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DESCRIPCION
Analogo de glucagén acilado
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a analogos de glucagén acilados y su uso médico, por ejemplo, en el tratamiento de la
obesidad y el sobrepeso, diabetes, y otros trastornos metabdlicos.

Antecedentes de la invencion

Pre-proglucagon es un polipéptido precursor de 158 aminoacidos que se procesa diferencialmente en los tejidos para
formar numerosos péptidos derivados de proglucagoén relacionados estructuralmente, incluyendo glucagén (Glu),
péptido 1 analogo al glucagon (GLP-1), péptido 2 analogo al glucagén (GLP-2). y oxintomodulina (OXM). Estas
moléculas estan implicadas en una amplia variedad de funciones fisiolégicas, incluyendo la homeostasia de la glucosa,
la secrecion de insulina, vaciado gastrico y crecimiento intestinal, asi como la regulacion de la ingesta de alimento.

Glucagdn es un péptido de 29 aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 53 a 81 del pre-proglucagoén.
Oxintomodulina (OXM) es un péptido de 37 aminoacidos que incluye la secuencia de 29 aminoacidos completa del
glucagén con una extension de octapéptido en el extremo carboxi (aminoacidos 82 a 89 del pre-proglucagoén, y
denominado "péptido 1 interviniente" o IP-1 El fragmento biolégicamente activo mayor de GLP-1 se produce como un
péptido amidado en el extremo C de 30 aminodacidos que corresponde a los aminoacidos 98 a 127 del
pre-proglucagon.

El glucagén ayuda a mantener el nivel de glucosa en sangre uniéndose a los receptores de glucagon en los
hepatocitos, haciendo que el higado libere la glucosa -almacenada en la forma de glucdégeno- mediante la
glucogenolisis. A medida que estos almacenes se agotan, el glucagon estimula al higado para sintetizar glucosa
adicional mediante la gluconeogénesis. Esta glucosa se libera en el torrente sanguineo, evitando la aparicion de
hipoglucemia.

GLP1 disminuye los niveles elevados de glucosa en sangre mejorando la secrecion de insulina estimulada por glucosa
y fomenta la pérdida de peso principalmente mediante la disminucion de la ingesta de alimento.

OXM se libera en la sangre en respuesta a la ingestion de alimento y en proporcién al contenido calérico consumido.
Se ha comprobado que OXM suprimir el apetito e inhibir la ingesta de alimento en seres humanos (Cohen et al, Journal
of Endocrinology and Metabolism, 88, 4696-4701, 2003; documento WO 2003/022304). Ademas de estos efectos
anorécticos, que son similares a los del GLP-1 OXM debe también alterar el peso corporal mediante otro mecanismo,
ya que las ratas tratadas con oxintomodulina muestran menos aumento del peso corporal que las ratas alimentadas de
forma similar (Bloom Endocrinology 2004, 145, 2687). El tratamiento de roedores obesos con OXM mejora también su
tolerancia a la glucosa (Parlevliet et al, Am J Physiol Endocrinol Metab, 294, E142-7, 2008) y suprime el aumento de
peso corporal (documento WO 2003/022304).

OXM activa los receptores tanto del glucagén como de GLP1 con una potencia mayor de dos veces para el receptor
del glucagon sobre el receptor de GLP-1 pero es menos potente que el glucagon y GLP-1 naturales sobre sus
respectivos receptores. El glucagén humano es también capaz de activar ambos receptores, aunque con una fuerte
preferencia por el receptor del glucagon sobre el receptor de GLP-1. GLP-1 por otra parte no es capaz de activar los
receptores del glucagon. El mecanismo de accion de la oxintomodulina no es bien conocido. En particular, no se sabe
si algunos de los efectos extrahepaticos de la hormona estan mediados a través de los receptores de GLP-1 y del
glucagon, o a través de uno o mas receptores sin identificar.

Se ha mostrado que otros péptidos se unen y activan el receptor tanto del glucagén como del GLP1 (Hjort et al, Journal
of Biological Chemistry, 269, 30121-30124, 1994) y suprimen el aumento de peso corporal y reducen la ingesta de
alimento (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2006/134340, WO 2007/100535, WO 2008/10101, WO
2008/152403, WO 2009/155257, WO 2009/155258, WO02010/070252, WO02010/070253, WO2010/070255,
WO02010/070251, WO2011/006497, WO2011/160630, WO2011/160633, WO2013/092703, WO2014/041195,
PCT/EP2014/072294 y PCT/EP2014/072293.

La obesidad es un problema de salud que estda aumentando globalmente asociado con diversas enfermedades,
especialmente las enfermedades cardiovasculares (CVD), diabetes de tipo 2, apnea del suefio obstructiva,
determinados tipos de canceres, y la artrosis. Como resultado, se ha descubierto que la obesidad reduce la
expectativa de vida. De acuerdo con las proyecciones de 2005 realizadas por la Organizacion Mundial de la Salud
existen 400 millones de adultos (de edad > 15 afios) clasificados como obesos en el mundo. En Estados Unidos, se
cree en la actualidad que la obesidad es la segunda causa que conduce a una muerte evitable tras el tabaquismo.

El aumento de la obesidad impulsa un aumento de la diabetes, y aproximadamente un 90 % de personas con diabetes
de tipo 2 puede clasificarse como obesos. Existen 246 millones de personas en el mundo con diabetes, y en 2025 se
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estima que habra 380 millones de personas con diabetes Muchas tienen factores de riesgo cardiovasculares
adicionales, incluyendo valores altos/anémalos de LDL vy triglicéridos y bajos valores de HDL.

Sumario de la invencion
La invencion proporciona compuestos que tienen la formula

R'-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-R?
en la que

R' es H (hidrégeno), alquilo C1-4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo y

R? es OH o NHg; o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo;

El compuesto puede ser:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH,

Los compuestos de la invencion pueden considerarse como analogos del glucagén. Las referencias en el presente
documento a un péptido analogo a glucagoén deben considerarse como referencias a un compuesto de la invencion
salvo que el contexto exija otra cosa.

Se debe considerar que la referencia a un compuesto de la invencion incluye cualquier sal farmacéuticamente
aceptable (por ejemplo, una sal de acetato o cloruro) o un solvato de la misma, salvo que se indique otra cosa o se
excluya por el contexto.

La invencién proporciona una composicion que comprende un compuesto de la invencién como se define en el
presente documento (incluyendo sales o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo, como ya se ha descrito)
en premezcla con un vehiculo. En las realizaciones preferidas, la composicion es una composicion farmacéutica vy el
vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El compuesto puede estar en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos descritos en el presente documento son de utilidad, entre otros, en la prevencion del aumento de peso
o en el fomento de la pérdida de peso. Por "prevenir" se entiende inhibir o reducir cuando se compara con la ausencia
de tratamiento y no se entiende que implique necesariamente un cese completo del aumento de peso. Los péptidos
pueden producir una disminucion en la ingesta de alimento y/o un aumento en el gasto de energia, que da como
resultado el efecto observado sobre el peso corporal. Independientemente de su efecto sobre el peso corporal, los
compuestos de la invencion pueden tener un efecto beneficioso sobre el control de la glucosa y/o sobre los niveles de
colesterol en circulacién, siendo capaces de disminuir los niveles de LDL en circulacion y aumentar la relacion
HDL/LDL. Por tanto, los compuestos de la invencion se pueden usar para la terapia directa o indirecta de cualquier
dolencia producida o caracterizada por un exceso de peso corporal, tales como el tratamiento y/o la prevencion de la
obesidad, obesidad madrbida, inflamacion relacionada con obesidad, enfermedad de la vejiga biliar relacionada con
obesidad, apnea del suefio inducida por obesidad. Se puede usar también para la mejora del control glucémico, o para
la prevencion o el tratamiento de dolencias producidas o caracterizadas por un control inadecuado de la glucosa o
dislipidemia (por ejemplo, niveles de LDL elevados o relacion HDL/LDL reducida), diabetes (especialmente diabetes
de Tipo 2), sindrome metabdlico, hipertension, dislipidemia aterogénica, ateroesclerosis, arteriosclerosis, cardiopatia
coronaria, arteriopatia periférica, ictus o enfermedad microvascular. Sus efectos en estas dolencias pueden ser como
un resultado o bien estar asociados con su efecto sobre el peso corporal o pueden ser independientes de las mismas.

