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DESCRIPCION
Péptido para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones

La invencion se refiere al nuevo analogo de exenatida con la siguiente féormula
H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Gly-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-
D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-Gly-OH,

que se puede utilizar para el tratamiento y la prevencion de la diabetes mellitus, asi como para el tratamiento y la
prevencion de las complicaciones de la diabetes tipo 2 tales como la neuropatia diabética, la distrofia muscular y la
endoteliopatia.

La invencion se refiere a la medicina y la farmacia y se puede utilizar como el producto farmacéutico para la
prevencion y el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, asi como sus complicaciones tales como la neuropatia
diabética, la distrofia muscular y la endoteliopatia.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM 2 o diabetes mellitus no dependiente de insulina) es una enfermedad cronica,
multisistémica, que se manifiesta principalmente en la alteracion del metabolismo de los carbohidratos. La
hiperglucemia se desarrolla como resultado de cambios anormales. Ademas, aparece una disfuncion de las células
especializadas de la glandula pancreatica responsables de la generacion de insulina. La principal causa de letalidad
de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 es, en primer lugar, el desarrollo de complicaciones macrovasculares
(lesion de las arterias coronarias, cerebrales y periféricas). Asimismo, la DM 2 es uno de los componentes
principales para el desarrollo del sindrome metabdlico (resistencia a la insulina o sindrome X) [1]. En los ultimos
tiempos, el nimero de observaciones que indican que la DM 2 es un marcador patolégico del desarrollo de la
demencia por Alzheimer esta creciendo cada vez mas [2].

Segun los datos de la OMS a finales de 2013, hay 347 millones de personas que padecen diabetes en el mundo [3].
3,4 millones de personas murieron debido al alto contenido de azicar en sangre en 2004 [4]. El nimero de casos
fatales causados por complicaciones de la diabetes se mantuvo en el mismo nivel en 2010 [5]. Segun los prondsticos
de la OMS, la diabetes se habra convertido en la séptima causa significativa de letalidad en 2030 [4]. Se cree que la
DM tipo 1 puede encontrarse entre el 10-15 % de los pacientes en los paises desarrollados, y la DM tipo 2, entre el
85-90 %. Pero en los ultimos afios la frecuencia de la DM tipo 2 en los paises desarrollados crece muy rapidamente,
mientras que el nimero de pacientes con DM tipo 1 no ha cambiado significativamente. Segun los ultimos datos de
la OMS, la proporcion de DM tipo 1 y 2 en el mundo ha cambiado hacia el aumento de la frecuencia de DM tipo 2 [5].

La complicacion mas temprana y mas frecuente de la diabetes mellitus es la neuropatia diabética [6], que se
caracteriza por un trastorno del sistema nervioso asociado con lesiones de pequefios vasos sanguineos (vasa
vasorum, vasa nervorum). No solo esta complicacion produce una disminucion en el trabajo, sino que a menudo
también causa el desarrollo de lesiones incapacitantes graves y la muerte de pacientes. El proceso patologico afecta
a todas las fibras nerviosas: sensoriales, motoras y vegetales. Segun datos de diferentes autores, la neuropatia
diabética se puede observar entre el 90-100 % de los pacientes con diabetes mellitus. La frecuencia de lesiones del
sistema nervioso debido a la diabetes mellitus es directamente proporcional a la duracion de la enfermedad vy, en
algunos casos, precede a la aparicion de los principales signos clinicos de la diabetes. Por lo tanto, el 5 % de los
pacientes con diabetes mellitus ya tienen sintomas de lesién del sistema nervioso que crecen en el curso de la
enfermedad que alcanzan hasta el 60 % en 25 afios de duracion de la diabetes.

Todas las partes del sistema nervioso se ven afectadas por la diabetes mellitus: sistema nervioso central
(encefalopatia, mielopatia), sistema nervioso periférico (poli y mononeuropatia) y sistema nervioso vegetal periférico
(neuropatia autonémica).

Teniendo en consideracion lo mencionado anteriormente, es obvio que el desarrollo y la implementacion de un
medicamento para el tratamiento de la diabetes tipo 2 en si y sus complicaciones en la practica diaria son
prometedores.

El tratamiento farmacoldgico de la diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones actualmente se basa en farmacos
antihiperglucémicos que se combinan en varios grupos:

- El primer grupo incluye dos tipos de medicamentos: tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona), PPARy -
agonistas, estimuladores de receptores gamma nucleares y biguanidas (Metformina, Siofor, Avandamet,
Bagomet, Glucophage, Metfogamma). Los medicamentos de este grupo aumentan la sensibilidad de las células
a la insulina, reducen la resistencia a la insulina y la capacidad de absorcion de la glucosa por parte de las
células del tracto intestinal, y es por eso que a menudo se prescriben para personas con sobrepeso.

- El segundo grupo de farmacos antihiperglucémicos también comprende dos tipos de medicamentos - las
sulfonilureas secundarias (Maninil, Diabeton, Amaril, Glurenorm, Glibinese-retard) que estimulan la generacion
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de insulina propia, lo que aumenta su eficacia y las meglitinidas (Repaglinida (Novonorm) y Nateglinida (Starlix))
que mejoran la sintesis de insulina por parte de la glandula pancreatica y también reduce los picos
postprandiales (aumento del nivel de aztcar después de las comidas).

- El tercer grupo de farmacos antihiperglucémicos incluye Acarbosa (Glucobay) que reduce la capacidad de
absorcion de la glucosa por las células del tracto intestinal mediante el bloqueo de la enzima alfaglucosidasa que
divide los polisacaridos que se reciben con la comida.

Los nuevos desarrollos en el tratamiento y la prevencion de las complicaciones de la DM 2 incluyen los miméticos
directos de incretina, los agonistas de los receptores del péptido 1 similar al glucagon (GLP-1, de sus siglas en
inglés) y los agentes bloqueantes indirectos de la dipeptidil peptidasa de tipo 4. Los miméticos directos de incretina
incluyen medicamentos tales como exenatida (Byetta), liraglutida (Viktoza), albiglutida y dulaglutida. Los indirectos
incluyen Sitagliptina (Januvia), Saxagliptina (Onglyza), Linagliptina (Trajenta) y Vildagliptina (Galvus).

El grupo de medicamentos similares a la incretina es especialmente interesante.

Incretinas como el GLP-1 mejoran el funcionamiento de las células beta, inhiben el aumento inadecuado de la
secrecion de glucagon y provocan un aumento en la secrecion de insulina dependiente de glucosa. La exenatida
(exendina-4), que es un mimético de los receptores de incretina (GLP-1R), es uno de los medicamentos cuya
eficacia y tratamiento preventivo de la diabetes mellitus no dependiente de insulina y sus complicaciones se ha
demostrado mediante ensayos clinicos en personas.

La exenatida es un polipéptido inicialmente conocido como exendina-4, cuyo procedimiento de extraccion del veneno
del lagarto Heloderma suspectum y cuya secuencia de aminoacidos (HGEGTFTSDLSKQEEAVRLFIEWLKNGG-
PSSGAPPPS-NH2) se publicaron por primera vez en abril de 1992 [7]. Como representante de los péptidos de
incretina, la exendina-4 tiene un amplio intervalo de potencia, como el aumento de la secrecién de insulina
dependiente de glucosa, la mejora en el procesamiento de la glucosa, el descenso de la orexia, la desaceleracion
del movimiento de la comida desde el estdbmago, etc.

La utilizacion de exenatida en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con hiperglucemia suprime la secrecion
excesiva de glucagon, pero la exenatida no afecta la respuesta regular del glucagén a la hipoglucemia.

El tratamiento con exenatida en combinacién con Metformina y/o medicamentos a base de sulfonilurea produce una
disminucion del contenido de glucosa en sangre en estado de ayuno, el contenido de glucosa postprandial en
sangre, y el valor de hemoglobina glucosilada (HbA1c), mejorando el control glucémico de estos pacientes.

Se conocen campos de uso de exenatida: por lo tanto, la patente de EE.UU. [8] desvela la utilizacién de exenatida
para la estimulacion de la generacion de insulina con una eficacia superior a la de la hormona endégena GLP-1. Los
ejemplos proporcionados en la descripcion de la invencion demuestran que la exenatida es eficaz para el tratamiento
de la diabetes mellitus.

