemplo, en los Ensayos
farmacologicos | y Il en la seccién Ensayos.

La expresién «estabilidad fisica» de un derivado de amilina de acuerdo con la invencién o una formulacién proteica
de acuerdo con la invencion, tal como se utiliza en la presente, se refiere a la tendencia de la proteina a no formar
agregados insolubles y/o biolégicamente inactivos de la proteina como resultado de la exposicion de la proteina a
estreses termomecanicos y/o a la interaccion con superficies interfaciales y superficies que son desestabilizantes,
tales como superficies y superficies interfaciales hidréfobas. La estabilidad fisica de las formulaciones proteicas
acuosas se puede evaluar mediante una inspeccion visual, el ensayo de fibrilacion de ThT y/o medidas de la
turbidez tal como se describe en otra seccion de la presente. La inspeccion visual de las formulaciones se lleva a
cabo en una luz enfocada nitida con un fondo oscuro. La turbidez de la formulacién se caracteriza mediante una
puntuacion visual que evalta el grado de turbidez, por ejemplo, en una escala de 0 a 3 (a una formulacién que no
presente turbidez le corresponde una puntuacion visual de 0 y a una formulaciéon que presente turbidez visual a la
luz del dia le corresponde una puntuacion visual de 3). Una formulaciéon se clasifica como fisicamente inestable
respecto a la agregacion de proteinas cuando presenta turbidez visual a la luz del dia. Como alternativa, la turbidez
de la formulacién se puede evaluar mediante medidas simples de la turbidez con las cuales estara familiarizado el
experto.

La expresion «estabilidad quimica» del derivado de amilina de acuerdo con la invencién o de la formulacion
farmacéutica o una formulacion farmacéutica se refiere a la ausencia de cambios quimicos covalentes en la
estructura de la proteina que, por lo tanto, no conllevan la formacién de productos de degradacién quimica con una
posible reduccién de la potencia biolégica y/o un posible incremento de las propiedades inmundgenas en
comparacion con la estructura nativa de la proteina. Se pueden formar varios productos de degradacion quimica
dependiendo del tipo y la naturaleza de la proteina nativa y del entorno al cual se exponga la proteina. Lo mas
probable es que la eliminacion de la degradacion quimica no se pueda evitar completamente y se suelen observar
cantidades cada vez mayores de productos de degradacion quimica durante el almacenamiento y el uso de la
formulacién proteica, como bien sabe el experto en la técnica. La mayoria de las proteinas tienen tendencia a
experimentar desamidacion, un proceso en el cual el grupo amida de la cadena lateral en los residuos de glutaminilo
o asparaginilo se hidroliza para formar un acido carboxilico libre. Otras rutas de degradacién conllevan la formacion
de productos de transformacién de elevado peso molecular, donde dos o mas moléculas proteicas se unen
covalentemente entre si mediante transamidacion y/o interacciones de disulfuro, que conllevan la formacion de
productos de degradacion diméricos, oligoméricos y poliméricos unidos covalentemente (Stability of Protein
Pharmaceuticals, Ahern. T.J. y Manning M.C., Plenum Press, Nueva York 1992). La oxidacion (de, por ejemplo,
residuos de metionina) se puede mencionar como otra variante de la degradacion quimica. La estabilidad quimica de
la formulacion proteica se puede evaluar midiendo la cantidad de los productos de degradaciéon quimica en varios
puntos temporales tras la exposicion a diferentes condiciones medioambientales (la formacién de productos de
degradaciéon se puede acelerar a menudo, por ejemplo, incrementando la temperatura). La cantidad de cada
producto de degradacion individual se suele determinar mediante la separacion de los productos de degradacion
segun su tamafio molecular y/o su carga utilizando varias técnicas cromatograficas (por ejemplo, SEC-HPLC y/o RP-
HPLC).



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 662 501 T3

La expresion «formulacién estabilizada» se refiere a una formulacién con un incremento de la estabilidad fisica, un
incremento de la estabilidad quimica o un incremento de la estabilidad fisica y quimica en comparacion con una
solucién acuosa del péptido.

La «afinidad de unién a la albumina» se puede determinar mediante varios métodos conocidos en la técnica. En
un método, el derivado que se va a medir se radiomarca con, por ejemplo, 125 o 3H y se incuba con albumina
inmovilizada (Kurtzhals et.al., Biochem.dJ., 312, 725-731 (1995)). Se calcula la unién del derivado respecto a un
patron. En otro método, se radiomarca un compuesto relacionado y su unién a la albumina inmovilizada en, por
ejemplo, microesferas de SPA, tiene que competir con una serie de diluciones del derivado que se va a medir. El
valor de CE50 de la competicion es una medida de la afinidad del derivado. En un tercer método, se mide la afinidad
por el receptor o la potencia de un derivado con diferentes concentraciones de albimina y el cambio respecto a la
afinidad o potencia del derivado como una funcién de la concentracién de albumina refleja su afinidad por la
albumina.

Al utilizar el término «Trx» o la expresion «acido trans-4-(aminometil)ciclohexanocarboxilico» se hace referencia
a un aminoacido con la siguiente estructura:

O

H,N OH

T

nitrégeno y grupo carboxi
de los enlaces amidas a los dos residuos vecinos
acido trans-4-(aminometil)ciclohexanocarboxilico

Al utilizar el término «yGlu» se hace referencia a un aminoacido con la siguiente estructura:

O OH

OH
H,N W
f 0

a-nitrégeno y grupo y-carboxi de los enlaces amida

a los dos residuos vecinos

El término «GABA» se refiere al acido gamma-aminobutirico.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la siguiente seccion, también pueden ser Utiles aquellos aspectos comprendidos fuera del alcance de las
reivindicaciones para comprender la invencion.

Ha resultado sorprendente descubrir que los derivados de amilina, donde el aminoacido en la posiciéon 17 ha sido
reemplazado por un aminoacido seleccionado a partir del grupo constituido por His, Ser, Gly, Arg y Pro, presentan
una mejora de la estabilidad. Los derivados de amilina presentan una reduccién de la tendencia a fibrilar y muestran
una mejora de la estabilidad cuando se formulan a pH acido. Los derivados de amilina de la presente invencion
tienen a la vez un perfil farmacocinético prolongado y buenas propiedades farmacodinamicas. Por lo tanto, los
derivados de amilina de acuerdo con la presente invencion no se han de inyectar tan a menudo como los derivados
de amilina conocidos.

En un aspecto, la invencion trata sobre un derivado de amilina, que es un analogo de la amilina humana que tiene
un sustituyente unido al grupo a-amino del residuo aminoacidico N-terminal o a un residuo de Lys en el analogo de
la amilina humana, donde el sustituyente comprende un resto de unién a la albumina y el residuo aminoacidico en la
posiciéon 17 del analogo de la amilina humana es cualquier aminoacido natural excepto Val, Lys o Ala y donde la
numeracion de aminoacidos del analogo de la amilina humana corresponde a la numeracion de aminoacidos en la
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el residuo aminoacidico en la posicion 17 es His, Ser, Gly, Pro o Arg.
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En un aspecto, el residuo de unién a la albdmina esta unido al grupo e-amino del residuo de lisina. En un aspecto, el
residuo de unién a la albumina esta unido mediante el grupo alfa-amino del residuo de lisina.

Los derivados de amilina que tienen un aminoacido natural excepto Val, Lys o Ala en la posicion 17 del analogo de
la amilina humana, por ejemplo, His, Ser, Gly, Arg o Pro en la posicién 17 muestran mejores propiedades biofisicas,
por ejemplo, una reduccioén de la tendencia a fibrilar y muestran un incremento de la solubilidad cuando se formulan
a pH de 2.4 a 4, por ejemplo, pH de 3 a 3.5.

En un aspecto, se proporciona un derivado del analogo de la amilina humana que muestra estabilidad fisica. En un
aspecto adicional, se proporciona un derivado del analogo de la amilina humana que presenta un incremento de la
estabilidad fisica respecto a la amilina humana.

En un aspecto, el aminoacido en la posicion 17 es His o Arg. Se ha observado que los derivados de amilina que
tienen His o Arg en la posiciéon 17 presentan una reduccion de la tendencia a fibrilar y permanecen solubles a pH de
24 a 4, a la vez que muestran un perfil farmacocinético prolongado ain mejor y mejores propiedades
farmacodinamicas que los derivados de amilina conocidos.

En un aspecto, los aminoacidos en la posicion 25, 28 y 29 son Pro. En un aspecto, el analogo de la amilina humana
comprende 1-10 sustituciones de aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 o 6 sustituciones.

En un aspecto, se sustituye el aminoacido en la posicion 1 del analogo de la amilina humana por un aminoacido tal
como los aminoacidos Glu, Arg e His o se elimina el aminoacido en la posicion 1.

En un aspecto, el sustituyente comprende un conector.

En un aspecto, el conector comprende 1-10 aminoacidos que se unen al grupo a-amino del residuo aminoacidico N-
terminal o a un residuo de Lys en el analogo de la amilina humana. En un aspecto, los aminoacidos se seleccionan a
partir del grupo constituido por yGlu, Arg, yGlu-Arg, yGlu-His, Trx-yGlu, yGlu-His, Glu-Lys, Glu-Glu, Glu-Arg, yGlu-
His-His, yGlu-Arg-His, yGlu-His-Arg, yGlu-Glu-Arg, Glu-Glu-Arg, Glu-Lys-Arg, yGlu-Glu-His-His, yGlu-Glu-His-Arg,
Glu-Glu-Arg-Glu y Glu-Glu-Glu-Glu.

El conector puede comprender ademas -C(O) - (CH2)-O-[CH2CH2-Olm- (CH2)p- [NHC(O) - (CH2)-O- [(CH2)n-Olm-
(CHa2)plq-NH- donde I, m, n y p son independientemente 1-7, y q es 0-5. Por ejemplo, el conector puede comprender -
C(O) - CH3 - O- CH2- CHz- O- CH2- CH2- NH-0 -C(O) - CH> - O- CH2- CH2- O- CH2- CH2 - [NHC(O) - CHa- O- CHa-
CHa2-O- CH2-CHz-]1-NH- y -C(O) - (CH3)2-O- [CH2CH>-Q]. (CH2)2-NH-. En un aspecto, el conector comprende ademas
yGlu o GABA.

En un aspecto, el residuo de union a la albumina es un grupo acilo seleccionado a partir del grupo que comprende
HOOC(CH)sCO-, donde s es un nimero entero de 17 a 21, por ejemplo, 18, 19 o 20.

En un aspecto, el conector comprende yGlu, yGlu-His o yGlu-His-His. En un aspecto, el derivado del analogo de la
amilina humana tiene His en la posicién 1 y 17, el aminoacido en la posicion 25, 28 y 29 es Pro, el conector
comprende yGlu-His-His o yGlu-His unidos al grupo a-amino de la His en la posicién 1 del analogo de la amilina
humana y el residuo de unioén a la albumina esta unido al yGlu del conector, donde el residuo de unién a la albumina
es HOOC(CH2)18CO o0 HOOC(CH;)16CO-.

En un aspecto, la invencién trata sobre un derivado de amilina que comprende una secuencia de aminoacidos de
férmula 1:

Xaa;-Cys- Xaas-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-Thr-GIn-Arg-Leu-Ala- Xaa-Phe-Leu- Xaas;-Xaaqe-

Ser-Ser- Xaay-Asn- Phe- Xaays- Xaa,s- Xaays-Leu-Xaagz-Xaags-Thr- Xaas-Val-Gly-Ser-
Asn-Thr-Tyr Formula (1) (SEQ ID No:2)

donde
Xaas se elimina o se selecciona independientemente entre Lys, Arg, His y Glu;
Xaas se selecciona independientemente entre Asn y Lys;
Xaa1s se selecciona independientemente entre Glu, Asn, Gln'y Asp;
Xaaq7 se selecciona independientemente entre His, Ser, Gly, Arg y Pro;
Xaaig se selecciona independientemente entre His o Arg;

Xaaz1 se selecciona independientemente entre Asp, Asn y Gin;
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Xaays se selecciona independientemente entre Glu y Gly;

Xaazs se selecciona independientemente entre Ala y Pro;

Xaays se selecciona independientemente entre Pro e lle;

Xaays se selecciona independientemente entre Ser y Pro;

Xaayg se selecciona independientemente entre Ser y Pro;

Xaas1 se selecciona independientemente entre Glu y Asn;

el extremo C se puede derivatizar opcionalmente como una amida;

donde un sustituyente se conecta al residuo aminoacidico Xaa: o la Cys en la posicién 2, comprendiendo dicho
sustituyente un resto de unién a la albumina.

En un aspecto de la invencion, el extremo C del derivado de amilina se puede hacer terminar con un acido o amida.
En un aspecto, el extremo C del derivado de amilina es una amida.

En un aspecto, el residuo de unién a la albumina se une de manera no covalente a la albumina.

En un aspecto, el residuo de union a la albumina tiene una afinidad de unién respecto a la albumina sérica humana
que es inferior a aproximadamente 10 uM o inferior a aproximadamente 1 uM. Los derivados de la presente
invencion son capaces de unirse, o si no interaccionar de manera directa o indirecta, con un receptor de amilina, u
otro receptor o receptores con los que la propia amilina pueda interaccionar, para provocar una respuesta bioldgica,
por ejemplo, reducir la ingesta de alimentos.

En un aspecto, el residuo de unién a la albumina tiene de 6 a 40 atomos de carbono, de 8 a 26 atomos de carbono o
de 14 a 22 atomos de carbono, por ejemplo, 17, 18, 19, 20 y 21 atomos de carbono.

En un aspecto, el residuo de unién a la albumina es un grupo acetilo seleccionado partir del grupo que comprende
CH3(CH2),CO-, donde r es un numero entero de 4 a 38, preferentemente un nimero entero de 4 a 24, mas
preferentemente seleccionado a partir del grupo que comprende CH3(CH2)sCO-, CH3(CH3)sCO-, CH3(CH2)1,CO-,
CH3(CHz)12CO-, CH3(CHz2)14CO-, CH3(CH3)16CO-, CH3(CHz)18CO-, CH3(CH2)20CO- y CH3(CH2)22CO-.

En un aspecto, el residuo de unién a la albumina comprende un grupo que puede tener carga negativa a pH 7.4.