La invencion proporciona también un compuesto de la invencién para su uso en un método de tratamiento médico,
particularmente para su uso en un método de tratamiento de una dolencia como se ha descrito anteriormente.

El compuesto de la invencidon puede administrarse como parte de un tratamiento combinado con un agente para el
tratamiento de la diabetes, obesidad, dislipidemia o hipertension.

En tales casos, los dos principios activos pueden administrarse solos o por separado, y como parte de la misma
formulacion farmacéutica o como formulaciones separadas.

Por tanto, el compuesto de la invencién puede usarse en combinacién con un agente antidiabético que incluye, aunque
no de forma limitativa una biguanida (por ejemplo, metformina), una sulfonilurea, una meglitinida o glinida (por ejemplo,
nateglinida), un inhibidor de DPP-IV, un inhibidor de SGLT2, una glitazona, un agonista del receptor de GLP-1, un
inhibidor de SGLT2 (es decir, un inhibidor del transporte de sodio-glucosa, por ejemplo, una glifozina tal como
empaglifozina, canagliflozina, dapagliflozina o ipragliflozina), un agonista de GPR40 (un agonista de FFAR1/FFA1, por
ejemplo, fasiglifam), o una insulina o un analogo de insulina.

El compuesto puede usarse adicionalmente en combinacidon con un agente antiobesidad que incluye, aunque no de
forma limitativa, un agonista del receptor 1 de GLP-1, un péptido YY o un analogo del mismo, un neuropéptido Y (NPY)
o un analogo del mismo, un antagonista del receptor 1 cannabinoideo, un inhibidor de la lipasa, un péptido prolset
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humano (HIP), el agonista 4 del receptor de la melanocortina, un antagonista del receptor 1 de la hormona
concentradora de melanina, fentermina (sola o en combinacion con topiramato), una combinacion del inhibidor de la
recaptacion de norepinefrina/dopamina y un antagonista del receptor opioideo (por ejemplo, una combinacién de
bupropion y naltrexona), Orlistat™, Sibutramine™, CCK, amilina, pramlintida y leptina y analogos de los mismos, o un
agente serotonérgico (por ejemplo, lorcaserina).

El compuesto puede usarse ademas junto con un agente antihipertensivo que incluye, aunque no de forma limitativa,
un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina, un bloqueante del receptor de la angiotensina Il, diurético,
betabloqueante, o un bloqueante de los canales de calcio.

El compuesto se puede usar junto con un agente antidislipidémico que incluye, aunque no de forma limitativa una
estatina, un fibrato, una niacina, un inhibidor de PSCK9 (Proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9) y/o un
inhibidor de la absorcién del colesterol.

Por tanto, la invencién proporciona ademas una composicion o un kit terapéutico que comprende un compuesto de la
invencion y, por ejemplo, un agente antidiabético, un agente antiobesidad, un agente antihipertensivo o un agente
antidislipidémico como se ha descrito anteriormente. Se proporciona también dicha composicion o kit terapéutico para
su uso en un método de tratamiento médico, especialmente, para el tratamiento de una dolencia como se ha descrito
anteriormente.

El compuesto de la invencion puede prepararse mediante quimica sintética. Por consiguiente, la invencién proporciona
un método de sintesis de un compuesto de la invencion.

La invencién puede también prepararse mediante una combinacion de métodos recombinantes y sintéticos. El método
puede comprender expresar una secuencia de un péptido precursor, purificar opcionalmente el compuesto producido
de esta manera, y afadir o modificar uno o mas aminoacidos para producir un compuesto de la invencion. La etapa de
modificacion puede comprender la introduccion de un resto Aib (por ejemplo, mediante la modificacion de un resto
precursor), la introduccién del sustituyente [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG en la cadena lateral del resto
28, y/o la modificacion de uno o ambos grupos terminales R' y R?, por ejemplo, mediante la introduccion de un grupo
amida R? en el extremo C libre.

El péptido precursor puede expresarse a partir de un acido nucleico que codifica el péptido precursor en una célula o
un sistema de expresion exento de células que comprende dicho acido nucleico.

Descripcion detallada de la invencién

En toda esta memoria descriptiva, se usan los cadigos de una letra y los cédigos de tres letras convencionales para los
aminoacidos de origen natural, asi como las abreviaturas generalmente aceptadas para otros aminoacidos, incluyendo
Aib (acido a-aminoisobutirico).

Glucagon es un péptido de 29 aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 53 a 81 del pre-proglucagén y tiene la
secuencia
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-
Asn-Thr. Oxintomodulina (OXM) es un péptido de 37 aminoacidos que incluye la secuencia de 29 aminoacidos
completa del glucagén con una extension de octapéptido en el extremo carboxi (aminoacidos 82 a 89 del
pre-proglucagoén, que tiene la secuencia Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-lle-Ala y se denomina "péptido 1 interviniente" o
IP-1; la secuencia completa de la oxintomodulina es, por tanto,
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-
Asn-Thr-Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-lle-Ala). El fragmento biolégicamente activo mayor de GLP-1 se produce como un
péptido amidado en el extremo C de 30 aminoacidos, el péptido amidado en el extremo C que corresponde a los
aminoacidos 98 a 127 del pre-proglucagon.

La expresion "glucagon natural" se refiere por tanto al glucagébn humano natural que tiene la secuencia
H-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Me
t-Asn-Thr-OH.

Los aminoacidos de la secuencia lineal de los compuestos de la invencién pueden considerarse como numerados
consecutivamente desde el 1 al 29 en la direccion convencional del extremo N al extremo C. La referencia a una
"posicion" debe interpretarse en consecuencia, puesto que debe referenciar las posiciones en el glucagéon humano
natural y otras moléculas.

El resto en la posicion 28 es un resto de lisina (Lys) que se conjuga con un sustituyente lipéfilo mediante un enlace
amida, a través de su grupo amino épsilon. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria en particular, se cree que el
sustituyente se une a las proteinas plasmaticas (por ejemplo, albumina) en el torrente sanguineo, protegiendo de esta
forma los compuestos de la invencion de la degradacion enzimatica y potenciando la semivida de los compuestos.
También puede modular la potencia del compuesto, por ejemplo, con respecto al receptor de glucagén y/o al receptor
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de GLP-1.
El sustituyente tiene la estructura:

0] O

El sustituyente se denomina en el presente documento mediante la notacibn abreviada
[17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG. Esto indica que puede considerarse nominalmente como compuesto de
una unidad de 17-carboxi-heptadecanoilo y un separador hexapeptidico que tiene la secuencia
glicina-serina-glicina-serina-glicina-glicina, unido mediante un resto de acido glutamico en una configuracion "iso" (es
decir, unido mediante su grupo amino alfa a la unidad del 17-carboxi-heptadecanoilo y mediante su grupo carboxilo
gamma al extremo N del separador hexapeptidico).

Se cree que la presencia del grupo acido en el extremo de la cadena grasa potencia las propiedades farmacocinéticas
del compuesto, por ejemplo, aumentando la semivida y/o el tiempo de residencia medio, y reduciendo el aclaramiento.
El enlazador puede contribuir también a estas propiedades farmacocinéticas. Los enlazadores que comprenden mas
de una unidad de aminoacido (o restos de tamafio similar) pueden mejorar las propiedades farmacocinéticas en
comparacioén con aquellos que consisten Unicamente en una unidad de aminoacido o similar. Estas propiedades
pueden permitir que el compuesto se administre menos frecuentemente que un compuesto equivalente con la misma
cadena principal peptidica, pero sin modificacion o con una modificacion diferente (por ejemplo, un sustituyente con
una cadena grasa alifatica que carece de un grupo polar y/o que tiene un resto enlazador mas corto).

El término "conjugado" se usa aqui para describir la unién quimica de un resto quimico identificable con otro, y la
relacion estructural entre dichos restos. No debe considerarse que implique ningin método de sintesis en particular.

El lector experto sera muy consciente de las técnicas adecuadas que se pueden usar para llevar a cabo las reacciones
de acoplamiento usando metodologias sintéticas generales relacionadas por ejemplo en "Comprehensive Organic
Transformations, A Guide to Functional Group Preparations”, 22 edicién, Larock, R. C; Wiley-VCH: Nueva York, 1999.
Dichas transformaciones pueden tener lugar en cualquier etapa adecuada durante el proceso de sintesis.