Otros efectos terapéuticos de la exenatida se revelaron mas adelante: reduccién de peso [9], reduccion de la
actividad motora gastrica y desaceleracion del vaciamiento gastrico [10, 11], asi como los efectos inotrépicos y
diuréticos de la exenatida [12, 13, 14]. Se describe la utilizacion de exenatida para el tratamiento del ovario
poliquistico [15, 16, 17], el tratamiento y la prevencién de la nefropatia [18, 19], la prevencion y el tratamiento de la
arritmia cardiaca [20], para la diferenciacion de las células de la médula dsea [21], el tratamiento de la diabetes
mellitus de la gestante [22, 23], la modulacion del nivel de triglicéridos y el tratamiento de la dislipidemia [24, 25], la
supresion de la secrecion de glucagén [26, 27], para la diferenciacién de células que no producen insulina a la
produccion de insulina [28]. La solicitud [29] describe la utilizacion de exenatida, sus agonistas y antagonistas para
afectar el sistema nervioso central. Las patentes [30, 31] describen la utilizacién de exenatida y otros antagonistas
de los receptores de incretina para la reduccion de la ingesta de alimentos. La solicitud [32] describe composiciones
de exenatida estabilizadas. Las patentes [33, 34] describen nuevas solicitudes de exenatida (exendina y sus
agonistas).

Todos los aspectos mencionados anteriormente indican una alta eficacia de exenatida para la prevencion y el
tratamiento de la DM 2. Sin embargo, las complicaciones que se producen en la diabetes mellitus tipo 2, tal como la
neuropatia diabética, la distrofia muscular y la endoteliopatia, no se resuelven durante el tratamiento con exenatida
ni todos los otros farmacos antihiperglucémicos mencionados anteriormente.

Es por eso que existe la tarea de crear nuevos analogos de exenatida que sean eficaces en el tratamiento de las
complicaciones que se producen en el curso de la diabetes mellitus tipo 2, tal como la neuropatia diabética, la
distrofia muscular y la endoteliopatia.

El analogo mas cercano de la invencion reivindicada es la patente de EE.UU. 5424286 [8] seleccionada como
prototipo, en la cual la utilizacién de miméticos de incretina para la estimulacién de la generacion de insulina es
similar a la invencion reivindicada.

La principal desventaja de la invencién conocida es la ausencia de efectos terapéuticos de los miméticos de incretina
(exenatidas) que permiten la prevencion y el tratamiento de dichas complicaciones de la diabetes mellitus como la
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neuropatia diabética, la distrofia muscular y la endoteliopatia.

Por lo tanto, el resultado técnico de la invencion reivindicada sera la prevencion y el tratamiento de dichas
complicaciones de la diabetes como la neuropatia diabética, la distrofia muscular y la endoteliopatia.

El resultado técnico en la invencion reivindicada se logra mediante la utilizacion de la composicion de acuerdo con la
férmula:

H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Gly-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-
Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly- Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-D-
Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-Gly-OH

que tiene un efecto terapéutico que permite la prevencion y el tratamiento de la neuropatia diabética, la distrofia
muscular y la endoteliopatia.

La invencion se materializa en las siguientes figuras.

La Figura 1 es la concentracion de glucosa en sangre periférica bajo la influencia de productos de prueba, M + m,
mmol/l. La primera columna es el punto antes del inicio de la inyeccién de productos, la segunda columna es el
ultimo dia de tratamiento (80° dia).

* - diferencias estadisticamente significativas en los grupos a los que se administro los productos de prueba y
el grupo de control, prueba de Bonferroni con p < 0,05;

# - diferencias estadisticamente significativas en los grupos entre el valor inicial y el ultimo dia de tratamiento
(80° dia de inyeccién de productos), prueba t con p < 0,05.

La Figura 2 es el impacto del péptido D en la dosis de 10 ppb en la alodinia tactil en ratas con neuropatia
alcohdlica. Se inyectaron animales con péptido D durante 100 dias de acuerdo con el plan de estudio. Se evalud
la alodinia tactil antes de modelar la neuropatia por alcohol en el 1°" dia de inyeccion del producto y en el 50° y
100° dia de la inyeccion diaria. Los datos se proporcionan como un valor umbral medio de la retirada de la pata
(@) (M £m).

La Figura 3 es el grosor de la intima de la arteria mesentérica después de la inyeccion durante 80 dias de
productos de prueba, um.

# - diferencia con el grupo sano (p < 0,05);
* - diferencia con el grupo de control (p < 0,05, prueba de Bonferroni);
** - diferencia con el grupo de control (p < 0,001, prueba de Bonferroni).

La sintesis del compuesto reivindicado se describe en los ejemplos 1-5.
Ejemplo 1.
Sintesis de Fmoc-Gly-Pro-Ser(tBu)-Ser(tBu)-Gly-OH

Se suspendieron 6,0 g de resina de 2-clorotritilo (1,5 mM/g de capacidad) en 45 ml de DCM en el reactor de sintesis
en fase solida, mantenido durante 5 minutos; la resina se filtr6 y se lavé con 2x30 ml de DCM. Se afiadieron una
solucion de 2,95 g (9,9 mM) de Fmoc-Gly-OH y 6 ml (36 mM) de DIPEA disuelta en 30 ml de DCM a la resina y se
agitoé durante 60 minutos a temperatura ambiente. La resina se filtrg, se lavd con 2x30 ml de DCM, se trato con 2x30
ml de la mezcla DCM/metanol/DIPEA (17:2:1) durante 10 min, y se lavé con 2x30 ml de DCM y 3x30 ml de DMF. Se
afadieron al reactor 30 ml de solucion de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y
se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,67 g (20,0 mM) de Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron a DMF 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %, se agito
durante 5 min, se filtrd, se lavd con 3x30 ml de DMF, se anadieron a DMF 30 ml de soluciéon de dietilamina al 20 %,
se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,67 g (20,0 mM) de Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron a DMF 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %, se agito
durante 5 min, se filtrd, se lavé con 3x30 ml de DMF, se afiadieron a DMF 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %,
se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 6,75 g (20,0 mM) de Fmoc-Pro-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente. La

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2711 841 T3

resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron a DMF 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %, se agito
durante 5 min, se filtrd, se lavé con 3x30 ml de DMF, se afiadieron a DMF 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %,
se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 3,50 g (20,0 mM) de Fmoc-Gly-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrg, se lavo con 6x30 ml de DMF y 3x30 ml de DCM. Después de que la resina se traté con 10x30 ml de
solucioén al 1 % de acido trifluoroacético disuelto en DCM, las soluciones resultantes se combinaron en un matraz
que contenia 30 ml de solucion al 10 % de piridina en metanol. La mezcla se redujo a ~ 50 ml, y se afiadieron 200 ml
de agua al residuo. El sedimento obtenido se filtr6, se lavo con agua y se secd. Se obtuvieron 6,4 g (91 %) de
producto puro al 97 % de acuerdo con HELC.

Ejemplo 2.

Sintesis de Fmoc-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)-Ala-Val-Arg(CF3COOH)-Leu-Phe-lle-Glu(OtBu)-Trp(Boc)-Leu-
Lys(Boc)-Asn(Trt)-Gly-OH

