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DESCRIPCION
Apelina pegilada y usos de la misma
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/451.623,
presentada el 11 de marzo de 2011.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a composiciones para tratar una enfermedad o trastorno asociado a la apelina.
Especificamente, la invencion se refiere a una forma pegilada de apelina para proporcionar vida en circulacion y
efectos inotrdpicos prolongados, y asi tratar eficazmente enfermedades o trastornos asociados a la apelina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La apelina, un péptido inicialmente aislado de extractos de estébmago bovino, actia de ligando enddgeno para el
receptor APJ acoplado a la proteina G. El gen apelina codifica una pre-proproteina de 77 aminoacidos, con un
péptido sefal en la region del extremo N. Después de la translocacion en el reticulo endoplasmico y escision del
péptido sefial, la proproteina de 55 aminoacidos puede generar varios fragmentos activos: un péptido de 36
aminoacidos correspondiente a la secuencia 42-77 (apelina 36), un péptido de 17 aminoacidos correspondiente a la
secuencia 61-77 (apelina 17) y un péptido de 13 aminoacidos correspondiente a la secuencia 65-77 (apelina 13).

La apelina y su receptor se expresan en la mayoria de los tejidos y érganos, que incluyen el sistema cardiovascular.
Se ha informado de muiltiples efectos relevantes para el sistema cardiovascular, que incluyen actividades inotrépicas
positivas, efecto diurético y proteccion miocardica directa de lesion por isquemia-reperfusion lesion. En cuanto a su
efecto sobre la tension arterial, los informes son opuestos. Algunos de los estudios mostraron una disminucion de la
tension arterial mediante un mecanismo dependiente de NO, pero también hay resultado contradictorio informado
con la apelina 13 de que aumenta la tensién arterial, ademas de un cambio bifasico de la tensién arterial media.

Varios estudios han documentado efectos cardiovasculares de la apelina, que incluyen inotropia y vasodilatacion
potenciadas. Sin embargo, estos efectos cardiovasculares son efimeros debido a la corta vida en circulacién del
péptido apelina.

Szokodi et al., 2002, Circulation Research 91: 434-440, desvelan que la apelina regula la contractilidad cardiaca.
Berry et al., 2004, Circulation 110(suppl 11): 11-187-11-193, desvelan que la apelina tiene efectos inotrépicos in vivo
sobre corazones normales y con insuficiencia. El documento US 2008/0182779 desvela péptidos apelina para tratar
una insuficiencia cardiaca.

Por consiguiente, existe la necesidad de composiciones de apelina mejoradas para mejorar su vida en circulacion,
efectos inotrdpicos, y otras caracteristicas beneficiosas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién proporciona una apelina 36 pegilada que comprende una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG)
operativamente ligadas a un residuo de leucina en el extremo N de la apelina 36. La apelina pegilada tiene una vida
en circulacion y efecto inotrépico prolongados, con respecto a una apelina no pegilada.

Adicionalmente, la invencion proporciona métodos de produccion de la apelina pegilada haciendo reaccionar una
apelina 36 con un conector activado de PEG-aldehido en presencia de un agente reductor para formar la apelina 36
pegilada en condiciones en las que el conector esta covalentemente unido a un residuo de leucina en el extremo N
de dicha apelina.

La invencion también proporciona la apelina 36 pegilada para su uso como medicamento.

La invencién proporciona ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de la apelina 36 pegilada para su uso en el
tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado a una apelina, en un sujeto humano, en el que la enfermedad o
trastorno es una enfermedad cardiovascular, una lesién por isquemia-reperfusion, infarto de miocardio, insuficiencia
cardiaca aguda descompensada, insuficiencia cardiaca cronica, cardiomiopatia, trastorno endocrino, trastorno
metabdlico o hipertension pulmonar.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes de la siguiente descripcion detallada de
ejemplos y figuras. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque
indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan a modo de ilustracién solo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Figura 1. El perfil de la columna de cromatografia de intercambio catiénico débil de PEG-apelina-36 de 40 kDa.
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Figura 2. La secuenciacion del extremo N mostré PEGilacion selectiva de apelina-36 en el extremo N. Para apelina-
36, el primer residuo L, se detectd en el primer ciclo (el pico indicado por la flecha sélida en el panel superior). Sin
embargo, solo se obtuvo el 2 % de recuperacion del primer residuo L del conjugado de PEG-apelina-36 de 40 kDa
(flecha en el panel inferior).

Figura 3. Union competitiva del radioligando al receptor APJ usando apelina, sus conjugados de PEG y a-MSH, un
control negativo.

Figura 4. La unién de un grupo de PEG del extremo N a apelina-36 no compromete su funcién como agonista de
APJ. En un ensayo de acumulacion de AMPc mediada por forskolina, la CI50 de PEG-apelina-36 se desplazé 1,5
veces a la derecha, sin cambio en la inhibicion maxima de la acumulacién de AMPc mediada por forskolina frente a
apelina-36 sin modificar.

Figura 5a. PEG-apelina-36 produjo efectos inotropicos prolongados en ratas. En ratas normales que recibieron PEG-
apelina-36 30 nM (Peg36Lo), la FE aumenté en comparacion con el nivel inicial (BL) y solucién salina normal (NS)
en todos los momentos de tiempo. En animales que recibieron apelina-36 30 nM (Ap36Lo), la FE no fue
significativamente diferente de BL y NS a los 50 min. * p<0,05 frente a BL y NS cronometrada; IV= infusion
intravenosa.

Figura 5b. En ratas normales que recibieron PEG-apelina-36 300 nM (Peg36Hi), la FE aumenté en comparacion con
el nivel inicial (BL) y la solucion salina normal (NS) en todos los momentos de tiempo. En animales que recibieron
apelina-36 300 nM (Ap36Hi), la FE no fue significativamente diferente de BL después de 50 min, y no fue
significativamente de NS después de 60 min. * P<0,05 frente a BL; * P<0,05 frente a NS cronometrada; IV = infusion
intravenosa.

Figura 6. PEG-apelina-36 produjo efectos inotrépicos prolongados en ratas con infarto de miocardio (IM). En ratas
con IM que recibieron PEG-apelina-36 (Peg36Ml), la FE aumentdé en comparacion con el nivel inicial (BL) y la
solucion salina normal (NSMI) en todos los momentos de tiempo. En ratas con IM que recibieron apelina 36
(Ap36MI), la FE no fue significativamente diferente de BL después de 50 min y no fue significativamente diferente de
NSMI después de 60 min. * P<0,05 frente a BL; * P<0,05 frente a NSMI cronometrada; IV = infusién intravenosa.

Figura 7. Inyeccion IV de PEG-apelina-36 (Peg36) o apelina-36 (Ap36) en ratas normales; y apelina 36 en ratas con
IM (Ap36MI) no produjeron cambios en la tensién arterial adrtica media (TAA media).

Figura 8. PEG-apelina-36 (Peg36) tiene una vida en circulacion mas larga que la apelina-36 (Ap36). En el grupo de
Peg36, la apelina-36 en sangre aumentd en comparacion con el nivel inicial en todos los momentos de tiempo. *
p<0,05 frente al nivel inicial.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a composiciones para tratar una enfermedad o trastorno asociado a la apelina.
Especificamente, la invencion se refiere a una forma pegilada de apelina 36 para proporcionar vida en circulacion y
efectos inotropicos prolongados, y asi tratar eficazmente enfermedades o trastornos asociados a la apelina.

En una realizacion, en el presente documento se proporciona una molécula de apelina 36 pegilada que comprende
una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG) operativamente ligadas a un residuo de leucina en el extremo N de la
apelina 36.