En un aspecto, el residuo de union a la albumina comprende un grupo de tipo acido carboxilico, tal como
HOOC(CH)sCO-, donde s es un nimero entero de 12 a 22, por ejemplo, 17, 18, 19, 20, 21 0 22.

En un aspecto de la invencién, el residuo de uniéon a la albumina es un grupo de férmula CH3(CH2),CO-
NHCH(COOH)(CH2).CO-, donde v es un niumero entero de 10 a 24. En un aspecto de la invencion, el residuo de
union a la albumina es un grupo de férmula CH3(CH2),CO-NHCH((CH2).COOH)CO-, donde w es un ndmero entero
de 8 a 24.

En un aspecto, el conector comprende 1-10 aminoacidos. Los aminoacidos se pueden seleccionar a partir del grupo
constituido por yGlu, Arg, yGlu-Arg, yGlu-His, Trx-yGlu, yGlu-His, Glu-Lys, Glu-Glu, Glu-Arg, yGlu-His-His, yGlu-Arg-
His, yGlu-His-Arg, yGlu-Glu-Arg, Glu-Glu-Arg, Glu-Lys-Arg, yGlu-Glu-His-His, yGlu-Glu-His-Arg, Glu-Glu-Arg-Glu y
Glu-Glu-Glu-Glu.

En un aspecto el conector puede comprender ademas -C(O) - (CH2)-O-[CH2CH2-OJn-(CH2)p-[NHC(O) - (CH2)-O-
[(CH2)n-Olm-(CH2)pl¢-NH- donde I, m, n y p son independientemente 1-7, y q es 0-5. El conector se puede, por
ejemplo, el conector se puede seleccionar a partir del grupo constituido por -C(O)-CH2-O-CH,-CH;-O-CH,-CHx-NH-
0 -C(0)-CH2-0O-CH;-CH,-O-CHz-CH,-[NHC(O)-CH2-O-CH2-CH2-O-CH3-CHy-14-NH-  y -C(O)-(CH>)2-O-[CH2CH,-O].7-
(CH2)2-NH-. En un aspecto, el conector comprende ademas yGlu. En un aspecto, el conector comprende GABA.

En un aspecto, el Xaas es His, Xaai; es His, Xaazs es Pro, Xaays es Pro, Xaaz es Pro, el residuo de union a la
albumina es HOOC(CH-)1sCO y el conector comprende yGlu-His-His, donde el residuo de union a la albumina se
une al conector mediante el yGlu del conector. En un aspecto, el Xaas es His, Xaai7 es His, Xaays es Pro, Xaazs es
Pro, Xaayg es Pro, el residuo de union a la albumina es HOOC(CH2)16CO y el conector comprende yGlu-His, donde
el residuo de unién a la albumina se une al conector mediante el yGlu del conector.

En un aspecto, el derivado se selecciona a partir del grupo constituido por:
N-alfa-(19-carboxinonadecanoil)-Glu-Glu-Arg-[Glu1,Glu14, His17,Glu31]-pramlintida,

N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Arg-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,
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N-épsilon3-{2-[2-(2-{(S)-4-carboxi-2-[( S)-4-carboxi-2-(19-
carboxinonadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}etoxi)etoxi]acetil}-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,

N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Glu-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-Arg-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His 17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Ser17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Ala17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Gly17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Pro17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His 17]-pramlintida

(2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Gly 17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Ala17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Ser17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Pro17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Arg17]-
pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Ala17]-
pramlintida,

N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His 1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[4-carboxi-4-({4-[(19-carboxinonadecanoilamino)metil]frans-ciclohexanocarbonil}amino)butiril]-[His 1,His17]-

pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,Arg17]-

pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,Arg17]-pramlintida,
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N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His1,Arg17]-pramlintida,  N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-

carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His1, His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His1,His17]-

pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His 17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,His17,GIn21,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,Asp14,His17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Asp14,His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Glu24]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]
etoxi}etoxi)acetil][Arg1, His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,Arg17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-

pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17, Arg18]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,Asp 14, His17,GIn21 JAla25,

Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1,Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1, His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Glu1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[3-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)
butirilamino]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionilamino] [Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Asp31]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butinlamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-[Arg1
His17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(5-carboxipentanoilamino)butiril]-His-His-[His 1,His 17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-GluHis-His-[Arg1,His17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(19-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida,
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N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-His[Arg 1,His17]-pramlintida,

)
)
)
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida,
)
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[Arg1,His 17]-pramlintida,

)

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 1,His 17]-pramlintida.

En un aspecto, la invencion trata sobre una composicién farmacéutica que comprende un derivado de acuerdo con
la invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable. La composiciéon es adecuada para la administracion
parenteral.

En un aspecto, el derivado de acuerdo con la invencién se puede utilizar como un medicamento.

En un aspecto, el derivado se puede utilizar como un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la
hiperglucemia, diabetes de tipo 2, intolerancia a la glucosa, diabetes de tipo 1, obesidad, hipertension, sindrome X,
dislipidemia, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia isquémica y otros trastornos
cardiovasculares, accidente cerebrovascular, sindrome intestinal inflamatorio, dispepsia y Ulceras gastricas.

En un aspecto, el medicamento para retrasar o prevenir la evolucion de la enfermedad en la diabetes de tipo 2

En un aspecto, el medicamento se puede utilizar para disminuir la ingesta de alimentos, tratar la obesidad, disminuir
la apoptosis de las células B, incrementar la funcion de las células B y la masa de las células B, y/o restablecer la
sensibilidad a la glucosa de las células .

En un aspecto, el derivado de acuerdo con la invencién se puede utilizar para preparar un medicamento.

En un aspecto, el derivado se puede utilizar para preparar un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la
hiperglucemia, diabetes de tipo 2, intolerancia a la glucosa, diabetes de tipo 1, obesidad, hipertension, sindrome X,
dislipidemia, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia isquémica y otros trastornos
cardiovasculares, accidente cerebrovascular, sindrome intestinal inflamatorio, dispepsia y Ulceras gastricas.

En un aspecto, el derivado se puede utilizar para preparar un medicamento para retrasar o prevenir la evolucion de
la enfermedad en la diabetes de tipo 2.

En un aspecto, el derivado se puede utilizar para preparar un medicamento para disminuir la ingesta de alimentos,
disminuir la apoptosis de las células (3, incrementar la funcién de las células $ y la masa de las células B, y/o
restablecer la sensibilidad a la glucosa de las células 8.

El tratamiento con un derivado de acuerdo con la presente invencion también se puede combinar con una segunda
sustancia farmacoldgicamente activa o con mas sustancias farmacoldgicamente activas, por ejemplo, seleccionadas
entre agentes antidiabéticos, agentes contra la obesidad, agentes reguladores del apetito, agentes contra la
hipertension, agentes para el tratamiento y/o la prevencion de complicaciones resultantes de la diabetes o asociadas
con ella y agentes para el tratamiento y/o la prevencion de complicaciones y trastornos resultantes de la obesidad o
asociados con ella. Son ejemplos de estas sustancias activas desde un punto de vista farmacolégico: insulina,
derivados de insulina, analogos de insulina, GLP-1, derivados de GLP-1, analogos de GLP-1, derivados de
oxintomodulina, sulfonilureas, biguanidas, meglitinidas, inhibidores de glucosidasas, antagonistas de glucagoén,
inhibidores de DPP-IV (dipeptidilpeptidasa-V), inhibidores de enzimas hepaticas que participan en la estimulacion de
la gluconeogénesis y/o glucogendlisis, moduladores de la captacion de glucosa, compuestos que modifican el
metabolismo de los lipidos tales como agentes antihiperlipidémicos como inhibidores de HMG CoA (estatinas),
compuestos que reducen la ingesta de alimentos, agonistas de RXR y agentes que actuan en el canal de potasio
dependiente de ATP de las células B; Colestiramina, colestipol, clofibrato, gemfibrozil, lovastatina, pravastatina,
simvastatina, probucol, dextrotiroxina, neteglinida, repaglinida; bloqueadores B tales como alprenolol, atenolol,
timolol, pindolol, propranolol y metoprolol, inhibidores de ACE (enzima convertidora de angiotensina) tales como
benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, alatriopril, quinapril y ramipril, bloqueantes del canal del calcio
tales como nifedipina, felodipina, nicardipina, isradipina, nimodipina, diltiazem y verapamil, y bloqueantes a tales
como doxazosina, urapidil, prazosina y terazosina; agonistas de CART (transcrito regulado de cocaina y
anfetamina), antagonistas de NPY (neuropéptido Y), agonistas de MC4 (melanocortina 4), antagonistas de orexina,
agonistas de TNF (factor de necrosis tumoral), agonistas de CRF (factor liberador de corticotropina), antagonistas de
CRF BP (proteina de unién al factor liberador de corticotropina), agonistas de urocortina, agonistas de 33, agonistas
de MSH (hormona estimuladora de melanocitos), antagonistas de MCH (hormona concentradora de melanocitos),
agonistas de CCK (colecistocinina), inhibidores de la recaptacién de serotonina, inhibidores de la recaptacion de
serotonina y noradrenalina, compuestos noradrenérgicos y de serotonina mixtos, agonistas de 5HT (serotonina),
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agonistas de bombesina, antagonistas de galanina, hormona del crecimiento, compuestos liberadores de la hormona
del crecimiento, agonistas de TRH (hormona liberadora de tirotropina), moduladores de UCP 2 o 3 (proteina
desacopladora 2 o 3), agonistas de leptina, agonistas de DA (bromocriptina, doprexina), inhibidores de
lipasas/amilasas, moduladores de RXR (receptor retinoide X), agonistas de TR (; antagonistas de histamina H3,
gastrina y analogos de gastrina.

Se debe entender que cualquier combinacién adecuada de los derivados de acuerdo con la invencién con uno o mas
de los compuestos mencionados anteriormente y opcionalmente una o mas sustancias farmacolégicamente activas
adicionales se consideran dentro del alcance de la presente invencion.

En un aspecto, un proceso para preparar una composicion farmacéutica que comprende el derivado de acuerdo con
la invencidén comprende mezclar un derivado de acuerdo con la invencién con al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto de acuerdo con la invencion, el derivado de amilina tiene un perfil farmacocinético prolongado en
comparacion con la pramlintida segun se mide mediante el Ensayo (V) tal como se describe en la seccion Ensayos.
En un aspecto de la invencion, el derivado de amilina tiene una Tz plasmatica de al menos 30 horas. En un aspecto
de la invencion, la T'2 plasmatica es de al menos 40 horas. En otro aspecto de la invencion, el derivado de amilina
tiene una T'% plasmatica de al menos 50 horas. En otro aspecto de la invencion, el derivado de amilina tiene una T2
plasmatica de al menos 60 horas. En otro aspecto de la invencion, el derivado de amilina tiene una Tz plasmatica
de al menos 70 horas. En otro aspecto de la invencion, el derivado de amilina tiene una T2 plasmatica de al menos
75 horas. En otro aspecto de la invencion, el derivado de amilina tiene una T2 plasmatica de al menos 80 horas. En
otro aspecto de la invencion, el derivado de amilina tiene una T2 plasmatica de al menos 85 horas. En otro aspecto
de la invencion, el derivado de amilina tiene una T' plasmatica de al menos 90 horas. En un aspecto de la
invencion, el derivado de amilina tiene una T2 plasmatica de al menos 95 horas. En un aspecto de la invencion, el
derivado de amilina tiene una T2 plasmatica de al menos 100 horas.

La produccion de péptidos tales como la amilina humana o analogos de esta es muy conocida en la técnica. Por lo
tanto, los péptidos de la invencién se pueden producir mediante la sintesis clasica de péptidos, por ejemplo, sintesis
de péptidos en fase sélida utilizando la quimica de t-Boc o Fmoc u otras técnicas de eficacia comprobada, remitase
a, por ejemplo, Greene y Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis", John Wiley & Sons, 1999. Los péptidos
también se pueden producir mediante un método que comprende cultivar una célula hospedadora que contiene una
secuencia de ADN que codifica el polipéptido y capaz de expresar el polipéptido en un medio nutriente adecuado en
condiciones que permiten la expresion del péptido. En el caso de los péptidos que comprenden residuos
aminoacidicos no naturales, la célula recombinante deberia modificarse de manera que los aminoacidos no
naturales se incorporen al péptido, por ejemplo, utilizando mutantes de ARNt.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Un objeto de la presente invencion es proporcionar una formulacién farmacéutica que comprende un péptido de
acuerdo con la presente invencion. En un aspecto, el péptido esta presente en la formulacién con una concentracion
de aproximadamente 0.1 mg/mL a aproximadamente 25 mg/mL. En otro aspecto, el péptido esta presente en la
formulacién con una concentracion de aproximadamente 1 mg/mL a aproximadamente 10 mg/mL.

En un aspecto, la formulacion tiene un pH de 2.0 a 10.0. En un aspecto, la formulacién tiene un pH de 2.0 a 7.0. En
un aspecto, la formulacion tiene un pH de 2.5-4.5. En un aspecto, la formulacion tiene un pH de 2.5-4.0.

Las composiciones farmacéuticas que contiene un derivado de acuerdo con la presente invencién se pueden
preparar mediante técnicas convencionales, por ejemplo, tal como las descritas en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 1985 o en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19.2 edicién, 1995.

La formulacion puede comprender ademas un sistema tamponante, uno o0 mas conservantes, uno o mas agentes de
tonicidad, uno o mas agentes quelantes, estabilizantes y/o surfactantes. El experto estara familiarizado con el uso de
tales excipientes en las composiciones farmacéuticas. Para su conveniencia, se hace referencia a Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 19.2 edicién, 1995.

En un aspecto de la invencion, la formulacién farmacéutica es una formulacién acuosa, es decir, una formulacion
que comprende agua. Tal formulacién es habitualmente una solucién o una suspension. En un respecto adicional de
la invencién, la formulacién farmacéutica es una soluciéon acuosa. La expresion «formulacion acuosa» se define
como una formulacidon que comprende al menos un 50% p/p de agua. De un modo similar, la expresion «solucion
acuosa» se define como una solucién que comprende al menos un 50% p/p de agua y la expresidon «suspension
acuosa» se define como una suspension que comprende al menos un 50% p/p de agua.