Se suspendieron 6,0 g de resina de 2-clorotritilo (1,5 mM/g de capacidad) en 45 ml de DCM en el reactor de sintesis
en fase solida, mantenido durante 5 minutos; la resina se filtr6 y se lavé con 2x30 ml de DCM. Se afiadieron una
solucion de 2,95 g (9,9 mM) de Fmoc-Gly-OH y 6 ml (36 mM) de DIPEA disuelta en 30 ml de DCM a la resina y se
agitoé durante 60 minutos a temperatura ambiente. La resina se filtrg, se lavé con 2x30 ml de DCM, se trato con 2x30
ml de la mezcla DCM/metanol/DIPEA (17:2:1) durante 10 min, y se lavé con 2x30 ml de DCM y 3x30 ml de DMF. Se
carg6 en el reactor 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se agité durante 5 minutos, se filtro, se
lavé con 3x30 ml de DMF, se afadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo
durante 20 min, se filtré y se lavd con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 11,93 g (20,0 mM) de Fmoc-Asn(Trt)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de DIC disuelto en 30 ml
de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La resina se filtrd, se lavé con
6x30 ml de DMF, se afiadieron a DMF 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %, se agité durante 5 min, se filtro, se
lavé con 3x30 ml de DMF, se afadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo
durante 20 min, se filtrd, se lavo con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 9,37 g (20,0 mM) de Fmoc-Lys(Boc)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 7,07 g (20,0 mM) de Fmoc-Leu-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 10,53 g (20,0 mM) de Fmoc-Trp(Boc)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 8,51 g (20,0 mM) de Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,07 g (20,0 mM) de Fmoc-lle-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtro, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,75 g (20,0 mM) de Fmoc-Phe-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrd, se lavo con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.
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Una solucion enfriada (4 °C) de 7,07 g (20,0 mM) de Fmoc-Leu-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrd, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 8,66 g (20,0 mM) de Fmoc-Arg-OH.HCI, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 6,79 g (20,0 mM) de Fmoc-Val-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 6,23 g (20,0 mM) de Fmoc-Ala-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 8,51 g (20,0 mM) de Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 8,51 g (20,0 mM) de Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargod en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 8,51 g (20,0 mM) de Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrg, se lavo con 6x30 ml de DMF y 3x30 ml de DCM. Después de que la resina se traté con 10x30 ml de
solucioén al 1 % de acido trifluoroacético disuelto en DCM, las soluciones resultantes se combinaron en un matraz
que contenia 30 ml de solucion al 10 % de piridina en metanol. La mezcla se redujo a ~ 50 ml, y se afiadieron 200 ml
de agua al residuo. El sedimento obtenido se filtr6, se lavo con agua y se sec6. Se obtuvieron 21,8 g (80 %) de
producto puro al 95 % de acuerdo con HELC.

Ejemplo 3.

Sintesis de  Boc-His(Trt)-Gly-Glu(OtBu)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-Lys(Boc)-
GIn(Trt)-Gly-OH

Se suspendieron 6,0 g de resina de 2-clorotritilo (1,5 mM/g de capacidad) en 45 ml de DCM en el reactor de sintesis
en fase sdlida, mantenido durante 5 minutos; la resina se filtr6 y se lavé con 2x30 ml de DCM. Se afiadié una
solucion con 2,95 g (9,9 mM) de Fmoc-Gly-OH y 6 ml (36 mM) de DIPEA disuelta en 30 ml de DCM a la resina y se
agitoé durante 60 minutos a temperatura ambiente. La resina se filtrg, se lavé con 2x30 ml de DCM, se trato con 2x30
ml de la mezcla DCM/metanol/DIPEA (17:2:1) durante 10 min, y se lavé con 2x30 ml de DCM y 3x30 ml de DMF. Se
cargaron en el reactor 30 ml de solucion de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se agité durante 5 minutos, se filtro,
se lavé con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo
durante 20 min, se filtré y se lavd con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 12,21 g (20,0 mM) de Fmoc-GIn(Trt)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 9,37 g (20,0 mM) de Fmoc-Lys(Boc)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
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disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,67 g (20,0 mM) de Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 7,07 g (20,0 mM) de Fmoc-Leu-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agito durante 5 min, se filtro, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una soluciéon enfriada (4 °C) de 8,23 g (20,0 mM) de Fmoc-Asp(OtBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml
(22,0 mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura
ambiente. La resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se agité durante 5 min, se filtrd, se lavé con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de
dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,67 g (20,0 mM) de Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,95 g (20,0 mM) de Fmoc-Thr(tBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afnadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,75 g (20,0 mM) de Fmoc-Phe-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 7,95 g (20,0 mM) de Fmoc-Thr(tBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 5,95 g (20,0 mM) de Fmoc-Gly-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se anadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 8,51 g (20,0 mM) de Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 5,95 g (20,0 mM) de Fmoc-Gly-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtro, se lavé con 6x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x30 ml de DMF, se afiadieron 30 ml de solucion de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x30 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 9,95 g (20,0 mM) de Boc-His(Trt)-OH, 2,98 g (22,0 mM) de HOBt y 3,42 ml (22,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrg, se lavo con 6x30 ml de DMF y 3x30 ml de DCM. Después de que la resina se traté con 10x30 ml de
solucioén al 1 % de acido trifluoroacético disuelto en DCM, las soluciones resultantes se combinaron en un matraz
que contenia 30 ml de solucion al 10 % de piridina en metanol. La mezcla se redujo a ~ 50 ml, y se afiadieron 200 ml
de agua al residuo. El sedimento obtenido se filtr6, se lavo con agua y se sec6. Se obtuvieron 20,9 g (85 %) de
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producto puro al 95 % de acuerdo con HELC.
Ejemplo 4.
Sintesis de la 14-glicina-exendina-4 (Heloderma suspectum)-(1-39)-peptidil-octa-D-arginil-glicina
H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Gly-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-
D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-Gly-OH

Se suspendieron 2,0 g de resina de 2-clorotritilo (1,5 mM/g de capacidad) en 15 ml de DCM en el reactor de sintesis
en fase sdlida, mantenido durante 5 minutos; la resina se filtr6 y se lavé con 2x10 ml de DCM. Se afiadié una
solucion con 0,98 g (3,3 mM) de Fmoc-Gly-OH y 2 ml (12 mM) de DIPEA disuelta en 10 ml de DCM a la resina y se
agitoé durante 60 minutos a temperatura ambiente. La resina se filtrg, se lavé con 2x30 ml de DCM, se trato con 2x10
ml de la mezcla DCM/metanol/DIPEA (17:2:1) durante 10 min, y se lavé con 2x10 ml de DCM y 3x10 ml de DMF. Se
afiadieron al reactor 10 ml de solucion de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se agité durante 5 minutos, se filtro,
se lavo con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién al 20 % de DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y
se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 2,60 g (6,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 0,98 g (7,2 mM) de HOBt y 1,12 ml (7,2
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 2,60 g (6,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 0,98 g (7,2 mM) de HOBt y 1,12 ml (7,2
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 3,46 g (8,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrd, se lavé con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 3,46 g (8,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se afnadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtr, se lavo con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 3,46 g (8,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se carg6 en el reactor y se agité durante 10 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se afnadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 4,33 g (10,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 1,62 g (12,0 mM) de HOBt y 1,88 ml (12,0
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 4,33 g (10,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 1,62 g (12,0 mM) de HOBt y 1,88 ml (12,0
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavo con 5x10 ml de DMF.

Una solucion enfriada (4 °C) de 4,33 g (10,0 mM) de Fmoc-D-Arg-OH.HCI, 1,62 g (12,0 mM) de HOBt y 1,88 ml (12,0
mM) de DIC disuelto en 10 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
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disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 3,07 g (8,0 mM) de Fmoc-Ser(tBu)-OH, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0
mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargo en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de soluciéon de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 2,70 g (8,0 mM) de Fmoc-Pro-OH, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavd con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucioén enfriada (4 °C) de 2,70 g (8,0 mM) de Fmoc-Pro-OH, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se anadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrg, se lavo con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 2,70 g (8,0 mM) de Fmoc-Pro-OH, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0 mM)
de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La
resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se afnadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF,
se agitd durante 5 min, se filtrd, se lavo con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucioén enfriada (4 °C) de 2,49 g (8,0 mM) de Fmoc-Ala-OH, 1,35 g (10,0 mM) de HOBt y 1,56 ml (10,0 mM) de
DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La resina
se filtrd, se lavd con 6x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se
agité durante 5 min, se filtrd, se lavé con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Una solucién enfriada (4 °C) de 5,90 g (8,0 mM) de Fmoc-GlyProSer(tBu)Ser(tBu)Gly-OH (producto del Ejemplo 1),
1,62 g (12,0 mM) de HOBt y 1,88 ml (12,0 mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agitd
durante 12 horas a temperatura ambiente. La resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de
solucion de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se agité durante 5 min, se filtr6, se lavé con 3x10 ml de DMF, se
afadieron 10 ml de solucion de dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavd
con 5x10 ml de DMF.