Sintesis de péptidos

Los compuestos de la presente invencion pueden fabricarse tanto por métodos sintéticos convencionales, sistemas de
expresion recombinantes, o cualquier otro estado del método de la técnica. Por tanto, los analogos de glucagén
pueden sintetizarse de numerosas maneras, incluyendo, por ejemplo, un método que comprende:

(a) sintetizar el péptido mediante metodologia de fase sodlida o fase liquida, tanto por etapas como mediante
ensamblaje de fragmentos, y aislamiento y purificacion del producto peptidico final; o

(b) expresar una secuencia peptidica precursora a partir de una construccion de acido nucleico que codifica el
péptido precursor, recuperar el producto de expresion, y modificar el péptido precursor para dar como resultado un
compuesto de la invencion.

La expresion se lleva a cabo normalmente a partir de un acido nucleico que codifica el péptido precursor, que se puede
llevar a cabo en una célula o un sistema de expresion exento de células que comprende dicho acido nucleico.

Se prefiere sintetizar los analogos de la invencion mediante sintesis de péptidos en fase sélida o fase liquida. En este
contexto, se hace referencia al documento WO 98/11125 y, entre muchas otros. Fields, GB et al., 2002, "Principles and
practice of solid-phase peptide synthesis". En: Synthetic Peptides (22 Edicion), y los Ejemplos del presente documento.

Para la expresion recombinante, los fragmentos de acidos nucleicos que codifican el péptido precursor se insertaran
normalmente en vectores adecuados para formar vectores de clonacion o de expresion. Los vectores pueden, segun el
objetivo y el tipo de aplicacion, estar en forma de plasmidos fagos, césmidos, minicromosomas, o virus, pero también
como ADN puro que se expresa solo transitoriamente en determinadas células. Los vectores de clonacion y expresion
preferidos (vectores plasmidos) son capaces de replicacion auténoma, lo que permite por tanto nimeros altos de
copias para los fines de expresion de alto nivel o replicacién de alto nivel para la clonacién posterior.

En un resumen general, un vector de expresion comprende las siguientes caracteristicas en la direccion 5'*3'y en un
enlace operativo: un promotor para impulsar la expresion del fragmento de acido nucleico, opcionalmente una
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secuencia de acido nucleico que codifica un péptido lider que permite la secrecion (a la fase extracelular o, cuando sea
aplicable, al periplasma), codificando el fragmento de acido nucleico el péptido precursor, y, opcionalmente, una
secuencia de acido nucleico que codifica un terminador. Puede comprender caracteristicas adicionales tales como
marcadores seleccionables y origenes de replicacion. Cuando se trabaja con vectores de expresion en cepas
productoras o lineas de células, puede preferirse que el vector pueda integrarse en el genoma de la célula
hospedadora. La persona experta esta muy familiarizada con los vectores adecuados y es capaz de disefiar uno de
acuerdo con sus necesidades especificas.

Los vectores de la invencién se usan para transformar células hospedadoras para producir el péptido precursor.
Dichas células transformadas pueden ser células o lineas de células cultivadas usadas para la propagacion de los
fragmentos y vectores de acidos nucleicos, y/o usarse para la producciéon recombinante de los péptidos precursores.

Las células transformadas preferidas son microorganismos tales como bacterias [tales como las especies Escherichia
(por ejemplo, E. coli), Bacillus (por ejemplo, Bacillus subtilis), Salmonella, o Mycobacterium (preferentemente no
patégeno, por ejemplo, M. bovis BCG), levaduras, (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris), y
protozoos. Como alternativa, las células transformadas pueden derivarse de un organismo multicelular, es decir,
puede ser una célula fungica, una célula de insecto, una célula de alga, una célula vegetal, o una célula animal tal
como una célula de mamifero. Para los fines de la clonacion y/o la expresion optimizada se prefiere que la célula
transformada pueda replicar el fragmento de acido nucleico de la invencion. Las células que expresan el fragmento de
acido nucleico se pueden usar para la preparacion a pequefia escala o a gran escala de los péptidos de la invencion.

Cuando se produce el péptido precursor por medio de células transformadas, es conveniente, aunque lejos de ser
esencial, que el producto de expresion se secrete en el medio de cultivo.

Eficacia

La unién de los compuestos relevantes a los receptores de GLP-1 o glucagén (Glu) se puede usar como una indicacion
de la actividad agonista, pero en general se prefiere usar un ensayo bioldgico que mida la sefalizacion intracelular
producida por la unién del compuesto al receptor relevante. Por ejemplo, la activaciéon del receptor del glucagén
mediante un agonista de glucagon estimulara la formacion de AMP ciclico celular (AMPc) De forma similar, la
activacion del receptor de GLP-1 por un agonista de GLP-1 estimulara la formacion de AMPc. Por tanto, la produccion
de AMPc en células adecuadas que expresan uno de estos dos receptores se puede usar para vigilar la actividad
receptora relevante. El uso de una pareja adecuada de tipos celulares, expresando cada uno un receptor, pero no el
otro, puede usarse por tanto para determinar la actividad agonista hacia ambos tipos de receptores.

La persona experta sera consciente de los formatos de ensayo adecuados, y se proporcionan ejemplos mas adelante.
El receptor de GLP-1 y/o el receptor del glucagén pueden tener la secuencia de los receptores que se describe en los
ejemplos. Por ejemplo, los ensayos pueden emplear el receptor del glucagén humano (Glucagén-R) que tiene el
numero de registro primario G1:4503947 y/o el receptor del péptido 1 analogo a glucagén humano (GLP-1 R) que tiene
el numero de acceso primario Gl:166795283. (en lo que respecta a las secuencias de las proteinas precursoras que se
citan, debe por supuesto entenderse que los ensayos pueden utilizar la proteina madura, que carece de la secuencia
de sefializacion).

Se pueden usar los valores de la CEsp como una medida numérica de la potencia del agonista en un receptor dado. Un
valor de la CEso es una medida de la concentraciéon de un compuesto requerida para conseguir la actividad maxima de
la mitad de los compuestos en un ensayo concreto. Por tanto, por ejemplo, puede considerarse que un compuesto que
tiene ECsofGLP-I] menor que la CEso [GLP-1] de glucagdn en un ensayo concreto tiene una potencia agonista mayor
del receptor de GLP-1 que el glucagoén.

Los compuestos descritos en esta memoria descriptiva son normalmente agonistas dobles de GIuGLP-1, como se
determina mediante la observacion de que son capaces de estimular la formacion de AMPc en el receptor del glucagon
y el receptor de GLP-1. La estimulaciéon de cada receptor puede medirse en ensayos independientes y posteriormente
compararse entre si.

Comparando el valor de la CEsg para el receptor de GLP-1 (CEso de [GLP-1-R]) con el valor de la CEsq para el receptor
de Glucagon, (CEsp de [Glucagon-R]) para un compuesto dado, la selectividad relativa a GLP-1 R puede calcularse del
siguiente modo:

Selectividad relativa a GLP-1 R [compuesto] = (CEso [GLP-1 R]) / (CEso [Glucagon-R])
El término "CEsq" se aplica a la mitad de la concentracion eficaz maxima, normalmente a un receptor concreto, o sobre
el nivel de un marcador concreto para la funcion del receptor y puede referirse a una actividad inhibidora o una

actividad antagonista, dependiendo del contexto bioquimico especifico.

Sin desear quedar ligado a ninguna teoria en particular, la selectividad relativa de un compuesto puede permitir su
efecto sobre el receptor del GLP-1 o el glucagén para compararlo directamente con su efecto sobre el otro receptor.
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Por ejemplo, cuanto mayor sea la selectividad relativa a GLP-1 de un compuesto, mas eficaz puede ser este
compuesto sobre el receptor de GLP-1 en comparacion con el receptor del glucagén. Normalmente, los resultados se
comparan para los receptores del glucagon y el GLP-1 de la misma especie, por ejemplo, los receptores del glucagén
y del GLP-1 humanos, o los receptores del glucagén y del GLP-1 de murino.