En otra realizacion, en el presente documento se proporciona un método de produccion de una apelina 36 pegilada,
que comprende la etapa de: hacer reaccionar una apelina 36 con un conector activado de PEG-aldehido en
presencia de un agente reductor para formar dicha apelina 36 pegilada en condiciones en las que el conector esta
covalentemente unido a un residuo de leucina en el extremo N de dicha apelina 36.

En el presente documento se desvela una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de una apelina 36 pegilada que comprende una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG) operativamente
ligadas a un residuo de leucina en el extremo N de una apelina 36.

En otra realizacion, en el presente documento se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de una apelina
36 pegilada que comprende una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG) operativamente ligadas a un residuo de
leucina en el extremo N de dicha apelina 36 para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado a
una apelina en un sujeto humano, en la que la enfermedad o trastorno es una enfermedad cardiovascular, una lesion
por isquemia-reperfusion, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca aguda descompensada, insuficiencia cardiaca
crénica, cardiomiopatia, trastorno endocrino, trastorno metabdlico o hipertensién pulmonar.

Para tratar las limitaciones en las caracteristicas del péptido apelina, se produjo satisfactoriamente una apelina
pegilada de 40 KDa, se caracterizd y se evalud in vitro e in vivo. Los inventores de la presente solicitud encontraron
sorprendente e inesperadamente que, en comparacion con la apelina, la apelina pegilada presentaba una vida en
circulacién prolongada y, correspondientemente, un efecto inotrépico prolongado tras la administracion IV.
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La apelina es una proteina muy conocida. Las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la apelina son
muy conocidas en la técnica. Por ejemplo, los nimeros de identificacion de GenBank AAF25815.1 y AF179680
contienen las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la apelina, respectivamente.

En una realizacion, la apelina comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1.
En otra realizacion, la apelina esta codificada por la secuencia de acidos nucleicos expuesta en SEQ ID NO: 2.

El término apelina 36, como se usa en el presente documento, se refiere al péptido de 36 aminoacidos de los
residuos de aminoacidos 42-77 de SEQ ID NO: 1.

La una o mas moléculas de PEG pueden ligarse operativamente a un péptido apelina mediante cualquier método de
enlace conocido. Por ejemplo, dos o0 mas moléculas de PEG pueden ligarse operativamente mediante un simple
enlace covalente, un conector peptidico flexible o un puente de disulfuro. Los conectores peptidicos pueden ser
completamente artificiales (por ejemplo, que comprenden 2 a 20 residuos de aminoacidos independientemente
seleccionados del grupo que consiste en glicina, serina, asparagina, treonina y alanina) o adoptados de proteinas
que existen de forma natural.

En una realizacién, un péptido apelina se hace reaccionar con un conector activado de PEG-aldehido en presencia
de un agente reductor (por ejemplo, cianoborohidruro) para formar una apelina pegilada en condiciones en las que el
conector esta covalentemente unido a un residuo de leucina en el extremo N de la apelina.

La PEGilacién de las moléculas puede llevarse a cabo, por ejemplo, segun los métodos descritos en Youngster et
al., Curr Pharm Des (2002), 8:2139; Grace et al., J Interferon Cytokine Res (2001), 21:1103; Pepinsky et al., J
Pharmacol Exp Ther (2001), 297:1059; Pettit et al., J Biol Chem (1997), 272:2312; Goodson et al. Biotechnology NY
(1990), 8:343; Katre; J Immunol (1990), 144:209).

Cualquier tipo de polietilenglicol es adecuado para la presente invencion, a condicion de que el PEG-polipéptido sea
todavia funcionalmente activo, que puede ensayarse segun métodos conocidos en la técnica. Preferentemente, el
polietilenglicol de la presente invencion es PEG 1000, 2000, 3000, 5000, 10000, 15000, 20000, 30000 o 40000,
siendo particularmente preferido PEG 30000 o 40000.

En un ejemplo, la molécula pegilada comprende una apelina monomérica. En otro ejemplo, la molécula pegilada
comprende una apelina oligomérica. En otro ejemplo mas, la molécula pegilada comprende un PEG de multiples
brazos, en el que una o mas apelinas monoméricas estan operativamente ligadas al PEG de multiples brazos.

La apelina de la presente invencion segun una realizacion de la invencion se produce recombinantemente usando un
polinucledtido que codifica la apelina y vectores, preferentemente vectores de expresién que contienen dichos
polinucleétidos. Para la produccion de los oligdmeros de la invencion, los polinucleétidos se obtienen a partir de
clones existentes, es decir, preferentemente codifican el polipéptido que existe de forma natural o una parte del
mismo. Los polipéptidos codificados por cualquier polinucleétido que se hibrida con el complemento del ADN o ARN
nativo bajo condiciones altamente rigurosas o rigurosas moderadas (para definiciones véase Sambrook, Molecular
Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y.), en tanto que el polipéptido mantenga la
actividad bioldgica de la secuencia nativa, también son utiles para producir los oligdmeros de la presente invencion.

Los péptidos apelina también pueden prepararse por sintesis en fase solida segun métodos muy conocidos para un
experto en la materia, véase, por ejemplo, Coligan (ed) et al., Current Protocols in Protein Science, John Wiley and
Sons, Inc., (2001) N.J. Por ejemplo, los péptidos apelina-13 y apelina-36 se preparan por sintesis en fase soélida
usando una estrategia de Fmoc en un sintetizador de péptidos 430A (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un 9050
Pepsynthesizer Plus (Perseptive Biosystems, Cambridge, MA). Los péptidos en bruto se purifican por cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa. Las fracciones que contienen el péptido apropiado se
reunen y se liofilizan. La pureza del producto final se evallia por cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase
inversa analitica, electroforesis capilar y espectrometria de masas de tiempo de vuelo con desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz.

Los vectores recombinantes pueden construirse segun métodos muy conocidos para el experto en la materia; véase,
por ejemplo, Sambrook, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. Puede
utilizarse una variedad de sistemas de vector de expresion/huésped para contener y expresar secuencias que
codifican los oligémeros de la presente invencion.

Vectores a modo de ejemplo incluyen plasmidos, fagémidos, cosmidos, virus y acidos nucleicos de fago u otras
moléculas de acidos nucleicos que son capaces de replicaciéon en un huésped procariota o eucariota. Los vectores
normalmente contienen un marcador para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de huéspedes
transformados tales como conferir resistencia a antibiéticos tales como ampicilina o neomicina

El vector puede ser un vector de expresion, en el que el acido nucleico que codifica el péptido esta operativamente
ligado a una secuencia de control de la expresion. Vectores de expresion tipicos contienen terminadores de la
transcripcion y de la traduccion, secuencias de iniciacion, y promotores utiles para la regulaciéon de la expresion de
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las moléculas de acidos nucleicos de la invencion. Los vectores también pueden contener casetes de expresion
genética que contienen una secuencia terminadora independiente, secuencias que permiten la replicacion del vector
en tanto eucariotas como procariotas, es decir, vectores lanzadera y marcadores de seleccion para sistemas tanto
procariotas como eucariotas.

Promotores adecuados incluyen promotores constitutivos y promotores inducibles. Secuencias de control de la
expresion/promotores representativos incluyen el sistema /lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema frc, regiones
operadoras y promotoras importantes del fago lambda, la regiéon de control de la proteina de la envoltura fd, los
promotores glicoliticos de levadura, por ejemplo, un promotor para 3-fosfoglicerato cinasa, los promotores de la
acido fosfatasa de levadura, por ejemplo, Phob, los promotores de los factores de apareamiento alfa de levadura,
promotores derivados del citomegalovirus humano, promotor de la metalotioneina, promotor del virus del tumor
mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de la polihedrina y promotores derivados de
polioma, adenovirus, retrovirus y virus simio, por ejemplo, los promotores temprano y tardio del SV40.