Solucion enfriada (4 °C) de 11,35 g (4,0 mM) de Fmoc-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)Glu(OtBu)AlaValArg
(HCI)LeuPhelleGlu(OtBu)Trp(Boc)LeulLys(Boc)Asn(Trt)Gly-OH (producto del Ejemplo 2), 0,81 g (6,0 mM) de HOBt y
0,95 ml (6,0 mM) de DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agitd durante 24 horas a temperatura
ambiente. La resina se filtrd, se lavé con 6x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucién de dietilamina al 20 %
disuelta en DMF, se agité durante 5 min, se filtro, se lavé con 3x10 ml de DMF, se afiadieron 10 ml de solucion de
dietilamina al 20 % disuelta en DMF, se mantuvo durante 20 min, se filtré y se lavé con 5x10 ml de DMF.

Solucién enfriada (4 °C) de 9,94 g (4,0 mM) de Boc-His(Trt)Gly-Glu(OtBu)GlyThr(tBu)PheThr(tBu)Ser(tBu)Asp(Ot-
Bu)LeuSer(tBu)Lys(Boc)GIn(Trt)Gly-OH (producto del Ejemplo 3), 0,81 g (6,0 mM) de HOBt y 0,95 ml (6,0 mM) de
DIC disuelto en 30 ml de DMF se cargd en el reactor y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La resina
se filtrd, se lavd con 6x20 ml de DMF, 4x20 ml de DCM, se secd, se anadié 50 ml de la mezcla de TFA/TIS/EDT/H20
(97:1:1:1), se mantuvo durante 4 horas a temperatura ambiente, se filtr6 y se lavd con 3x20 ml de &acido
trifluoroacético, los filtrados combinados se redujeron hasta -20 ml, se afadieron 60 ml de éter seco al residuo. El
sedimento obtenido se filtrg, se lavd con éter sobre un filtro y se secd. El producto obtenido se disolvié con 50 ml de
agua y la mezcla se congel6 y se liofilizo. El liofilizado se disolvié con 40 ml de agua y se aplicé a la columna de
resina de intercambio i6nico Amberlite IRA-400 (forma Cl). La columna se lavé con agua, las fracciones que
contenian el producto se redujeron hasta ~ 50 ml y se aplicaron a la columna de fase inversa C18 Water X-Bridge,
10 ym, 127A, 50x250 mm. La elucion se realizé a un flujo de eluyente de 50 ml/min. Fase A: HCI/H20 al 0,1 %, B:
acetonitrilo. Gradiente: 0 % (B)-70 %(B) durante 70 min. Las fracciones que contenian el producto principal se
combinaron, se redujeron a -50 ml, se congelaron y se liofilizaron. Se obtuvieron 3,9 g (20 %) de producto puro al
97,5 % (HELC). Espectro de masas: calculado para C231H374N82070 MH+ 5420,98, se obtuvo MH+ 5420,80.
Analisis de aminoacidos: alanina 2,02 (2), arginina 9,0 (9), acido aspartico + asparagina 2,05 (2), acido glutamico +
glutamina 5,80 (6), glicina 7,25 (7), histidina 1,02 (1), isoleucina 1,03 (1), leucina 2,96 (3), lisina 2,07 (2), fenilalanina
2,05 (2), prolina 4,10 (4), serina 4,85 (5), treonina 1,90 (2) y valina 1,02 (1).

Ejemplo 5.

Sintesis de H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Gly-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-
Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-
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Gly-OH utilizando la cepa de Corynebacterium acetoacidophilum.
1.1. Disefio del vector pPBSACg10278 para la eliminacion del gen Cg10278 que codifica PBP1a

Se conocen la secuencia gendmica de ATCC 13032 de C. acetoacidophilum y la secuencia de nuclettidos del gen
Cg1278 que codifica la proteina de unién a penicilina PBPla (GenBank, nimero de inventario BAO0OO036 (version
BA000036.3 GI: 42602314, locus_tag=«NCg10274»)). Los cebadores P1, P2, P3 y P4 se sintetizaron con referencia
a esta secuencia. Con la ayuda de la PCR, se utilizé el ADN del cromosoma como matriz de la cepa ATCC 13869 de
C. acetoacidophilum preparada en un procedimiento convencional (Saito H. y Miura K.I., Biochim. Biophys. Acta,
1963, 72:619-629) y los cebadores P1, P2, P3 y P4, se obtuvo un fragmento (aproximadamente 1 tpn) del lado 5'y
un fragmento (aproximadamente 1 tpn) del lado 3' del Cg10278 que codifica PBPla respectivamente. Después, con
la ayuda de la PCR y utilizando ambos fragmentos de ADN como matriz y los cebadores P1 y P4, se obtuvo un
fragmento de ADN (aproximadamente 2 tpn) que consiste en ambos fragmentos combinados entre si. Se aplicaron
sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion BamH | y Xba | respectivamente. Se utilizé la ADN polimerasa
Pyrobest (fabricada por Takara Bio) y las condiciones recomendadas por el fabricante para la PCR. Este fragmento
de ADN se traté con las enzimas de restriccion BamH |y Xba |y, con el fin de adquirir el vector pBSACg10278 para
la eliminacion del gen Cg0278, se agreg¢ al sitio pBS4 de BamH I-Xba | descrito en el documento WO 2005/113744.
Se utilizaron para la ligadura el kit Ver de ligadura de ADN 2.1 (fabricado por Takara Bio) y las condiciones
recomendadas por el fabricante.

1.2. Disefio de la cepa PBPla-less

La cepa YDKO010 de C. acetoacidophilum descrita en el documento WO 2004/029254 se transformé con el vector
pBSACg10278 disefiado. La cepa YDK010 de C. acetoacidophilum es una cepa que carece de una proteina de la
capa superior de células PS2 de la AJ12036 de C. acefoacidophilum (FERM BP-734) (documento WO
2004/029254). La cepa se eligié entre los transformantes obtenidos de acuerdo con la descripcion de los
documentos WO 2005/113744 y WO 2006/057450 con el fin de obtener la cepa YDK010APBP1a que carece del gen
Cg1278.

Los ejemplos que se muestran a continuacion se refieren a pruebas farmacoldgicas del péptido obtenido.

El fin del estudio es la revelacion de la actividad antihiperglucémica y los efectos preventivos y terapéuticos del
compuesto reivindicado (en lo sucesivo, "péptido D") en las complicaciones sobre la base del modelo de diabetes
experimental quimica inducida por una inyeccién Unica de estreptozocina (STZ) y nicotinamida en ratas macho [35].

Los siguientes medicamentos fueron utilizados para la comparacion:

1. Byetta® (como medicamento de referencia para la prevencion y el tratamiento de las complicaciones de la DM
2) es una solucién transparente para inyeccion subcutanea, 250 ug/l ml: jeringas precargadas de 1,2 ml de
BAXTER Pharmaceutical Solutions.

2. Sustancia exenatida sintética

3. Metformina (Siofor® 500) (como producto antihiperglucémico convencional de las biguanidas).

REACTIVOS Y MATERIALES APLICADOS
Un kit de reactivos para la determinacion del nivel de hemoglobina glucosilada ("Phosphosorb” LLC, Rusia).
EQUIPO APLICADO

1. Dispositivo de dosificaciéon médica de laboratorio, 10-100 pl.

2. Dispositivo de dosificacion médica de laboratorio, 100-1.000 ul.

3. Microcentrifuga Z 216 MK (Hermle Labortechnik GmbH, Alemania).
4. Medidor de glucosa OneTouch UltraEasy® (LifeScan, EE.UU.).

5. Tiras reactivas OneTouch Ultra® (LifeScan, EE.UU.).

6. Filamentos de Von Frey (Stoelting, EE.UU).

ANIMALES
Especies animales: Ratas macho no consanguineos
Origen: Academia rusa de ciencias médicas Granja de animales de laboratorio
"Rappolovo"
Peso de los animales antes de 140-200 g

comenzar el estudio
Cantidad de animales: 50
Certificado veterinario: 247 N.° 0109645 con fecha 31 de julio de 2013
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ADAPTACION Y SELECCION DE ANIMALES

Antes del comienzo del estudio, los animales de laboratorio se mantuvieron durante 7 dias para la adaptacion con el
manejo grupal en jaulas. Durante este periodo, los animales se controlaron diariamente para la afeccion clinica
mediante un examen visual. Los animales con anomalias detectadas en el examen no se incluyeron en grupos
experimentales. Antes de comenzar el estudio, se agruparon los animales que cumplian con los criterios de inclusion
en el experimento.