Los compuestos de la invencion pueden tener una selectividad relativa a GLP-1R mayor que el glucagén humano en
que, para un nivel concreto de actividad agonista del glucagén-R, el compuesto puede presentar un nivel mayor de
actividad agonista de GLP-1 R (es decir, una potencia mayor en el receptor de GLP-1) que el glucagon. Se entendera
que la potencia absoluta de un compuesto concreto en los receptores del glucagén y GLP-1 puede ser mayor, menor o
aproximadamente igual a la del glucagdn humano natural, siempre que se consiga la selectividad relativa a GLP-1 R
adecuada.

No obstante, los compuestos de la presente invencion pueden tener una CEsy de [GLP-1 R] menor que el glucagon
humano. Los compuestos pueden tener una CEso de [GLP-1-R] menor que la del glucagdn manteniendo a la vez una
CEso [Glucagon-R] que es menor de 100 veces mayor que la del glucagén humano, menor de 50 veces mayor que el
del glucagén humano, o menor que 10 veces mayor que el del glucagén humano.

Los compuestos de la invencion pueden tener una CEsg del [Glucagon-R] que es menor que cien veces la del glucagon
humano. Los compuestos pueden tener un valor de CEsp [Glucagén-R] que es menos de cien veces (por ejemplo,
menos de 50 veces) el del glucagdén humano, y tener un valor de la CEsp [GLP-1 R] que es menos de la mitad del del
glucagén humano, menos de un quinto que el del glucagéon humano, menos de un décimo que el del glucagén
humano, o menos de centésimo que el del glucagdén humano, por ejemplo, entre 0,01 y 0,1 veces el del glucagon, por
ejemplo, entre 0,01 y 0,05 veces el del glucagdén humano.

La selectividad relativa de GLP-1 R de los compuestos puede estar comprendida entre 0,05 y 20. Por ejemplo, los
compuestos pueden tener una selectividad relativa de 0,05-0,20, 0,1-0,30, 0,2-0,5, 0,3-0,7, o 0,5-1,0; 1,0-2,0, 1,5-3,0,
2,0-4,0 0 2,5-5,0; 0 0,05-20, 0,075-15, 0,1-10, 0,15-5, 0,75-2,5 0 0,9-1,1.

En ciertas realizaciones, puede ser deseable que el valor de la CEsg de cualquier compuesto dado para el Glucagén-R
0 GLP-1 R (por ejemplo, para el receptor de glucagon o GLP-1 humano) sea de menos de 1 nM. En particular, puede
ser deseable que el valor de la CEsp para el GLP-1 R (por ejemplo, para el receptor de GLP-1 humano) sea de menos
de 1 nM.

Usos terapéuticos

Los compuestos de la presente invencién pueden suponer opciones atractivas para el tratamiento o la prevencioén de,
entre otros, obesidad y enfermedades metabdlicas entre las que se incluye la diabetes, como se analiza a
continuacion.

La diabetes comprende un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por una hiperglucemia resultado de un
defecto en la secrecion de insulina, la acciéon de la insulina, o ambos. Los signos agudos de diabetes incluyen
produccion excesiva de orina, dando como resultado una sed y mayor ingesta de fluidos como compensacion, vision
borrosa, pérdida de peso inexplicable, letargia, y cambios en el metabolismo energético. La hiperglucemia cronica de
la diabetes esta asociada con dafios a largo plazo, disfuncion, y fracaso de varios 6rganos, especialmente los ojos,
rifones, nervios, corazon y vasos sanguineos. La diabetes se clasifica en diabetes de tipo 1, diabetes de tipo 2 y
diabetes gestacional sobre la base de las caracteristicas patogenéticas.

La diabetes de tipo 1 representa el 5-10 % de todos los casos de diabetes y esta producida por una destruccion
autoinmunitaria de las células 8 pancreaticas secretoras de insulina.

La diabetes de tipo 2 representa el 90-95 % de los casos de diabetes y es resultado de un conjunto complejo de
trastornos metabdlicos. La diabetes de tipo 2 es la consecuencia de que la produccién enddégena de insulina sea
insuficiente para mantener los niveles de glucosa plasmaticos por debajo de los umbrales de diagnostico.

La diabetes gestacional se refiere a cualquier grado de intolerancia a la glucosa identificada durante el embarazo.

La prediabetes incluye una alteracién de la glucosa en ayudas y una alteracion de la tolerancia a la glucosa y se refiere
a aquellos estados que se producen cuando los niveles de glucosa en sangre son elevados, pero por debajo de los
niveles que se establecen para el diagnostico clinico de la diabetes.

Una importante proporcion de personas con diabetes de tipo 2 y prediabetes tienen mayor riesgo de morbilidad y
mortalidad debido a la elevada prevalencia de factores de riesgo metabdlicos adicionales que incluyen obesidad
abdominal (exceso de tejido graso alrededor de los 6rganos abdominales internos), dislipidemia aterogénica
(trastornos de la grasa sanguinea entre los que se incluyen valores elevados de triacilglicéridos, valores bajos de
colesterol HDL y/o valores altos de colesterol LDL, que fomentan la acumulacién de placas en las paredes arteriales),
tension arterial alta (hipertension), un estado protrombético (por ejemplo, valores altos de inhibidor o activador del
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fibrindgeno o plasmindgeno 1 en sangre), y un estado proinflamatorio (por ejemplo, valores altos de proteina C reactiva
en sangre).

Por el contrario, la obesidad transmite un aumento en el riesgo de desarrollar prediabetes, diabetes de tipo 2, asi
como, por ejemplo, algunos tipos de canceres, apnea del suefio obstructiva, y enfermedad de la vesicula biliar.

La dislipidemia esta asociada con un aumento en el riesgo de enfermedad cardiovascular. La lipoproteina de alta
densidad (HDL) es de importancia clinica porque existe una correlacién inversa entre las concentraciones de HDL en
plasma y el riesgo de enfermedad ateroesclerética. La mayoria del colesterol almacenado en las placas
ateroescleroticas procede del LDL y, por tanto, concentraciones elevadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
estan estrechamente relacionadas con la ateroesclerosis. La relacion HDL/LDL es un indicador de riesgo clinico para
la ateroesclerosis y la ateroesclerosis coronaria, en particular.

El sindrome metabdlico se caracteriza por un grupo de factores de riesgo metabdlicos en una persona. Incluyen
obesidad abdominal (exceso de tejido graso alrededor de los 6rganos abdominales internos), dislipidemia aterogénica
(trastornos de la grasa sanguinea entre los que se incluyen valores elevados de triacilglicéridos, valores bajos de
colesterol HDL y/o valores altos de colesterol LDL, que fomentan la acumulacién de placas en las paredes arteriales),
tension arterial alta (hipertension), resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, estado protrombético (por
ejemplo, valores altos de inhibidor o activador del fibrinégeno o plasminégeno 1 en sangre), y un estado
proinflamatorio (por ejemplo, valores altos de proteina C reactiva en sangre).

Los individuos con sindrome metabdlico tienen mayor riesgo de cardiopatia coronaria y otras enfermedades
relacionadas con otras manifestaciones de la arteriosclerosis (por ejemplo, ictus y valvulopatia periférica). Los factores
de riesgo subyacentes principales de este sindrome parecen ser la obesidad abdominal.

Sin desear quedar ligado a ninguna teoria en particular, se cree que los compuestos de la invenciéon actian como
agonistas dobles tanto sobre el receptor de glucagén humano como sobre el receptor de GLP1 humano, abreviado
aqui como agonistas de GIuGLP-1. El agonista doble puede combinar el efecto del glucagén, por ejemplo, sobre el
metabolismo de las grasas, con el efecto de GLP-1, por ejemplo, sobre los niveles de glucosa en sangre e ingesta de
alimentos. Por tanto, pueden actuar para acelerar la eliminacion de tejido adiposo en exceso, inducir una pérdida de
peso sostenible, y mejorar el control glucémico. Los agonistas de GluGLP-1 doble también pueden actuar para reducir
los factores de riesgo cardiovascular tales como niveles elevados de colesterol, niveles elevados de colesterol LDL o
una relacion de colesterol HDL/LDL baja.