En otro aspecto, la formulacion farmacéutica es una formulacion secada por congelacion, a la cual el médico o el
paciente afade disolventes y/o diluyentes antes de su uso. En otro aspecto, la formulacion farmacéutica es una
formulacién seca (por ejemplo, secada por congelacién o secada por pulverizacion) lista para usar sin ninguna
disolucién previa.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 662 501 T3

La expresion «forma seca» se refiere a que la composicién o formulacién farmacéutica liquida se seca mediante
secado por congelacion (es decir, liofilizacion; remitase, por ejemplo, a Williams y Polli (1984) J. Parenteral Sci.
Technol. 38:48-59), secado por pulverizacion (remitase a Masters (1991) en Spray-Drying Handbook (5.2 ed;
Longman Scientific and Technical, Essex, U.K.), pags. 491-676; Broadhead et al. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm.
18:1169-1206; y Mumenthaler et al. (1994) Pharm. Res. 11:12-20), o secado con aire (Carpenter y Crowe (1988)
Cryobiology 25:459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4:47-53). La formacion de agregados por parte de un polipéptido
durante el almacenamiento de una composicién farmacéutica liquida puede afectar de manera adversa la actividad
biolégica de ese polipéptido, lo que da como resultado una pérdida de la eficacia terapéutica de la composicion
farmacéutica. Ademas, la formacién de agregados puede provocar otros problemas tales como el bloqueo de tubos,
membranas o bombas cuando se administra la composicién farmacéutica que contiene el polipéptido utilizando un
sistema de infusion.

En un aspecto adicional de la invencion, el tampdn se selecciona a partir del grupo constituido por acetato de sodio,
citrato, carbonato de sodio, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrogenofosfato de sodio,
hidrogenofosfato de disodio, fosfato de sodio y tris(hidroximetillaminometano, bicina, tricina, acido malico, acido
lactico, succinato, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de estos. Cada uno de
estos tampones especificos constituye un aspecto alternativo de la invencion.

En un aspecto adicional de la invencién, la formulacion comprende ademas un conservante farmacéuticamente
aceptable. En un aspecto adicional de la invencion, la formulacién comprende ademas un agente isotonico, por
ejemplo, propilenglicol, manitol o glicerol. En un aspecto adicional de la invencion, la formulaciéon comprende
ademas un agente quelante.

En un aspecto adicional de la invencién, la formulacién comprende ademas un estabilizante. El experto estara
familiarizado con el uso de un estabilizante en las composiciones farmacéuticas. Para su conveniencia, se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19.2 edicion, 1995.

Mas concretamente, las composiciones de la invencién son composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas
cuyos componentes terapéuticamente activos incluyen un polipéptido que posiblemente muestre formacion de
agregados durante el almacenamiento en formulaciones farmacéuticas liquidas. La expresion «formacion de
agregados» se refiere a una interaccion fisica entre las moléculas polipeptidicas que da como resultado la
formacion de oligdmeros, que pueden seguir siendo solubles, o agregados grandes visibles que precipitan a partir de
la solucion. La expresion «durante el almacenamiento» se refiere a una composicion o formulacién farmacéutica
liqguida que una vez preparada no se administra inmediatamente a un sujeto. En su lugar, tras la preparacion se
empaqueta para su almacenamiento, ya sea en una forma liquida, un estado congelado o una forma seca para su
reconstitucion posterior en una forma liquida u otra forma adecuada para la administracion a un sujeto.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden comprender ademas una cantidad de una base de tipo
aminoacido suficiente para disminuir la formacion de agregados por parte del polipéptido durante el almacenamiento
de la composiciéon. La expresion «base de tipo aminoacido» se refiere a un aminoacido o una combinacién de
aminoacidos, donde cualquier aminoacido concreto esta presente en su forma de base libre o en su forma salina.
Cuando se utiliza una combinacién de aminoacidos, todos los aminoacidos pueden estar presentes en sus formas
de base libre, todos pueden estar presente en sus formas salinas o algunos pueden estar presentes en sus formas
de base libre mientras que otros estan presentes en sus formas salinas. En un aspecto, los aminoacidos para su uso
en la preparacion de las composiciones de la invencion son aquellos que portan una cadena lateral cargada, tales
como arginina, lisina, acido aspartico y acido glutamico. Cualquier estereoisémero (es decir, L, D o mezclas de
estos) de un aminoacido particular (por ejemplo, metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido
aspartico, triptéfano, treonina y mezclas de estos), o combinaciones de estos estereoisémeros, puede estar presente
en las composiciones farmacéuticas de la invencion siempre que el aminoacido particular esté presente en su forma
de base libre o en su forma salina. En un aspecto, se utiliza el estereoisémero L. Las composiciones de la invencién
también se pueden formular con analogos de estos aminoacidos y derivados de estos. Los analogos de arginina
adecuados incluyen, por ejemplo, aminoguanidina, ornitina y N-monoetil-L-arginina, los analogos de metionina
adecuados incluyen etionina y butionina y los analogos de cisteina adecuados incluyen S-metil-L-cisteina. Al igual
que con los otros aminoacidos, los analogos de aminoacidos se incorporan a las composiciones en su forma de
base libre o0 en su forma salina. En un aspecto adicional de la invencion, los aminoacidos o analogos de aminoacidos
y derivados de estos se utilizan en una concentracion que es suficiente para prevenir o retrasar la agregacion de la
proteina.

En un aspecto adicional de la invencion, la formulacién comprende ademas un surfactante. En un aspecto adicional
de la invencioén, la formulacion comprende ademas inhibidores de proteasas. El uso de un inhibidor de proteasas es
especialmente util en las composiciones farmacéuticas que comprenden zimégenos de proteasas con el fin de inhibir
la autocatalisis.

Es posible que haya otros ingredientes presentes en la formulacién farmacéutica peptidica de la presente invencion.
Tales ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes, agentes
formadores de masa, modificantes de la tonicidad, agentes quelantes, iones metalicos, vehiculos oleaginosos,
proteinas (por ejemplo, albumina sérica humana, gelatina o proteinas) y un zwitteriéon (por ejemplo, un aminoacido
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tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Tales ingredientes adicionales, obviamente, no deben
afectar de forma adversa a la estabilidad global de la formulacién farmacéutica de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un derivado de la amilina humana o analogo de esta de acuerdo
con la presente invencién se pueden administrar a un paciente que necesite un tratamiento de este tipo en varios
puntos, por ejemplo, en puntos topicos, por ejemplo, puntos de mucosas y cutaneos, en puntos en los que no se
produzca absorcién, por ejemplo, la administracion en una arteria, en una vena, en el corazén, y en puntos que
conlleven absorcion, por ejemplo, la administracion en la piel, bajo la piel, en un musculo o en el abdomen.

La administracion de composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion se puede llevar a cabo mediante
varias vias de administracion, por ejemplo, lingual, sublingual, bucal, en la boca, oral, en el estémago y el intestino,
nasal, pulmonar, por ejemplo, a través de los bronquiolos y alveolos o una combinacién de estos, epidérmica,
dérmica, transdérmica, vaginal, rectal, ocular, por ejemplo, a través de la conjuntiva, uretal y parenteral a pacientes
que necesiten un tratamiento de este tipo.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar en varias formas farmacéuticas, por ejemplo,
como soluciones, suspensiones, emulsiones, microemulsiones, emulsién multiple, espumas, pomadas balsamicas,
pastas, yesos, ungientos, comprimidos, comprimidos recubiertos, enjuagues, capsulas, por ejemplo, capsulas de
gelatina dura y capsulas de gelatina blanda, supositorios, capsulas rectales, gotas, geles, nebulizados, polvos,
aerosoles, inhalantes, gotas para los ojos, ungientos oftalmicos, enjuagues oftalmicos, pesarios vaginales, anillos
vaginales, unglentos vaginales, solucién para inyeccion, soluciones de transformacion in situ, por ejemplo,
gelificacion in situ, deposicion in situ, precipitacion in situ, cristalizacion in situ, solucion de infusion e implantes.

Ademas, las composiciones de la invencién pueden formar un compuesto con un portador de farmacos, un sistema
de suministro de farmacos y un sistema de suministro de farmacos avanzado, o estar unidas a estos, por ejemplo,
mediante interacciones covalentes, hidréfobas y electrostaticas, con el fin de mejorar adicionalmente la estabilidad
del derivado de la amilina humana o un analogo de esta, incrementar la biodisponibilidad, incrementar la solubilidad,
reducir los efectos adversos, conseguir la cronoterapia con la cual estaran familiarizados los expertos en la técnica e
incrementar la adhesion al tratamiento por parte del paciente o cualquier combinacién de estos factores.

Las composiciones de la presente invencion son utiles en la formulacion de soélidos, semisolidos, polvos y soluciones
para la administracion pulmonar del derivado de la amilina humana o un analogo de esta, utilizando, por ejemplo, un
inhalador dosificador, un inhalador de polvo seco y un nebulizador, siendo todos ellos dispositivos muy conocidos
por los expertos en la técnica.

Las composiciones de la presente invencion son utiles en la formulacion de sistemas de suministro farmacolégico de
liberacién controlada, sostenida, prolongada, retardada y lenta.

La administracion parenteral se puede llevar a cabo mediante inyeccidn subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o
intravenosa utilizando una jeringuilla, opcionalmente, una jeringuilla en forma de boligrafo. Como alternativa, la
administracion parenteral se puede llevar a cabo utilizando una bomba de infusién. Otra opcién es una composicion
que puede ser una solucién o suspension para la administracion del derivado de la amilina humana o un analogo de
esta en forma de un nebulizado nasal o pulmonar. Como otra opcién mas, las composiciones farmacéuticas que
contienen el derivado de la amilina humana o un analogo de esta de la invencion también se pueden adaptar para la
administracion transdérmica, por ejemplo, mediante una inyeccion sin aguja o a partir de un parche, opcionalmente,
un parche iontoforético, o para la administracion transmucosa, por ejemplo, bucal.

El derivado de la amilina humana o un analogo de esta se puede administrar mediante la via pulmonar en un
vehiculo, como una solucién, suspensién o un polvo seco, utilizando cualquiera de los tipos conocidos de
dispositivos adecuados para el suministro farmacoldgico pulmonar. Los ejemplos de estos comprenden, sin caracter
limitante, los tres tipos generales de generadores de aerosoles para el suministro farmacolégico pulmonar y pueden
incluir nebulizadores ultrasénicos o de chorro, inhaladores dosificadores o inhaladores de polvo seco (Cf. Yu J,
Chien YW. Pulmonary drug delivery: Physiologic and mechanistic aspects. Crit Rev Ther Drug Carr Sys 14(4) (1997)
395-453).

En un aspecto de la invencién, la formulacién farmacéutica que comprende el derivado de la amilina humana o un
analogo de esta es estable durante mas de 6 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento.

En otro aspecto de la invencién, la formulacién farmacéutica que comprende el derivado de la amilina humana o un
analogo de esta es estable durante mas de 4 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento.

En un aspecto adicional de la invencion, la formulacién farmacéutica que comprende el derivado de la amilina
humana o un analogo de esta es estable durante mas de 4 semanas de uso y durante mas de dos afios de
almacenamiento.

En otro aspecto adicional mas de la invencion, la formulaciéon farmacéutica que comprende el derivado de la amilina
humana o un analogo de esta es estable durante mas de 2 semanas de uso y durante mas de dos afios de
almacenamiento.
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La invencion se resume en los siguientes parrafos:

1. Un derivado de amilina, que es un analogo de la amilina humana que tiene un sustituyente unido al grupo a-
amino del residuo aminoacidico N-terminal o a un residuo de Lys en el analogo de la amilina humana, donde el
sustituyente comprende un resto de unién a la albumina y el residuo aminoacidico en la posicion 17 del analogo
de la amilina humana es cualquier aminoacido natural excepto Val, Lys o Ala y donde la numeracién de
aminoacidos del analogo de la amilina humana corresponde a la numeracién de aminoacidos en la SEQ ID NO:
1.

2. Un derivado de acuerdo con el parrafo 1, donde el residuo aminoacidico en la posicién 17 es His, Ser, Gly, Pro
o Arg.

3. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-2, donde los aminoacidos en la posicion 25, 28 y 29 son Pro.

4. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-3, donde el analogo de amilina humana comprende 1-10
sustituciones de aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 o 6 sustituciones.

5. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-4, donde el aminoacido en la posicion 1 del analogo de la amilina
humana se sustituye o elimina.

6. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-5, donde el aminoacido en la posicién 1 se selecciona a partir del
grupo constituido por Lys, Glu, Arg e His.

7. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-6, donde el sustituyente comprende un conector.

8. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-7, donde el conector comprende 1-10 aminoacidos que estan
unidos al grupo a-amino del residuo aminoacidico N-terminal o a un residuo de Lys en el analogo de la amilina
humana.

9. Un derivado de acuerdo con el parrafo 8, donde los aminoacidos se seleccionan a partir del grupo constituido
por yGlu, Arg, yGlu-Arg, yGlu-His, Trx-yGlu, yGlu-His, Glu-Lys, Glu-Glu, Glu-Arg, yGlu-His-His, yGlu-Arg-His,
yGlu-His-Arg, yGlu-Glu-Arg, Glu-Glu-Arg, Glu-Lys-Arg, yGlu-Glu-His-His, yGlu-Glu-His-Arg, Glu-Glu-Arg-Glu y
Glu-Glu-Glu-Glu.

10. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-9, donde el conector comprende -C(O) - (CHz)-O- [CH2CH2-O] -
(CHz)p- [NHC(O) - (CH2)-O- [(CH2)n-Olm- (CH2)ple-NH- donde I, m, n y p son independientemente 1-7, y q es 0-5.

11. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-10, donde el conector se selecciona a partir del grupo constituido
por - C(O) - CHz - O- CHz- CHx- O- CHz- CHz2- NH- 0 -C(O) - CH; - 0- CH»- CH2- O- CH2- CH; - [NHC(O) - CHa-
O- CHz- CH2-O- CH2- CH2-]1-NH- y -C(O) - (CH2)2-O- [CH2CH.-0]. (CHz)2-NH-.

12. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-11, donde el conector comprende yGlu, yGlu-His o yGlu-His-His.

13. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-12, donde el conector comprende GABA.

14. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-13, donde el residuo de unién a la albumina es un
grupo acilo seleccionado a partir del grupo que comprende HOOC(CH)sCO-, donde s es un nimero entero de
17 a 21, por ejemplo, 18, 19 0 20.

15. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1-14, donde el aminoacido en la posicién 1y 17 del analogo de la
amilina humana es His, el aminoacido en la posicion 25, 28 y 29 es Pro, el conector que comprende yGlu-His-His
o yGlu-His esta unido al grupo a-amino de la His en la posicion 1 del analogo de la amilina humana y un residuo
de unién a la albumina esta unido al yGlu del conector, donde el residuo de unién a la albumina es
HOOC(CH)1sCO o0 HOOC(CHz2)16CO-.

16. Un derivado de acuerdo con el parrafo 1, que comprende una secuencia de aminoacidos de féormula 1:
Xaa;-Cys- Xaas-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-Thr-GIn-Arg-Leu-Ala- Xaas-Phe-Leu- Xaa;-Xaas-
Ser-Ser- Xaaz;-Asn- Phe- Xaay- Xaazs- Xaaze-Leu-Xaazs-Xaazs-Thr- Xaay-Val-Gly-Ser-
Asn-Thr-Tyr Formula (1) (SEQ ID No:2)
donde
Xaas se elimina o se selecciona independientemente entre Lys, Arg, His y Glu;
Xaas se selecciona independientemente entre Asn y Lys;

Xaa1s se selecciona independientemente entre Glu, Asn, Gln'y Asp;
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Xaaiy se selecciona independientemente entre His, Ser, Gly, Arg y Pro;
Xaais se selecciona independientemente entre His o Arg;

Xaay1 se selecciona independientemente entre Asp, Asn y GIn;

Xaays se selecciona independientemente entre Glu y Gly;

Xaazs se selecciona independientemente entre Ala y Pro;

Xaays se selecciona independientemente entre Pro e lle;

Xaays se selecciona independientemente entre Ser y Pro;

Xaayg se selecciona independientemente entre Ser y Pro;

Xaas1 se selecciona independientemente entre Glu y Asn;

el extremo C se puede derivatizar opcionalmente como una amida;

donde un sustituyente se conecta al residuo aminoacidico Xaa1 o la Cys en la posiciéon 2, comprendiendo dicho
sustituyente un resto de unién a la albumina.

17. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 y 16, donde el residuo de union a la albimina se
une de manera no covalente a la albumina.

18. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 y 16-17, donde el residuo de unién a la albumina
tiene una afinidad de union respecto a la albumina sérica humana que es inferior a aproximadamente 10 uM o
inferior a aproximadamente 1 uM.

19. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 y 16-18, donde el residuo de union a la albumina es
un resto lipdfilo.

20. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 y 16-19, donde el residuo de union a la albumina
tiene de 6 a 40 atomos de carbono, de 8 a 26 atomos de carbono o de 14 a 22 atomos de carbono, por ejemplo,
17, 18, 19, 20 y 21 atomos de carbono.

21. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 y 16-20, donde el residuo de union a la albumina
comprende un grupo que puede tener carga negativa a pH 7.4.

22. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 y 16-21, donde el residuo de union a la albumina
comprende un grupo de tipo acido carboxilico.

23. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1, 16-22, donde el residuo de unién a la albumina es
un grupo acilo seleccionado a partir del grupo que comprende HOOC(CH;)sCO-, donde s es un nimero entero
de 12 a 22, por ejemplo, 17, 18, 19, 20, 21 0 22.

24. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1 y 16-23, donde el sustituyente comprende un conector.

25. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1 y 16-24, donde el conector comprende 1-10 aminoacidos.

26. 9. Un derivado de acuerdo con el parrafo 1 y 16-25, donde los aminoacidos se seleccionan a partir del grupo
constituido por yGlu, Arg, yGlu-Arg, yGlu-His, Trx-yGlu, yGlu-His, Glu-Lys, Glu-Glu, Glu-Arg, yGlu-His-His, yGlu-
Arg-His, yGlu-His-Arg, yGlu-Glu-Arg, Glu-Glu-Arg, Glu-Lys-Arg, yGlu-Glu-His-His, yGlu-Glu-His-Arg, Glu-Glu-Arg-
Glu y Glu-Glu-Glu-Glu.

27. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1 y 16-26, donde el conector comprende - C(O)-(CHz2)-O-[CH2CH,-
Olm-(CH2)p-[NHC(O)-(CH2)-O-[(CH2)a-Olm-(CHz2)plo-NH- donde |, m, n y p son independientemente 1-7, y q es 0-5.

28. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1 y 16-27, donde el conector se selecciona a partir del grupo
constituido por - C(O) - CHz - O- CHz- CHz- O- CH2- CHz- NH- 0 -C(O) - CH2-O-CH2-CH2-O-CH3-CH2-[NHC(O)-
CH2-0-CH;-CH32-0]41-CH2-CH2-]1-NH- y -C(O)-(CH3)2-O-[CH2CH2-O]7-(CHz)2-NH-.

29. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1 y 16-28, donde el conector comprende yGlu-His-His o yGlu-His.

30. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1, 16-26 y 29, donde Xaa, es His, Xaa17 es His, Xaazs es Pro, Xaazs
es Pro, Xaayg es Pro.
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31. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1, 16-26 y 29-30, donde yGlu-His-His esta unido a un residuo de
union a la albumina mediante el yGlu del conector y donde el residuo de unién a la albumina es
HOOC(CH)1sCO.

32. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1, 16-26 y 29-30, donde yGlu-His esta unido a un residuo de unién a
la albumina mediante el yGlu del conector y donde el residuo de union a la albiumina es HOOC(CHz)+16CO.

33. Un derivado de acuerdo con los parrafos 1y 16-30, donde el conector comprende GABA.

34. Un derivado de acuerdo con el parrafo 1, donde el derivado se selecciona a partir del grupo constituido por:
N-alfa-(19-carboxinonadecanoil)-Glu-Glu-Arg-[Glu1,Glu14, His17,Glu31]-pramlintida,
N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Arg-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,

N-épsilon3-{2-[2-(2-{(S)-4-carboxi-2-[( S)-4-carboxi-2-(19-
carboxinonadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}etoxi)etoxi]acetil}-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,

N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Glu-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-Arg-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His 17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Ser17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Ala17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Gly17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Pro17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His 17]-pramlintida

(2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Gly 17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Ala17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Ser17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Pro17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Arg17]-
pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Ala17]-
pramlintida,

N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His17]-pramlintida,
)

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 1,His17]-pramlintida,
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N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His 1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[4-carboxi-4-({4-[(19-carboxinonadecanoilamino)metillfrans-ciclohexanocarbonil}amino)butiril]-
[His1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,Arg17]-
pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His1, His17]-
pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,His17]-
pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His 17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,His17,GIn21,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,Asp14,His17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Asp14,His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Glu24]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]
etoxi}etoxi)acetil][Arg1, His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,Arg17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-
pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17, Arg18]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,Asp 14, His17,GIn21,Ala25,
Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1,Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1, His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Glu1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[3-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)
butirilamino]etoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionilamino] [Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Asp31]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17]-pramlintida,

21



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 662 501 T3

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-[Arg1
His17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(5-carboxipentanoilamino)butiril]-His-His-[His 1,His 17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-GluHis-His-[Arg1,His17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(19-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg 1, His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida,

—_— — = = = =

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[Arg1,His 17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 1,His 17]-pramlintida.

35. Una composicion farmacéutica que comprende un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

36. Una composicion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 35, la cual es adecuada para la administracion
parenteral.

37. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para su uso como un medicamento.

38. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para su uso como un medicamento para el
tratamiento o la prevencion de la hiperglucemia, diabetes de tipo 2, intolerancia a la glucosa, diabetes de tipo 1,
obesidad, hipertension, sindrome X, dislipidemia, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio,
cardiopatia isquémica y otros trastornos cardiovasculares, accidente cerebrovascular, sindrome intestinal
inflamatorio, dispepsia y Ulceras gastricas.

39. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para su uso como un medicamento para retrasar
o prevenir la evolucién de la enfermedad en la diabetes de tipo 2.

40. Un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para su uso como un medicamento para
disminuir la ingesta de alimentos, disminuir la apoptosis de las células 3, incrementar la funcién de las células B y
la masa de las células B, y/o restablecer la sensibilidad a la glucosa de las células f.

41. El uso de un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para la preparacion de un
medicamento.

42. El uso de un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento o la prevencion de la hiperglucemia, diabetes de tipo 2, intolerancia a la
glucosa, diabetes de tipo 1, obesidad, hipertensién, sindrome X, dislipidemia, trastornos cognitivos,
aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia isquémica y otros trastornos cardiovasculares, accidente
cerebrovascular, sindrome intestinal inflamatorio, dispepsia y Ulceras gastricas.

43. El uso de un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para la preparacién de un
medicamento para retrasar o prevenir la evoluciéon de la enfermedad en la diabetes de tipo 2.

44, El uso de un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 para la preparacién de un
medicamento para disminuir la ingesta de alimentos, disminuir la apoptosis de las células B, incrementar la
funcion de las células  y la masa de las células B, y/o restablecer la sensibilidad a la glucosa de las células 8.
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45. Un proceso para preparar una composicién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 35-36, que comprende
mezclar un derivado de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-34 con al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

46. Derivado de amilina de acuerdo con los ejemplos.

47. Un derivado de acuerdo con el parrafo 34, donde el derivado es N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His17]-pramlintida.

Todas las referencias, incluidas publicaciones, solicitudes de patente y patentes citadas en la presente se incorporan
por la presente a modo de referencia en su totalidad y en la misma medida que si se indicara especifica e
individualmente que cada referencia se incorpora a modo de referencia y se expusiera en su totalidad en la presente
(en la maxima medida permitida por la ley).

En la presente, todos los titulos y subtitulos se utilizan Unicamente para su conveniencia y no se debe interpretar
que limiten la invencién de ningiin modo.

Se pretende que el uso de todos y cada uno de los ejemplos o del lenguaje ilustrativo (por ejemplo, "tal como") que
se proporciona en la presente sea meramente para clarificar mejor la invencién y no supone ninguna limitacion del
alcance de la invencion a menos que se reivindique lo contrario. No se debe interpretar que ningun lenguaje de la
memoria descriptiva indica que algun elemento no reivindicado es esencial para llevar a la practica la invencion.

La citacién e incorporacion de documentos de patente en la presente se realiza Unicamente para su comodidad y no
refleja ninguna vision de la validez, patentabilidad y/o aplicabilidad de tales documentos de patente.

Esta invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes de la materia en cuestion mencionada en las
reivindicaciones adjuntas a la presente en la medida permitida por la ley pertinente.

Ejemplos

Las secuencias peptidicas SEQ ID NO: 1-35 se prepararon de acuerdo con la sintesis de péptidos mencionada mas
adelante y los compuestos de los ejemplos 1-72 se prepararon de acuerdo con la sintesis mencionada mas
adelante.

Un método de la sintesis de péptidos fue mediante quimica con Fmoc en un sintetizador de péptidos Liberty con
microondas (CEM Corp., Carolina del Norte). La resina fue Tentagel S RAM con una carga de 0.25 mmol/g. La
quimica de acoplamiento fue DIC/HOAt en NMP utilizando soluciones 0.3 M de aminoacidos en NMP y un
exceso molar de 6-8 veces. Las condiciones de acoplamiento fueron 5 minutos a una temperatura de hasta 70
°C. La desproteccion fue con piperidina al 5% en NMP a una temperatura de hasta 70 °C. Los aminoacidos
protegidos utilizados fueron aminoacidos-Fmoc estandar (suministrados, por ejemplo, por Anaspec o
Novabiochem) disueltos con una concentracion de 0.3 M en NMP que contenia HOAt 0.3 M.

Otro método de la sintesis de péptidos fue en un sintetizador de péptidos Applied Biosystems 433 en una escala
de 0.25 mmol o 1.0 mmol utilizando los protocolos FastMoc UV suministrados por el fabricante que emplean
acoplamientos mediados por HBTU (hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio) o
HATU (hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio) en NMP, y monitorizacion por UV
de la desproteccion del grupo protector Fmoc. La resina inicial utilizada para la sintesis de las amidas de los
péptidos fue la resina Rink-Amide. Los derivados de aminoacidos protegidos utilizados fueron Fmoc-aminoacidos
estandar (suministrados, por ejemplo, por Anaspec o Novabiochem) suministrados en cartuchos pesados
previamente adecuados para el sintetizador ABI433A.

Cuando se dese6 una modificacion quimica de una cadena lateral de lisina, se incorporo la lisina como Lys(Mtt) y el
aminoacido N-terminal se incorporé en la secuencia como un Boc-aminoacido o, si el aminoacido N-terminal se
incorporé como un Fmoc-aminoacido, se elimind el grupo Fmoc y el extremo N se protegié mediante el tratamiento
con 6 equivalentes de carbonato-Boc y 6 equivalentes de DIPEA en NMP durante 30 minutos. La resina se lavd con
NMP y DCM y el grupo Mtt se elimind suspendiendo la resina en hexafluoroisopropanol puro durante 20 minutos
seguido por un lavado con DCM y NMP. La modificacion quimica de la lisina se realiz6 afiadiendo uno o mas de los
componentes basicos enumerados mas adelante mediante los mismos métodos que se utilizaron para la sintesis de
péptidos, es decir, mediante uno o mas pasos automaticos en el Liberty o el ABI 433 o mediante uno o mas pasos
de acoplamiento manuales a temperatura ambiente. Después de la sintesis, la resina se lavé con DCM y se sec9, y
el péptido se escindio de la resina mediante un tratamiento de 2 horas con TFA/TIPS/agua (92.5/5/2.5) seguido por
precipitacion con 4 voliumenes de éter dietilico. Después de lavar mas con éter dietilico y secar, el péptido se
redisolvié en agua con una concentracion de 1-2 mg/mL, se ajustd el pH hasta aproximadamente 4.5 y se formo el
puente disulfuro mediante tratamiento con 1.1 eq. de [Pt(IV)etilenodiamina>Cl»Cl, durante toda la noche. Como
alternativa, se formo el puente disulfuro en la resina mediante el tratamiento con 10 equivalentes de yodo en NMP
durante 1 hora. En este caso, se purifico el péptido crudo directamente después de la escision y precipitacion con
éter dietilico.
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Purificacién: El péptido crudo se purific6 mediante HPLC semipreparativa en una columna de 20 mm x 250 mm
empaquetada con silice C-18 de 5 p o 7 p. Las soluciones peptidicas se bombearon en la columna de HPLC y los
péptidos precipitados se disolvieron en 5 mL de acido acético a 50% en H;0, se diluyeron hasta 20 mL con H,O y se
inyectaron en la columna que, a continuacion, se eluyé con un gradiente de un 40-60 % de CH3CN con 0.1% de
TFA, 10 mL/min, durante 50 min a 40 °C. Se recogieron las fracciones que contenian el péptido. El péptido
purificado se liofilizd después de la dilucion del eluido con agua.