AGRUPACION

La seleccion de los animales se realizd6 mediante el procedimiento de aleatorizacién por bloques modificada [36].
Para este fin, todos los animales suministrados de la granja se colocaron aleatoriamente en celdas de bloques de
aleatorizacion (la cantidad de celdas del bloque de aleatorizacion es divisible por la cantidad de grupos en el
experimento). Después, utilizando el generador de numeros aleatorios (programa estadistico Stadistica 6.0), se
obtuvo la lista de datos que contienen numeros de las celdas con animales y sus numeros de grupo
correspondientes, en las que los animales se colocaron posteriormente [36].

IDENTIFICACION DE ANIMALES

Las etiquetas de la jaula incluian sexo, cantidad de animales, fecha de inicio del experimento y nombre del grupo. A
cada animal seleccionado para el estudio se le asign6 un numero individual aplicando una marca en la cola.

Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de acuerdo con las reglas establecidas por el Ministerio de
Salud de la URSS con fecha 06.07.1973 en cuanto a la disposicion, equipamiento y manejo de clinicas
experimentales y biolégicas (terrarios) y GOST R 53434-2009.

Los animales se mantuvieron en jaulas de plastico transparente estandar en grupos de 5 individuos en lechos de
paja; las jaulas se cubrieron con pantallas de acero con una cavidad de alimentacion. La superficie de suelo para un
animal comprendia 440 cm? (el area minima permitida es de 250 cm?).

Se agreg6 ad libitum "alimento para el manejo de animales" Nk-120-1 preparado por GOST R 50258-92 de acuerdo
con las regulaciones aprobadas por la Orden del Ministerio de Salud de la URSS N.° 755 con fecha 12.08.1977 a la
cavidad de alimentacion de la pantalla de la jaula de acero (al medir el nivel de glucosa, los animales fueron privados
de alimento durante 18 horas). El certificado veterinario N.° 247 N.° 0294922 ("Aller Petfood" LLC, Rusia), asi como
el certificado de conformidad N.° POCRU.MP98.H00093/0051289, periodo de validez desde el 17.05.2011 hasta el
16.05.2014.

Los animales se suministraron con agua purificada de acuerdo con el SOP OX-OC-4 y se racionaron por sus
propiedades organolépticas, valores de pH, residuos secos, sustancias reductoras, diéxido de carbono, nitratos y
nitritos, amoniaco, cloruros, sulfatos, calcio y metales pesados de acuerdo con el SOP AB-38 sobre la base de
GOST 51232-98 "Drinking water. General requirements for organization and quality control methods". Se suministré
ad libitum agua en los bebederos estandar con tapa de acero de elevaciéon manual.

Se utilizaron como lecho pellets de madera de 6 mm ("ZooSPb" LLC, Rusia). Los animales se mantuvieron bajo
condiciones ambientales controladas (temperatura de 19,5-21 °C y humedad relativa del 61-75 %). El régimen de luz
comprendia 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se ajusto el régimen de ventilacion que proporciona
aproximadamente 15 voliumenes de los locales por hora, concentracion de CO, de no mas de 0,15 % del vol.,
amoniaco de no mas de 0,001 mg/l. La temperatura del aire y la humedad se registraron diariamente. No se
observaron desviaciones significativas de estos parametros durante el periodo de mantenimiento y en el curso del
experimento.

DISENO DEL ESTUDIO

Caracteristicas de los grupos de estudio, ruta y duracién de la administracion de sustancias de prueba

Grupo N.° Seaxr:;hqqa;ltgsde Sustancia administrada | Dosis Ruta y duracién de la administracion
1 M 5 - -
2 M 5 Agua destilada -
3 M 10 Byetta® 4.5 ppb Subcutanea, diaria, Léjr;zsvez al dia durante 80
4 M 10 Exenatida 4,5 ppb
5 M 10 Péptido D 6,0 ppb
6 M 10 |Metformina (Siofor® 500)| 85,7 ppm Intragastrica, diaria, Léf;:svez al dia durante 80
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De acuerdo con el programa de experimentos, los animales se sometieron a la induccion de diabetes mellitus
experimental utilizando una inyeccién uUnica de estreptozotocina (STZ) abdominal en la dosis de 65 ppm previamente
diluida en tampon de citrato (pH = 6,5) el dia 0. Todos los animales se inyectaron abdominalmente con nicotinomida
en la dosis de 230 ppm (solucién al 5 %) 2 horas antes de la dosis [35, 37].

El nivel de glucosa en sangre periférica se midié6 en ratas en ayunas (los animales fueron privados de alimento
durante una noche) antes de la induccidon de la patologia, luego 1, 3 y 9 dias después de la induccién de la
patologia. Después del comienzo de la inyeccion de sustancias de prueba, el nivel de glucosa se midié cada 10 dias
y el dia de la eutanasia. El registro del peso corporal se realizé los mismos dias que la medicion del nivel de glucosa.
La prueba de alodinia se realizo en el 60°, 70° y 80° dia de la inyeccion de medicamentos durante el experimento. En
caso de neuropatia alcoholica, la prueba de sensibilidad tactil se realizo el 1°7, 50° y 100° dia de la inyeccion de
medicamentos.

Se tomd una muestra de sangre venosa para determinar el nivel de hemoglobina glucosilada de los animales el dia
de la eutanasia. Los siguientes 6rganos también se tomaron para estudio patomorfolégico: nervio ciatico, parte de la
arteria mesentérica, parte de la arteria de la retina, parte del musculo gastrocnemio y glandula pancreatica.

EXPERIMENTO Y CALENDARIO DE OPERACIONES

Dia del experimento
Operacion

01|10 |20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90

Induccion de patologia

Registro de peso corporal

Medicion del nivel de glucosa en sangre periférica*

Prueba de alodinia

Inyeccién de medicamentos

Medicién de la hemoglobina glucosilada

Eutanasia

Nota —
* - la medicion del nivel de glucosa también se llevd a cabo el 17, 2°, 3°, 9°, 10° y 14° dia después de la inyeccion
adicional de STZ.

Ejemplo 6. Determinacion de glucosa en sangre de animales de experimentacion.

La medicién del nivel de glucosa en sangre periférica de ratas se llevo a cabo utilizando el medidor de glucosa
OneTouch® vy las tiras reactivas OneTouch® mediante la prueba de la glucosa oxidasa. Se privaron a las ratas de
alimento, pero no de agua por una noche antes de la medicion del nivel de glucosa. El procedimiento de medicion
fue el siguiente: un animal con una marca requerida se retir6 de la jaula, su cola se tratdé con un agente bactericida,
se perforé una vena con una aguja de jeringa y se coloc6 el medidor de glucosa con una tira reactiva cuando se
realizé la extraccion de sangre. Los datos obtenidos se introdujeron en la placa inicial.

Se puede ver en la figura 1 que la tendencia general a la reduccion de la concentracién de glucosa se observo en el
contexto de la aplicacion de los productos de prueba. El analisis de varianza bidireccional (ANOVA) con mediciones
repetidas reveld un impacto estadisticamente significativo de los productos de prueba sobre la concentracion de
glucosa en sangre periférica (Fs.25 = 3,49, p = 0,02). La comparacion intergrupal adicional mostré una diferencia
significativa entre el grupo inyectado con Metformina a partir del 20° dia de la inyeccién del producto (p < 0,05,
prueba de Bonferroni), asi como los grupos inyectados con el péptido reivindicado (péptido D) a partir del 40° dia de
la inyeccion del producto (p < 0,05, prueba de Bonferroni) en comparacion con el grupo de control.

La comparacion pareada entre el valor inicial de glucosa antes del tratamiento (punto "0") y el ultimo dia de
tratamineto (dia 80) mostr6é una diferencia estadisticamente significativa en los grupos que recibieron inyeccion de
Metformina (p = 0,017, prueba t) y D-péptido (p = 0,011, prueba t) (figure 1).