Los compuestos de la presente invencion pueden utilizarse, de esta forma, en un sujeto que lo necesita como agentes
farmacéuticos para prevenir el aumento de peso, fomentar la pérdida de peso, reducir el exceso de peso corporal o
tratar la obesidad (por ejemplo mediante el control del apetito, alimentacion, ingesta de alimento, ingesta caldrica, y/o
el gasto de energia), incluida la obesidad modrbida, asi como enfermedades y dolencias sanitarias asociadas que
incluyen aunque no de forma limitativa la inflamacion relacionada con obesidad, enfermedad de la vejiga biliar
relacionada con obesidad y apnea del suefio inducida por obesidad.

Los compuestos pueden ser Utiles para fomentar la pérdida de peso o evitar el aumento de peso en sujetos afectados
por dolencias caracterizadas por un control inadecuado del apetito o sobreingesta de otro tipo, tales como el trastorno
de ingesta compulsiva y el sindrome de Prader-Willi.

Los compuestos pueden ser Utiles para fomentar la pérdida de peso o evitar el aumento de peso en sujetos afectados
por dolencias o factores de riesgo asociados, tales como diabetes, dislipidemia, hipertensiéon y apnea del suefio.

Los compuestos de la invencion también se pueden usar para la mejora del control glucémico y en la prevencion o el
tratamiento de dolencias producidas o asociadas con una alteracion en el control de la glucosa, incluidos sindrome
metabdlico, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, prediabetes, aumento de glucosa en ayunas, diabetes
de tipo 2, hipertension, ateroesclerosis, arteriosclerosis, cardiopatia coronaria, arteriopatia periférica e ictus, en un
sujeto que lo necesita. Algunas de estas dolencias se pueden asociar con la obesidad. Sin embargo, los efectos de los
compuestos de la invencion sobre estas dolencias pueden estar mediados, en todo o en parte, por un efecto sobre el
peso corporal o pueden ser independientes del mismo.

El efecto sinérgico de los agonistas dobles de GluGLP-1 puede también dar como resultado una disminucién de los
factores de riesgo cardiovasculares tales como valores elevados de colesterol y LDL, que pueden ser totalmente
independientes de su efecto sobre el peso corporal.

La invencion proporciona también un compuesto de la invencion para su uso en un método de tratamiento médico,
particularmente para su uso en un método de tratamiento de una dolencia como se ha descrito anteriormente.

Los compuestos descritos se pueden usar para tratar la diabetes, esp. la diabetes de tipo 2.

En una realizacion especifica, la presente invencién, proporciona un compuesto como se ha descrito, para su uso en el
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tratamiento de la diabetes, esp. la diabetes de tipo 2, en un individuo que lo necesita.

Los compuestos descritos se pueden usar en la prevencion del aumento de peso o en el fomento de la pérdida de
peso.

En una realizacién especifica, la presente invencion proporciona un compuesto, como se describe, para su uso en la
prevenciéon del aumento de peso o en el fomento de la pérdida de peso en un individuo que lo necesita.

En una realizacién especifica, la presente invencién proporciona un compuesto como se describe, para su uso en un
método de tratamiento de una dolencia producida o caracterizada por un exceso de peso corporal, por ejemplo el
tratamiento y/o la prevencion de la obesidad, obesidad moérbida, obesidad moérbida anterior a cirugia, inflamacion
relacionada con obesidad, enfermedad de la vejiga biliar relacionada con obesidad, apnea del suefio inducida por
obesidad, prediabetes, diabetes, esp. la diabetes de tipo 2, hipertension, dislipidemia aterogénica, ateroesclerosis,
arteriosclerosis, cardiopatia coronaria, arteriopatia periférica, ictus o enfermedad microvascular, en un individuo que lo
necesita.

Los compuestos descritos se pueden usar en un método para disminuir los niveles de LDL en circulacion, y/o para
aumentar la relacion HDL/LDL.

En una realizacién especifica, la presente invencién proporciona un compuesto como se describe, para su uso en un
método para disminuir los niveles de LDL en circulacion, y/o para aumentar la relacion HDL/LDL en un individuo que lo
necesita.

Los compuestos descritos se pueden usar en un método para disminuir los niveles de triglicéridos en circulacion.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la presente invencion se pueden formular como composiciones farmacéuticas preparadas para su
almacenamiento o su administraciéon. Dicha composicion comprende normalmente una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la invencion, en la forma adecuada, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencién dependera de la via de administracion, el tipo de
mamifero a tratar, y las caracteristicas fisicas del mamifero especifico en consideracion. Estos factores y su
vinculacion para determinar esta cantidad son bien conocidos de los profesionales sanitarios. Esta cantidad y el
método de administracion se pueden personalizar para conseguir una eficacia 6ptima, y puede depender de factores
tales como el peso, dieta, medicacion concurrente y otros factores, bien conocidos por los expertos en medicina. Las
dosificaciones y posologias mas adecuadas para uso humano pueden estar guiadas por los resultados obtenidos
mediante la presente invencion, y se pueden confirmar en ensayos clinicos correctamente disefiados. Los compuestos
de la presente invencion pueden ser especialmente Utiles para el tratamiento de seres humanos.

Una dosificacion eficaz y un protocolo de tratamiento se pueden determinar por medios convencionales, partiendo de
una dosis baja en animales de laboratorio y posteriormente aumentando la dosis vigilando los efectos, y también
variando sistematicamente los regimenes de tratamiento. El profesional sanitario debe tener en cuenta numerosos
factores cuando determine una dosificacion 6ptima para un sujeto dado. Dichas consideraciones son bien conocidas
del experto en la materia.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualesquiera de los vehiculos farmacéuticos habituales.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica, y se
describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985).
Por ejemplo, suero salino estéril y suero salino tamponado con fosfato a pH fisiolégico o ligeramente acido pueden ser
de utilidad. Los agentes reguladores del pH pueden ser fosfato, citrato, acetato, tris(hidroximetillaminometano (TRIS),
acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico (TAPS), bicarbonato de amonio, dietanolamina, histidina, que
es un tampon preferido, arginina, lisina, o acetato o mezclas de los mismos. La expresion abarca ademas cualesquiera
agentes relacionados en la farmacopea estadounidense para su uso en animales, incluyendo seres humanos.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal de uno cualquiera de los compuestos de la
invencion. Las sales incluyen sales farmacéuticamente aceptables tales como sales de adicion de acido y sales
basicas. Los ejemplos de sales de adicion de acido incluyen sales de clorhidrato, sales de citrato y sales de acetato.
Los ejemplos de sales basicas incluyen sales donde el cation se selecciona entre metales alcalinos, tales como sodio
y potasio, metales alcalinotérreos, tales como calcio, e iones amonio *N(R%)3(R*), donde R® y R* designan
independientemente alquilo C1.s opcionalmente sustituido, alquenilo C,.s opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente
sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido. Otros ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se
describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences”, 172 edicion. Ed. Alfonso R. Gennaro (Ed.), Mark Publishing
Company, Easton, PA, EE. UU., 1985 y ediciones mas recientes, y en la Encyclopedia of Pharmaceutical Technology.

"Tratamiento" es un abordaje para obtener resultados beneficiosos o deseados, Para los fines de la presente
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invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, aunque no de forma limitativa, alivio de los
sintomas, disminucién de la extension de la enfermedad, patologia estabilizada (es decir, sin empeoramiento), retraso
o ralentizacion en la evolucién de la enfermedad, mejora o alivio de la patologia, y remision (tanto total o parcial), ya
sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongacion de la supervivencia en
comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. "Tratamiento" es una intervencion realizada
con la intencion de prevenir el desarrollo o de alterar la patologia de un trastorno. Por consiguiente, "tratamiento” se
refiere tanto a un tratamiento terapéutico y profilactico como a medidas preventivas, en determinadas realizaciones.
Los que necesitan tratamiento incluyen los que ya presentan el trastorno, asi como aquellos en los que el trastorno se
puede prevenir. Por tratamiento se entiende inhibir o reducir un aumento en la patologia o en los sintomas (por
ejemplo, aumento de peso, hiperglucemia) cuando se compara con la ausencia de tratamiento, y no implica
necesariamente el cese completo de la dolencia en cuestion.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en una forma farmacéutica unitaria. En dicha forma, la composicién se
subdivide en dosis unitarias que contienen cantidades adecuadas del componente activo. La forma farmacéutica
unitaria puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades discretas de las preparaciones, por
ejemplo, comprimidos, capsulas, y polvos envasados en viales o ampollas. La forma farmacéutica unitaria también
puede ser una capsula, sello, o el propio comprimido, o puede ser el nimero adecuado de cualquiera de estas formas
envasadas. Se puede proporcionar en una monodosis inyectable, por ejemplo, en la forma de una pluma. En ciertas
realizaciones, las formas envasadas incluyen una etiqueta o prospecto con instrucciones para el uso. Las
composiciones se pueden formular para cualquier via y medio de administracion adecuados. Los vehiculos o
diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen los utilizados en formulaciones adecuadas para administracion
oral, rectal, nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intradérmica, y transdérmica). Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en una forma
farmacéutica unitaria y se pueden preparar por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia.