La invencion también incluye huéspedes no humanos tales como células u organismos que contienen una molécula
de acido nucleico o un vector de la invencion. Por "huésped" se indica un organismo unicelular o multicelular no
humano o una "célula huésped", que se refiere a una célula o poblacién de células en la que se introduce una
molécula de acido nucleico o vector de la invencién. "Una poblacion de células huésped" se refiere a un grupo de
células cultivadas en el que una molécula de acido nucleico o vector de la presente invencién puede introducirse y
expresarse.

Un huésped de la presente invencion puede ser procariota o eucariota. Huéspedes procariotas adecuados incluyen,
por ejemplo, E. coli, tal como E. coli SG-936, E. coli HB 101, E. coliW3110, E. coli X1776, E. coli X2282, E. coli DHI
y E. coli MRC1, Pseudomonas, Bacillus, tales como Bacillus subtilis, y Streptomyces. Células eucariotas adecuadas
incluyen levadura y otros hongos, células de insecto, células vegetales, células humanas y células de animales, que
incluyen células de mamifero, tales como lineas de hibridoma, células COS, células NSO y células CHO.

La invencion también incluye métodos de produccion de una apelina, comprendiendo el método: cultivar una célula
huésped; y recuperar la apelina de dicha célula huésped.

Dependiendo del sistema de expresion y el huésped seleccionado, las moléculas se producen cultivando células
huésped transformadas por un vector de expresién descrito anteriormente por el cual la proteina se expresa. La
proteina expresada se aisla entonces de las células huésped y se purifica. Si el sistema de expresion secreta la
proteina en medio de crecimiento, el producto puede purificarse directamente del medio. Si no se secreta, puede
aislarse de lisados celulares. La seleccion de las condiciones de crecimiento apropiadas y los métodos de
recuperacion estan dentro de la experiencia de la materia. Por ejemplo, una vez expresado, el producto puede
aislarse y purificarse por cualquier numero de técnicas, muy conocidas en la técnica. Una proteina (por ejemplo,
apelina) de la presente invencion obtenida como antes puede aislarse del interior o exterior (por ejemplo, medio) de
las células o huéspedes, y purificarse como una proteina homogénea sustancialmente pura. El método para el
aislamiento y la purificacion de proteinas no se limita a ningin método especifico. En realidad, puede usarse
cualquier método convencional. Por ejemplo, cromatografia en columna, filtracién, ultrafiltracion, precipitacion de
sales, precipitacion de disolventes, extraccion con disolvente, destilacion, inmunoprecipitacion, electroforesis en gel
de SDS-poliacrilamida, electroforesis en el punto isoeléctrico, dialisis, y recristalizacién, pueden seleccionarse
apropiadamente y combinarse para aislar y purificar la proteina.

Para la cromatografia, por ejemplo, pueden usarse cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia hidrofoba, filtracion en gel, cromatografia de fase inversa, cromatografia de adsorcion, y tales, (ed.
Daniel R. Marshak et al. (1996) Strategies for Protein Purification and Characterization: A Laboratory Course Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Estas cromatografias pueden realizarse por cromatografia de liquidos, tales
como, HPLC y FPLC. Asi, la presente invenciéon proporciona proteinas altamente purificadas producidas por los
métodos anteriores.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende el oligdmero, acido nucleico,
vector, o célula huésped de la presente invencién, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. "Vehiculos
farmacéuticamente aceptables” incluyen cualquier excipiente que es no téxico para la célula o mamifero que se
expone a los mismos a las dosificaciones y concentraciones empleadas. La composicion farmacéutica puede incluir
un agente terapéutico o agentes terapéuticos adicionales.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen disolventes, medios de dispersion, tampones, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifungicos, agentes humectantes, conservantes, tampones, agentes quelantes,
antioxidantes, agentes isotdnicos y agentes que retrasan la absorcion.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen agua; solucién salina; solucidon salina tamponada con fosfato;
dextrosa; glicerol; alcoholes tales como etanol e isopropanol; fosfato, citrato y otros acidos organicos; acido
ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como
albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono
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que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; EDTA; contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos
no ionicos tales como TWEEN, polietilenglicol (PEG), y PLURONICS; agentes isotonicos tales como azucares,
polialcoholes tales como manitol y sorbitol, y cloruro sédico; ademas de combinaciones de los mismos. Agentes
antibacterianos y antifingicos incluyen parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico y timerosal.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse en una variedad de formas, que incluyen, por
ejemplo, formas de dosificacion liquidas, semi-sélidas y sdlidas tales como disoluciones liquidas (por ejemplo,
disoluciones inyectables e infusibles), dispersiones o suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas y
supositorios. En algunas realizaciones, las composiciones estan en forma de disoluciones inyectables o infusibles.
La composicién esta en una forma adecuada para administraciéon oral, intravenosa, intraarterial, intramuscular,
subcutanea, parenteral, transmucosa, transdérmica o tépica. La composicién puede formularse como una
composicion de liberacion inmediata, controlada, prolongada o retardada.

Preparaciones para administracion parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles acuosas o
no acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como
aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Vehiculos acuosos incluyen agua,
disoluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, que incluyen solucion salina y medios tamponados.
En el objeto de la invencion, vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, tampén fosfato
0,01-0,1 M y preferentemente 0,05M o 0,8 % de solucion salina. Otros vehiculos parenterales comunes incluyen
disoluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, Ringer con lactato, o aceites no
volatiles. Vehiculos intravenosos incluyen reforzadores de fluidos y de nutrientes, reforzadores de electrolitos, tales
como aquellos basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros
aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, y gases inertes y similares.

Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones (si son
soluble en agua) o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida
hasta el punto de que exista facil inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y preferentemente se preservara contra la accién contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los
mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y por el uso de tensioactivos.
Formulaciones adecuadas para su uso en los métodos terapéuticos desvelados en el presente documento se
describen en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., 16th ed. (1980).

En algunas realizaciones, la composicion incluye agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales
como manitol, sorbitol, o cloruro sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede
provocarse incluyendo en la composicién un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando la molécula, por si misma o en combinacion con
otros agentes activos, en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los
componentes enumerados en el presente documento, segun se requiera, seguido de esterilizacion por filtracion.
Generalmente, se preparan dispersiones incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril, que contiene un
medio de dispersion basico y los otros componentes requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso
de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, un método de preparacion es secado a
vacio vy liofilizacién, que da un polvo de un principio activo mas cualquier componente deseado adicional de una
disolucion previamente esterilizada por filtracion del mismo. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se
envasan en recipientes tales como ampollas, bolsas, botellas, jeringas o viales, y se cierran bajo condiciones
asépticas segun métodos conocidos en la técnica. Ademas, las preparaciones pueden envasarse y comercializarse
en forma de un kit tal como aquellos descritos en la publicacion de solicitud de EE.UU. N.° 2002/0102208 A1. Tales
articulos de fabricacion tendran preferentemente etiquetas o prospectos que indican que las composiciones
asociadas son utiles para tratar un sujeto que padece, o predispuesto a trastornos autoinmunitarios o neoplasicos.