Finalmente, se puede concluir que el péptido D reivindicado tuvo un efecto antihiperglucémico durante el tratamiento
con una duracion de 80 dias a partir del 40° dia de la inyeccion. El producto similar a la incretina, la exenatida,
también mostré un efecto antihiperglucémico a partir del 50° dia de la inyeccién, aunque su intensidad fue menor
que la del D-péptido. La inyeccion de Byetta® no mostré impacto en el nivel de glucosa en sangre periférica, pero el
producto de referencia Metformina mostré propiedades antihiperglucémicas a partir del 20° dia de tratamiento como
se esperaba.
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Ejemplo 7. Determinacion de hemoglobina glucosilada en sangre periférica.

La determinacion de la hemoglobina glucosilada en sangre venosa se realizé utilizando el kit de reactivos "Diabetes
Test, HbA+." ("Phosphosorb" LLC, Rusia) mediante el procedimiento de cromatografia de afinidad de las fracciones
de hemoglobina glucosilada y no glucosilada en hemolisado de sangre de rata.

Las muestras de sangre para la determinaciéon de hemoglobina glucosilada en hemolisado de glébulos rojos
animales se tomaron de la vena de la cola de animales experimentales en el dia 81° de la inyeccion diaria de los
productos de prueba. Los datos obtenidos se dan en la tabla 1.

Tabla 1 - Contenido de hemoglobina glucosilada en sangre animal, %, M + m

Grupo n Hemoglobina glucosilada, %
Grupo sano 5 4,2 +0,59
Grupo de control 4 15,6 + 1,63
Byetta® 4 8,1+1,16*
Exenatida 4 7,9 +2,03*
Péptido D 4 5,56+ 0,53*
Metformina 6 5,7 +0,25*

Nota:

# - las diferencias son estadisticamente significativas en comparaciéon con el grupo sano, prueba t para variables
independientes con p < 0,05,

* - las diferencias son estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de control, prueba de Bonferroni

con p < 0,05.

Se puede observar en los datos de la tabla 1 que se observd un aumento estadisticamente significativo de la
concentracion de HbA1. en 4 veces en los animales del grupo de control en comparacioén con el grupo sano (p =
0,0002, prueba t). Los datos de medicion caracterizan el desarrollo aparente de la patologia experimental.

Se establecié una reduccion estadisticamente significativa de la concentracion de HbAi; en el contexto de la
aplicacion de los productos de prueba (Fs,17 = 11,83, p < 0,0001). La comparacion intergrupal adicional reveld el
efecto maximo del tratamiento en los grupos a los que se administrd el péptido D reivindicado (p < 0,0001) y
Metformina (p < 0,0001), mientras que este efecto no fue tan evidente en los grupos que recibieron tratamiento con
Byetta® y Exenatida (p = 0,0018 y p = 0,0015 respectivamente).

Ejemplo 8. Evaluacion de la alodinia tactil en ratas con neuropatia diabética

Se coloco una rata en una jaula de plastico con un suelo de rejilla de alambre metalico y se dejé en esta jaula
durante 5 minutos para extinguir la respuesta de orientacion. La determinacion del umbral medio eficaz de respuesta
tactil se realizdé mediante el procedimiento de Chaplan y col. [38] utilizando el kit que consta de 8 filamentos de von
Frey estandar (Stoelting, EE.UU.). La tosquedad del filamento expresada como fuerza minima que se requiere para
la flexion del filamento aumento logaritmicamente con valores absolutos de 0,692 a 28,840 g.

El umbral de cada rata se determiné inicialmente en la pata izquierda y luego en la pata derecha. Un extremo del
filamento tocé el centro de la superficie plantar en la pata con la fuerza necesaria para doblar el filamento, y se dejé
en esta posicion durante 6-8 segundos. Se registré una respuesta positiva si el animal retiraba su pata de forma
abrupta durante el contacto, o si la retirada de un filamento era seguida de una flexion aguda de la pata.

La prueba se inicid a partir de la aplicacion de un filamento correspondiente a la fuerza de 3,630 g. Luego se
utilizaron estimulos (filamentos) en la secuencia creciente y decreciente. El filamento con la menor tosquedad se
utilizé en caso de respuesta positiva, mientras que el filamento con la mayor tosquedad se utilizd en caso de
respuesta negativa. Se utilizaron 4 filamentos mas de acuerdo con el mismo principio después de la determinacion
inicial del umbral de sensibilidad.

El umbral eficaz medio psicofisioldgico de la capacidad de respuesta tactil se calcul6 mediante el procedimiento
descrito por Dixon [39].

La Tabla 2 presenta los resultados de los experimentos en el estudio del impacto de la inyeccion durante 80 dias de
productos de prueba en el grado de desarrollo de la alodinia tactil.

En los experimentos completados para el dia 60 de inyeccion de medicamentos, la manifestacién de alodinia tactil
en el grupo de control fue maxima (F1,14 = 669,8, p < 0,0001), lo que indica el modelo establecido de neuropatia
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diabética con sindrome de dolor aparente.

El procesamiento estadistico mediante analisis de varianza bidireccional con mediciones repetidas que permitieron
determinar la importancia del factor "inyeccion de medicamentos" en la expresion de la alodinia tactil se llevé a cabo
para una evaluacion adicional de los resultados obtenidos (F4,43 = 10,93; p < 0,0001). La comparacion intergrupal
adicional (prueba de Bonferroni) mostré una disminucion en la intensidad de la alodinia tactil en el grupo al que se
administro el péptido D a partir del dia 60° de la inyeccién. La Tabla 3 presenta los valores del criterio F para todas
las sustancias utilizadas. Las comparaciones intergrupales posteriores (prueba de Bonferroni) confirmaron un
impacto significativo solo en el grupo al que se administro el péptido D reivindicado.

Tabla 2 - Impacto de los productos de prueba en la alodinia tactil de ratas. La alodinia tactil se evalué antes de la
inyeccion de los productos de prueba. Los datos se proporcionan como un valor medio del umbral de retirada de la

pata (g) (M £ m).

L 60° dia de inyeccion de | 70° dia de inyeccion de [80° dia de inyeccion de
Grupo Valor inicial
productos productos productos
Grupo sano 28,82 + 0,00 27,74 £ 0,80 26,94 + 1,88 27,74 £ 0,80
Grupo de control 28,82 + 0,00 277 +£0,71% 3,10 £ 0,78% 3,46 + 0,617
Byetta® 28,82 + 0,00 572 + 1,61 3,41+ 0,55 6,59 + 1,46
Exenatida 28,14 £ 0,69 533+1,17 572+1,18 8,24 +273
Péptido D 28,82 + 0,00 16,15 £ 4,18* 13,91 £ 3,59* 15,05 + 3,67*
Metformina 28,82 + 0,00 4,94 + 0,90 4,98 + 0,87 4,28 + 0,45
Nota -
# - las diferencias son estadisticamente significativas en comparaciéon con el grupo sano, prueba t para variables
independientes con p < 0,05,
* - las diferencias son estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de control, prueba de Bonferroni
con p < 0,05.

Tabla 3 - Resultados del procesamiento de datos estadisticos mediante la expresién de alodinia tactil en el contexto
de la inyeccion de productos de prueba

Indicador Valor de criterio F Valor de P
Grupo de control F1.14 = 669,8 < 0,0001
Byetta F1.14 = 5,78 0,03
Exenatida F1.14 = 4,66 0,04
Péptido D F1,14 = 22,52 0,0003
Metformina F1.14 = 2,87 0,01

Por lo tanto, el estudio de los efectos de los productos de prueba mostro lo siguiente: Byetta®, exenatida y
Metformina disminuyeron ligeramente la intensidad de la manifestacion de la alodinia en la comparacion individual de
los indicadores, sin embargo, la comparacion intergrupal adicional no confirmé el impacto estadisticamente
significativo. La inyeccion del péptido D reivindicado a partir del dia 60° de inyeccién disminuyd significativamente las
manifestaciones de alodinia tactil en ratas que padecian neuropatia diabética (tablas 2-3). Esta observacion permite
concluir que en el caso de un tratamiento a largo plazo (a partir del dia 60° de inyeccion) existe un cierto efecto
terapéutico en relacién con una de las complicaciones mas extendidas de la DM 2, la neuropatia diabética periférica
que probablemente esté condicionada por la accién neuroprotectora del péptido D reivindicado.

Ejemplo 9. Evaluacion de la alodinia tactil en ratas que padecen neuropatia alcohdlica.