Los modos de administraciéon subcutaneos o transdérmicos pueden ser especialmente adecuados para los
compuestos descritos en el presente documento.

Las composiciones de la invenciéon pueden estar adicionalmente compuestas de, o unidas a, por ejemplo, mediante
interacciones covalentes, hidréfobas y electrostaticas, un vehiculo de farmacos, sistema de administracion de
farmacos y sistema de administracion de farmacos avanzado para mejorar adicionalmente la estabilidad del
compuesto, aumentar la biodisponibilidad, aumentar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, conseguir
cronoterapia, como bien saben los expertos en la materia, y aumentar el cumplimiento terapéutico del paciente o
cualquier combinacion de los mismos. Los ejemplos de vehiculos, sistemas de administracion de farmacos y sistemas
de administracion de farmacos avanzados incluyen, aunque no de forma limitativa, polimeros, por ejemplo celulosa y
derivados, polisacaridos, por ejemplo dextrano y derivados, almidén y derivados, poli(alcohol vinilico), polimeros de
acrilato y metacrilato, acido polilactico y poliglicélico, y copolimeros en bloque de los mismos, polietilenglicoles,
proteinas vehiculoas, por ejemplo albumina, geles, por ejemplo, geles termogelificantes, por ejemplo sistemas
copoliméricos en bloques bien conocidos de los expertos en la materia, micelas, liposomas, microesferas,
nanoparticulas, cristales liquidos y dispersiones de los mismos, fase L2 y dispersiones de los mismos, bien conocidos
de los expertos en la técnica del comportamiento de fases en sistemas lipido-agua, micelas poliméricas, emulsiones
multiples, autoemulsionantes, automicroemulsionantes, ciclodextrina y derivados de los mismas, y dendrimeros.

Terapia de combinacion

Un compuesto o composicion de la invenciéon puede administrarse como parte de un tratamiento combinado con un
agente para el tratamiento de la obesidad, hipertension, dislipidemia o diabetes.

En tales casos, los dos principios activos pueden administrarse solos o por separado, y como parte de la misma
formulacién farmacéutica o como formulaciones separadas.

De esta forma, un compuesto o composiciéon de la invencion se puede usar adicionalmente junto con un agente
antiobesidad, incluidos, aunque no de forma limitativa, un agonista del receptor de GLP-1 (péptido 1 analogo a
glucagoén) (por ejemplo, como se describe mas adelante), un péptido YY o andlogo del mismo, un neuropéptido Y
(NPY) o un analogo del mismo, un antagonista del receptor 1 cannabinoideo, un inhibidor de la lipasa, un péptido
prolset humano (HIP), el agonista 4 del receptor de la melanocortina, un antagonista del receptor 1 de la hormona
concentradora de melanina, fentermina (sola o en combinacion con topiramato), una combinacién del inhibidor de la
recaptacion de norepinefrina/dopamina y un antagonista del receptor opioideo (por ejemplo, una combinacién de
bupropién y naltrexona), Orlistat™, Sibutramine™, CCK, amilina, pramlintida y leptina, asi como analogos de los
mismos o un agente serotonérgico (por ejemplo, lorcaserina).

Un compuesto o composicion de la invencion se puede usar junto con un agente antihipertensivo, incluidos, aunque no
de forma limitativa, un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina, un bloqueante del receptor de la
angiotensina Il, diuréticos, betabloqueante, o un bloqueante de los canales de calcio.

Un compuesto o composicion de la invencion se puede usar junto con un agente dislipidémico, incluidos, aunque no de
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forma limitativa, una estatina, un fibrato, una niacina, un inhibidor de PSCK9 (Proproteina convertasa subtilisina/kexina
de tipo 9) y/o un inhibidor de la absorcion del colesterol.

Adicionalmente, un compuesto o composicion de la invencidon se puede usar junto con un agente antidiabético,
incluidos, aunque no de forma limitativa, una biguanida (por ejemplo, metformina), una sulfonilurea, una meglitinida o
glinida (por ejemplo, nateglinida), un inhibidor de DPP-IV, un inhibidor de SGLT2, una glitazona, un agonista del
receptor de GLP-1 (que es diferente de los compuestos de la invencion), un inhibidor de SGLT2 (es decir, un inhibidor
del transporte de sodio-glucosa, por ejemplo, una glifozina tal como empaglifozina, canagliflozina, dapagliflozina o
ipragliflozina), un agonista de GPR40 (un agonista de FFAR1/FFA1, por ejemplo, fasiglifam), o una insulina o un
analogo de insulina.

Los ejemplos de agonistas del receptor de GLP-1 incluyen analogos de GLP-1 y GLP-1, exendina-4 y analogos de
exendinana-4, liraglutida (Saxenda™, Victoza™), exenatida (Byetta™ y Bydureon™), Byetta LAR™, lixisenatida
(Lyxumia™), Dulaglutida y Albiglutida.

Los ejemplos de analogos de insulina incluyen, aunque no de forma limitativa, Lantus™, Novorapid™, Humalog™,
Novomix™ Actraphane™ HM, Levemir™ Degludec™ y Apidra™.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Sintesis general de analogos del glucagén

Se llevo a cabo la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) sobre un sintetizador asistido por microondas usando una
estrategia Fmoc convencional en NMP sobre una resina de poliestireno (TentaGel S Ram). Se us6 HATU como
reactivo de acoplamiento junto con DIPEA como base. Se us6 piperidina (20 % en NMP) para desproteccion.
Pseudoprolinas: Se us6 Fmoc-Phe-Thr(psiMe,Mepro)-OH (adquirida de NovaBiochem) segun aplicabilidad.

Las abreviaturas utilizadas son las siguientes:

Boc: terc-butiloxicaarbonilo

ivDde: 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)3-metilbutilo

Dde: 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-etilo

DCM: diclorometano

DMF: N, N-dimetilformamida

DIPEA: diisopropiletilamina

EDT: 1,2-etanoditiol

EtOH: etanol

Et.0: éter dietilico

HATU: N-6xido de hexafluorofosfato de

N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]piridina-1-iimetilen]-N-metilmetanaminio
MeCN: acetonitrilo

NMP: N-metilpirrolidona

TFA: acido trifluoroacético

TIS: triisopropilsilano
Escision:

El péptido bruto se escindié de la resina por tratamiento con el 95/2,5/2,5 % (v/v) TFA/TIS/agua a temperatura
ambiente (t.a.) durante 2 horas. La mayoria del TFA se eliminé a presion reducida y el péptido bruto se precipitd y se
lavo con éter dietilico y se dejé secar hasta peso constante a temperatura ambiente.

Compuesto 1:

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH;

Semaglutida y Liraglutida se usaron como compuestos de referencia.

Ejemplo 2: Ensayos de eficacia del receptor de glucagdn y receptor de GLP-1

El ADNc que codifica bien el receptor de glucagdén humano (Glucagén-R) (nimero de registro primario P47871) o el
receptor del péptido 1 analogo a glucagén (GLP-1 R) (nimero de registro primario P43220) se sintetizaron y se
clonaron en un vector de expresién mamifero que contenia un marcador de resistencia a zeocina.

Los vectores de expresion mamiferos que codifican el Glucagon-R o el GLP-1-R se transfectaron a células de ovario

de hamster chino (CHO) por el método Attractene. Se obtuvieron clones expresados de forma estable por seleccion de
zeocina (250 yg/ml) tras dilucion limitada de las células resistentes a la presion de seleccion. Las células que
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expresaban los clones de Glucagon-R y GLP-1-R se repicaron, se propagaron y se sometieron a ensayo en ensayos
de eficacia para Glucagén-R y GLP-1-R como se describe mas adelante. Un clon que expresaba Glucagon-R y un clon
que expresaba GLP-1-R se seleccionaron para el perfilado del compuesto.