Dosis eficaces de las composiciones de la presente invencién, para el tratamiento de afecciones o enfermedades
como se describen en el presente documento, varian dependiendo de muchos factores diferentes, que incluyen
medios de administracion, sitio diana, estado fisioldgico del paciente, si el paciente es humano o un animal, otras
medicaciones administradas, y si tratamiento es profilactico o terapéutico. Normalmente, el paciente es un ser
humano, pero también pueden tratarse mamiferos no humanos que incluyen mamiferos transgénicos. Las
dosificaciones de tratamiento pueden valorarse usando métodos rutinarios conocidos para aquellos expertos en la
materia para optimizar la seguridad y eficacia.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden incluir una "cantidad terapéuticamente eficaz". Una
"cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo
necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula
puede variar segun factores tales como el estado de enfermedad, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad de
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la molécula para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es
una en la que cualquier efecto téxico o perjudicial de la molécula se sopesa por los efectos terapéuticamente
beneficiosos.

La invencioén proporciona ademas una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de apelina 36 pegilada para
su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado a una apelina en un sujeto humano, en la que la
enfermedad o trastorno es una enfermedad cardiovascular, una lesién por isquemia-reperfusion, un infarto de
miocardio, una insuficiencia cardiaca aguda descompensada, una insuficiencia cardiaca cronica, una cardiomiopatia,
un trastorno endocrino, un trastorno metabdlico o hipertension pulmonar.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren a tratamiento terapéutico,
que incluye medidas profilacticas o preventivas, en el que el objetivo es prevenir o ralentizar (disminuir) un cambio
fisioldgico no deseado asociado a una enfermedad o afeccién. Resultados clinicos beneficiosos o deseados
incluyen, pero no se limitan a, alivio de sintomas, disminucién del grado de una enfermedad o afeccion,
estabilizacion de una enfermedad o afeccion (es decir, en la que la enfermedad o afeccién no empeora), retraso o
ralentizacion de la progresion de una enfermedad o afeccién, mejora o paliacion de la enfermedad o afeccion, y
remision (tanto parcial como total) de la enfermedad o afeccion, tanto detectable como indetectable. "Tratamiento"
también puede significar prolongar la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe
tratamiento. Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con la enfermedad o afeccidon, ademas de
aquellos propensos a tener la enfermedad o afeccion, o aquellos en los que la enfermedad o afeccién va a
prevenirse.

La apelina pegilada puede administrarse sola, o en combinacién con uno o mas agentes o tratamientos
terapéuticamente eficaces. El otro agente terapéuticamente eficaz puede conjugarse con la apelina pegilada,
incorporarse en la misma composicion que la apelina pegilada, o puede administrarse como una composicion
separada. El otro agente o tratamiento terapéutico puede administrarse antes de, durante y/o después de la
administracion de la apelina pegilada.

La administracion de la apelina pegilada con otros agentes y/o tratamientos puede producirse simultaneamente, o
por separado, mediante la misma via o diferente, en el mismo momento o momentos diferentes. Las pautas de
dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta deseada o6ptima (por ejemplo, una respuesta
terapéutica o profilactica).

En un ejemplo, puede administrarse un unico bolo o infusién. En otro ejemplo, pueden administrarse varias dosis
divididas con el tiempo. En otro ejemplo mas, una dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente como se
indica por las exigencias de la situacién terapéutica. Forma unitaria de dosificacion, como se usa en el presente
documento, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para tratar sujetos
humanos. Cada unidad puede contener una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir
un efecto terapéutico deseado. En algunas realizaciones, las formas unitarias de dosificacion de la invencion estan
dictadas por y son directamente dependientes de las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico o profilactico particular que va a lograrse.

La composicion de la invenciéon puede administrarse solo una vez, o puede administrarse multiples veces. Para
dosificaciones multiples, la composicion puede administrarse, por ejemplo, tres veces al dia, dos veces al dia, una
vez al dia, una vez cada dos dias, dos veces a la semana, semanalmente, una vez cada dos semanas, o
mensualmente.

Debe observarse que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la gravedad de la afeccién que va a
aliviarse. Debe entenderse adicionalmente que para cualquier sujeto particular, pautas de dosificacion especificas
deben ajustarse con el tiempo segun la necesidad individual y el criterio profesional de la persona que administra o
que supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de dosificacion expuestos en el presente
documento son a modo de ejemplo solo y no pretenden limitar el alcance o la practica de la composicion
reivindicada.

"Administracion" a un sujeto no se limita a ningun sistema de administracién particular y puede incluir, sin limitacion,
parenteral (incluyendo inyeccidon subcutanea, intravenosa, intramedular, intraarticular, intramuscular o
intraperitoneal), rectal, topica, transdérmica u oral (por ejemplo, en capsulas, suspensiones o comprimidos). La
administracion a un huésped puede producirse en una dosis Unica o en administraciones repetidas, y en cualquiera
de una variedad de formas de sal fisiolégicamente aceptables, y/o con un vehiculo y/o aditivo farmacéutico aceptable
como parte de una composicion farmacéutica (descrita anteriormente). De nuevo, formas de sal fisiologicamente
aceptables y técnicas de formulacion farmacéutica convencionales son muy conocidas para expertos en la materia
(véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.).

La composicion de la invencion (es decir, apelina 36 pegilada) puede administrarse parenteralmente (por ejemplo,
intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular). Ademas, la composicion de la invencidon puede
administrarse por infusion o inyeccion intravenosa. La composicién de la invencién puede administrarse por
inyeccion intramuscular o subcutanea. En algunas realizaciones, la composicion de la invencion puede administrarse
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por via oral. Como se usa en el presente documento, una "composicion" se refiere a cualquier composicion que
contiene una cantidad farmacéuticamente eficaz de una apelina pegilada.

El tratamiento descrito en el presente documento puede usarse para tratar cualquier mamifero adecuado, que
incluye primates, tales como monos y seres humanos, caballos, vacas, gatos, perros, conejos, y roedores tales como
ratas y ratones. Sin embargo, en esta invencion, el mamifero que va a tratarse es el ser humano.

Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas completamente las realizaciones preferidas de la
invencion.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

Apelina 36 conjugada con PEG

Se produjo satisfactoriamente una apelina-36 conjugada con PEG de 40 kDa (PEG-apelina-36) con conjugacion del
extremo N, alta pureza (>98 %) y minima reduccion de la afinidad de unién del receptor APJ Usando un ensayo de
inhibicién de adenilato ciclasas, se observo bioactividad in vifro comparable entre PEG-apelina-36 y apelina-36 no
modificada. La evaluacion in vivo de PEG-apelina-36 se realiz6 en ratas normales y ratas con infarto de miocardio
(IM). Se evalué la funcién cardiaca mediante ecocardiografia antes, durante una infusion IV de 20 minutos y hasta
100 minutos después de la infusion del péptido. Se observaron aumentos similares en la fraccion de eyeccion (FE)
cardiaca durante la infusion de PEG-apelina-36 y apelina-36 en ratas normales. Sin embargo, los animales que
recibieron PEG-apelina-36 mantuvieron la FE significativamente elevada durante el periodo de monitorizacion
después de la infusidon de 100 minutos en comparacién con los animales que recibieron apelina-36 no modificada.
De forma interesante, los aumentos de la FE observados con PEG-apelina-36 y apelina-36 fueron mayores en ratas
con IM. PEG-apelina-36 tuvo una vida en circulacion prolongada en comparacién con la apelina-36 en ratas. No
hubo cambios en la tension arterial adrtica cuando se administré PEG-apelina-36 o apelina-36.

EJEMPLO 2

Materiales y métodos:

PEGilacion de apelina

Conjugacion de apelina-36 (AnaSpec, Fremont, CA): La conjugacion con aldehido-PEG ramificados de 10 kDa, 30
kDa y 40 kDa (NOF America Corp., White Plains, NY) se llevé a cabo a péptido 0,2 uM y PEG 0,4 uM en presencia
de cianoborohidruro 20 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en tampdn acetato sédico 0,1 M a pH 5. La conjugacion
se realizd a 25 °C durante la noche y se extinguié con Tris 2 mM a pH 7,5. Los conjugados se dializaron contra agua
para eliminar el péptido no conjugado. El conjugado de apelina-36 PEGilado de 40 kDa (PEG-apelina-36) se purifico
adicionalmente por cromatografia de intercambio catiénico débil en una columna HiTrap SP FF (G.E. Healthcare,
Piscataway, NJ) para eliminar el PEG libre. El conjugado se eluy6 a concentracion 1,5 M de sales de la serie de
columna de 15 minutos. Se us6 Nanodrop A280 para determinar la concentracion del conjugado de apelina-36.

Determinacion del sitio de PEGilacion: Se secuenciaron en el extremo N 200 pmoles de apelina-36 y PEG-apelina-
36 en el secuenciador Procise (Applied Biosystems, Foster City, CA) usando el método de liquido pulsado pre-
programado durante 18 ciclos. Se analizaron apelina-36 y PEG-apelina-36 también por espectrometro de masas de
MALDI-TOF (Voyager-DE PRO) (Applied Biosystems, Foster City, CA) en modo lineal usando DHB (acido 2,5-
dihidroxibenzoico) como matriz. El voltaje de aceleracion fue 25.000 V.

Ensayo de unién al receptor APJ: La union se realiz6 usando competicion con sonda de [Glp65, Nle”, Tyr77]-apelina
13 marcada con ¥ para unirse al receptor APJ en una fraccion de membrana de las células CHO transfectadas
(Perkin Elmer, Waltham, MA). El péptido diluido en serie se incubé con membrana y sonda durante 1 hora a
temperatura ambiente. La mezcla se filtr6 entonces sobre una placa de filtracién de fibra de vidrio tipo C de 1,2 um
(Millipore Corp., Billerica, MA), bloqueada previamente con 0,5 % de polietilenimina. La placa se lavo 4 veces con
200 ul de tampon de unién helado y luego otras 4 veces con Tris-HCI helado 50 mM, pH 7,4, se sec6 y se contd con
fluido de centelleo. Los datos se analizaron con Graphpad Prism 4 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA) usando
regresion no lineal.

Ensayo de bioactividad in vitro

Generacion de un clon celular con expresion del receptor APJ de altfo nivel: Se mantuvieron células HEK293 (ATCC,
Manassas, VA) a 37°C / 5% de CO, en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con L-
glutamina, penicilina/estreptomicina y 10 % de suero bovino fetal (FBS). El plasmido pCMV6-XL4 (Origene
Technologies, Inc., Rockville, MD) que contenia un ADNc que codifica APJ humano se subcloné en pCMV6-Neo
(Origene Technologies, Inc.) para generar pCMV6-APJ. Se transfectaron transitoriamente células HEK293 con
pCMV6-APJ usando Superfect (Qiagen Technologies Inc., Valencia, CA), y se seleccionaron en medio de seleccién
G418 (1 mg/ml). Se aislaron lineas celulares clonales usando discos de filtro estéril. La expresion superficial de APJ
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se detectd por citometria de flujo usando el anticuerpo monoclonal para APJ (MAB856, R&D Systems, Mineapolis,
MN). Se us6 un clon que expresa un alto nivel de APJ sobre la superficie celular (HEK293-APJ#3) para determinar la
bio-actividad de los péptidos apelina.

Medicién de AMPc intracelular: Se usaron células HEK293-APJ#3 para evaluar la actividad de los péptidos apelina y
los péptidos derivados de apelina pegilada. Las células HEK293-APJ#3 se sembraron en placas de 96 pocillos a
50.000 ceélulas por pocillo. Al dia siguiente, las células se pre-trataron a 37 °C durante 5 minutos con tampon de
ensayo (IBMX 0,5 mM en DMEM que contiene penicilina/estreptomicina y 0,5 % (peso/volumen) de BSA) antes de la
adicion de péptidos apelina (0-300 nM) y forskolina (30 pM) preparada en tampon de ensayo. Después de 15
minutos de incubacion a 37 °C, se termind la estimulacién de apelina / forskolina por aspiracion de los componentes
del ensayo y adicion de tampén de lisis 1B del kit de inmunoensayo enzimatico (EIA) de AMPc (GE Healthcare,
Piscataway, NJ). Los lisados (5-50 pl) se ensayaron para AMPc segun las instrucciones del kit de EIA. Se
representaron los datos de AMPc intracelular (inhibicion estimulada por apelina de la produccién de AMPc mediada
por forskolina) usando GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) y ajuste a una curva sigmoide de
dosis-respuesta con pendiente variable.

Evaluacion in vivo

Efecto sobre la funcién cardiaca en ratas normales: Se anestesiaron ratas Lewis hembra, que pesaban 225-250 g
(Charles River Laboratories, Wilmington, MA) con isoflurano (2,5 %), conducido por oxigeno (2,5 I/min) a través de
un cono nasal. La temperatura corporal se mantuvo a 36 °C con una almohadilla calefactora del bafio de agua y se
complementé con una lampara de calentamiento controlada por una sonda rectal conectada a un controlador de
temperatura TCAT-20F (Physitemp Instruments, Inc., Clifton, NJ). La vena de la cola se canulé con un catéter IV
Surflo de 24G. Entonces, los animales se dividieron aleatoriamente en 5 grupos (n=7/grp) que recibieron o bien
apelina-36 300 nM (Ap36Hi), apelina-36 30 nM (Ap36Lo), PEG-apelina-36 300 nM (Peg36Hi), PEG-apelina-36 30 nM
(Peg36L0o), o bien soluciéon salina normal (NS) intravenosamente a una dosis de 1 ml/20 min/250 g durante 20
minutos. Antes de la infusién, y a 10, 20 (final de la infusién 1V), 30, 40, 50, 60 y 120 minutos después del inicio de la
infusion IV, se obtuvieron imagenes de ecocardiografia de vista 2D del eje largo usando una sonda de 15 MHz y
unidad de ecocardiografia GE Vivid 7 Dimension (GE Healthcare Technologies, Waukesha, WI). La anestesia se
detuvo entre los momentos de tiempo de 60 y 120 minutos.

Efecto sobre la funcién cardiaca en ratas con infarto de miocardio (IM): Se creé un IM por la ligadura permanente de
la arteria descendente anterior (LAD) izquierda en ratas Lewis macho de 250-275 g (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA). Brevemente, el animal se anestesié por inyeccion IP de una mezcla de ketamina (40-80 mg/kg),
xilazina (5-10 mg/kg) y diazepam (2-4 mg/kg) y la temperatura corporal se mantuvo como se ha descrito en la
seccion [0080]. Se insert6 un catéter de 18G en la traquea y el animal se ventilé usando un respirador para roedores
(Modelo 683, Harvard Apparatus, Holliston, MA). El corazén se expuso mediante una incision de toracotomia
izquierda en el 4° o 5° espacio intercostal. La LAD se ligé usando una seda 6-0 a un nivel 1 a 2 mm distal al borde de
la auricula izquierda. Se cerrd el torso en capas, y se dejo que el animal se recuperara en una estufa de incubacion
de temperatura controlada. Cincuenta y dos semanas después del IM, los animales se asignaron aleatoriamente
para recibir apelina-36 30 nM (Ap36MI; n=5), PEG-apelina-36 30 nM (Peg36MI; n=5), o solucién salina normal
(NSMI; n=5) por infusién IV. La anestesia, el control de la temperatura y el protocolo experimental fueron los mismos
que se han descrito en la Seccion 2.3.1, excepto que se emplearon mayores niveles de flujo de isoflurano (3 % o
hasta el efecto) y oxigeno (3 I/min) ya que el peso corporal de los animales estuvo entre 600 y 650 g.

Efecto sobre la tension arterial en ratas normales y con infarto de miocardio (IM): Se anestesiaron ratas Sprague
Dawley adultas macho normales que pesaban 360+14 g (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) vy la
temperatura corporal se mantuvo como se ha descrito en el parrafo [0088]. Se expusieron quirdrgicamente la arteria
carétida izquierda y la vena yugular. La arteria carétida izquierda se canuld con un catéter Millar Mikro-tip (Millar
Instruments, Houston, TX) para la monitorizar la tensioén arterial y la vena yugular izquierda se canul6 con tubo PE-
50 para inyeccion IV. La punta del catéter Millar se colocé en la aorta descendente y el extremo del catéter se
conectd a un ordenador con un sistema de requerimiento de datos Powerlab (ADInstruments, Inc., Colorado Springs,
CO) para monitorizar la tension arterial. Entonces, los animales se asignaron aleatoriamente a 2 grupos (n=5/grupo)
para recibir tanto PEG-apelina-36 como apelina-36 (disolucion 300 nM, 0,4 mi/kg, bolo 1V). En todos los animales se
inyecto primero NS (0,4 ml/kg, bolo 1V), seguido de inyeccion IV de los péptidos. Para inyecciones de NS, la tension
arterial se monitorizé antes (nivel inicial), y 10, 20, 40, 60, 180 y 300 segundos tras la inyeccion de NS. Al final de
este periodo la tension arterial volvio al nivel inicial y entonces se inyecté el péptido. La tension arterial se monitorizé
antes (nivel inicial), 10, 20, 40, 60, 180 y 300 segundos, y 10 y 20 minutos tras la inyeccion del péptido. Los datos de
tension arterial se analizaron usando el software Chart 5 Pro (ADInstruments, Inc., Colorado Springs, CO). Para la
evaluacion de la tensién arterial en ratas con |IM, se realizé infarto de miocardio, como se ha descrito en el parrafo
[0079], en 9 ratas Lewis adultas macho (32916 g; Charles River Laboratories, Wilmington, MA). Cuatro semanas
después se evaluaron los efectos sobre la tension arterial de apelina-36. El protocolo para la evaluacién de la
tension arterial fue como se ha descrito anteriormente para animales normales.
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Niveles en sangre de apelina

Administracion de los péptidos y extraccion de sangre: Se anestesiaron ratas Lewis hembra normales, que pesaban
225-250 g (Charles River Laboratories, Wilmington, MA), con temperatura corporal monitorizada y vena de la cola
canulada como se ha descrito en la Seccion 2.3.1. Ademas, la arteria carétida izquierda se canulé con tubo PE-50.
Entonces, los animales se asignaron aleatoriamente para recibir o bien apelina-36 30 nM (n=5) o bien PEG-apelina-
36 30 nM (n=5) intravenosamente a una dosis de 1 ml/20 min/250 g durante 20 minutos. Antes, durante (10 y 20
min) y 40 min después del inicio de la infusién 1V, se recogieron 600 ul de sangre completa mediante la canula de la
arteria carétida usando un tubo recubierto de EDTA con aprotinina (0,6 UIT/ml de sangre; Phoenix Pharmaceutical
Inc., Burlingame, CA) afiadida. Después de la extraccion de sangre en el momento de tiempo 40 minutos, se extrajo
el tubo PE-50, se ligd la arteria carétida y se cerro la incision. El animal se devolvié a su jaula para recuperarse de la
anestesia. La extraccion de sangre de 120 minutos se realizé por puncion directa del corazén después de
sacrificarse el animal con 1 ml de Euthasol (Virbac AH, Inc., Fort Worth, TX) IP y abrirse el torso. Las muestras de
sangre se centrifugaron a 1.600 x g durante 15 minutos a 4 °C. Entonces, el plasma se recogié y se mantuvo a -
80 °C para el futuro andlisis.

Concentracién de apelina 36 en plasma: La concentracién de apelina-36 en plasma se analizé usando un kit de
inmunoensayo enzimatico (EIA) de apelina-36 (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Burlingame, CA) segun el protocolo
del fabricante.

EJEMPLO 3
Resultados:

PEGilacion de apelina

Se produjeron satisfactoriamente conjugados de PEG-apelina-36 de 30 kDa y 40 kDa: Se generaron conjugados de
PEG-apelina-36 haciendo reaccionar el péptido con PEG-aldehidos a pH acido para favorecer la conjugacion del
extremo N con respecto a la lisina. Para los conjugados de PEG-apelina-36 de 30 kDa y 40 kDa, casi todos los
productos fueron especies mono-PEGiladas. Se detectaron significativamente mas productos di-PEGilados en la
reaccion de PEGilacion de 10 kDa. La mezcla de reaccion se dializé para eliminar las cantidades traza de péptidos
no reaccionados. La recuperacién de conjugados de 30 kDa y 40 kDa mono-PEGilados fue >75 %. Sin embargo, la
recuperacion del conjugado de 10 kDa mono-PEGilado fue mucho menor (<20 %), supuestamente debido a su
tamafio mas pequefo. El PEG no conjugado se elimind por cromatografia de intercambio catiénico débil con >80 %
de recuperacion del péptido PEGilado (Fig. 1).

La PEGilacion de apelina 36 se produjo en el extremo N y la pureza fue > 98 %: La secuenciacion del extremo N
sugiere que la PEGilacion de apelina-36 fue altamente selectiva para el extremo N. Cuando se secuenciaron las
mismas cantidades de péptido PEGilado y no modificado, se detectaron 2 pmoles del primer residuo de apelina-36
para el péptido PEGilado en comparacion con 146 pmoles del péptido no modificado, que indica ~98 % de
selectividad por el extremo N (Fig. 2). Para evaluar el nivel de contaminante de péptido no reaccionado, el material
final se ejecutd sobre un gel de Bis-Tris al 12 % con péptido libre. Con 8 ug de conjugado cargado, no se observo
péptido libre, sugiriendo que el nivel de impureza de péptido libre era <2 %.

La PEGilacién del extremo N de apelina-36 tuvo impacto minimo sobre la unién: Los conjugados de PEG de 40 kDa
retuvieron union de alta afinidad con una K; de 0,3 nM en comparacion con una Ki de 0,05 nM para apelina-36 (Fig.
3). A diferencia, el conjugado de PEG-apelina-36 de 10 kDa di-PEGilado presenté una Ki de ~1 nM. El control
negativo de péptido de a-MSH de 13 aminoacidos no mostré union.

Ensayo de bioactividad (AMPc¢) in vitro

Se identificd una linea celular clonal (HEK293-APJ#3) que expresaba un alto nivel de APJ sobre la superficie celular
por analisis de citometria de flujo. Cuando se expuso a apelina-36, este clon demostrd supresion de la produccion de
AMPc mediada por forskolina con una CI50 de 1 nM. Los presentes inventores buscaron a continuacién determinar
si la adicién del resto de PEG a apelina-36 alteraria sus propiedades como agonista peptidico de APJ. Como se
muestra en la Figura 4, la CI50 de PEG-apelina-36 se desplazé modestamente a la derecha a 1,5 nM, sin cambio en
la inhibicion maxima de la acumulacion de AMPc mediada por forskolina frente a apelina-36. Estos resultados
indican que el resto de PEG no interfiere con las propiedades agonistas de apelina-36.

Evaluacion in vivo

PEG-apelina 36 demostro efecto inotropico prolongado en ratas normales: Las ratas recibieron una infusion de 20
minutos de una dosis baja de apelina-36 o PEG-apelina-36, una dosis alta de apelina-36 o PEG-apelina-36, o
solucion salina, y se monitorizé la funcién cardiaca por ecocardiografia en momentos de tiempo especificados
durante la infusiéon y durante 100 minutos después del final de la infusion. PEG-apelina-36 demostr6é efectos
inotropicos prolongados en ratas normales. Durante la infusion, los grupos de apelina-36 y PEG-apelina-36
demostraron aumentos significativos similares en la FE, observandose FE pico en el momento de tiempo 20 m.
Después de terminar la infusion, la disminucién en la FE fue mas lenta en los grupos de PEG-apelina-36 en
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comparacion con los grupos de apelina-36. 30 minutos después de terminar la infusion (momento de tiempo 50 min),
la FE en el grupo de dosis baja de apelina-36 (Ap36Lo) no fue significativamente diferente del nivel inicial (BL) o del
grupo de solucion salina normal (NS). En el grupo de dosis baja de PEG-apelina-36 (Peg36Lo), las FE aumentaron
significativamente en comparacion con los valores del nivel inicial y de grupos de NS durante la duracion del
experimento (Fig. 5a). Se observaron cambios similares en FE en los grupos de dosis alta (Fig. 5b). Las FE pico
para los grupos de apelina-36 (Ap36Hi) o PEG-apelina-36 de dosis alta (PegAp36 HI) se observaron al final de la
infusion IV (20 min). En el grupo de PegAp36 Hi, las FE siguen por encima del BL y del grupo de NS durante la
duracioén del experimento. En el grupo de Ap36 Hi, la FE no fue significativamente diferente del nivel inicial 40 min
después del final de la infusion IV (momento de tiempo 60 min) y no fue significativamente diferente del grupo de NS
100 min después del final de la infusién IV (momento de tiempo 120 min)

PEG-apelina 36 demostré efecto inotrépico prolongado y potenciado en ratas con IM: Como se observa en ratas
normales, PEG-apelina-36 demostré efectos inotrépicos prolongados en ratas con IM en comparacion con apelina-
36 (Fig. 6). En el grupo de PEG-apelina-36 (Peg36MIl), los valores de FE aumentaron significativamente en
comparacion con el nivel inicial y el grupo de NS (NSMI) durante la duraciéon del experimento. Sin embargo, en el
grupo de apelina-36 (Ap36MI), la FE no fue significativamente diferente de BL a los 60 min (40 min después de
terminar la infusion 1V) y no fue significativamente diferente del grupo de NS 120 min (100 min después del final de la
infusion 1V).

No hubo cambios significativos en la tension arterial adrtica media (TAA media) en ratas normales tras tanto la
administracion de PEG-apelina-36 como de apelina-36 en comparaciéon con los valores del nivel inicial, ni hubo
cambios en TAA media en ratas con IM tras la administracion de apelina-36 (Fig. 7).

Niveles en sangre de apelina

Cuando los animales recibieron apelina-36, el nivel en plasma de apelina-36 aumento6 significativamente en
comparacion con el nivel inicial en los momentos de tiempo 20 min (final de la infusién 1V) y 40 min (20 min después
del final de la infusion 1V) (2,5 y 2 veces, respectivamente). Cuando los animales recibieron PEG-apelina-36, el nivel
en plasma de apelina-36 aumenté significativamente en los momentos de tiempo 10 min (durante la infusion V), 20
min (final de la infusién 1V), 40 min y 120 min (final de la monitorizacion) (2,5, 4, 2,7 y 2,7 veces, respectivamente)
(Fig. 8). La cinética de los cambios en los niveles en sangre de apelina-36 en animales que recibieron tanto apelina-
36 como PEG-apelina-36 estuvo de acuerdo con los cambios observados en la fraccion de eyeccion (FE) cardiaca
en estos animales.

La PEGilacion del extremo N de apelina-36 tuvo poco efecto sobre la unién de APJ, en la que el conjugado de mono-
PEG de 40 kDa tuvo una K; de 0,3 nM (frente a Ki de 0,05 para apelina-36). El conjugado de PEG-apelina-36 de 10
kDa di-PEGilado tuvo una Ki de ~1 nM. Esta pérdida de 20 veces en la afinidad de unién fue probablemente debida
a la PEGilacidon en una de las dos lisinas internas. La grave pérdida de afinidad de uniéon observada con la
PEGilacién del extremo N de apelina-12 y apelina-17) indicé que la PEGilacion en la segunda lisina en la secuencia
produciria probablemente un conjugado practicamente inactivo. Los conjugados de apelina-36 de 30 kDa y 40 KDa
tuvieron Ki similares. Como se anticipé6 que PEG-apelina-36 de 40 kDa tenia una vida en circulaciéon mas larga
debido a su mayor masa molecular, este conjugado se seleccion6 para caracterizacion adicional in vitro e in vivo.

La CI50 de PEG-apelina-36 de 40 KDa se desplazo solo 1,5 veces a la derecha, sin cambio en la inhibicién maxima
de la acumulacién de AMPc mediada por forskolina frente a apelina-36. Estos datos indicaron que la unién de un
grupo de PEG del extremo N a apelina-36 no comprometié su funcién como agonista de APJ, que estaba de acuerdo
con el ensayo de unién a receptor mencionado anteriormente y el hecho de que tanto la apelina-36 como PEG-
apelina-36 demostraran magnitudes similares de elevacion de FE durante los 20 minutos de infusion de péptido en la
evaluacion in vivo de los presentes inventores.

Se anticiparon el corto tiempo en circulacion de péptidos de apelina no modificados y los efectos inotropicos
transitorios. La conjugacion de apelina-36 con PEG de 40 kDa aumento la duracion de su efecto inotrépico en
comparaciéon con la apelina-36, de acuerdo con los aumentos anticipados en la semivida de circulacion de PEG-
apelina-36. PEG-apelina-36 mantuvo elevados efectos inotrépicos durante al menos 100 minutos después del final
de la infusion IV. A diferencia, con la dosis baja de apelina-36 no modificada, la FE volvié al nivel inicial y no fue
significativamente diferente del grupo de NS 30 min después de la infusion IV. En el grupo de apelina-36 de dosis
alta, la FE volvio al nivel inicial 40 min después de la infusion IV y no fue significativamente diferente del grupo de NS
100 min después de la infusién IV.

La infusién IV de PEG-apelina-36 demostré una extendida duracion de la elevada FE en ratas con IM. De forma
interesante, la magnitud de los efectos inotropicos mediados por apelina-36 PEGilada y no modificada fue mucho
mayor en ratas con IM que en las ratas normales. Los valores de FE pico (momento de tiempo 20 min para todos los
grupos) en ratas con IM fueron 30 % para el grupo de apelina-36 (Ap36MI) y 40 % para el grupo de PEG-apelina-36
(Peg36MI). Los valores de FE en ratas normales que recibieron la misma dosis de apelina-36 (Ap36Lo) o PEG-
apelina-36 (Peg36Lo) fueron del 18 % y 21 %, respectivamente.
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Para elucidar la relacion entre funcion cardiaca elevada y niveles en sangre de apelina-36 se us6 un EIA de apelina-
36 para medir los niveles en sangre de apelina-36 en animales que recibieron tanto apelina-36 como PEG-apelina-
36. Se observo que este ensayo no informa en la totalidad de los niveles de apelina-36 en animales que recibieron
PEG-apelina-36 posiblemente debido a la reducida afinidad de unién del anticuerpo anti-apelina por PEG-apelina-36.
Debido a esta cuestién, los niveles de apelina-36 en este estudio se informaron como el cambio en veces en
comparacion con el nivel inicial. Como se anticipd, los presentes inventores encontraron que la extendida duraciéon
de los efectos inotropicos con PEG-apelina-36 se correspondié con una extendida duracion de los niveles en sangre
de apelina-36 por encima del nivel inicial.

En resumen, la apelina-36 PEGilada en el extremo N se produjo satisfactoriamente con alta afinidad de union por el
receptor y retuvo la actividad de agonista. Se demostraron efectos inotrépicos prolongados y extendido tiempo de
circulacién de PEG-apelina-36.

Se apreciara por aquellos expertos en la materia que podrian hacerse cambios a las realizaciones descritas

anteriormente sin apartarse del amplio concepto inventivo de las mismas. Se entiende, por tanto, que la presente
invencion es como se define por las reivindicaciones adjuntas.
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gaaacaaaga

tgtggtetge
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agccectgec
cctgatgeeg
gcccagaggyg
ccageggococe
ctgttcagtg
geccgctcate
ttagagotgg
tectegtotyg
tgcctggggt
tggectgggga
ttggggaagg
gctgtagtty
gagctgaagec
gcaccaactc
aggcggtcte
gacttectecte
cggecggttat
ctctecaccte
cecccagtgge
ccagtcecate
coettettet
cttcatttgg
tgtgggctce
gaagaatgca
agacagggaa
dgggtggagea
ttgtcactte
catceccage
tatacecctee
ttagagctga
gaagcctgga

tctocccatet

cgtttecaac
ctteocegatg
tcaaggaatg
cgoctotoce
gacagtgcta
actggccaga
caagagagct
aggcctagag
tggggaggcet
ggggtgecca
aggcagagag
ceceggagetyg
ctgeceecectte
aggggccttg
ctctectecte
ttgtcatttt
gtctecteoeca
gcacctgctg
gtgctcectgg
ttectggece
ccaggteece
gecttectte
agcagatccc
gagaaaagca
cattggggge
tcagegttty
tettgeoetta
tagccoccaagce
caggagtaaa
caggaccctt
gaggggagtyg

cctactttat
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aacctteocte

ggaatggget
ggccagggcc
ataagggacec
aagcggaggyg
cacatccatc
tatggggcag
aggggcttga
ggcectgetta
gggcaaacct
ctctagggge
tgagaaggag
cetggtctge
ggattgaggt
tectttectg
tgtctectta
tagattggte
tagccaccag
ctgtagtttg
ctecectggac
tececgeectag
ctcatgtctg
ttgttttect
aggagagact
atggaagtge
ctecagttaag
gtgtgectee
tccaggtcag
agccaagcaa
gaaggtcact
acctgetecag

gacgcectct

actaacaggc
ggaagacggc
ctggcaggga
catgeccttte
agaaggacag
aaacagtcct
ctgtcotagee
tacttggggc
gagatttcta
acagatgtce
tectcaggecag
ggaagaacca
tggctgtece
ttgggctgag
gggagttecct
ggactgaagy
tgcttctetyg
tgggcccage
gatgattcece
tgactttgga
tccoctgectg
ccctgagcge
gtcagttgga
ctagttaaga
cagggtggtt
ggagaggtag
caatactcce
gaggggaggg
gaggttgttt
tagcecttett
agtcattgeca

tcocctecttga
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tttetecette
aatgtcegec
ggtcggagga
tgaagcaggt
cctagaagcc
ggecgccacac
cotttatttt
cagtcteocect
gacatcctgg
agtgtagatt
agaacaagag
aggtggcagce
actgcagtagg
tggagtttgg
ttggecctagg
ggcccccaag
gaggcctcac
tcttetecace
gttctecteac
gacctagecece
toctcatctaa
ggggtggaag
cccctcacct
ggtgctgget
ttecaggaget
agaggggecc
ttettectge
tgetgggecet
ttgocaagaa
aggcaaacgc
gagccgggat

tgatgtcttt

ctgcagggte
acctggtgea
aattcegeeg
acttgagoct
gggtgatcct
tcacagaggc
acagacgatc
tccacecctge
tggaccttaa
gtegccagag
gacagttgtg
agagagagga
ggacaggcag
gggaaagaga
atatgteccat
tgccecaccce
gtccattcag
tgectgette
aagaatccgt
cagaaagcct
cgocccaaac
tgctecette
ggcctccagg
gcggggatec
ctggtgaagt
gtgaagtecct
ccccacacec
gacatggcta
tcacagaatg
ctgcaaaaca
ggggaccagg

tcaaagcaaa
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tgaagtgecect
gcaagctgge
ccecctgetge
ataactggca
tacecgctcaa
atggecttee

gagaggggag

ttteocogagg
tgtgaactgt
accattceecc
gecatteccecag
ccccagggty
cttegtgtty

aagaaggaag
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ctggggctgg
cctgttgtgg
cagctggget
acccagggta
gttttecagga
accggacctt

ggaagggcag

gggtggctgg
ggctggagct
ggaaggttce
ctctaatagg
gtececgaggta
ccttecaggg

daggaaggag
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gaggggaagg

gecteccoccacet
ataactggce
ggcggcteoag
gocctteaate

ctttteocttt

ggaagaaaag

gaagggagag
ccctgaceta
agctgececece
gcactgagac
actggactce
gggggaggcg
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7980

8040

8100

8160

8220
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de apelina 36 pegilada que comprende una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG)
operativamente ligadas a un residuo de leucina en el extremo N de la apelina 36.

2. La molécula de la reivindicacion 1, en la que dicha apelina 36 pegilada es capaz de presentar una vida en
circulacién prolongada o un efecto inotropico extendido, con respecto a una apelina 36 no pegilada.

3. La molécula de la reivindicacion 1, en la que dicha apelina 36 pegilada es una apelina 36 mono-pegilada o di-
pegilada.

4. La molécula de la reivindicacion 1, en la que dicha una o mas moléculas de PEG estan covalentemente unidas a
dicho residuo de aminoacido, tanto directamente como mediante un conector.

5. La molécula de la reivindicacion 1, en la que cada molécula de PEG tiene un peso molecular que oscila de
aproximadamente 5.000 a aproximadamente 50.000 daltons.

6. La molécula de la reivindicacion 1, en la que dicha apelina 36 pegilada comprende apelina 36 monomeérica.

7. La molécula de la reivindicacion 1, en la que dicha apelina 36 pegilada comprende una apelina 36 oligomérica, en
la que uno o mas mondémeros estan operativamente ligados entre si.

8. La molécula de la reivindicacion 1, en la que la apelina 36 comprende la secuencia de aminoacidos de residuos de
aminoacidos 42-77 de SEQ ID NO: 1.

9. La molécula de la reivindicacion 8, en la que dicha secuencia de aminoacidos esta codificada por una secuencia
de acidos nucleicos 123-234 pb de SEQ ID NO: 2.

10. La molécula de apelina 36 pegilada de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso como medicamento.

11. Una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de apelina 36 pegilada de cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado a la apelina, en la que
dicha enfermedad o trastorno es una enfermedad cardiovascular, una lesion por isquemia-reperfusion, infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca aguda descompensada, insuficiencia cardiaca cronica, cardiomiopatia, trastorno
endocrino, trastorno metabdlico o hipertensién pulmonar, en un sujeto humano.
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