La evaluacion de la alodinia tactil se realizé de la misma manera que en el ejemplo 7. Los sintomas de la neuropatia
alcohdlica (alodinia tactil) se observaron a partir de la 8" semana (56-60 dias) de consumo de alcohol al 30 % por
ratas de acuerdo con el procedimiento de consumo forzado [40] (F1.12 = 26,25; p = 0,0003; figura 2), que indica el
modelo establecido de neuropatia alcohélica con sindrome de dolor aparente.
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El procesamiento estadistico mediante analisis de varianza bidireccional con mediciones repetidas que permitieron
determinar la importancia del factor "inyeccion de medicamentos" en el grado de desarrollo de la alodinia tactil se
llevé a cabo para una evaluacion adicional de los resultados obtenidos (F1,10 = 8,79; p < 0,014). La comparacion
intergrupal adicional (post hoc) mostré una disminucion en la intensidad de la alodinia tactil en el grupo que se trato
con el péptido D reivindicado en el dia 100° de la inyeccién, en comparacién con el grupo de control en el punto de
medicion correspondiente (p < 0,05; prueba de Bonferroni; figura 2).

Resumiendo todo lo anterior, se puede concluir que el péptido D reivindicado tiene propiedades neuroprotectoras en
relacién con los procesos neurodegenerativos desarrollados durante la neuropatia periférica diabética y alcohdlica.

ESTUDIO PATOMORFOLOGICO
Todos los animales experimentales se sometieron a un estudio patomorfolégico al final del estudio.

El estudio patomorfolégico que comprende necropsia, examen macroscopico, examen histolégico de los siguientes
organos internos: porcion central del nervio ciatico, arteria de la retina, parte de la arteria mesentérica, parte del
musculo gastrocnemio, glandula pancreatica. La necropsia se llevd a cabo bajo la supervision directa de un
patologo. Se cortaron muestras de tejidos especificos y se pusieron en una solucién al 10 % de formalina neutra,
mientras que un bulbo ocular se fijé con un fijador Davidson durante 24 horas, luego el material se sometié a un
tratamiento estandar para la produccion de muestras histolégicas e histoquimicas con grosor de secciones de
parafina seriadas de 5-7 uym. Las secciones de tejidos y 6rganos para examen microscopico se tifieron con
hematoxilina y eosina. Las muestras de tejido nervioso se tifieron con hematoxilina y eosina, azul de toluidina
mediante el procedimiento de Nissl y picro-fucsina mediante el procedimiento de van Gieson. Para revelar las fibras
de mielina y los productos de descomposicion de la mielina, las secciones transversales y longitudinales de los
nervios obtenidos en el microtomo de congelacién se tifieron con negro de Sudan mediante el procedimiento de
Lieson [41, 42, 43]. Los nucleos se contrastaron con hemalum. Las muestras de musculo gastrocnemio se tifieron
con hematoxilina, eosina y picro-fucsina mediante el procedimiento de van Gieson.

El examen morfolégico de las muestras histolégicas se llevd a cabo con el microscopio 6ptico de luz Carl Zeiss
(Alemania) con un aumento de 100, 200 y 400. La microfotografia se realizé con la camara digital Axio Scope A1
(Alemania). La morfometria se llevé a cabo de forma semiautomatica y manual utilizando el software AxioVision Rel.
4,8 y el editor de imagenes PhotoM 1.21.

Para evaluar la accion de las sustancias de prueba, se realizé una evaluacion histoldgica comparativa de su impacto
en:

1. aparato insular de la glandula pancreatica en el que se realiz6 la medicion del area de los islotes;

2. arteria de tipo muscular y torrente sanguineo microcirculatorio (arteriolas y capilares) de la retina, arteria
mesentérica en la que se realizoé la medicion morfométrica del diametro capilar y el grosor de la intima de la
arteria;

3. afeccion del nervio ciatico;

4. afeccion de la musculatura somatica.

Ejemplo 10. Evaluacion de la afeccion de la intima de la arteria mesentérica de ratas

La Figura 3 presenta datos sobre el impacto de las sustancias de prueba en la afeccion de la intima de la arteria
mesentérica de ratas. En la comparacion pareada de los grupos sanos y control se demostré que se produce un
aumento significativo en el grosor de la intima del vaso en el grupo de control (p < 0,0001, prueba t). Este aumento
de grosor y la inflamacién de la intima del vaso atestiguan el desarrollo de procesos de endoteliopatia. Un analisis de
varianza unidireccional adicional (ANOVA) mostré que la inyeccion a largo plazo de sustancias de prueba evita el
aumento del grosor de la intima de los vasos de la arteria mesentérica de ratas (Fs25 = 12,87; p = 0,0001). La
comparacion intergrupal mostré una disminucion significativa del grosor de la intima del vaso en todos los grupos en
comparacion con el grupo de control (p < 0,05, prueba de Bonferroni). El efecto maximo se observé en el grupo al
que se administré el péptido D reivindicado (p < 0,0001, prueba de Bonferroni).

Ejemplo 11. Evaluacion de la afeccion del tejido del nervio ciatico

Se puede concluir que, segun los cambios patomorfoldgicos establecidos en el tejido nervioso, el modelado de la
diabetes mellitus tipo 2 inducida por STZ se acompaifd de una afeccién aparente de neuropatia diabética que se
caracteriz6 por una disminucion del grosor y diametro de los tallos nerviosos, deformacién e hinchazon de las vainas
de mielina, fibras nerviosas afectadas, edema del tejido intersticial, acumulacién anormal de lipidos en epineuro y
perineuro, asi como crecimiento de tejido conectivo endoneural.

Las fibras individuales estaban en la afecciéon de degeneracion hidropica. En los focos de desmielinizacion se
observaron agregados de pequefios granulos sudandfilos que indicaban una desintegracion continua de la mielina.

La inyeccion de Metformina no tuvo un efecto terapéutico en el tejido nervioso. Se observaron en muestras de tejido
de este grupo lesiones severas de tallos y fibras nerviosas, perineuro y epineuro se manifestaron en una aparente
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infiltracion polimorfonuclear con degeneracion focal de vainas de mielina, asi como hinchazén y deformacion de las
fibras, presencia de productos de desintegracion de la mielina como granulos sudandfilos adyacentes a la membrana
basal de fibras de mielina no afectadas.

Cuando se inyectaron Byetta® y exenatida, solo se observé una acumulacion insignificante de lipidos en el perineuro
y el epineuro. Es obvio que los fendmenos degenerativos en este grupo fueron sustancialmente mas bajos o no
ocurrieron en absoluto. Por el contrario, la inyeccién del péptido D reivindicado tuvo un efecto terapéutico positivo,
mientras que no se revelaron diferencias morfoldgicas aparentes en la estructura de los nervios ciaticos del grupo de
animales sanos.

Se determind durante el analisis patomorfolégico de los indicadores del tejido nervioso que el grosor del tallo
nervioso habia disminuido significativamente en el grupo de control en comparacién con los animales sanos (p <
0,0001; prueba t) que pueden indicar cambios degenerativos en el tejido y se comprueba mediante una afeccion
patomorfolégica del desarrollo de la patologia (tabla 4).

Tabla 4 - Indicadores morfométricos de tejido nervioso bajo la accidon de sustancias de prueba

Indicadores
Grupos
Grosor del tallo nervioso, um Area del tejido conjuntivo endoneuro, pm?
Sano 340,5+8,7 2.596,3 + 74,1
Control 203,3 + 6,9% 3.962,5 + 314,6%
Byetta® 213,2+374 2.111,7 £ 239,9*
Exenatida 256,8 + 11,2 2.284,4 + 211,5*
Péptido D 303,6 + 20,3* 1.956,1 + 273,4**
Metformina 382+234 2.826,3 + 298,9*

Nota:
# - diferencia con el grupo sano (p < 0,05);
* - diferencia con el grupo de control (p < 0,05);

** - diferencia con el grupo de control (p < 0,01).

Como se ha observado anteriormente, la afeccion patomorfolégica de las muestras de tejido nervioso en el grupo
que administré Metformina indica un edema del tallo nervioso y un aumento excesivo de su grosor, lo que implica un
aumento de la patologia, pero no un efecto terapéutico. El analisis estadistico sin la inclusién del grupo mencionado
anteriormente se llevé a cabo a este respecto. El andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) revelé un impacto
significativo de la inyeccion de sustancias de prueba en el grosor del tallo nervioso (F33.= 4,83; p = 0,007). La
comparacion adicional intergrupal (post hoc) confirmé un aumento significativo en el grosor del tallo nervioso en el
grupo al que se administré el péptido D reivindicado (p < 0,01; prueba de Bonferroni) en comparacion con el grupo
de control.