Células CHO que expresaban el Glucagéon-R humano, o el GLP-1-R humano se sembraron 24 horas antes del ensayo
a 5000 células por pocillo en placas de microtitulacion de 384 pocillos en cultivo en 50 ul de medio de cultivo. En el dia
del analisis, el medio de cultivo se retird, y las células se lavaron una vez con 100 ul de tampoén de ensayo (tampdn
Krebs-Ringer, KRBH). El tampodn se retir6, y las células se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente en 10 pl
de KRBH (KRBH + HEPES10 mM, NaHC03 5 mM, BSA al 0,1 % (v/v)) con IBMX 0,1 mM en agua desionizada que
contenia concentraciones crecientes de péptidos de ensayo. La reaccion se detuvo mediante la adicion de tampén de
lisis (BSA al 0,1 % (p/v), HEPES 5 mM, Tween 20 al 0,3 % v/v), Tras lisar las células durante 10 min a temperatura
ambiente, se afiadieron 10 yl de mezcla aceptor/donante segun contenido del kit de ensayo de AMPc funcional
AlphaScreen™. Después de dos horas de incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad, el contenido de AMPc
se determind aplicando el kit de ensayo de AMPc funcional AlphaScreen™ de Perkin-Elmer de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los valores de la CEsy y de eficacia relativa en comparacion con los compuestos de
referencia (glucagon y GLP-1) se calcularon aplicando ajuste de la curva realizado por medios informaticos. La
relacion GLP-1/glucagén se calculé como se ha definido antes. Véase la Tabla 1.

Tabla 1
Compuesto CEso hGCGR CHO-K1 [nM] | CEso hGLP-1R CHO-K1 [nM] | Relacion GLP-1/Glucagon

1 3,6 nM 0,48 nM 0,13

Ejemplo 3: Actividad agonista del receptor de GLP-1 endégeno

La actividad agonista de los compuestos de ensayo sobre los receptores de tipo GLP-1 endégenos se determind una
linea de células de insulinoma de murino. EI AMPc intracelular se usé como un indicador de la activacion del receptor.

Las células se cultivaron durante 24 h a una densidad de 10.000 células/pocillo en una placa de 384 pocillos. El medio
se retiréd y 10 yl de tampon KRBH (NaCl 130 mM, KCI 3,6 mM, NaH;PO4 0,5 mM, MgSO,4 0,5 mM, CaCl» 1,5 mM) que
contenia el compuesto de ensayo o GLP-1 (a concentraciones crecientes desde 0,1 pM a 100 nM) o control con
disolvente (DMSO al 0,1 % (v/v)) se afiadieron a los pocillos durante 15 minutos a una temperatura de 26 °C.

El contenido de AMPc se midid con el kit de ensayo de AMPc funcional AlphaScreen™ (Perkin Elmer). La medicion se
realizd usando Envision (PerkinElmer) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los resultados se convirtieron a concentraciones de AMPc usando una curva patrén de AMPc preparada en tampdn
KRBH que contenia DMSO al 0,1 % (v/v). Las curvas de AMPc resultantes se representaron graficamente como
concentraciones absolutas de AMPc (nM) frente a log(concentracion de compuesto de ensayo) y se analizaron usando
el programa de ajuste de curvas XLfit.

Se calcul6 la CEsg como la concentracion de compuesto de ensayo que da como resultado una elevacion semimaxima
de los niveles de AMPc, que refleja la potencia del compuesto de ensayo. Véase la Tabla 2.

Tabla 2.
Compuesto CEso [nM]

1 0,54 nM

Ejemplo 4: Actividad agonista del receptor de glucagén endégeno

La actividad agonista de los compuestos de ensayo sobre el receptor de glucagén endégeno se determind midiendo su
efecto sobre la velocidad de la sintesis de glucogeno en hepatocitos primarios de rata. Tras la activacion del receptor
de glucagon, se espera una inhibicion de la velocidad de sintesis de glucogeno. La velocidad de sintesis de glucogeno
se determind contando la cantidad de glucosa radiomarcada incorporada a los almacenes de glucégeno celular en un
periodo de tiempo definido.

Los hepatocitos primarios de rata se cultivaron a una densidad de 40.000 células/pocillo en una placa de 24 pocillos
durante 24 horas a 37 °C y CO al 5 %.

El medio se descarté y las células se lavaron con PBS. 180 pl de tampodn basado en KRBH que contenia BSA al 0,1 %

y glucosa a una concentracion de 22,5 mM se afiadié a continuacion a los pocillos, seguido por los compuestos de
ensayo y D-[U14C] glucosa 40 plCi/ml (20 ul de cada uno). La incubacion se continué durante 3 horas.
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Al final del periodo de incubacion, el tampoén de incubacién se aspird, y las células se lavaron una vez con PBS enfriado
sobe hielo antes de la lisis por incubacion durante 30 min a temperatura ambiente con 100 ul de NaOH 1 mol/l.

Los lisados celulares se transfirieron a placas de filtro de 96 pocillos y el glucogeno precipité mediante incubacion de
las placas de filtro durante 120 min a 4 °C seguido por lavado de las placas de filtro 4 veces con etanol enfriado en hielo
(70 %). Los precipitados resultantes se filtraron a sequedad y la cantidad de C-glucosa incorporada se determiné
usando un contador de centelleo de sobremesa de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los pocillos con controles de vehiculo DMSO (0,1 % (v/v) en tampon KRBH) se incluyeron como referencia para la
sintesis de glucogeno no inhibida (100 % de CTL). Los pocillos sin D-[U'C] glucosa aiiadida se incluyeron como
controles de sefial de fondo no especifica (se resta de todos los valores). El péptido glucagén endégeno se usé como
control positivo.

Todos los tratamientos se realizaron al menos por duplicado.

Los parametros calculados para describir tanto la potencia como la actividad agonista de cada compuesto de ensayo
sobre el receptor de glucagon endogeno son pCEso y % de CTL.

% de CTL se determina calculando el porcentaje de CPM/pocillo en presencia del compuesto de ensayo en
comparacion con el CPM/pocillo del control con vehiculo tras restar el CPM/pocillo de fondo;

[CPM/pocillo (inicial) - CPM/pocillo (muestra)]* 100 / [CPM/pocillo (inicial) - CPM/pocillo (control)]
Un activador del receptor de glucagén daria como resultado una inhibicion de la velocidad de sintesis de glucogeno y
proporcionara valores de % de CTL comprendidos entre 0 % de CTL (inhibicion completa) y 100 % de CTL (sin

inhibicién observable).

Las curvas de actividad resultantes se representaron graficamente como cuentas absolutas (unidad: cpm/muestra)
frente a log(concentracion de compuesto de ensayo) y se analizaron usando el programa de ajuste de curvas XLfit.

CEsp se calculé como medida de la potencia del compuesto de ensayo y se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.
Compuesto CEso [nM]

1 5,6 nM

Los términos CEsp y pCE citados con respecto a la activacion de GLP-1 R también se pueden considerar como CI50 y
pCI50 con respecto a la sintesis de glucdgeno.

Ejemplo 5: Estimacion de los parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos de los compuestos de ensayo se determinaron después de la administracion
intravenosa a ratas Han/Wistar. El analogo de GLP-1 acilado, semaglutida, también se estudié con fines comparativos.

Las ratas Wistar macho se obtuvieron de Charles River (Alemania) y pesaban aproximadamente de 180 a 210 g en el
momento de su llegada a la instalacion experimental. Las ratas se enjaularon en jaulas normalizadas europeas para
ratas de tipo IV con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Durante el estudio, las ratas se alojaron en
jaulas normalizadas para ratas de tipo Ill. Tanto el pienso Altromin 1324 (Altromin, Alemania) como el agua se
administraron a voluntad durante la totalidad del periodo experimental. Los animales se alojaron en la instalacion
experimental durante al menos 4 dias para garantizar una aclimatamiento correcto.