Para el analisis de las fracciones del HPLC y el producto final se llevé a cabo un analisis por RP-HPLC utilizando
deteccion UV a 214 nm y, por ejemplo, una columna Vydac 218TP54 de 4.6 mm x 250 mm de silica C-18 de 5 p
(The Separations Group, Hesperia, EE. UU.) y se eluyd con, por ejemplo, 1 mL/min a 42 °C. En la mayoria de las
veces se utilizd una de estas cuatro condiciones de elucion diferentes:

A1: Equilibracion de la columna con un tampén constituido por (NH4)2SO4 0.1 M, el cual se ajustd hasta pH 2.5
con H>SO4 concentrado y elucion mediante un gradiente de un 0% a un 60% de CH3CN en el mismo tampon
durante 50 min.

B1: Equilibracién de la columna con un 0.1% de TFA / H20 y elucién mediante un gradiente de un 0% CHsCN /
0.1% de TFA / H20O a un 60% de CH3CN / 0.1% de TFA / H2O durante 50 min.

B6: Equilibracién de la columna con un 0.1% de TFA / H20 y elucién mediante un gradiente de un 0% CHsCN /
0.1% de TFA / HO a un 90% de CH3sCN / 0.1% de TFA / H2O durante 50 min.

Como alternativa, el analisis por RP-HPLC se realizé utilizando deteccion UV a 214 nm y una columna
Symmetry300, 3.6 mm x 150 mm, silice C-18 de 3.5 py (Waters) que se eluy6 con 1 mL/min a 42 °C.

B4: Equilibracion de la columna con un 0.05% de TFA / H2O y elucion mediante un gradiente de un 5% CHsCN /
0.05% de TFA / H20 a un 95% de CH3sCN / 0.05% de TFA / H20O durante 15 min.

La identidad del péptido se confirmé mediante MALDI-MS en un Microflex de Bruker.
Abreviaturas utilizadas:
HBTU: (hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3 tetrametiluronio
Fmoc: 9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilo
Boc: tert-butiloxicarbonilo
Mtt: 4-metiltritilo
DCM: diclorometano
TIPS: triisopropilsilano
TFA: acido trifluoroacético
NMP: 1-metilpirrolidin-2-ona
HOAL: 1-hidroxi-7-azabenzotriazol
DIC: diisopropilcarbodiimida
Trt: trifenilmetilo
El término «Compuesto X» se refiere al compuesto de acuerdo con el ejemplo X. Por lo tanto, el Compuesto 3 se
refiere al compuesto N-épsilon3-{2-[2-(2-{(S)-4-carboxi-2-[(S)-4-carboxi-2-(19-
carboxinonadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}etoxi)etoxilacetil}-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida.
EJEMPLO 1
N-alfa-(19-carboxinonadecanoil)-Glu-Glu-Arg-[Glu1,Glu14,His17,Glu31]-pramlintida
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EJEMPLO 2

N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Arg-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida
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5 EJEMPLO 3

N-épsilon3-{2-[2-(2-{(S)-4-carboxi-2-[( S)-4-carboxi-2-(19-
carboxinonadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}etoxi)etoxilacetil}-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida
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En la figura 1a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
10 compuesto 3 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 1b, que muestra

la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se

comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 4

N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Glu-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida
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EJEMPLO 5

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida

OH
HN /q'fNTAT—N%ATQRLANFLHHSSNNFGPLPFTNVGSNTN H,
o]

OVOH

OH
[}

En la figura 2a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 5 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 2b, que muestra
la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se
compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 6

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg1,His17]-pramlintida

[o]
H
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OH \Ej\
OH

o

En la figura 3a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 5 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 3b, que muestra
la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se
compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 7

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida
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[}

OVOH
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[}

En la figura 4a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 7 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 4b, que muestra
la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se
compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 8
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-[Arg1,His17]-pramlintida

HO. o]
§—S.
H—N KR—N&*NTAT—N)W’ATQRLANFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNT—H NH,
o] © e}
a

QH

e}

OH
o]

En la figura 5a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 8 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 5b, que muestra
la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se
compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.
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EJEMPLO 9
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-Arg-[His17]-pramlintida

HO.__0
§s——s
H-N KRK—N/g’NTAT—Nl"'ATQRLANFLHHSSNNFGPLF’F‘TNVGSNT—N NH,
H ¢ H H
o 0
o

OH

o]

OH
0]

En la figura 6a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 9 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 6b, que muestra
la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se
compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 10
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37)

§——S.
N/ngTAT—Hj\HfATQRLANFLHHSSNNFGP|LPPTNVGSNT—H NH,
[e]
o
o]
o]

OH

H
oo
HN ©

POCSSSSSS

o

En la figura 7a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 10 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 7b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compar¢ la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 11

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Ser17]-pramlintida (2-37)

L —
HN&?NTAT_N A T @ R L ANF L 8 H 8 8 NNTF GGP | L P PTNWVGS N T—N NHZ
oxt /e ! i
N [e]
(o] [o]
'OH

Hi ¢}

PSSO |

e}

En la figura 8a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 11 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 8b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 12
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Ala17]-pramlintida (2-37)

§——S.
HN/<"7NTATNj\quTQRLANFLAHSSNNFGPILF'F'TNVGSNTu NH,
H
°© o
(o] [o]
OH

OH

=N/
HN o

I

o]

En la figura 9a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 12 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 9b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparoé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 13
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N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Gly17]-pramlintida (2-37)

§—5
HNL,*NTAT—ujﬁ‘fATQRLANFLGHSSNNFGPILPPTNVGSNT—I}:‘I NH,
°© o
[o] [o]
OH

HW )

]

EJEMPLO 14

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg17]-pramlintida (2-37)

§——§
HN/E'fNTAT—NijATQRLANFLRHSSNNFGF'ILPF‘TNVGSNT—H NH,
o
o]
[¢] [o]
OH

W

En la figura 10a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 14 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 10b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 15

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Pro17]-pramlintida (2-37)

§—S.
HN/Q'*NTAT—&jﬁ‘fATQRLANFLPHSSNNFGPILPPTNVGSNTu NH,
o {
o]
o [e)
OH

OH

HM O

o]

EJEMPLO 16

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His17]-pramlintida  (2-
37)

s
K'—NTAT—N ATQRLANFLHHSSNNFGP I LPPTNVGSNT—N NH,
s}
o
o] H Q

HN
o
\O(\ONO\/\N).\/\:/NY\/\/\/\/\/W\/\)LOH

H Ho~=qg ©

OH

En la figura 11a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 16 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 11b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparo la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 17

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[His17]-pramlintida

NH,
N/gNH
H
s s,
H—=N KN&NTAT—Hjﬁ’ATQRLANFLHHSSNNFGPILFPTNVGSNT—N NH,
HN s o
OH

SISO °

[}
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En la figura 12a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 17 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 12b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 18
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Gly 17]-pramlintida

NH,
N/gNH
H
s———s.
H-| K*N/qﬁNTAT—N ATQRLANFLGHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,
nooJ H H
O OH o o o
HN™3 o
PO W

]

OH

En la figura 13a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 18 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 13b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 19

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Ala17]-pramlintida

NH,
N/&NH
H
e KH/QNTAT—DW?ATQRLANFLAHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,
N~ o
J/\/\/\/\/\/\/\/\/\/‘LOH

¢}

OH

En la figura 14a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 19 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 14b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 20

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Ser17]-pramlintida

NH,
N/gm
N
s s
H—N KN/EﬁNTAT—Hj\NfATQRLANFLSHSSNNFGP|LPPTNVGSNT—” NH,
/8 ne © °
HNT o
oH

PO O |

[s]

En la figura 15a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 20 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 15b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 21

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Pro17]-pramlintida

NH,
N/gNH
N
S s
H K*NJ:ﬁNTAT—” ATQRLANFLPHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,
Os-OH A o H
N © ° o
o
oH

PSSO §

)

OH
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EJEMPLO 22

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida

NH
N/&NH
H
) S
H—N’ KNg*NTAT_NjW'ATQRLANFLRHESNNFGP|LF’PTNVGSNT—N NH,
HoJ H H
0-0H o o
HN > o
l/\/\/\/\/\/\/\/\/\/KOH

OH

o

o]

En la figura 16a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 22 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 16b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 23

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Arg17]-pramlintida

NHZ
/L J;hmTAT—NjW—ATQRLANFLRHssNNFGP|LFPTNVG5NT—H NH,

O,\,O\ANL\, DUSSSULISUS °
H

Ho"=0 ©

OH

En la figura 17a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 23 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 17b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparo la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 24

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Ala17]-pramlintida

/L J;fNTAT—NjﬁrATQRLANFLAHSSNNFGPLPPTNVGSNT—N NH,

o
ONO\/xNJ\/\,N
H Ho=0O

QH

En la figura 18a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 24 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 18b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compar¢ la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 25

N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida

NH.
N/KNH
y
§—s
H—N’ K—N/(NfNTATN%’ATQRLANFLRHSSNNFGPILPPTNVGSNTN NH,
Hoog H it
o o]

OH

Q

OH
o

EJEMPLO 26

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida
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/gNH OH
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HN
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EJEMPLO 27

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida

§—=s
H—NL'*NTAT—uj\NfATQRLANFLHHSSNNFGPLPPTNVGSNT—N NH,
H
o
o
o}
OH

HNTR\
N

=
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oxn /
o
N o
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En la figura 19a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 27 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 19b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 28

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His17]-pramlintida

HNTR,

= N §———S

H—N K—ﬂ/g'fNTAT—ujﬁ‘fATQRLANFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,
Hﬁﬂ'\(/ o] © o o} o]
,(/VVVWWV\AOH

Q

En la figura 20a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 28 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 20b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 29

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His1,His17]-pramlintida

CH

HN/\\N

— s———s

H—N uﬁwaTAT—Hjﬁ]fATQRLANFLHHSSNNFGPILF‘PTN\IGSNT—u NH,
/\,\/ o © o}

e} (e}
‘/\/\/\/\/\/\/\/\/\)kOH

0s-0H
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En la figura 21a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 29 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 21b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 30

N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37)

S—S.
N/ngTAT—HjW*ATQRLANFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNT—” NH,
O
Q
e} (e}

H
HN’\’\/ 0
WMLOH

[e]
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En la figura 22a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 30 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 22b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 31
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida

HN

/q\;(g»NTAT—N%’ATQRLANFLHHSSNNFGPLPPTNVGSNT—N NH,
OVOH

[e]

O

En la figura 23a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 31 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 23b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 32
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His1,His17]-pramlintida

AN

J:‘"\;/Q'—NTAT—Nj\rrATQRLANFLHHssNNFGPLPPTNVGSN—N NH,
OOH

X e}
0

En la figura 24a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 32 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 24b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 33

N-alfa-[4-carboxi-4-({4-[(19-carboxinonadecanoilamino)metil]frans-ciclohexanocarbonil}amino)butiril]-[His 1,His17]-
pramlintida

/qi&NTAT—N%’ATORLANFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,

o

OH

OvOH
HN

OX'O\/H y

En la figura 25a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 33 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 25b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 34

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,Arg17]-
pramlintida

HN-\

/¢/Q'»NTAT—N%*ATQRLANFLRHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,

o}
ONOwNMNW oH

Ho"~0 ©
EJEMPLO 35

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,Arg17]-pramlintida
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EJEMPLO 36

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 1,Arg17]-pramlintida

/qigp(TAT—uj\HfATQRLANFLRHSSNNFGP!LPPTNVGSN—u NH,,

OVOH
o

HN

ISSOSSSS

EJEMPLO 37

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,His17]-
pramlintida

HNTR

K/Q—NTAT—N%*ATQRLANFLHHSSNNFGPLPPTNVGSN—N NH,

=]
ONO\AN)\/\,NY\/\M/\M/\/\)LOH
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En la figura 26a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 37 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 26b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compar¢ la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 38

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His1,His17]-
pramlintida

HNTR

/qi/Q—NTAT—Nj\NfATQRLANFLHHSSNNFGFLPPTI\VGSNT—N NH,
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En la figura 27a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 38 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 27b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 39
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[His 1,His17]-pramlintida

OH
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En la figura 28a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 39 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 28b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 40
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N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 17]-pramlintida
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En la figura 29a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 40 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 29b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 41

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,His17,GIn21,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-
pramlintida

HO. ie]
§—— S
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ovor /¢ ° s
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En la figura 30a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 41 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 30b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 42

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,Asp14,His17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-
pramlintida

nm/‘\/\naq’owzaq NTAT*uj\ﬂfﬁ\TQRLADFLHHSSNNFGAPLSSTNVGSNTfn\ANHZ
o= /\/VNM\KDH \©\m
EJEMPLO 43
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Asp14,His17]-pramlintida (2-37)

OH

§s———s
HNJ;7NTAT— ATQRLADFLHHSSNNFGP I LPPTNYVGSNT—N NH,
O OH )
HN ©
o 0
OH

W

EJEMPLO 44
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Glu24]-pramlintida (2-37)

S8,
Ng‘l\lTAT—uj\NfATQRLANFLHHSSNNFEDLPPTNVGSNT—N NH,
o
o
o]

)
oo |

HN 0
J/\/V\/\/\A/\/\/\/ﬁ\oH

o

EJEMPLO 45

OH

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]
etoxi}etoxi)acetil][Arg1, His17]-pramlintida
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NH

OH

L&NTATNj\HfATQRLANFLHHSSNNFGF’LPPTNVGSNTN NH,,

o]
HO20 o
O/\,o\/\NA\/o\/\Oz\,N\(\/\N Ao OH
o]

En la figura 31a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 45 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 31b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compar¢ la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 46

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1 ,Arg17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-
pramlintida

HNiREN/(*NTAT—jﬁrATQRLANFLRHSSNNFGAPLSSTNVGSNT—N NH,
OOH

(0]
‘/\/\/\N\/\/\/\/\/"‘OH

O

EJEMPLO 47

OH

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17, Arg18]-pramlintida

OH

HNR\

/¢ /Q'*NTAT—N%ATQRLANFLHRSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,
OVOH

o]
[}

En la figura 32a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 47 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 32b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 48

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,Asp14,His17,GIn21,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida

/iRE—N%NTAT—Nj\HfATQRLADFLHHSSQNFGAPLSSTNVGSNT—N NH,
OOH

o]
l/\/\/\/vv\/v\/\)w

)
EJEMPLO 49

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1,Arg17]-pramlintida

S,

—
H—N E—N&NTAT—N%’ATQRLANFLRHSSNNFGPLPPTNVGSNT—H NH,

oxor / ° ’
Y o 0 ©
AN o} Q

CH

EJEMPLO 50

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1,His17]-pramlintida
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o o

EJEMPLO 51

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Glu1,His17]-pramlintida

/(NfNTAT—N ATQRLANFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNT—N NH,
OOH H H
~
]
0

EJEMPLO 52

OH

N-alfa-[3-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)
butirilamino]etoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionilamino] [Arg1,His17]-pramlintida

/&2

QH
/LLH—NTAT—I\%—ATQRLANFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNTHT,JENH

/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\N)]\/\/ Y\/\/\/\/\M

/\ e}
EJEMPLO 53
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Asp31]-pramlintida (2-37)

§———sS.
HNL‘*NTAT—I\)\N’ATQRLANFLHHSSNNFGP|LPPTDVGSNT—N NH,
Oﬂ\/ ° ol

o
HN' 3 o
OH

[s]

OH

EJEMPLO 54

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[His 1,His17]-pramlintida

HO. o OH
S 8.

H—N HHH—N):,—NTAT—N ATQRLANFLHHSSNNFGPI LPPTNVGSN T—) NH,
05-0H b H "
)2y o
HNA o ©

o o
‘/\vavvvv\)kw

Q

o

En la figura 33a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 54 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 33b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 55
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[Arg1,His17]-pramlintida

HO, o OH
s S,
H—N HRR—N/ngTAT—N A T QR LANFLHHSSNNFGPI LPPTNVGSNT—N NH,
H H H

Ox-OH o
N~ o Q o]

o o]

CH
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En la figura 34a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 55 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 34b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compar¢ la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 56

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-[Arg1,His17]-
pramlintida

AN

/¢ /q’fNTAT—Nj\NfATQRLANFLHHSSNNFGPLPPTNVGSNT—N NH,

NowNR\,V SO W ’

Ho"~0 ©

En la figura 35a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 56 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 35b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 57

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-[Arg1,Arg17]-
pramlintida

HNR

/¢ ngTATNijATQRLANFLRHSSNNFGPILF‘PTN\/GSNT—N NH,

o

O/\/O\/\N
H HOAO

En la figura 36a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 57 muestra una reduccion poco importante de la ingesta de alimentos. La figura 36b muestra la ingesta
de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas, respectivamente. Se comparo la
ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 58
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17]-pramlintida

H—N L'fNTAT—NijATQRLANFLRHSSNNFGPILPPTN\/GSNT—N NH,
U*,,OH e}

o

OH

En la figura 37a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 58 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 37b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 59

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,His17,GIn21]-pramlintida

N

/qi L'—MTATj\ﬂfATQRLANFLHHSSQNFGPILPPTNVGSNT—N NH,

e}

o/\/"\/\w
HO&O

En la figura 38a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 59 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 38b, que
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muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 60

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His 17]-pramlintida

HN/ _OH

waNTAT NjwaTQRLANFLHHSSNNFGPILPF’TNVGSNTN TNH

Os-OH
HN’\/\

i/\/\/\/\//\
EJEMPLO 61

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(5-carboxipentanoilamino)butiril]-His-His-[His 1,His 17]-pramlintida,

OH

HN

/qi /E'fNTAT—N%’ATQRLANFLHHSSNNFGPILF‘PTNVGSNT—N NH,
OvOH

HN o

OH
[e)

EJEMPLO 62

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida (2-37)

S——=S
HN/gnyTAT*’)W*ATQRLANFLHHSSNNFGFILF‘F‘TN\/GSNTN NH,
[¢]

]

OH

o

OJ\/O\/\O/\/N /\/O\/\NJ\/\/ Y\/\/\/\/\/\/\/\)‘\

HO&O °
EJEMPLO 63
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-GluHis-His-[Arg1,His17,GIn21]-pramlintida

o}
'OH

Q q [} OH
HN H H H H
N HHR—N\)LNTAT—N\)LATQRLANFLHHSSQNFGP\LPPTNVGSNT—N\/I\NH
: H H 2
0% oH l i P H
HO™ O OH

En la figura 39a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 63 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 39b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compard la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 64
N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(19-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida (2-37)

QH

/(NfNTAT—jﬁ]—ATQRLANFLHHSSNNFGPLPF’TN\/GSNT— NH,
[e]
o O\/\O/\/N\“/\ /\/O\/\N)I\/\/YVVW\/\AN

En la figura 40a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 64 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 40b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.
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EJEMPLO 65

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida

OH

HNR\

/¢HR—);*NTAT—Nj\NfATQRLANFLRHSSQNFGPLFPTNVGSNT—N NH,
o

o/\,o\/\N)\/\,N
H oo 0

EJEMPLO 66

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[His 1,His17]-pramlintida

:/OH
Ji”i /E—NTATNj\ﬂfATQRLANFLHHSSNNFGPLPPTNVGSNTN‘\HfNHz
o¥oH

<]

HN

\/\/‘\/\/\/WM
0

En la figura 41a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 66 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 41b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se comparé la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 67

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,His17]-pramlintida

HO. o OH
s s
H HHR—N/EfNTAT—Nj\"—ATQRLANFLHHssNNFGP|LPFTNVGSNT—N NH,
HN ° ©
3 0

[¢]

[e]

En la figura 42a, que muestra la ingesta de alimentos a lo largo de un periodo de 48 horas, se observa que el
compuesto 67 es eficaz para reducir la ingesta de alimentos. Esto también esta ilustrado en la figura 42b, que
muestra la ingesta de alimentos acumulada en los periodos de 0-24 horas, 24-48 horas y 0-48 horas,
respectivamente. Se compar¢ la ingesta de alimentos utilizando la prueba de la t de Student bilateral, alfa = 0.05.

EJEMPLO 68

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida

HO. o OH
S S,
H—N HHR—N):,—NTAT—N ATQRLANFLRHSSQNFGP I LPPTNVGSN T—N NH,
05-0H R H "
o o
HNA o ©
o o
‘/\/W\/WW\)‘\OH

Q

EJEMPLO 69

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida

HO. o] OH
S S.
H—| RHR—N/ngTAT—Njﬁ"ATQRLANFLHHSSNNFGPILPF‘TNVGSNT—N NH,
HN™ o o
o] o]
PSS W

o]

EJEMPLO 70

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida
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NH OH
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o

EJEMPLO 71

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[Arg1,His17]-pramlintida

HN/\\N

S s
H=N HR—N/Q—NTAT—N ATQRLANFLHHSSNNFGP I LPPTNYGSNT—N NH,
5-OH H o H H
H o o
o

o
HN o

o
‘/\/\/\/\/\/\/\/\/\/LOH

[s]

EJEMPLO 72
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 1,His17]-pramlintida

HN/\\N

= S,

H—=N RH—NJ;fNTAT—NlN’ATQRLANFLHHSSNNFGPLF'PTNVGSNT—N NH,

HN o o] 5
o [*)

‘/\/\/\/\N\/\/\/\)kw

[s]

Los derivados de amilina de acuerdo con los ejemplos 1-72 se estudiaron en el «ensayo de la luciferasa» tal como
se describe mas adelante y los resultados se muestran en la tabla 1 junto con el peso molecular, PM, de los
derivados de amilina.

Tabla 1:
Ejemplo PM Potencia Luciferasa pmol/L
1 4757.4 900
2 4870.6 900
3 4730.4 400
4 4843.5 2000
5 4312.9 100
6 4469.1 300
7 44411 200
8 4597.3 70
9 47255 60
10 4284.9 80
11 4262.9 100
12 4246.9 100
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Ejemplo PM Potencia Luciferasa pmol/L
13 4232.8 400
14 4332.0 200
15 4279.9 8000
16 4458.1 100
17 4597.3 80
18 4517.2 100
19 4531.2 100
20 4547.2 100
21 4557.3 2000
22 4616.3 100
23 4761.5 100
24 4676.4 80
25 4572.3 30
26 4588.3 50
27 4587.2 100
28 4578.2 100
29 4450.1 70
30 4268.9 60
31 4559.2 20
32 4422.0 80
33 4589.3 100
34 4751.4 200
35 4606.3 100
36 4469.1 100
37 4595.2 90
38 4732.4 100
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Ejemplo PM Potencia Luciferasa pmol/L
39 4724.4 60
40 4734.4 100
41 4679.2 100
42 4666.2 600
43 4313.9 100
44 4385.0 100
45 4731.4 30
46 4684.2 200
47 4606.3 200
48 4680.2 60
49 4590.2 300
50 4571.2 300
51 4442.0 200
52 4864.6 80
53 4313.9 60
54 4853.5 100
55 4891.6 200
56 4888.6 90
57 4907.6 300
58 4891.6 200
59 4902.6 60
60 4696.3 50
61 4528.0 40
62 4575.2 40
63 4888.6 100
64 4603.2 70
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Ejemplo PM Potencia Luciferasa pmol/L
65 4921.6 100

66 4872.5 100

67 4872.5 100

68 4905.6 100

69 4891.6 100

70 4762.5 100

71 4743.4 90

72 4743.4 50

Se estudio la semivida de los derivados de amilina de la invencién en minicerdos y ratas tal como se describe en los
ensayos mas adelante. Los datos se proporcionan en la tabla 2:

Tabla 2:
Ejemplo T%2 en minicerdos, horas T%2 en ratas, horas
5 70 16
10 66 11
20 41 10
22 34 13
23 53
27 64
29 110
31 41
37 66
39 60 14
40 31
47 30
54 53
55 38
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Ejemplo T2 en minicerdos, horas TV en ratas, horas

56 31

ENSAYOS

Ensayo farmacolégico (I) - Protocolo experimental para estudiar la eficacia en el apetito con un derivado de
amilina, utilizando un modelo en ratas de alimentacion sin restricciones.

Para los experimentos se utilizaron ratas Sprague Dawley (SD) de Taconic Europe, Dinamarca. Las ratas tienen un
peso corporal de 200-250 g al inicio del experimento. Las ratas llegan al menos 10-14 dias antes del inicio del
experimento para permitir la aclimatacion al entorno experimental. Durante este periodo los animales se manipulan
al menos 2 veces. Después de la llegada, las ratas se alojan individualmente durante una semana en una fase de
luz/oscuridad invertida (lo que quiere decir que las luces estan apagadas por el dia y encendidas por la noche)
durante dos meses. Ya que las ratas estan normalmente activas y toman la mayor parte de su ingesta diaria de
alimentos durante el periodo de oscuridad, reciben las dosis por la mafiana justo antes de que las luces se apaguen.
Esta configuracion da como resultado la menor variacién de los datos y una sensibilidad elevada de la prueba. El
experimento se lleva a cabo en las jaulas en las que viven las ratas y estas tienen libre acceso a alimentos y agua a
lo largo del periodo de aclimatacion y el periodo experimental. Cada dosis del derivado se prueba en un grupo de 5-8
ratas. Se incluye un grupo con vehiculo de 6-8 ratas en cada conjunto de prueba. Las ratas reciben dosis una vez
segun el peso corporal con una solucion de 0.01-3 mg/kg administrada por via intraperitoneal (ip), oral (po) o
subcutanea (sc). Para cada grupo se registra el momento de la dosificacion. Después de la dosificacion, se
devuelven las ratas a las jaulas donde viven, donde tienen acceso posteriormente a alimentos y agua. Se registra
individualmente el consumo de alimentos de manera continua mediante el registro via internet o manualmente cada
hora durante 7 horas y, después tras 24 h y a veces 48 h. Los animales son sacrificados al final de la sesion
experimental.

Los datos individuales se registran en hojas Excel de Microsoft. Los valores atipicos se excluyen después de aplicar
la prueba de evaluacion estadistica de Grubbs para los valores atipicos, y el resultado se presenta graficamente
utilizando el programa GraphPad Prism.

Ensayo farmacolégico (ll) - Protocolo experimental para estudiar la eficacia en el apetito con un derivado de
amilina, utilizando un modelo en ratas de alimentacion programada.

Para los experimentos se utilizaron ratas TAC:SPRD @mol o ratas Wistar rats del Centro de M&B Breeding and
Research Centre A/S, Dinamarca. Las ratas tienen un peso corporal de 200-250 g al inicio del experimento. Las
ratas llegan al menos 10-14 dias antes del comienzo del experimento con un peso corporal de 180-200 g. Cada
dosis del derivado se estudia en un grupo de 6-8 ratas. Se incluye un grupo con vehiculo de 6-8 ratas en cada
conjunto de prueba.

Cuando los animales llegan se alojan individualmente. Al menos 7 dias antes del inicio del estudio, empezaran a
recibir adiestramiento para el programa de alimentacion que les permite tener acceso libre a alimentos y agua en un
periodo de tiempo programado entre 3y 7 h. En el periodo restante del dia, las ratas no tendran acceso a alimentos,
tan solo a agua. En una semana, las ratas tomaran la racion diaria completa en la programacion fijada. Ya que las
ratas normalmente inician la ingesta de alimentos cuando se apaga la luz, y toman la mayor parte de su ingesta de
alimentos diaria durante la noche, el resultado de esta configuracion es que permite monitorizar la ingesta de
alimentos durante el dia y normalmente significara que hay una variacion menor en el grupo con vehiculo en
comparacién con una rata alimentada sin restricciones. Durante el periodo de aclimatacion de 10-14 dias, las ratas
tienen acceso libre a alimentos y agua. Durante este periodo los animales se manipulan al menos 3 veces. El
experimento se lleva a cabo en las jaulas en las que viven las ratas. Justo antes de la dosificacion, las ratas se
distribuyen aleatoriamente en varios grupos de tratamiento (n = 6-8) segun el peso corporal. Reciben las dosis
dependiendo del peso corporal entre 15 y 30 min antes de tener acceso a los alimentos con una soluciéon de 0.01-3
mg/kg administrada por via intraperitoneal (ip), oral (po) o subcutanea (sc). Para cada grupo se registra el momento
de la dosificacion. Después de la dosificacion, se devuelven las ratas a las jaulas donde viven, donde tienen acceso
posteriormente a alimentos y agua. El consumo de alimentos se registra individualmente de manera continua
mediante el registro via internet 0 manualmente cada hora durante el programa. Los animales son sacrificados al
final del experimento.

Los datos individuales se registran en hojas Excel de Microsoft. Los valores atipicos se excluyen después de aplicar
la prueba de evaluacion estadistica de Grubbs para los valores atipicos, y el resultado se presenta graficamente
utilizando el programa GraphPad Prism.

Ensayo con luciferasa (ll1)

1. Resumen del ensayo con amilina
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Se ha publicado previamente (Poyner DR et al. 2002, Pharmacological Reviews 54(2) 233-246) que la activacion de
los receptores de la amilina (coexpresion del receptor de calcitonina y péptidos RAMP que modifican la actividad del
receptor) por la amilina conlleva un aumento en la concentracion intracelular de cAMP. En consecuencia, se activa la
transcripcion en promotores que contienen multiples copias del elemento de respuesta a cAMP (CRE, por sus siglas
en inglés) Por lo tanto, es posible medir la actividad de la amilina mediante el uso de un gen indicador CRE
luciferasa introducido en células BHK que también expresan un receptor de amilina.

2. Construccion de una linea celular Amilina 3(a)/CRE-luc

Una linea celular BHK570 transfectada de manera estable con el receptor de calcitonina humano (CTa) y un gen
indicador CRE-sensible a luciferasa. La linea celular se transfectd adicionalmente con RAMP-3 utilizando métodos
estandar. Esto convierte el receptor de calcitonina en un receptor de amilina 3(a). Metotrexato, neomicina e
higromicina son marcadores de seleccion para la luciferasa, receptor de calcitonina y RAMP-3, respectivamente.

3. Ensayo con amilina luciferasa

Para realizar los ensayos de actividad, se sembraron células BHK amilina 3(a)//CRE-luc en placas de cultivo de 96
pocillos con una densidad de aproximadamente 20 000 células/pocillo. Las células estuvieron en 100 uL de medio
de cultivo (DMEM con un 10% de FBS, 1% de penicilina/estreptomicina, Na-piruvato 1 mM, metotrexato 250 nM, 500
pg/mL de neomicina y 400 pg/mL de higromicina). Después de la incubacion durante toda la noche a 37 °C y un 5%
de CO3, se reemplazd el medio de crecimiento por 50 uL/pocillo de medio de ensayo (DMEM (sin rojo fenol),
Glumamax™, 10% de FBS, y HEPES 10 mM, pH 7.4). Ademas, se afhadieron 50 pL/pocillo de patrén o muestra en
tampon de ensayo. Después de 4 horas de incubacion a 37 °C y un 5% de CO,, se elimind el medio de ensayo con
patron o muestra y se reemplazé por 100 pL/pocillo de PBS. Ademas, se afadieron 100 yL/pocillo de LucLite™. Las
placas se sellaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, se midié la luminiscencia
en un contador de sobremesa (Packard) en modo SPC (recuento de fotdn unico).

Ensayo (IV) Introduccion general a los ensayos de fibrilacion de ThT para la evaluaciéon de la estabilidad
fisica de formulaciones proteicas

La baja estabilidad fisica de un péptido puede conllevar la formacién de fibrillas amiloides, que se observa como
estructuras macromoleculares bien ordenadas con aspecto de hilo en la muestra que dan como resultado en ultima
instancia la formacion de un gel. Esto se ha medido tradicionalmente mediante la inspeccion visual de la muestra.
Sin embargo, ese tipo de medida es muy subjetiva y depende del observador. Por lo tanto, la aplicacion de una
sonda que es una molécula indicadora de bajo peso molecular es mucho mas conveniente. La tioflavina T (ThT) es
una sonda de este tipo y tiene una sefial fluorescente caracteristica cuando se une a las fibrillas [Naiki et al. (1989)
Anal. Biochem. 177, 244-249; LeVine (1999) Methods. Enzymol. 309, 274-284].

La evolucion temporal de la formacién de fibrillas se puede describir mediante una curva sigmoidea con la siguiente
expresion [Nielsen et al. (2001) Biochemistry 40, 6036-6046]:

ff+mft

F=f+mt+ T

|
Eq.(1)
En ella, F es la fluorescencia de ThT en el tiempo t. La constante to es el tiempo que se necesita para alcanzar el

50% de la florescencia maxima. Los dos parametros importantes que describen la formacion de fibrillas son el
tiempo lag calculado mediante to - 21 y la constante de velocidad aparente kap, = 1/7.

fluorescencia de Tht

PN BT U S R

t -

Lag-tiempo = t; = 2T 0 Tlempo
Se sugiere la formacion de un intermedio parcialmente plegado del péptido como un mecanismo iniciador general
para la fibrilaciéon. Pocos de estos intermedios experimentan un proceso de nucleacién para formar un molde sobre
el cual se pueden ensamblar mas intermedios y avanzar la fibrilacion. El tiempo lag corresponde el intervalo en el
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cual la masa critica del nucleo se acumula y la constante de velocidad aparente es la velocidad a la cual se forma la
propia fibrilla.

Preparacion de la muestra

Las muestras se prepararon justo antes de cada ensayo. En cada ejemplo se describe cada composicion de la
muestra. Se ajusto el pH de la muestra al valor deseado utilizando cantidades apropiadas de NaOH y HCIO4 o HCI
concentrados. Se afadié tioflavina T a las muestras a partir de una solucién madre en H,O hasta una concentracion
final de 1 uM.

Se colocaron alicuotas de las muestras de 200 puL en una placa de microvaloracion de 96 pocillos (Packard Opti-
Plate™-96, poliestireno blanco). Normalmente se colocaron cuatro u ocho réplicas de cada muestra
(correspondientes a una condicion de prueba) en una columna de pocillos. La placa se sellé6 con Scotch Pad
(Qiagen).

Incubacion y medida de la fluorescencia

La incubacion a una temperatura concreta, agitacion y medida de la emision de florescencia de ThT se realizaron en
un lector de placas de fluorescencia Fluoroskan Ascent FL o un lector de placas Varioskan (Thermo Labsystems). La
temperatura se ajusté a 37 °C. La agitacion orbitalica se ajusté a 960 rpm con una amplitud de 1 mm en todos los
datos presentados. La medida de la florescencia se realizé utilizando excitaciéon a través de un filtro de 444 nm y
medida de la emisién a través un filtro de 485 nm.

Cada ciclo se inici6 incubando la placa a la temperatura de ensayo durante 10 min. La placa se midié cada 20
minutos durante un periodo de tiempo deseado. Entre cada medida, la placa se agitdé y calentd tal como se ha
descrito.

Tratamiento de los datos

Se guardaron los puntos de las medidas en un formato de Microsoft Excel para un procesamiento posterior y el
trazado y ajuste de la curva se realizé utilizando GraphPad Prism. La emision de fondo de ThT en ausencia de
fibrillas fue despreciable. Los puntos de los datos son normalmente una media de cuatro u ocho muestras y se
muestran con barras de desviacion estandar. Unicamente se presentan en el mismo gréfico los datos obtenidos en
el mismo experimento (es decir, muestras en la misma placa) lo que garantiza una medida relativa de la fibrilacion
entre experimentos.

El conjunto de datos se puede ajustar a la Ec. (1). Sin embargo, ya que en este caso no siempre se consiguen
curvas completamente sigmoideas durante el tiempo de medida, el grado de fibrilacidon se expresa como florescencia
de ThT tabulada como la media de las muestras y se muestra con la desviacién estandar en varios puntos
temporales.

ENSAYO (V) PK - DETERMINACION DE T%. EN MINICERDOS

La T% es la semivida terminal = In2/A\, de un compuesto en el plasma. Az, es la constante de velocidad de primer
orden asociada con la porcion terminal (log-lineal) de la curva de concentracion plasmatica-tiempo y se estima
mediante la regresion lineal del tiempo frente a log. de la concentracion.

Los valores de T para los analogos de amilina de la invencién se determinan mediante estudios farmacocinéticos
en minicerdos Gottingen macho de Ellegaard Goéttingen Minipigs ApS y se siguen los principios referentes al cuidado
de animales de laboratorio.

Se permitié un periodo de aclimatacién de aproximadamente 6-10 semanas antes de que los animales entraran en el
estudio. Al comienzo del periodo de aclimatacién, los minicierdos tuvieron aproximadamente de 5 a 12 meses de
edad y un peso en el intervalo de 7-35 kg. A los minicerdos se les insertaron dos catéteres venosos centrales que se
utilizaron para la obtencion de muestras de sangre.

Los estudios se llevaron a cabo en una habitacién para animales que se iluminé para tener ciclos de aprox. 12 horas
de luz 'y 12 horas de oscuridad. Los animales se alojaron individualmente.

Los animales tuvieron acceso libre a agua de bebida de calidad doméstica durante el estudio, pero normalmente se
mantuvieron en ayunas desde la noche anterior a la dosificacion hasta aprox. 6-12 horas después de la dosificacion.
Los animales se pesaron a la llegada y el dia de la dosificacion.

En los presentes estudios, las sustancias de prueba se administraron por via subcutanea en dosis de aprox. 2
nmol/kg. Los animales recibieron una unica inyeccion subcutanea. La inyeccion subcutanea se administré en el lado
derecho del cuello, aproximadamente a 5-7 cm de la oreja y a 7-9 cm del centro del cuello. Las inyecciones se
administraron con un tope en la aguja, que permitid6 que se introdujeran 0.5 cm de la aguja. Cada sustancia se
administr6 normalmente a tres, pero en algunos casos a dos o cuatro, animales.
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Se obtuvieron perfiles completos de concentracion plasmatica-tiempo, empleando 12-16 puntos de muestreo, para
cada animal. En el ejemplo, las muestras de sangre se recogieron de acuerdo con la siguiente programacion:

Después de la administracién subcutanea:

Predosis (0), 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 168 y 240 horas tras la inyeccién. En algunos casos, también
se tomaron muestras de sangre adicionales hasta 288 horas después de la inyeccion.

En cada momento de muestreo, se extrajeron de 0.5 a 2 mL de sangre de cada animal. Las muestras de sangre se
tomaron mediante el catéter venoso central.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de prueba con EDTA (es decir, microtubo 1.3 mL K3E de Sarstedt).
Las muestras de sangre se mantuvieron en hielo durante 20 min. como maximo antes de la centrifugacion. Se
separo el plasma utilizando centrifugacion (es decir, a 4 °C, 10 min., 1500 G) y se transfirié inmediatamente a tubos
Micronic. Se transfirieron aproximadamente 200 uL de plasma a cada tubo Micronic. El plasma se almacend a -20 °C
hasta que se sometié a ensayo. Las muestras de plasma se sometieron a ensayo para determinar el contenido de
amilina utilizando un ensayo ELISA.

Los perfiles de concentracién plasmatica-tiempo se analizaron mediante un analisis farmacocinético no
compartimentalizado (NCA, por sus siglas en inglés) utilizando WinNonlin Professional 5.0 (Pharsight Inc., Mountain
View, CA, EE. UU.). Se llevé a cabo NCA utilizando los perfiles individuales de concentraciéon plasmatica-tiempo
para cada animal. La T'z es la semivida terminal = In2/A, y se determiné a partir de A, la constante de velocidad de
primer orden asociada con la porcion terminal (log-lineal) de la curva, estimada mediante la regresion lineal del
tiempo frente a log. de la concentracion.

Ensayo plasmatico ELISA para la cuantificacion de amilina

El ELISA con amilina humana es un inmunoensayo sandwich con anticuerpos monoclonales para determinar los
niveles de amilina en el plasma humano. El anticuerpo de captura reconoce la amilina humana, el acido de amilina
(amilina desamidada), un fragmento 1-20 de la amilina, pero no amilina reducida. El anticuerpo de deteccién se une
a la amilina humana reducida o no reducida pero no al acido de amilina y forma un complejo con la estreptavidina-
fosfatasa alcalina. El sustrato, 4-metilumbeliferilfosfato, se aplica al sandwich completado y la sefal fluorescente,
monitorizada a 355 nm/460 nM, es proporcional a la cantidad de amilina presente en la muestra.

ENSAYO (VI) PK - DETERMINACION DE T': EN RATAS

La T% es la semivida terminal = In2/A\, de un compuesto en el plasma. Az, es la constante de velocidad de primer
orden asociada con la porcion terminal (log-lineal) de la curva de concentracion plasmatica-tiempo y se estima
mediante la regresion lineal del tiempo frente a log. de la concentracion.

Los valores de T'2 para los analogos de amilina de la invencién se determina mediante estudios farmacocinéticos en
ratas macho Sprague Dawley de Taconic Europa y se siguen los principios referentes al cuidado de animales de
laboratorio.

Se permitié un periodo de aclimatacion de aproximadamente 7 dias antes de que los animales entraran en el
estudio. Al comienzo del periodo de aclimatacion, las ratas tuvieron un peso en el intervalo de 300-400 g. A las ratas
se les insertaron catéteres permanentes en la arteria carétida que se utilizaron para la obtencion de muestras de
sangre.

Los estudios se llevaron a cabo en una habitaciéon para animales que se iluminé para tener ciclos de aprox. 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales se alojaron individualmente debido a los catéteres y tuvieron agua y
alimentos sin restricciones. Los animales se pesaron los dias de la dosificacion.

En los presentes estudios, las sustancias de prueba se administraron por via subcutanea en dosis de aprox. 20
nmol/kg. Los animales recibieron una Unica inyeccion subcutanea al cuello utilizando una aguja 25G con jeringuilla.
Cada sustancia se administré normalmente a tres, pero en algunos casos a dos o cuatro, animales.

Se obtuvieron perfiles completos de concentracién plasmatica-tiempo, empleando 8-10 puntos de muestreo, para
cada animal. En el ejemplo, las muestras de sangre se recogieron de acuerdo con la siguiente programacion:

Después de la administracién subcutanea:

Predosis (0), 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 12, 24, 48 y 72 horas tras la inyecciéon. En cada momento de muestreo, se
extrajeron de 0.08 a 0,10 mL de sangre de cada animal. Las muestras de sangre se tomaron mediante el catéter.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de prueba con EDTA. Las muestras de sangre se mantuvieron en
hielo durante 20 min. como maximo antes de la centrifugacion. Se separé el plasma utilizando centrifugacion (es
decir, a 4 °C, 10 min., 1500 G) y se transfirié6 inmediatamente a tubos Micronic o placas de PCR. Se transfirieron
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aproximadamente 40 pL de plasma y se almacenaron a -20 °C hasta que se sometieron a ensayo. Las muestras de
plasma se sometieron a ensayo para determinar el contenido de amilina utilizando un ensayo ELISA.

Los perfiles de concentracién plasmatica-tiempo se analizaron mediante un analisis farmacocinético no
compartimentalizado (NCA, por sus siglas en inglés) utilizando WinNonlin Professional 5.0 (Pharsight Inc., Mountain
View, CA, EE. UU.). Se llevé a cabo NCA utilizando los perfiles individuales de concentraciéon plasmatica-tiempo
para cada animal. La T'z es la semivida terminal = In2/A, y se determiné a partir de A, la constante de velocidad de
primer orden asociada con la porcion terminal (log-lineal) de la curva, estimada mediante la regresion lineal del
tiempo frente a log. de la concentracion.

Ensayo plasmatico ELISA para la cuantificacion de amilina

El ELISA con amilina humana es un inmunoensayo sandwich con anticuerpos monoclonales para determinar los
niveles de amilina en el plasma humano. El anticuerpo de captura reconoce la amilina humana, el acido de amilina
(amilina desamidada), un fragmento 1-20 de la amilina, pero no amilina reducida. El anticuerpo de deteccién se une
a la amilina humana reducida o no reducida pero no al acido de amilina y forma un complejo con la estreptavidina-
fosfatasa alcalina. El sustrato, 4-metilumbeliferilfosfato, se aplica al sandwich completado y la sefal fluorescente,
monitorizada a 355 nm/460 nM, es proporcional a la cantidad de amilina presente en la muestra.

ENSAYO (VII) - DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD

Se midieron las curvas de solubilidad frente al pH de la siguiente manera. Se preparé una formulacién y se ajustaron
las alicuotas a los valores de pH en el intervalo deseado afadiendo HCIO4 o HCI y NaOH. Las muestras se dejaron
a temperatura ambiente durante 2-3 dias para que se equilibraran. A continuacion, se centrifugaron las muestras. Se
retir6 una pequefa alicuota de cada muestra para el analisis de HPLC inversa con el fin de determinar la
concentracion de las proteinas en solucion. Se midié el pH de cada muestra después de la centrifugacion, y se
represento la concentracion de cada proteina frente al pH medido.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Novo Nordisk A/S
<120> Derivados de amilina
<130> 7860.205-EP
<160> 35
<170> Patentln versién 3.5
<210> 1
<211>37
<212>PRT
< 213> HUMAN A
<400> 1

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> 2

<211>37

<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL

<220>

< 223> péptido

< 220> 25

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (1)..(1)

< 223> Xaa1 se elimina o se selecciona independientemente entre Lys, Arg, His y Glu
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (3)..(3)

< 223> Xaa3 se selecciona independientemente entre Asny Lys

<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (14)..(14)

< 223> Xaa14 se selecciona independientemente entre Glu, Asn, Gln 'y Asp
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC
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222 (17)

< 223> Xaa17 se selecciona independientemente entre His, Ser, Gly, Arg y Pro

<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (18)..(18)

< 223> Xaa18 se selecciona independientemente entre His o Arg
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

<222>(21) .. (21)

< 223> Xaa21 se selecciona independientemente entre Asp, Asn y Gin

<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (24) .. (24)

< 223> Xaa24 se selecciona independientemente entre Glu y Gly
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (25) .. (25)

< 223> Xaa25 se selecciona independientemente entre Ala y Pro
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (26) .. (26)

< 223> Xaa26 se selecciona independientemente entre Pro e lle
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (28) .. (28)

< 223> Xaa28 se selecciona independientemente entre Sery Pro
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (29) .. (29)

< 223> Xaa29 se selecciona independientemente entre Sery Pro
<220>

< 221> CARACTERISTICA_MISC

< 222> (31)..(31)

< 223> Xaa31 se selecciona independientemente entre Glu y Asn

<400> 2
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Xaa Cys Xaa
1

Xaa Xaa Ser

Gly Ser Asn
35
<210> 3
<211> 36
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 3

Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35
<210> 4
<211> 36
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 4

Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35
<210>5
<211> 36
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

ES 2 662 501 T3

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Xaa Phe Leu
5 10 15

Ser Xaa Asn Phe Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Thr Asn Val
20 25 30

Thr Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asp Phe Leu His

5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Ala
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr
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< 223> péptido
<400> 5

Cys Asn Thr
1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35
<210>6
<211> 36
< 212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 6

Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35

<210>7
<211> 36
<212>PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 7

Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35
<210> 8
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Gly
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu His
5 10 15

Asn Asn Phe Glu Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu His
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asp Val Gly
20 25 30

Tyr
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<220>
< 223> péptido
<400> 8

Lys Cys Asn

1

Ser His Ser

Gly Ser Asn
35
5 <210>9
<211> 36
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
10 < 223> péptido
<400> 9
Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35
<210> 10
<211> 36

15 <212>PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 10
Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
20 35
<210> 11
<211> 36
<212> PRT

ES 2 662 501 T3

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Thr Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu His
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu His
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr
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< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 11

Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
5 35
<210>12
<211> 36
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
10 <220>
< 223> péptido
<400> 12
Cys Asn Thr

1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35

<210> 13

15 <211> 36
<212>PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido

20 <400> 13

Cys Asn Thr
1

His Ser Ser

Ser Asn Thr
35
<210> 14
< 211> 37

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Pro
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Arg
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Ser
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Tyr
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<212>PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 14
Glu Cys Asn Thr

1

His His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 15
<211>37
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 15
Glu Cys Asn Thr

1

His His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 16
<211>37
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido
<400> 16

Glu Cys Asn Thr
1

His His Ser Ser
20

Gly Ser Asn Thr
35

<210> 17

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asp Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Ala Pro Leu Ser Ser Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asp Phe Leu
5 10 15

Gln Asn Phe Gly Ala Pro Leu Ser Ser Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Glu Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Glu Val
25 30

Tyr
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<211>37
<212> PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 17

Glu Cys Asn

1

His His Ser

Gly Ser Asn
35

<210> 18
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido

<400> 18
Glu Cys Asn
1
His His Ser
Gly Ser Asn
35
<210>19
<211> 37
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 19

Glu Cys Asn

1

Arg His Ser

Gly Ser Asn
35

<210> 20

Thr

Ser

20

Thr

Thr

Ser

20

Thr

Thr

Ser
20

Thr

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Gln Asn Phe Gly Ala Pro Leu Ser Ser Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Ala Pro Leu Ser Ser Thr Asn Val
25 30

Tyr
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<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido
<400> 20

Glu Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Arg His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val

20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> 21
<211>37
<212>PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 21
His Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu

1 5 10 15

His His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> 22
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido
<400> 22
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His Cys Asn Thr
1

His Arg Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 23
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido

<400> 23
His Cys Asn Thr
1
Arg His Ser Ser
20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 24
<211> 37
< 212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 24
Lys Cys Lys Thr

1

His His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 25
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido
<400> 25

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu

5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asp Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr
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Lys Cys Asn Thr
1

Ala His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 26
< 211> 37
< 212> PRT
< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido
<400> 26
Lys Cys Asn Thr

1

Gly His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 27
<211> 37
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 27
Lys Cys Asn Thr

1

His His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 28
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

< 223> péptido

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr
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<400> 28

Lys Cys Asn Thr
1

Arg His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 29
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 29
Arg Cys Asn Thr

1

Ala His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 30
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 30
Arg Cys Asn Thr

1

His His Ser Ser
20

Gly Ser Asn Thr
35
<210> 31
< 211> 37
< 212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr
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< 223> péptido
<400> 31

Arg Cys Asn Thr
1

His His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 32
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 32
Lys Cys Asn Thr

1

Pro His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 33
<211>37
<212> PRT

< 213> ARTIFICIAL
<220>
< 223> péptido
<400> 33
Arg Cys Asn Thr

1

Arg His Ser Ser

20
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 34
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL

ES 2 662 501 T3

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Gln Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30

Tyr
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<220>
< 223> péptido
<400> 34

Arg Cys Asn

1

Arg His Ser

Gly Ser Asn
35

<210> 35
<211>37
<212>PRT

< 213> ARTIFICIAL

<220>
< 223> péptido
<400> 35

Arg Cys Asn

1

Ser His Ser

Gly Ser Asn

35
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Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Ser Gln Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Thr Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Thr Tyr
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REIVINDICACIONES
1. Un derivado de amilina que comprende una secuencia de aminoacidos de Férmula 1:
Xaa,-Cys-Xaas-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-Thr-GlIn-Arg-Leu-Ala-Xaas-Phe-Leu-Xaa-Xaa e

Ser-Ser- Xaaz-Asn-Phe-Xaa,s-Xaas-Xaazs-Leu-Xaaz-Xaaz-Thr-Xaas-Val-Gly-Ser-
Asn-Thr-Tyr Formula (1) (SEQ ID NO: 2)

donde
Xaas se elimina o se selecciona independientemente entre Lys, Arg, His y Glu;
Xaas se selecciona independientemente entre Asn y Lys;
Xaa1s se selecciona independientemente entre Glu, Asn, Gln'y Asp;
Xaai7 se selecciona independientemente entre His o Arg;
Xaais se selecciona independientemente entre His o Arg;
Xaaz1 se selecciona independientemente entre Asp, Asn y Gin;
Xaazs se selecciona independientemente entre Glu y Gly;
Xaays se selecciona independientemente entre Ala y Pro;
Xaags se selecciona independientemente entre Pro e lle;
Xaags se selecciona independientemente entre Ser y Pro;
Xaagyg se selecciona independientemente entre Ser y Pro;
Xaas1 se selecciona independientemente entre Glu y Asn;
el extremo C se puede derivatizar opcionalmente como una amida;

donde un sustituyente se conecta al residuo aminoacidico Xaa: o la Cys en la posicién 2, comprendiendo dicho
sustituyente un resto de unién a la albdmina.

2. Un derivado de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el resto de unién a la albimina tiene de 6 a 40 atomos de
carbono, de 8 a 26 atomos de carbono o de 14 a 22 atomos de carbono; tal como 17, 18, 19, 20 y 21 atomos de
carbono.

3. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, donde el resto de unién a la albumina
comprende un grupo de tipo acido carboxilico.

4. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 1-3, donde el resto de unién a la albumina es un
grupo acilo seleccionado a partir del grupo que comprende HOOC(CH)sCO-, donde s es un nimero entero de 12 a
22, por ejemplo, 17, 18, 19, 20, 21 0 22.

5. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el sustituyente comprende un conector.
6. El derivado de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el conector comprende 1-10 aminoacidos.

7. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-6, donde el conector comprende yGlu, Arg, yGlu-
Arg, yGlu-His, Trx-yGlu, yGlu-His, Glu-Lys, Glu-Glu, Glu-Arg, yGlu-His-His, yGlu-Arg-His, yGlu-His-Arg, yGlu-Glu-
Arg, Glu-Glu-Arg, Glu-Lys-Arg, yGlu-Glu-His-His, yGlu-Glu-His-Arg, Glu-Glu-Arg-Glu o Glu-Glu-Glu-Glu.

8. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7, donde el conector comprende yGlu-His-His o
yGlu-His.

9. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, seleccionado a partir del grupo constituido por
N-alfa-(19-carboxinonadecanoil)-Glu-Glu-Arg-[Glu1,Glu14,His17,Glu31]-pramlintida,
N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Arg-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,

N-épsilon3-{2-[2-(2-{(S)-4-carboxi-2-[( S)-4-carboxi-2-(19-
carboxinonadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}etoxi)etoxi]acetil}-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,
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N-épsilon3-(19-carboxinonadecanoil-Glu-Glu-Glu-Glu)-[Lys3,His17,Asp21]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida(2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[19-carboxinonadecanoil]-Glu-Lys-Arg-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His 17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Arg17]-pramlintida (2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His 17]-pramlintida
(2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-Arg-[Arg17]-
pramlintida,

N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-Arg-[Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-[His 1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[4-carboxi-4-({4-[(19-carboxinonadecanoilamino)metil]frans-ciclohexanocarbonil}amino)butiril]-[His 1,His17]-
pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His1,Arg17]-
pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,His17]-
pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-[His 1,His17]-
pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His 17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,His17,GIn21,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,Asp14,His17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Asp14,His17]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Glu24]-pramlintida (2-37),
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N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxiletoxi)acetil][Arg1, His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-[Glu1,Arg17,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-

pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-[His1,His17, Arg18]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-
[Glu1,Asp14,His17,GIn21,Ala25,Pro26,Ser28,Ser29]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1,Arg17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-[Glu1,His 17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[Glu1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[3-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[( S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)
butirilamino]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionilamino] [Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-[His 17,Asp31]-pramlintida (2-37),
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,His17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butiril]-His-His-[His1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(5-carboxipentanoilamino)butiril]-His-His-[His 1,His 17]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][His17]-pramlintida(2-37),

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-GluHis-His-[Arg1,His17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(19-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil]-[His17]-pramlintida(2-37),

N-alfa-[2-(2-{2-[4-(S)-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]-His-His-
[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-Arg-[His 1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,His17]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-His-His-[Arg1,Arg17,GIn21]-pramlintida,
N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Glu-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida,

)

)

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-Arg-His-[Arg1,His17]-pramlintida,

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-His-[Arg1,His 17]-pramlintida,
)

N-alfa-[(S)-4-carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino)butiril]-His-Arg-[His 1,His 17]-pramlintida.

10. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde Xaa: es His, Xaa+; es His, Xaays es
Pro, Xaazs es Pro y Xaayg es Pro.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
10 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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12. Un derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso como un medicamento.

13. Uso de un derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para la preparacion de un
medicamento.

14. El derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso en el tratamiento o la prevencién
de la hiperglucemia, diabetes de tipo 2, intolerancia a la glucosa, diabetes de tipo 1, obesidad, hipertension,
dislipidemia, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia isquémica y otros trastornos
cardiovasculares, accidente cerebrovascular, sindrome intestinal inflamatorio, dispepsia y Ulceras gastricas.

15. Un proceso para preparar una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11, que comprende
mezclar un derivado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 con al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.
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