Se establecio en el analisis de dicho indicador patomorfométrico como area del tejido conjuntivo endoneurium que se
produjo un crecimiento significativo del tejido conectivo endoneural en el modelado patolégico (p < 0,0018; prueba f),
que puede indicar un predominio de las manifestaciones degenerativas sobre las reparadoras [Karpova y Krishtop,
2013]. El rendimiento del andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) mostré un impacto significativo de la inyeccion
de sustancias de prueba en el area del tejido conectivo endoneural (Fs25= 8,58; p = 0,0002). La comparacion
intergrupal adicional (post hoc) confirmé una disminucion significativa del area del tejido conectivo endoneural en
todos los grupos (p < 0,01; prueba de Bonferroni). El efecto maximo se registré en los grupos a los que se administréd
el péptido D reivindicado (p = 0,0002; prueba de Bonferroni) (tabla 4) que puede tratarse como una mejora de los
procesos reparativos en el tejido nervioso.

Ejemplo 12. Evaluacion de la afeccion del tejido muscular (musculo gastrocnemio)

Se puede concluir, sobre la base de los cambios patomorfoldgicos establecidos en el tejido muscular estriado de los
musculos gastrocnemios, que la progresion experimental de la DM 2 estuvo acompafiada por una afeccion aparente
de distrofia muscular que se caracterizd por adelgazamiento y deformacion de las fibras musculares, crecimiento
moderado del tejido conectivo circundante, en algunos casos con sustitucion de fibras atrofiadas por tejido conjuntivo
colageno, asi como aumento en la cantidad de nucleos de células musculares (mionucleos). Se encontré una
infiltracion inflamatoria moderada en el tejido conjuntivo de endomisio y perimisio en animales con atrofia de fibra.

Se observo crecimiento focal del tejido conectivo con la sustitucion de fibras musculares afectadas e infiltracion
linfocitica moderada en el grupo al que se administré Byetta® y exenatida. Se observd una infiltracion inflamatoria
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focal minima de las fibras y el tejido intersticial en el grupo al que se administré6 Metformina en el contexto del
aumento de la proporcién mionuclear.

En el contexto de la patologia establecida, la inyeccion del péptido D reivindicado tenia una accion terapéutica
aparente en el tejido muscular. Se encontraron cambios patoldgicos en estos grupos en casos individuales y fueron
menores en comparacion con el grupo de control.

Al analizar el area de la seccioén transversal de las fibras musculares, se establecid que la progresion de la DM de
tipo 2 experimental estaba acompafiada por una disminucion significativa en el area de la seccion transversal de
fibras del tejido muscular (p < 0,0001; prueba f) con una disminucioén simultanea en la cantidad de mionucleos en
fibras (alrededor del 70 %) que pueden tratarse como signos de distrofia muscular. El rendimiento del analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) mostré un impacto significativo de la inyeccion de sustancias de prueba en el area
de la seccién transversal de fibras musculares (F4.2o= 13,67; p = 0,0001). La comparacion intergrupal adicional (post
hoc) confirmé una disminucion significativa del area de la seccion transversal de fibras musculares en todos los
grupos (p < 0,01; prueba de Bonferroni), a excepcion del grupo al que se administré Byetta® (p = 0,051; prueba de
Bonferroni). El efecto maximo se registré en los grupos a los que se administré exenatida (p < 0,0001; prueba de
Bonferroni) y el péptido D reivindicado (p = 0,0004; prueba de Bonferroni) (tabla 5).

Tabla 5 - Area de la seccién transversal de fibras musculares del musculo gastrocnemio bajo la accién de sustancias
de prueba, (M £ m)

Grupos Area de la seccion transversal de las fibras, pm?
Sano 1.450 £ 120
Control 551,1 + 45*
Byetta® 968,3 + 115
Exenatida 1.763  142**
Péptido D 1.472 + 282*
Metformina 1.286 + 157*

Nota:

# - diferencia con el grupo sano (p < 0,05);

* - diferencia con el grupo de control (p < 0,05);

** - diferencia con el grupo de control (p < 0,0001).

Ejemplo 13. Aparato insular de la glandula pancreatica

La Tabla 6 presenta datos resumidos sobre el impacto de las sustancias de prueba en el aparato insular de las
glandulas pancreaticas de animales experimentales. En la comparacion pareada del grupo sano y control se
demostré que se produce una disminucion significativa de los islotes de Langerhans en el grupo de control (p <
0,0001, prueba t). Esta disminucion en el area del aparato insular implica el desarrollo de una patologia que también
se correlaciona con el aumento del nivel de glucosa en sangre periférica. La comparacion pareada del grupo de
control con los experimentales reveld un impacto estadisticamente significativo de la inyeccion de todas las
sustancias de prueba en el area de los islotes de las glandulas pancreaticas (tabla 7). Esta observacion indica que la
inyeccion a largo plazo de sustancias de prueba provoca un aumento del area de los islotes y, por lo tanto, facilita los
procesos de reparacion del aparato insular de la glandula pancreatica.

Tabla 6 - Indicadores morfométricos de la afeccion del aparato insular de la glandula pancreatica después de la
inyeccion durante 80 dias de productos de prueba.

Grupos Area de los islotes de la glandula pancreatica, pm?
Sano 0,066 + 0,008
Control 0,012 + 0,002
Byetta® 0,030 * 0,006*
Exenatida 0,030 + 0,008*
Péptido D 0,025 + 0,004*
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(continuacion)

Grupos Area de los islotes de la glandula pancreatica, pm?

Metformina 0,034 + 0,004*

Nota:
# - diferencia con el grupo sano (p < 0,05);
* - diferencia con el grupo de control (p < 0,05, prueba t);

Tabla 7. Resultados del procesamiento estadistico de los datos en el area de los islotes de las glandulas
pancreaticas después de multiples inyecciones de productos de prueba (prueba de Student)

Indicador Valor de P
Grupo de control p < 0,0001#
Byetta p=0,019*
Exenatida p=0,04
Péptido D p=0,011*
Metformina p =0,001*

Nota:
# - en comparacion con el grupo sano de ratas (p < 0,001)

* - en comparacion con el grupo de control de ratas (p < 0,05)

Por lo tanto, se reveld en el analisis patomorfolégico de érganos vy tejidos que el modelado de la diabetes mellitus
tipo 2 inducida por estreptozotocina se acompafoé de endoteliopatia, disminucion del area del aparato insular de la
glandula pancreatica, asi como la aparente afeccion de desarrollo de neuropatia periférica diabética y alteraciones
distréficas en los musculos estriados del muslo.

Se observd un efecto terapéutico maximo y aparente después de la inyeccion durante 80 dias del péptido D
reivindicado. La inyeccion de este compuesto tuvo una accion curativa positiva con respecto a las complicaciones de
la diabetes mellitus tipo 2, tal como la neuropatia diabética, la distrofia muscular, la endoteliopatia, y tuvo un impacto
favorable en los procesos de reparacion en el aparato insular de la glandula pancreatica. El analisis de las muestras
histoldgicas se correlaciona con los datos clinicos. En particular, se observé un efecto curativo aparente en la
manifestacion de los signos de alodinia y en la disminucidon del contenido de hemoglobina glucosilada en los
glébulos rojos de los animales experimentales. También se observé una accion antihiperglucémica aparente de este
compuesto que era comparable con la de la Metformina.

En vista de lo anteriormente dicho, se puede concluir que el péptido D reivindicado es un agente altamente eficaz
para el tratamiento y la prevencién de las complicaciones de la diabetes mellitus tipo 2, especialmente la neuropatia
diabética, y tiene una accion neuroprotectora en relacion con la neuropatia alcohdlica.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la siguiente formula: H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-
Gly-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-
D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-Gly-OH.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, para su uso en el tratamiento y prevencion de la diabetes
mellitus tipo 2 y sus complicaciones.

3. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que las complicaciones se seleccionan de
neuropatia diabética, distrofia muscular y endoteliopatia.
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