Los compuestos se disolvieron en primer lugar en una solucién acuosa de amoniaco al 0,1 % hasta una concentracion
nominal de 2 mg/ml, y después se diluyd hasta la concentracion de dosificacion deseada (10 mM) en PBS estéril que
contenia tampon fosfato 25 mM, pH 7,4. Se administraron inyecciones intravenosas correspondientes a 20 nmol/kg
mediante una vena de la cola lateral.

Se recogieron muestras de sangre (200 pl) del plexo periorbital en los puntos temporales 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24,
32 y 48 h después de la dosificacion en tubos KsEDTA y se centrifugaron durante 5 minutos a 4 °C a los 20 minutos de
tomar la muestra. Las muestras de plasma (>100 pl) se transfirieron a placas PCR de 96 pocillos, se congelaron
inmediatamente y se mantuvieron a -20 °C hasta que se analizaron para determinar la concentracion plasmatica del
correspondiente  compuesto GLP-1-glucagén usando LC-MS/MS. Los perfiles individuales de concentracion
plasmatica-tiempo se analizaron mediante un enfoque no compartimental usando ToxKin™ version 3.2 (Unilog IT
Services), y se determinaron los parametros farmacocinéticos resultantes. Véase la Tabla 4.
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Tabla 4.
Compuesto Aclaramiento Semivida Tiempo de residencia
(ml/min/kg) terminal (h) medio (h)
1 0,09 15,2 19,2
Semaglutida 0,10 9,0 1,4

Ejemplo 6: Ensayo de tolerancia a la glucosa oral

Los efectos de los compuestos de ensayo sobre el control glucémico se determinaron mediante un ensayo de
tolerancia a la glucosa oral (OGTT) en ratones C57BL6/J macho de 7-8 semanas de edad (obtenidos de Charles River
Laboratories, Alemania). Los animales se alojaron en grupos en jaulas individualmente ventiladas (linea verde de
Tecniplast) con un ciclo de luz de 12 horas. Tuvieron acceso a voluntad a un pienso de roedores convencional (Provimi
Kliba 3438) y agua. Los animales se alojaron en la instalacion experimental durante al menos una semana antes del
OGTT. Todos los protocolos experimentales relativos al uso de animales de laboratorio fueron revisados por un Comité
ético federal y fueron autorizados por las autoridades gubernamentales.

Los compuestos se disolvieron en primer lugar en una solucién acuosa de amoniaco al 0,1 % hasta una concentracion
nominal de 2 mg/ml, y posteriormente se diluyeron hasta la concentracion de dosificacién deseada en PBS estéril que
contenia tampon fosfato 25 mM, pH 7,4. Los compuestos se administraron por la mafiana mediante inyeccion
subcutanea a una dosis de 30 nmol/kg y un volumen de 5 mi/kg. Los animales del control recibieron solamente una
inyeccion con vehiculo. El analogo de GLP-1 liraglutida se ensay6 con fines comparativos. El tamafo de grupo fue 5
animales por grupo.

El OGTT se realizé 24 h o 48 h después de la administracion del compuesto. Los animales ayunaron durante 10 h
antes del OGTT pero siguieron teniendo acceso a voluntad al agua. Tras el ayuno nocturno, se obtuvo una muestra de
sangre intolerancia a la glucosa (0 min) mediante sangrado de la cola y la glucosa en sangre se midid con un
glucémetro. A continuacion, los animales se estimularon con una carga de glucosa oral (2 g/kg) dada como solucién
por sonda nasogastrica (5 ml/kg). Las muestras de sangre adicionales para la medicion de glucosa se obtuvieron
mediante sangrado de a cola en puntos temporales después de la carga de glucosa (15, 30, 60, 90, y 120 min).

Las desviaciones de glucosa se cuantificaron calculando el area total bajo la curva de glucosa en sangre-tiempo
(ABC= entre 0 min y 120 min. El calculo de la ABC se realizo por la regla del trapecio sin correccion de la linea base.
Los datos se expresaron como media % del control ( % de CTL). Un valor de 100 % de CTL indica que no hay efecto
observable, y valores estadisticamente significativos por debajo de 100 % de CTL muestran una mejora en la
tolerancia a la glucosa. Véase la Tabla 5.

Tabla 5.
OGTT ABC 30 nmol/kg [ % de CTL]
24 h 48 h
Compuesto 1 56 74
Liraglutida 73
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto sintético

<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Aib

<220>

<221> SITE

<222> (28)..(28)

<223> Lys([17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)

<400> 1

Hig Ala Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leun Asp Glu
1 5 10 15

Arg Ala Ala Lys Asp Phe Ile Glu Trp Leun Glu Lys Ala
20 25

<210> 2

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Separador haxapeptidico sintético

<400> 2

Gly Ser Gly Ser Gly Gly
1 5

<210> 3

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Hig Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 4

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Lys Arg Asn Arg Asn Asn Ile Ala
1 5

<210>5
<211> 37
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala
35
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto que tiene la férmula:
R'-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-R?
en la que

R' es H (hidrégeno), alquilo C+.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo y
R2 es OH o NHy;

o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que es:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH;

o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

3. Una composiciéon que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2 en
premezcla con un vehiculo.

4. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3 en donde la composicion es una composicion farmacéutica y el
vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 para su uso en un método de tratamiento
médico.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 para su uso en un método para prevenir el
aumento de peso o fomentar la pérdida de peso en un individuo que lo necesita.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2 para su uso en un método para disminuir los
niveles de LDL en circulacion, y/o para aumentar la relacion HDL/LDL en un individuo que lo necesita.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2 para su uso en un método de tratamiento de
una dolencia producida o caracterizada por un exceso de peso corporal.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 para su uso en un método para mejorar el
control glucémico o la prevencion o el tratamiento de la obesidad, obesidad mérbida, obesidad mérbida anterior a
cirugia, inflamacion relacionada con obesidad, enfermedad de la vejiga biliar relacionada con obesidad, apnea del
suefo inducida por obesidad, diabetes, sindrome metabdlico, hipertension, dislipidemia aterogénica, ateroesclerosis,
arteriosclerosis, cardiopatia coronaria, arteriopatia periférica, ictus o enfermedad microvascular.

10. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9 en donde la diabetes es diabetes de tipo 2.

11. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 en donde el compuesto se
administra como parte de una terapia de combinacion junto con un agente para el tratamiento de diabetes, obesidad,
dislipidemia o hipertension.

12. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11 en el que:

(i) el agente para el tratamiento de la diabetes es una biguanida, una sulfonilurea, una meglitinida o glinida, un
inhibidor de DPP-IV, un inhibidor de SGLT2, una glitazona, un agonista del receptor de GLP-1, un inhibidor de
SGLT2, un agonista de GPR40, o una insulina o un analogo de insulina;

(i) el agente para el tratamiento de la obesidad es un agonista del receptor de GLP-1, un péptido YY o un
analogo del mismo, un neuropéptido Y (NPY) o un analogo del mismo, un antagonista del receptor 1
cannabinoideo, un inhibidor de la lipasa, un péptido prolslet humano (HIP), el agonista 4 del receptor de la
melanocortina, un antagonista del receptor 1 de la hormona concentradora de melanina, fentermina (sola o en
combinacién con topiramato), una combinacion del inhibidor de la recaptacion de norepinefrina/dopamina y un
antagonista del receptor opioideo, Orlistat™, Sibutramine™, CCK, amilina, pramlintida y leptina y analogos de los
mismos, o un agente serotonérgico;

(iii) el agente para el tratamiento de la hipertension es un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina,
un bloqueante del receptor de la angiotensina Il, un diurético, un betabloqueante o un bloqueante de los canales de
calcio; o

(iv) el agente para el tratamiento de la dislipidemia es una estatina, un fibrato, una niacina, un inhibidor de PSCK9
(proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9) y/o un inhibidor de la absorcién de colesterol.
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13. Un kit terapéutico que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2 o una
composicion de acuerdo con la reivindicacién 3 o la reivindicacion 4.

14. Un método de sintesis de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 2 por medio de
sintesis de péptido en fase sdlida o en fase liquida.

15. Un método para producir un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, comprendiendo el
método expresar una secuencia peptidica precursora a partir de una construccion de acido nucleico que codifica el
péptido precursor, recuperar el producto de expresion y modificar el péptido precursor para dar como resultado un
compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2.

18



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones

