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PROMOTOR DE REGENERAGAO DE CELULA B PANCREATICA, E PROMOTOR

DE PRODUGAO DE INSULINA EM CELULA B PANCREATICA

CAMPO TECNICO

A presente invengdoc refere-se a um fadrmaco para a
promocdo de neogénese ou regeneragao de células B
pancreaticas produtoras de insulina. A presente invencao
refere-se também a um método para a supressdoc ou tratamento
de hiperglicemia pela promoc¢dc de neogénese ou regeneragao

de células B pancreaticas.

TECNICA ANTERIOR

A diabetes, também chamada de hiperglicemia, €& uma
anomalia metabdlica que se refere principalmente com ©
metabolismo de glicose, a qual € provocada, por exemplo,
por secrec¢do 1insuficiente de 1insulina ou redugcao da
sensibilidade a insulina das células alvo, e é
caracterizada por nivel alto de ag¢acar no sangue. Quando
este nivel alto de agucar no sangue ¢ mantido por um
periodo longo, podem ocorrer complicacdes sérias em varios
6rgdos e nervos tais como retinopatia, nefropatia e
neuropatia, principalmente devido & angiopatia. Por esta
razdo, atualmente ¢ muito importante no tratamento de
diabetes o controle e manutencdoc do nivel de agucar no
sangue dentro da faixa normal, e meios para o controle dos
niveis de acgliucar no sangue tém sido convenientemente
estudados.

Um teste para tolerdncia a glicose (uma carga oral de

75 g de glicose) €& utilizado para o diagnéstico da diabetes

(hiperglicemia) . Para este diagnéstico, é retirado sangue



K

15

25

2/61

em jejum para se determinar os valores de insulina e acucar
no sangue, e ¢é retirado sangue novamente apds um certo
periodo de tempo da ingestdo de &gua contendo 75 g de
glicose dissclvidos, de maneira a se determinar o0s valores
de insulina e ag¢lcar no sangue. Quando um valor (AIRI/ABG)
de “uma diferenca nos valores de insulina no sangue 30
minutos depois da carga e antes da carga” (AIRI) dividida

AAY

por uma diferenca nos valores de acgucar no sangue 30
minutos depois e antes da carga” (ABG) ndo é maior que 0,4,
é determinado que hd um alto risco de exacerbagdo séria de
hiperglicemia.

A diabetes é principalmente classificada nos tipos 1
e 2. A diabetes tipo 1 é desenvolvida com déficit absoluto
de secregdo de insulina provocada por debilitagdo ou morte
de células B pancredticas levando a nenhuma ou baixa
secrecdo de insulina. Isto pode ser provecado por infecgdo
viral e anomalia auto-imune origindria da infecg¢do viral.
A diabetes tipo 2 ¢é desenvolvida gquando a secregdo de
insulina pelas células B pancredticas é reduzida
(insuficiéncia quantitativa de insulina), ou gquando a agdo
da insulina sobre as células que absorvem insulina é
reduzida (resisténcia a insulina) e, na medida em que a
resisténcia a insulina aumenta, a 1insulina se torna
relativamente quantitativamente insuficiente e o0s niveis de
aclicar no sangue comega a aumentar, Neste ultimo caso, a
secregdo de insulina pelas células [ pancredticas se torna
excessiva para suprir a insuficiéncia quantitativa relativa
de insulina, elemento quando a secrecdo excessiva de

insulina alcanga um nivel maximo e é mantido por um tempo
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lonago, as células B pancreaticas sdo finalmente exauridas e
a secregdo de insulina pelas células ¢ reduzida.

Desta forma, €& assumido que uma causa fundamental da
diabetes (hiperglicemia) é um déficit em células B
pancreaticas e uma reducdo na produgdo ou insuficiéncia de
secrecdo de insulina nas células.

Embora uma formulacdc de insulina, agentes de
biguanida, agentes de sulfoniluréia, agentes de
tiazolidinodiona e semelhantes, sejam atualmente utilizados
para melhorar os niveis de aglcar no sangue, o0s agentes
hiperglicémicos atualmente utilizados nao sdao ainda
satisfatérios em termos dos efeitos colaterais e outros.
Além disto, uma vez que estes agentes sdo desenvolvidos
para o propdésito de reduzir os niveis de ag¢ucar no sangue,
os agentes podem ser utilizados para tratamento sintomatico
para o controle dos niveis de ag¢ucar no sangue, mas ndo sao
ainda satisfatdérios sob o ponto de vista de um tratamento
curativo para melhorar a causa fundamental da diabetes como
descrita acima, isto é, o déficit em células B pancredticas
em si1 e redugdo da producdo ou insuficiéncia de secreg¢do de
insulina nas células.

Do ponto de vista descrito acima, o© desenvolvimento
de um agente capaz de promover a neogénese ou regeneragao
de células B pancreaticas, suprimir a exaustdo ou morte de
células B pancreaticas, e adicionalmente, promover a
producado de insulina em células $ pancreaticas, é altamente
desejavel para a supressdo ou tratamento da hiperglicemia.

Por outro lado, a grelina é um hormbénic descoberto em
estémago de rato em 19992, que é um peptideo apresentando

uma estrutura quimica bem caracteristica onde o @ 3°
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{Nature, 407, »r £€5¢.200, 1553, Mostrou-se que a grelina
tem uma fungdo de estimulo da secrecdo do hormdnio de
crescimento a partir da gléandula pituitéaria, e foi mostrado
também em um estudo recente que tem uma fungdo de estimulo
da ingestdo de alimentos, ou acumulo de gordura para o
aumento do peso corporal e melhcocrar a fung¢doc cardiaca
{(Nature, 409, pp.194-198, 2003; Zndocr. Rev., 25, pp.426-
457, 2004; Front Neuroendocrinol., 25, pp. 27-68, 2004).

A grelina foi isolada e purificada de rato como um
horménio de crescimento secretagogo enddgeno (GHS) para um
receptor de hormdnio de crescimento secretagogo (GHS-R).
Sdo conhecidas também seqiiéncias de aminodcidos de grelina
apresentando estruturas primidrias similares de vertebrados
outros que ndo ratos, poxr exemplo, humano, camundongo,
suino, frango, enguia, bovino, eqiino, ovino, r&, truta, e
canino.

Humano:

GSS(n—octanoil)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR. Seqgliéncia n® 1.
GSS(n—octanoil)FLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR. Seqgliéncia n° 2.

Rato:

GSS (n-octanoil) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR. Segiiénecia n° 3.

GSS {n-octanoil) FLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQOPR . Seqiiéncia n° 4,
Camundongo:

GSS(n-octanoil) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLOPR. Seqléncia n® 5,

Suino:

GSS (n-octanoil) FLSPEHQKVQQRKESKKPAAKLKPR. Seqléncia n® 6.

Bovino:

GSS (n-octanoil) FLSPEHQKLQRKEAKKPSGRLKPR. Segiéncia n° 7.

Ovino:
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GSS {n-octanoil) FLSPEHQKLQRKEPKKPSGRLKPR. Segiéncia n® 8.

Canino:

GS8S (n-octanoil) FLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR. Seqgiiéncia n° 9.

Enguia:

GSS{n-octanoil) FLSPSQRPQGKDKKPPRV-NH,. Sequéncia n° 10.

Truta:

GSS {n-octanoil)} FLSPSQKPQOVRQGKGKPPRV-NH,. Seqiiéncia n®° 11.
GSS (n-octanoil) FLSPSCKPQGKGKPPRV-NH;. Seqiiéncia n° 12.

Frango:

GSS (n-octanoil) FLSPTYKNIQQQOKGTRKPTAR. Seqliéncia n° 13.
GSS (n—octanoil) FLSPTYKNIQQQOKDTRKPTAR. Seqiéncia n° 14.
GSS (n-octanoil) FLSPTYKNIQQQKDTRKPTARLH. Seqgiiéncia n® 15.

Ra-touro:

GLT (n-octanoil) FLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNM. Seqgiiéncia n° 16.
GLT (n-decanoyl) FLSPADMOKIAERQSQNKLRHGNM. Seqliéncia n° 16.
GLT (n-octanoil) FLSPADMQKIAERQSONKLRHGNMN. Seqgiiéncia n® 17.

Tilapia:

GSS (n-octanoil) FLSPSQKPQNKVKSSRI-NH,. Seqgiéncia n° 18.

Bagre:

GSS{n-octanoil) FLSPTQKPONRGDRKPPRV~NH,. Seqiiéncia n° 19.
GSS{n-octanoil) FLSPTQKPQNRGDRKPPRVG. Seqgiiéncia n° 20.

Egiino:

GSS (n-butanoil) FLSPEHHKVQHRKESKKPPAKLKPR. Seqgiliéncia n° 21.

(Na notacdo acima, os residuos de amincacido sé&o
representados por letras).

O peptideo descrito acima apresenta uma estrutura
especifica em que um residuo de serina (S) ou um residuo de
treonina (T) na 3% posicdo, contém um grupo hidroxila
acilado por um acido graxo tal como acido octandico ou

dcido decandico, na cadeia lateral. Exceto pela grelina,
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nac existe qualquer exemplo de peptideo biclogicamente
SEITVC loviade de  um erganismo, apresentando tal estrutura
modificada hidrofébica. Este peptideo é conhecido como
apresentando uma atividade wnotente de liberagido de horménio
de crescimento e por participar na regulagdo da secrecao do
horménio de crescimento (publicagdo internacional WO
01/07475) .

Uma wvez gue a grelina e seu receptor (GHS-R) sa&ao
também expressos no pancreas (Endocrinology, 145, pp. 3813-
3820, 2004; Brain Res. Mol. Brain Res., 48, pp. 23-29,
1897; J. Clin. Endocrinol. Metab., 87, pp. 1300-1308,
2002), foram realizados estudos relativos ao metabolismo de
glicose ou secrecdo de insulina, o©s quais mostraram gque a
grelina regula a insulina =2 a glicose no sangue, e foram
reportadas as funcgées da grelina no aumento do agdacar no
sangue e na supressdo ou promoc¢do da secregdo de insulina
(Pancreas, 27, pp.161-166, 2003; Endocrinology, 144, PpP.
916-921, 2003; Eur. J. Endocrinocl., 146, Pp. 241-244, 2002;
Endocrinology, 143, pp. 185-190, 2002; J. Neuroendcrinol.,
14, pp.555-560, 2002). Unma fungdo da grelina para células
f pancredticas promoverem a neogénese ou regeneracdo da
célula, no entanto, ndo foi sugerida.

Adicionalmente, embora a publicag¢do internacional WO
2001/56592 (e as publicacées de patente US 2001/0020012 a1l
e 2004/0063636 Al) sugira a utilizacdo de um ligante do
receptor GHS~R 1A incluindc grelina como um féarmaco para o
tratamento de diabetes tipo 2, ndo ha qualquer demonstracgio
de como a grelina pode sexr utilizada como um medicamento
para diabetes tipo 2 ou ndo, e se existe utilidade

realmente conforme sugerida ou nao, néo é do conhecimento
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dcs especialistas na técnica. Adiciconalmente, embora a
publicacac internacional WO 2002/60472 descreva uma fungao
da grelina na obesidade, a utilidade para o tratamento de
diabetes ndo foi demonstrada.

Quanto a relacgdo entre células P pancreaticas e a
grelina, fol reconhecido um fendmenco onde células que
produzem mais grelina (células ¢€) substituem celulas B8
pancredticas que ¢é suprimida a diferenciac¢do para células B
(Proc. Natl. Acad. Sci., 101, pp. 2924-2929, 2004). Embora
tenha sido sugerida uma possibilidade dos dois tipos de
célula serem derivados de um precursor celular idéntico, e
tenha sido sugerida uma possibilidade futura de produzir
grupos de células [ puras a partir de células tronco ou
semelhante, utilizando-se células produtoras de grelina
para tratar diabetes a nivel celular, estas sao meras
possibilidades e ndo foram substanciadas. Adicionalmente,
esta publicag¢dc ndo sugere ou ensina que a grelina tem uma
funcédo de promover a neogénese ou regeneragdo de células P
pancreaticas ou de promover a produ¢cdo de insulina em

células B pancreaticas.

DESCRICAO DA INVENCAOQ

Problemas a Serem Solucionados pela Invencao

O propdésito da presente invencdo €é prover um método
de promover neogénese ou regeneracdo de células B
pancreaticas produzindo ou secretando insulina, e prcver um
farmaco para a supressdao ou tratamento de hiperglicemia
pela promog¢do de neogénese ou regeneracgdo de células B
pancreaticas que produzem e secretam insulina em

hiperglicemia causada por secregdo muito baixa ou nenhuma
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de insulina devida & debilitacdc ou morte de células P
pancreaticas, ou em hiperglicemia causada pela secrecgdo

reduzida de insulina em células B pancredticas.

Meios para a Solucgdo dos Problemas

Como resultado de um estudc intenso para solucionar
0s problemas descritos acima, ©0s inventores observaram que
a grelina tem uma func&c de promover significativamente a
neogénese ou regeneracdo de células B pancreaticas, e que a
grelina tem uma fungdo de promover a produgdo de insulina
em células P pancreaticas. A presente invencdo esté
completamente baseada nas observacdes acima.

Mais especificamente, a presente invencdo refere-se

(1) uma composicdo farmacéutica para a supressdo ou
tratamento de hiperglicemia, compreendendo Ccomo um
componente efetivo um peptideo selecionado do grupo
consistindo em um peptidec ou um composto ndo peptideo
apresentando uma atividade para aumentar a concentracdo de
ion célcio intracelular por ligacdo ao receptor de horménio
de crescimento secretagogo (GHS-R), um peptideo
apresentando uma seqiiéncia de aminoadcidos descrita como
seqliéncia n°® 1, onde o 3° residuo de aminodcido tem um
terminal amino é um residuo de amincdcido modificado
contendo um acido graxo introduzido em uma cadeia lateral
de residuo de amincacido, e um peptideo apresentando uma
seqiéncia de aminoacidos descrita como seqiéncia n°® 1 com a
retirada, substituigdc e/ou adigdo de um ou vVvarios
amincacidos no interior de uma seqléncia de aminodcidos do

5° ao 28° aminoacidos de um terminal amino, onde o 3°
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residuo de aminocacido do terminal amino é um residuo de
aminoacido modificadce contendo um acido graxo introduzido
em uma cadeia lateral do residuo de amincacido e o peptideo
apresenta uma atividade para aumento da concentragdo de 1ion
calcio intracelular por ligagdo a GHS-R, ou um sac
farmaceuticamente aceitédvel deste;

(2) a composicgdo farmacéutica de acordo com o item
(1) acima, onde a hiperglicemia é provocada por secreg¢ao
muito baixa ou nenhuma de insulina devida a debilitagdo ou
morte de células B pancreaticas, ou provocada pela secregdo
reduzida de insulina em células { pancreaticas;

(3) a composicdo farmacéutica de acordo com © item
(2) acima, onde a hiperglicemia é provocada por secrecgdo
muito baixa ou nenhuma de insulina devida a debilitagdo ou
morte de células B pancreaticas:;

(4 a composicgdo farmacéutica de acordo com © item
(2) acima, onde a hiperglicemia é provocada pela secregdo
reduzida de insulina em células § pancredticas;

(5) a composicdo farmacéutica de acordo com qualquer
um dos itens (1) a (4) acima, onde a hiperglicemia
apresenta um valor AIRI/ABG ndo maior que O0,4;

(6) a composicdo farmacéutica de acordo com gqualquer
um dos itens (1) a (5) acima, onde o peptideo apresenta uma
seqliéncia de aminodcidos descrita comc seqgliéncia n® 1 e um
residuo de serina na 3% posigdoc do terminal amino é um
residuo de aminocdcido modificado contendo um acido graxo
introduzido em um grupo hidroxila de uma cadeia lateral do
residuo;

(7) a composicgdo farmacéutica de accrdo com © item

(6) acima, onde o peptidec apresenta uma seqiéncia de
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aminocdcidos descrita como segiéncia n° 1 e um  grupo
hidroxila de uma cadela lateral do residuco de um residuo de
serina na 3® posigdo de um terminal amino e acilado por um
grupo n-octanoil;

{8) uma composicdc farmacéutica para a promogao de
neogénese ou regeneracdo de células @ pancreaticas,
compreendendo como um componente efetivo um peptideo
selecionado do grupc consistindo em um peptidec ou um
composto nao peptidec apresentando atividade para aumento
da concentragdo do ion calcio intracelular pela ligagao a
GHS-R, um peptideo apresentando uma seqliéncia de
aminodcidos descrita como seqiiéncia n° 1, onde o 3° residuo
de aminoacido de um terminal amino ¢é um residuo de
aminodcido modificado contende um Aacido graxo introduzido
em uma cadeia lateral do residuo de amincacido, e um
peptideo apresentando uma seqiéncia de aminodcidos descrita
como segiiéncia n°® 1 com retirada, substituigdo e/ou adigdo
de um a varios aminodcidos no interior da seqgiéncia de
aminocadcidos do 5° ao 28° aminodcido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de amincacido do terminal amino é um
residuo de aminocacido modificado contendo um &acido graxo
introduzido em uma cadeia lateral de um residuo de
aminodcidos e o peptideo apresenta uma atividade de aumento
da concentracdo de ion cadlcio intracelular pela ligagdoc a
GHS-R, ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste;

(9) a composigdo farmacéutica de acordo com o item
(8) acima, onde o peptideco apresenta uma seqgiéncia de
aminodcidos descrita como seqiiéncia n® 1 e um residuo de

serina na 3® posigdo do terminal amino é um residuo de
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aminocacido modificado contendo um &cido graxo introduzido
em um grupo hidroxila de uma cadeia lateral do residuo;

(10) a composicgadc farmacéutica de acordo com o item
(9) acima, onde o peptideo apresenta uma seqgiéncia de
aminoacidos descrita como sequiéncia n® 1 e um grupo
hidroxila de uma cadeia lateral de um residuo de serina na
3% posigdo de um terminal amino é acilado com um grupo n-
octanoil;

(11) uma composicdo farmacéutica para a promogao da
producgédo de insulina em células B pancreaticas,
compreendendo como componente efetivo um peptideo
selecionado do grupo consistindoe em um peptideo ou um
composto ndo peptideo apresentando uma atividade de aumento
da concentracdo de ion calcio intracelular por ligagdo a
GHS-R, um peptideo apresentando uma seqiéncia de
aminodcidos descrita como seqliéncia n® 1 onde o 3° residuo
de aminocacidec de wum terminal amino €& um residuo de
aminodcido modificado contendo um &acido graxo introduzido
em uma cadeia lateral do residuo de aminodcido, e um
peptideo apresentando uma seqgiliéncia de aminodcidos descrita
como seqiiéncia n°® 1 com retirada, substituigdo e/ou adigéao
de um a varios aminodcidos no interior da seqgiiéncia de
amincacidos do 5° ou 28° amincacido de um terminal amino,
onde o 3° residuo aminoadcido do terminal amino é um residuo
de aminoacidoe modificado contendo um acido graxo
introduzido em uma cadeia lateral do residuo de aminoacido
e o peptideo apresenta uma atividade de aumento da
concentracido de ion calcio intracelular por ligagdo a GHS-

R, ou um sal farmaceutlicamente aceitiavel deste;

3
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(12) a composicao farmacéutica de acordo com o item

(11) acima, onde o peptideo apresenta uma seguéncla de
aminoacidos descrita como seqiiéncia n® 1 e um residuo de
serina na 3% posicdo de um terminal amino é um residuo de
aminodcido modificado contendo um acido graxo introduzido
em um grupo hidroxila de uma cadela lateral do residuo;

(13) a composicao farmacéutica de acordo com o item
(12) acima, onde o peptideo apresenta uma seqgliéncia de
aminoadcidos descrita como seqgliéncia n® 1 e um grupo
hidroxila de uma cadeia lateral de um residuo de serina na
3% posicdo de um terminal amino € acilado por um grupo n-
octanoil;

(14) um método para a supressdo ou tratamento de
hiperglicemia, compreendendo a etapa de administragdo a um
individuo exibindo hiperglicemia, de um peptideo
selecionado do grupo consistindo em um peptideo ou um
composto ndo peptideo apresentando atividade de aumento da
concentracdo de ion célcio intracelular por ligagdo a GHS-
R, um peptideo apresentando uma seqiiéncia de aminoacidos
descrita como seqiiéncia n® 1, onde o 3° residuo de
aminoacido de um terminal amino é um residuo de aminocacido
modificado contendo um A&cido graxo introduzido em uma
cadeia lateral de um residuo de aminoacido, e um peptideo
apresentando uma seqiiéncia de aminoacidos descrita como
segiiéncia n°® 1 com retirada, substituigdo e/ou adicdo de um
a varios aminodcidos no interior de wuma seqliéncia de
aminoacidos do 5° ao 28° aminocidcido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de aminoacido do terminal amino € um
residuo de aminodcido modificado contende um acido graxo

introduzido em uma cadeia lateral de um residuo de
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aminoacido e o peptideo apresenta uma atividade de aumento
da concentracao de 1ion calcio intracelular por ligagdc a
RHS-R, ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste;

(15) o método de acordo com o item (14) acima, onde a
hiperglicemia ¢é provocada por uma secre¢dc muito baixa ou
nenhuma de insulina devida a debilitacdo ou morte de
células B pancreaticas, ou provocada pela secregdo reduzida
de insulina em células B pancreaticas;

(16) o método de acordo com o item (15) acima, onde a
hiperglicemia é provocada por uma secrecdc muito baixa ou
nenhuma de insulina devida a debilitacdo ou morte de
células B pancreaticas;

(17) o método de acordo com o item (15) acima, onde a
hiperglicemia ¢é provocada pela secregdo reduzida de
insulina em células B pancreaticas;

(18) o método de acordo com qualquer um dos itens
(14) a (17) acima, onde a hiperglicemia apresenta um valor
AIRI/ABG ndoc maior que 0,4;

(13) o método de acordo com qualquer um dos itens
(14) a {(18) acima, onde o peptideo apresenta uma seqliéncia
de aminoacidos descrita como sequéncia n® 1 e um residuo de
serina na 3% posicdo de um terminal amino é um residuo de
aminodcido modificado contendo um &acido graxo introduzido
em um grupo hidroxila de uma cadeia lateral do residuo;

(20} o método de acordo com o item (19) acima, onde ©
peptideo apresenta uma segiiéncia de aminodcidos descrita
como seqiléncia n® 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de serina na 3% posigdo de um

terminal amino € acilado por um grupo n-octanoil;




10

15

20

25

14/61

(215 um metodo para a promog¢do de neogénese ou
regeneracan de  ~Alolae 0 panvicailcas, compreendende &
etapa de administracdoc e u individuo, de um peptideo
selecionado do grupo consistindo em um peptidec ou um
composto ndo peptideo apresentando uma atividade de aumento
da concentragdo de ions calcio intracelular por ligacao a
GHS-R, um peptideo apresentando uma sequUéncia de
aminoacidos descrita como sz2giéncia n® 1, onde o 32 residuo
de amincdcido de um terminal amino & um residuo de
aminoacido modificado contendo um &cido graxo introduzido
em uma cadeia lateral de um residuo de aminodcido, e um
peptideo apresentando uma segiéncia de aminodcidos descrita
como segiéncia n® 1 com refirada, substituigdo e/ou adicgao
de um a varios aminodcidos no interior da seqgliéncia de
aminodcidos do 5° ac 28° aminoacido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de aminoacido do terminal amino é um
residuc de aminodcido modificado contendo um Acido graxo
introduzido em uma cadeia lateral de um residuo de
aminoacido e o peptideo apresenta uma atividade de aumento
da concentrag¢do de ion calcio intracelular por ligagao a
GHS-R, ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste;

(22} o método de acordo com o item {21} acima, onde o
peptideo apresenta uma seqiéncia de aminodcidos descrita
como seqiéncia n° 1 e um residuo de serina na 32 posicdo de
um terminal amino é um residuo de aminoacido modificado
contendo um 4cido graxo introduzido em um grupo hidroxila
de uma cadela lateral do residuo;

(23) o método de acordo com o item (22), onde o

peptideo apresenta uma seqiéncia de amino&cidos descrita
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como segliéncia n°® 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia

]

Bl JR

20 &N Jesliuuu ae  aminoacado na 38 posigdc de um

latnrz
terminal amine é acilado por um grupo n-octanoil;

(24) um método para a promocio da produgdc de
insulina em c<élulas pancredticas, compreendendo a etapa
de administrag¢do a um individuo, um peptideo selecicnado do
grupo consistindo em um peptideo ou composto ndo peptideo
apresentandc uma atividade de aumento da concentragdo de
ion calcio intracelular por ligacdo a GHS-R, um peptideo
apresentando uma seqiéncia de amino&cidos descrita como
sequéncia n°® 1 onde o 3° residuo de aminodcido de um
terminal amino € um residuo de aminoacido modi ficado
contendo um acido graxo introduzido em uma cadeia lateral
do residuo de aminocacide, e um peptideo apresentando uma
sequéncia de aminoacidos descrita como seqiéncia n° 1 com
retirada, substituigdo e/ou adicdo de um a vAarios
aminodcidos no interior da seqiiéncia de aminodcidos do 5°
ao 28° aminocacido de um terminal amino, onde o 3° residuo
de aminocadcido do terminal amino é um residuc de aminocéacido
modificado contendo um 4&cido graxo introduzideo em uma
cadeia lateral do residuc de aminodcido e o peptideo
apresenta atividade de aumento da concentracdo de ion
cédlcio intracelular pela ligacgdo a GHS-R, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel deste;

(25) o método de acordo com o item (24) acima, onde o
peptidec apresenta uma seqiiéncia de aminoacidos descrita
como seqgiiéncia n°® 1 e um residuo de serina na 3@ posigdo de

um terminal amino é um residuo de aminocicido modificado
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contendo um acido graxo introduzido em um grupo hidroxila
de uma cadela lateral do residuo;

(26) o métode de acordo com o item (25), onde o
peptideo apresenta uma seqgiéncia de aminodcidos descrita
como seqiéncia n® 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de aminodcido na 3% posicgdo de um
terminal amino é acilado por um grupo n=-octancil;

(27) uso de um peptideo ou composto ndo peptideo para
a produgdo de uma composigdo farmacéutica para a supressao
ou tratamento de  hiperglicemia, onde o peptideo &
selecionado do grupo consistindo em um peptideo ou um
composto ndo peptideo apresentando atividade para aumento
da concentracdo de ion cdlcic intracelular por 1ligagdo a
GHS-R, um peptideo apresentando uma seqgiliéncia de
aminoacidos descrita como segliéncia-n® 1 onde o 3° residuo
de aminocadcido de um terminal amino ¢é um residuo de
aminodcido modificado contendo um &cido graxo introduzido
em uma cadeia 1lateral do residuo de aminocacido, e um
peptideo apresentando uma seqiiéncia de aminoacidos descrita
como seqiéncia n® 1 com retirada, substituic¢do e/ou adigéo
de um a varios aminoacidos no interior da seqiiéncia de
aminoacidos do 5° ao 28° aminoacido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de aminocédcido do terminal amino é um
residuo de aminodcido modificado contendo um Acido graxo
introduzido em uma cadeia lateral do residuo de aminocéacido
e o peptideo apresenta uma atividade de aumento da
concentragdo de ion calcio intracelular por ligagdc a GHS-
R;

(28) uso de acordo com o item (27) acima, onde a

hiperglicemia é provocada por uma secreg¢do muito baixa ou
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nenhuma de insulina devida & debilitacdc ou morte de
células B pancreaticas, ou provocada pela redugao da
secrecdo de insulina em c¢élulas P pancreaticas;

(29) uso de acordo com o item (28) acima, onde a
hiperglicemia é provocada por uma secrecgdc muito baixa ou
nenhuma de 1insulina devida a debilitagcdo ou morte de
células B pancreaticas;

(30) uso de acordo com o item (28) acima, onde a
hiperglicemia é provocada pela redugdoc da secregao de
insulina em células B pancreaticas;

(31) uso de acordo com o item ({(27) acima, onde a
hiperglicemia apresenta um valor AIRI/ABG n&o maior que
0,4;

(32) uso de acordo com qualgquer um dos itens (27 a
(31) acima, onde o peptideo apresenta uma seqliéncia de
aminodcidos descrita como seqiiéncia n® 1 e um residuo de
serina na 32 posicao de um terminal amino & um residuo de
aminoacido modificado contendoc um &cido graxo introduzido
em um grupo hidroxila de uma cadeia lateral do residuo;

(33) o uso de acordo com o item (32) acima, onde o©
peptideo apresenta uma seqiéncia de aminocdcidos descrita
como seqiiéncia n° 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de amincdcido na 3® posig¢do de um
terminal amino é acilado por um grupo n-octanoil;

(34) uso de um peptideo ou composto ndo peptideo para
a produgdo de uma composigdo farmacéutica para a promogao
de neogénese ou regenerag¢ao de células P pancreaticas, onde
o peptideoc ¢é selecionado do grupo consistindo em um
peptideo ou um composto ndc peptidec apresentando uma

atividade de aumento da concentragdc de ion céalcio

~o




10

15

20

25

30

18/61

intracelular por ligacao a GHS-R, um peptideo apresentando

nmAa - seqiincia do aminldoidus descrita como seqiiéncia n° 1

j8F]

orde o 3° residuo de aminodacidc de um terminal amino & um
residuo de aminoacido modificado contendo um 4dcido graxo
introduzido em uma cadeia lateral do residuo de amincacido,
e um peptideo apresentando uma seqiéncia de aminodcidos
descrita como seqliéncia n® 1 com retirada, substituicio
e/ou adigdo de um a varios amlnoacidos no interior da
sequéncia de aminocacidos do 5° ao 28° aminocdcido de um
terminal amino, onde o 3° residuo de amincdcido do terminal
amino € um residuo de aminoadcido modificado contendo um
acido graxo em uma cadeia lateral do residuc de aminoacido
e o peptideo apresenta uma atividade de aumento da
concentragdo de ion calcio intracelular por ligacdo a GHS-
R;

(35) o uso de acordo com o item (34) acima, onde o
peptidec apresenta uma segiéncia de aminoidcidos descrita
como sequéncia n° 1 e um residuo de serina na 32 posicdo de
um terminal amino ¢é um residuo de aminocacido modificadoe
contendo um &cido graxo introduzido em um grupo hidroxila
de uma cadeia lateral do residuo;

(36) o uso de acordo com o item (35) acima, onde o
peptideo apresenta uma seqiiéncia de aminoacidos descrita
como seqléncia n°® 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de amincicido na 32 posigdo de um
terminal amino é acilado por um grupo n-octanocil;

(37) uso de um peptidec ou um composto ndo peptideo
para a produgcdo de uma composicido farmacéutica para a
promogdo da produgdo de insulina em células B pancreaticas,

onde o peptideo é selecionado do grupo consistindo em
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peptideo ou um composto ndo peptideo apresentando atividade
de aumento da concentragao de 1ion calcilo 1ntracelular por
ligagdo a GHS-R, um peptideo apresentandc uma segiéncia de
aminoAcidos descrita como seqiiéncia n® 1 onde o 3° residuo
de amincacido de wum terminal amino ¢é um residuo de
aminoacideo modificade contendo um &cido graxo introduzido
em uma cadeia lateral do residuo de aminocacido, e um
peptideo apresentando uma seqgiéncia de aminoacidos descrita
como segliéncia n° 1 com retirada, substituigdo e/ou adicgdo
de um a varios aminodcidos no interior da segiiéncia de
aminoacidos do 5° ao 28° aminoacido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de aminoacido do terminal amino é um
residuo de aminodcido modificado contendo um &acido graxo
introduzido em uma cadeia lateral do residuo de aminoacido
e o peptideo apresenta uma atividade de aumento da
concentracdo de ion calcio intracelular por ligacdo a GHS-
R;

(38) o uso de acordo com o item (37) acima, onde o
peptideo apresenta uma seqiéncia de aminoacidos descrita
como sequéncia n® 1 e um residuo de serina na 3?® posigdo de
um terminal amino é um residuo de aminoacido modificado
contendo um acido graxo introduzido em um grupo hidroxila
de uma cadeia lateral do residuo;

(39) o uso de acordo com ¢ item (38) acima, onde o
peptideo apresenta uma seqléncia de aminocacidos descrita
como seqiéncia n° 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de aminocacido na 3° posigdo de um
terminal amino é acilado por um grupo n-octanoil;

(40) um método para a supressado da debilitagdo, morte

ou desgaste de células [ pancreaticas, compreendendo a
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etapa de administracdo a um individuo, de um peptideo
selecionado do grupo consistindo em de um peptideo ou um
composto ndo peptideo apresentando uma atividade para
aumento da concentragdo de ion calcio intracelular por
ligagdo a GHS-R, um peptideo apresentando uma seqiiéncia de
aminodcidos descrita como sequéncia n® 1 onde o 3° residuo
de aminodcido de um terminal amino ¢é um residuo de
aminoacido modificado contendo um acido graxo introduzido
em uma cadeia lateral de um residuo de aminoacido, e um
peptideoc apresentando uma seqiiéncia de aminodcidos descrita
como sequéncia n® 1 com retirada, substituigdo e/ou adigdao
de um a varios aminodcidos no interior da seqiéncia de
aminodcidos do 5° ao 28° amincacido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de aminodcido do terminal amino é um
residuo de aminodcido modificado contendo um acido graxo
introduzido em uma- cadeia lateral de um residuo de
aminodcido e o peptideo apresenta uma atividade de aumento
da concentracdo de ion célcio intracelular por ligagdo a
GHS-R, ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste;

{(41) o método de acordo com o item (40), onde o
peptideo apresenta uma seqiéncia de aminodcidos descrita
como seqiiéncia n® 1 e um residuo de serina na 3® posig¢do de
um terminal amino é um residuo de aminoacido modificado
contendo um &cido graxo introduzido em um grupo hidroxila
de uma cadeia lateral do residuo;

(42) o método de acordo com o item (41), onde o
peptideo apresenta uma seqiiéncia de aminoacidos descrita
como seqiiéncia n°® 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de aminodcido na 3% posigao de um

terminal amino é acilado por um grupo n-octanoil;

L5
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{43) um método para permitir a neogénese  ou
regeneracdo de células P pancreaticas deixando um peptideo
agir sobre as células P pancredticas ou precursor de
células de células B pancreadticas isoladas de um individuo,
onde o peptideo é selecionado do grupo consistindo em um
peptideo ou um composto ndo peptideo apresentando atividade
de aumento da concentracdo de ion cédlcio intracelular por
ligacdo a GHS-R, um peptideo apresentando uma seqgiiéncia de
aminocacidos descrita como seqiéncia n°® 1 onde o 3° residuo
de aminodcido de um terminal amino ¢é um residuo de
aminodcido modificado contendo um &cido graxc introduzido
em uma cadela lateral do residuo de aminocacido, e um
peptideo apresentando uma seqgliéncia de amincacidos descrita
como seqgiiéncia n® 1 com retirada, substituigdo e/ou adigdo
de um a varios aminodcidos no interior da seqiiéncia de
aminodcidos do 5° ao 28° aminoacido de um terminal amino,
onde o 3° residuo de aminodcido do terminal amino é um
residuo de aminodcido modificado contendo um &cido graxo
introduzido em uma cadeia lateral do residuo de aminoacido
e o peptideo apresenta uma atividade de aumento da
concentragdo de ion calcio intracelular por ligagdo a GHS-
R;

(44) método de acordo com o item (43), onde o
peptidec apresenta uma sequéncia de aminocacidos descrita
como seqiéncia n® 1 e um residuo de serina na 3°® posicgdo de
um terminal amino é um residuo de aminocdcido modificado
contendo um &cido graxo introduzido em um grupo hidroxila
de uma cadeia lateral do residuo; e

{45) o método de acordo com o© item (44), onde o

peptideo apresenta uma seqiiéncia de aminodcidos descrita
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como seqguéncia n°® 1 e um grupo hidroxila de uma cadeia
lateral de um residuo de amincacido na 3? posicgdao de um

terminal amino é aciladc por um grupo n-octancil.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 mostra c¢s resultados para a andlise de
insulina no pancreas no 21° dia apbés o nascimento. Nesta
figura, A é um grafico indicando a expressdc do gene da
insulina, B-D mostram os resultados da marcacdo imuno-
histoldégica de insulina (B mostra um grupc de controle, C
mostra um grupo n0-STZ e D mostra um grupo n0-STZ/grelina,
respectivamente, com aumento de 100 x), e E mostra um
resultade quantitativo para uma area de células marcadas
positivas para insulina. Fm cada um de A e B, Y“Cont”
indica o grupo de controle, “STZ” indica o grupc n0-STZ,
“STZ+G” indica o grupo n0-STZ/grelina, e o valor de cada
grupo é o) valor médio de trés observacgdes 1EP.
Adicionalmente, * indica P<0,001, ** indica P<0,01 e ***
indica P<0,005.

A Fig. 2 mostra os resultados para a andlise pdx-1 no
pancreas no 21° dia apdés o© nascimento. Nesta figura, A
mostra o nivel de expressdo de mRNA e B mostra os
resultados da marcagdo imuno-histoldégica (B mostra o grupo
de controle, C mostra um grupo n0-STZ e D mostra um grupo
n0-STZ/grelina, respectivamente, com aumento de 500 x). Em
A “Cont” 1indica o grupo de controle, “STZ” indica o grupo
n0-STZ, “STZz+G” indica o grupo n0-STZ/grelina, e um valor
para cada grupo ¢é o valor médic de trés observagdes tEP.

Adicionalmente, * indica P<0,0005 e ** indica P<0,0001.
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A Fig. 3 mostra os resultados da anadlise de insulina
no 70° dia apdés o nascimento. Nesta figura A mostra uma
relacdc entre as concentracgdes de glicose no sangue e de
insulina, B é o grafico indicando o¢s niveis de expressdo do
gene de insulina no péncreas, C-F mostram os resultados da
marcacdc imuno-histclédégica de insulina no péancreas (C
mostra um grupo de controle, D mostra um grupo n0-5TZ e E
mostra um grupo n0-STZ/grelina, respectivamente, com
aumento de 100 x), e F mostra um resultado de quantificacgao
para uma Area de célula marcada positiva para insulina. Em
cada um de B e F, “Cont” indica o grupo de controle, “STZ”
indica o grupo n0-STZ, “STZ+G” indica o grupo nO-
STZ/grelina, e o valor de cada grupo & o valor médio de
trés observagdes *EP. Adicionalmente, * indica P<0,001, **
indica P<0,05 e *** indica P<0,01.

A Fig. 4 mostra os resultados para a analise pdx-1 no
pancreas no 70° dia apds o nascimento. Neste desenho, A
mostra os niveis de expressdo de mRNA e B-D mostram os
resultados da marcagdo imuno-histoldgica (B mostra um grupo
de controle, C mostra um grupo n0-5STZ e D mostra um grupo
n0-8TZ/grelina, respectivamente, com aumento de 500 x}. Em
A “Cont” indica o grupo de controle, "STZ” indica © grupo
n0-STZ, “STZ+G” indica o grupo n0-STZ/grelina, e o valor
para cada grupo € o valor médio de trés observacdes zEP.
Adicionalmente, * indica P<0,001 e ** indica P<0,05.

A Fig. 5 mostra o resultado de da marcagac co
phospho-histone H3 para examinar a replicacgdo de células B
em ratos com 21 dias de idade. Nesta figura, A mostra um
resultado de marcacdo imuno-histolédgica com phospho-histone

H3 (verde) e insulina (vermelho) ©para um ratc nO-
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Sli/greiina, e B mostra o2 indice (%) de rotulagem com
phospho-~histone H3 de céluias B (Ae 1000 cllulas) . “Cont
indica um grupo de controle, “G” indica um grupc grelina,
“"STZ” indica um grupo n0-STZ, “STZ+G” indica um grupc n0-
STZ/grelina, e * indica P<0,01.

A Fig. 6 mostra o indice (%) de rotulagem com
phospho-histone H3 de células f em ratos com 70 dias de
idade. “Cont” indica um grupoc de controle, “G” indica um
grupo grelina, “STZ” indica um grupo n0-STZ, “STZ+G” indica
um grupo n0-STZ/grelina.

A Fig. 7 mostra pesos corporais (A) e pesos de
pancreas (B) no 9° dia apds © nascimento. Controle: um
grupo de controle normal, 8 ratos; STZ-veiculo: um grupo
administrado com veiculo tratado com STZ (solugd@o 5% de
manitol), 9 ratos; STZ-gre.lina humana: um grupo
administrado com STZ tratado com grelina humana, 8 ratos.
Cada wvalor é a média =+FP. * indica P<0,05 em comparacao
com um grupo de controle, e # indica P<0,05 em comparacio
com um grupoc STZ-veiculo (teste de comparagdoe miltipla de
Dunnatt) .

A Fig. 8 mostra pesos corporais (A) e pesos de
pancreas (B) na 9® semana apés o nascimento. Controle um
grupo de controle normal, 8 ratos; STZ-veiculo: um grupo
administrado com veiculo <tratado com STZ (solucdo 5% de
manitol), 12 ratos; STZ-GHRP-2: um grupo administrado com
STZ tratado com GHRP-2, 12 ratos. Cada valor é a média
+EP. * indica P<0,05 em comparacdo com um grupo de
controle (teste de comparagdoc multipla de Dunnatt), e #
indica P<0,05 em comparacdc com um grupo STZ-veiculo (teste
t de Student).

A Fig. 9 mostra pesos corporais (A) e valores de

glicose no sangue (B) de camundongos alimentados com dietas
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normais ou dietas com aito teor de Acido graxo. A indica
pesos corporals medidos em torno das 9 a.m. no 42° dia de
dieta com alto teor de Acido graxe e administracgao da
substédncia de teste, e B indica os valores de gilicose no
sangue determinados em tornc das 9 a.m. no 43° dia de dieta
com alto teor de gordura e a administracdo de substancia de
teste. ND: um grupo alimentado com dieta normal; HED-
veiculo: um grupo administrado com veiculo contendo uma
dieta de alto teor de acido graxo (solugdo 5% de manitol);
HFD-grelina: um grupo administrado com 300 pg/kg de grelina
humana contendo uma dieta de alto teor de acido graxo. A
substdncia de teste fol administrada por via subcuténea
duas vezes a cada dia de semana e uma vez nos fins de
semana. Cada valor é a média de 8 ratos * erro padrdo. *
indica P<0,05 em comparagdo com um grupo ND (teste de
comparagdo multipla de Dunnett).

A Fig. 10 mostra as concentracdes plasmaticas de
insulina (A) e as concentrag¢des plasmaticas de glicose (B)
em camundongos alimentados com dietas normais ou dietas com
alto teor de A4cidos graxos e submetidos a administracgdao
intraperitoneal de 4&cido linoléico. Apds 50 dias de
alimentacdo com dieta de alto teor de acido graxo e
substidncia de teste de alimentacdc com dieta de alto teor
de A&cido graxo e administracdo de substidncia de teste, os
camundongos foram Jjejuados durante uma noite e entdo
submetidos a administracdo intraperitoneal de 1 ml/kg de
dcido linoléico. Uma hora depois, foi retirado sangue para
se determinar as concentrac¢des plasmaticas de insulina e de
glicose. ND: um grupo alimentado com dieta normal; HFD-

veiculo: um grupo administrado com veiculo contendo uma
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dieta de alto teor de &cido graxo (solucdo 5% de manitol);
HFD-grelina: um grupo administrade com 300 pg/kg de grelina
humana contendo uma dieta de alto teor de &cido graxo.
Cada valor é a média de 8 camundongos *EP. * indica P<0,05
em comparagdc com um grupc ND (teste de comparacdo multipla

de Dunnett).

MELHORES FORMAS DE REALIZACAC DA INVENCAO

Um farmaco da presente invencdo pode ser utilizado
como um farmaco para um animal (individual) incluindo
humanos. Um substéncia que pode ser utilizada na presente
invencdo inclui um horménio de crescimento secretagogo
(GHS), um ligante para receptor de hormdénio de crescimento
secretagogo (GHS-R) . Embora compostos peptidicos
conhecidos ou compostos de baixo peso molecular possam ser
utilizados como o GHS, um composto peptidico de grelina é
especialmente desejivel.

Conforme descrito acima, a grelina derivada de
humano, bem como grelina derivada de outros animais tais
como rato, camundengo, suinos e bovinos, e derivados destas
podem ser utilizados como grelina.

Para cada individuo, a grelina derivada deste
individuo & desejavelmente utilizada. Como exemplo,
grelina derivada de humano é desejavelmente utilizada para
um humano. Grelina derivada de humano € um peptideo
consistindo em 28 amincacidos em gue um grupo hidroxila de
uma cadeia lateral de um residuo de serina na 3® posigdo de
um terminal aminoc é acilado por um acido graxo (um grupo n-
octanoil) (sequéncia n° 1). Um exemplo de um derivado de

grelina que pode ser utilizado é um peptideoc apresentando
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uma seqgliéncia de aminoacidos descrita como seguéncia n® 1
com substituicdo, insercdo ou retirada de wum a varios
aminodcidos nos residuos de aminocacido da 5? ao 28% posicao
de um terminal amino, e apresentando uma atividade de
aumento da concentracdo de ion cédlcio 1intracelular por
ligagdo a receptor de horménio de crescimento secretagogo
(GHS-R) . Uma segiiéncia de aminodcidos do derivado
desejavelmente apresenta homologia de 70%, preferivelmente
80%, mais preferivelmente 90%, especialmente preferido
sendo 95%, quando em comparagdo com a forma natural da
seqliéncia de amino&cidos. Isto se aplica também a grelina
derivada de outros animais (seqgliéncias n® 2-22).

A grelina e um seu derivado utilizados no farmaco da
presente invencdo podem ser obtidos por métodos comuns.
Como exemplo, isolamento de um material bruto natural ou
producdo por uma técnica de DNA recombinante e/ou sintese
quimica s&c possiveis. Quando uma modificacd&o (acilacdo)
adicional de um residuo de aminocacido é requerida, uma
reacdo de modificagcdo pode ser realizada de acordo com
meios conhecidos. Em um método de produgdo utilizando uma
técnica de DNA recombinante, por exemplo, é possivel se
cultivar uma célula hospedeira transformada com um vetor de
expressdo contendo o DNA que codifica um peptideo de acordo
com a presente invencgdo, e um peptideo alvo pode ser
coletado a partir da cultura para se obter a grelina ou um
seu derivado de acordo com a presente invengao. A selegdo
da célula hospedeira pode resultar em um composto contendo
o peptideo alvo modificado (acilado) na célula. Quando o

peptideo ndo ¢é modificado (acilado), uma reacgdo de
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modificacdc tal como acilacdo pode ser realizada conforme
desejado de acordo com meios conhecidos.

Embora exemplos de um vetor para introdugdao de um
gene incluam vetores de Escherichia coli (pBR322, pUC1S8,
pUC19 e semelhantes), vetores de Bacillus subtilis (pUB110,
pTP5, pCl94 e semelhantes), vetores de levedura (tipo YEp,
tipo YRp, tipo YIp), e vetores de células animais
(retrovirus, vacciniavirus e semelhantes), quaisquer outros
vetores podem ser também utilizados desde que o vetor possa
manter de forma estdvel um gene alvo no interior de uma
célula hospedeira. 0O vetor ¢é introduzido na célula
hospedeira apropriada.

0s métodos descritos em Molecular Cloninng (Sambrook
et al., 1989), por exemplo, podem ser utilizados como
método para a introdugdo de um gene alvo em um plasmideo ou
um método para a introdugdo em uma célula hospedeira.

De maneira a permitir a expressdo de um gene de um
peptideo alvo no plasmideo descrito acima, um promotor pode
ser conectado a montante do gene para que este funcione.
Qualquer promotor pode ser utilizado desde que © promotor
seja adequado para a célula hospedeira utilizada para
expressar © gene alvo. Como exemplo, um promotor lac, um
promotor trp, um promotor lpp, um promotor APL, um promotor
recA ou semelhantes, pode ser utilizado quando a c¢élula
hospedeira a ser transformada é do género Escherichia; um
promotor SPOl, um promotor SPO2 ou semelhantes, pode ser
utilizado em com o género Bacillus; um promotor GAP, um
promotor PHOS5, um promotor ADH ou semelhantes, pode ser

utilizado com uma levedura; e um promotor derivado de SV40,
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um promotor derivado de retrovirus ou semelhantes, pode ser
utilizado com uma céiula animal.

Uma célula hospedeira pode ser transformada
utilizando-se um vetor contendo um gene alvo obtido como
descrito acima. Como célula hospedeira, bactérias (por
exemplo, género Escherichia ou género Bacillus), leveduras
(género Saccharomyces, género Pichia, género Candida ou
semelhantes), uma célula animal {células CHO, COS ou
semelhantes) ou semelhantes podem ser utilizadas. Meio
liquido é adequado como meio de cultura, e € especialmente
preferivel que o meio inclua uma fonte de carbono, uma
fonte de nitrogénio e outras requeridas para o crescimento
de uma célula transformada a ser transformada. Vitaminas,
um fator de promo¢do de crescimento, soro e outros podem
ser adicionados se desejado.

Para a producdo direta de um peptideo modificado
(acilado) com acido graxo, desejavelmente as células
apresentam uma atividade de protease capaz de cortar um
polipeptideo precursor do peptideo em  uma posicéo
apropriada, e apresentam uma atividade gque permite a
acilagdo de um residuo de serina no peptideo. As células
hospedeiras apresentando uma atividade de protease como tal
podem ser selecionadas pela transformagcdo das células
hospedeiras com um vetor de expressic incluindo um cDNA gue
codifica o polipeptideo precursor, e confirmando-se que as
células hospedeiras produzem um peptideo modificado com
dcido graxo apresentando atividade de aumento de calcio ou
liberacdo de hormdénio de crescimento.

Apbs o cultivo, a grelina pode ser 1isolada e

purificada a partir da cultura por um método comum. Como
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exemplo, de maneira & se extrair uma substédncia alvo de
corpos celulares cultivados ou células, os corpos celulares
ou células podem ser coletados apds o cultivo e suspendidos
em uma solucdo tampdo incluindo um desnaturante de proteina
(tal como hidrocloreto de guanidina), e entdo o038 corpos
celulares ou células podem ser homogeneizados por ultra-som
ou semelhante e depois submetidos a centrifugagdo. Para a
purificagdc da substancia alvo a partir do sobrenadante,
métodos de isolamento e purificacdo tais como filtragdo em
gel, ultrafiltracao, didlise, SDS-PAGE, e varias
cromatografias, podem ser apropriadamente combinados e
realizados considerando-se o peso molecular, solubilidade,
carga (ponto isoelétrico), afinidade e outros, da
substédncia alvo.

Grelina e um seu derivado podem ser gquimicamente
sintetizados por um método comum. Como exemplo, grelina e
um seu derivado podem ser obtidos por condensacgao de
aminoacidos contendo grupos protetores por um método de
fase liquida e/ou um método de fase sbélida para estender
uma cadeia peptidica, removendo-se todos 0s grupos
protetores com acido, e purificando-se o produto bruto
resultante com um método de purificacao conforme descrito
acima. Uma cadeia lateral de um aminocdcido em uma posigioc
alvo pode ser seletivamente acilada por uma enzima de
acilacdo ou uma acil transferase.

Varios métodos para a produgao de peptideos sdo
convencionalmente conhecidos, e a grelina pode também ser
produzida facilmente de acordo com um método conhecido.

Como exemplo, grelina pode ser facilmente produzida de
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acordo com um método de sintese de peptidec classico ou um
método em fase sdlida.

Adicionalmente, um método de produgdce utilizando uma
combinacdo de uma técnica de DNA recombinante e sintese
gquimica pode ser também wutilizado. Grelina pode ser
produzida por um método em que um fragmento incluindo um
residuo de aminoacido modificado é produzido por sintese
gquimica, enquanto que o outro fragmento ndo incluindo um
residuo de aminodcido modificado é produzido utilizando-se
uma técnica de DNA recombinante, e depois os fragmentos sdo
fundidos entre si (ver publicacgéo internacional WO
01/07475).

Um sal de grelina, e um derivado deste, que pode ser
utilizado na presente invencdo ¢é preferivelmente um sal
farmaceuticamente aceitavel, por exemplc, um sal com uma
base inorganica, um sal com uma base organica, um sal com
um acido inorgdnico, um sal com um &cido orgédnico, ou um
sal com um aminodcido basico ou acido.

Exemplos adequados de um sal com uma base inorgénica
incluem um sal de metal alcalino tal como um sal de sddio e
um sal de potdssio; um sal de metal alcalino terrosc tal
como um sal de cdlcio e um sal de magnésio; um sal de
aluminioc e um sal de aménio.

Exemplos adequados de um sal com uma base organica
incluem sais com trimetilamina, trietilamina, piridina,
picolina, etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
diiclohexilamina, N,N’-dibenziletilenodiamina, e outros.

Exemplos adequados de um sal com um &cido inorganico
incluem sais com acido cloridrico, acido bromidrico, Acido

nitrico, &cide sulfurico, acido fosférico e outros.
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Exemplos adeguados de um sal com um Aacido organico
incluem sais com &cido férmico, acido acético, acido
trifluoracético, 4&cido fumarico, acido oxélico, dcido
tartdrice, A&acido maleico, acido citrice, &cido succinico,
dcido malico, acido metanosulfénico, adcido
benzenosulfénico, &cido p-toluenosulfdénico e outros.

Exemplos adequados de um sal com um amincacido bésico
incluem sais com arginina, 1lisina, ornitina, e outros, e
exemplos adequados de um sal com um aminoacido acido
incluem sais com Acido aspartico, acido glutémico, e
outros.

Entre os sais descritos acima, o sal de sédio e o sal
de potassio sdo os mais preferidos.

No que diz respeito as ac¢des bioldgicas da grelina,
um derivado pode ser selecionado utilizando-se a atividade
de ligac¢do para o receptor GHS-R 1A que é um GHS-R, como um
indicador, ou as acdes fisicldgicas descritas na publicacgdo
mencionada acima. Um método conhecido pode ser utilizado
como método de determinacdo da concentragdo de ion calcio
intracelular e, por exemplo, pode ser utilizado FLIPR
(leitora de placa de 1imagem fluorimétrica, Molecular
Devices) utilizande uma alteracdo da intensidade da
fluorescéncia de Fluo-4 AM (Molecular Probe) devida a uma
alteracdo na concentracdo de ion calcio. Adicionalmente,
um método conhecido pode ser utilizado para verificar se um
peptideo apresentando uma atividade de aumento de céalcio
apresenta atividade de liberacdo de horménio de crescimento
in vitro e 1in vivo. No caso in vitro, por exemplo, o
peptideo pode ser adiciocnado a células de glandula

pituitaria que secretam hormdénio de crescimento e due
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mostram expressdo de GHS-R e o horménico de crescimento
secretado no meio de cultura celular pode ser determinado
por radiocimunoensaio utilizando um anticorpo anti-hormdnio
de crescimento. Para se verificar a liberagidoc de horménio
de crescimento in vivo, o© peptidec apresentando uma
atividade de aumento de calcio pode ser injetado em uma
vela periférica de um animal para se determinar depois a
concentracgao soroldgica do horménio de crescimento.
Adicionalmente, J. Med. Chem., 43, pp. 4370-4376, 2000, por
exemplo, pode ser utilizada como referéncia para um
derivado de grelina e a um método para sua preparagdo.

Conforme especialmente mostrado nos Exemplos do
presente relatdrio, grelina e um seu derivado tém uma
funcdo de neogénese ou regeneragao de células B
pancreaticas quando administrados a um individuo, e podem
aumentar significativamente um ntmerc de células positivas
para insulina nas células B pancreaticas. Grelina e um seu
derivado tém também uma fungdo de promogdo da produgdo de
insulina em células B pancredticas e aumentc do acumulo de
insulina em células P pancreaticas.

Embora tenha sido reportado que a grelina reduza a
secrecdo de insulina por células [ pancreaticas, um
mecanismo de produgdo e acimulo de insulina pode ser
diferente daquele de secrecdo de insulina, e uma funcdo de
um farmaco da presente invengdo pode residir na neogénese
ou regeneragdo de células [ pancreaticas e promogdo da
producdo de dnsulina em <¢élulas [ pancreaticas para
aumentar a quantidade de estoque de insulina e, desta

forma, aumentar © potencial da secrec¢do de insulina.
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Desta forma, pela administracdc do farmaco da

presente 1invenc¢do a um individuo, pode ser aumentado o

numero de c¢élulas B capazes de secregdo de insulina no

padncreas, e a neogénese ou regeneragdo de células p

5 pancreadticas apresentando funcido de secrecdo de insulina se

torna possivel.

Com isto, o farmaco da presente invencdc apresentando

uma fungdo permitindo a neogénese ou regeneracgao de células

B pancredticas pode ser utilizado para suprimir a

.10 debilitacdo, morte ou exaustdo de células B pancreaticas em

um individuo e ©proteger as células B pancreédticas.

Adicionalmente, o desenvolvimento de diabetes pode ser

prevenida pela administracdo do farmaco da presente

invencdo a um individuo em condig¢do hiperglicémica antes do

15 desenvolvimento da diabetes. Além disto, quando a condigao

da diabetes nado é séria, a progressdo da incidéncia de

diabetes pode ser inibida pela administragdo do farmaco da

presente invencdo a um individuo. Em uma situagdo de

diabetes séria (um valor AIRI/ABG ndo maior gque 0,4), um

.20 tratamento curativo da diabetes com neogénese ou

regeneracdo de células B pancreaticas pode ser realizado

por administragdo do farmaco da presente invencgdo a um

individuo. A ocorréncia de neogénese ou regeneracdo de

células P pancredticas pode ser demonstrada, por exemplo,

25 pela confirmagdo da expressdo de pdx-1l, um dos principais
fatores de transcricgdo para a diferenciacgdo de pancreas.

Adicionalmente, uma terapia de regeneracgdo, no gue

diz respeito as células B pancreadticas, pode ser realizado

permitindc-se o fArmaco da presente 1invengdo agir sobre

30 células B pancreaticas isocladas de um individuo em um tubo
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de teste para promover a regeneracao de células 3
pancredticas e proliferacdo das células, e enxertando-se as
células em um local do individuo que sobre de debilitacgao
ou morte de células B pancredticas ou em um local em que a
progressdo da debilitacgdo ou morte de células B
pancreaticas & prevista. Métodos para a identificacao e
isolamento de células precursoras de células B pancreaticas
sdo atualmente sendo estudados com vigor por muitos grupos
de pesgquisa em todo o mundo, e varios métodos foram
desenvolvidos (ver, por exemplo, Lancet, 364, pp. 203-205,
2004) . A neogénese ou regeneracdo de células B
pancreaticas é possibilitada deixando-se a grelina ou um
seu derivado agir sobre células precursoras isoladas de
células P pancreaticas, e um grupo de células obtido como
tal pode ser enxertado em um corpo vivo de um individuo
para possibilitar a terapia de regeneracdo para células B
pancreaticas.

0 farmaco da presente invencdo, incluindo grelina, um
derivado desta ou um sal farmaceuticamente aceitavel desta,
como um componente efetive, pode ser misturado com um
veiculo, excipiente, extensor ou semelhantes
farmaceuticamente aceitdveis e utilizado para um individuo
(por exemplo, humano, camundongo, rato, coelho, canino,
felino, bovino, eqiino, suino, simio, etc.). Uma dose néao
& especificamente limitada e pode ser selecionada conforme
apropriado correspondendo a, por exemplo, um objetivo de
uso do farmaco da presente inveng¢do, ou idade, peso
corporal, ou espécie do individuo. Para um humano adulto,
uma dose de 50-200 pg como peso de grelina ou derivado

desta, pode ser administrada em torno de uma ou duas vezes
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ao dia, ou a dose pode ser administrada continuamente pode
cerca de uns poucos dias ou poucas semanas.

Grelina, um derivado desta ou um sal
farmaceuticamente aceitavel desta, pode ser misturada com
um veiculo farmaceuticamente aceitavel e administrada
oralmente ou parenteralmente como uma preparacdc sdélida tal
como um tablete, uma capsula, granulo ou pd, ou comoc uma
preparacdo liquida tal como um xarope ou uma injegdo.

Uma variedade de substancias veiculo orgénicas ou
inorgénicas comumente utilizadas como material de
preparacdo, ¢é utilizada como veiculo farmaceuticamente
aceitavel que é misturado, por exemplo, como excipiente,
lubrificante, ligante, ou um desintegrante em uma
preparacao sélida, ou como solvente, adjuvante de
solubilizagdo, um agente de suspensdo, um agente isoténico,
um tampdo, ou um agente suavizante em uma preparagdo
liquida.

Adicionalmente, um aditivo de preparacdo tal como um
conservante, um antioxidante, um agente corante, ou um
adogante, pode também ser utilizado conforme requerido.

Exemplos adequados de excipiente incluem lactose,
sacarose, D-manitol, amido, celulose cristalina, anidrido
da &acido silico 1leve, e outros. Exemples adequados de
lubrificante incluem estearato de magnésio, estearato de
calcio, talco, silica coloidal e outros.

Exemplos adequados de ligante incluem celulose
cristalina, sacarose, D-manitol dextrina, hidroxipropil-
celulose, hidroxipropilmetilcelulose, polivinil pirrolidona

e outros.
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Exemolos adeguados de desintegrante incluem amido,
carboximetilcelulose, carboximetilcelulose de calcio,
croscarmelose sdédica, carboximetilamido sddico e outros.

Exemplos adequados de solvente incluem &agua para
injegdc, uam Alcool, propilenoglicol, macrogol, O6leo de
gergelim, 46lec de milho e outros.

Exemplos adequados de adjuvante de solubilizagao
incluem polietilenoglicol, propilenoglicol, D-manitol,
benzoato de benzila, etanol, trisaminometano, colesterol,
trietanolamina, carbonato de sdédio, c¢itrato de sdédio e
outros.

Exemplos adequados de agente de suspensdo incluem
surfactantes tais como esteariltrietanolamina,
laurilsulfato de sdédio, laurilaminopropionato, lecitina,
cloreto de benzalcdbdbnio, cloreto de bezetbnio e
monoestearato de glicerol; e polimeros hidrofilicos tais
como alcool polivinilico, polivinilpirrolidona,
carboximetilcelulose sdédica, metilcelulose, hidroximetil-
celulose, hidroxietilcelulose, e hidroxipropilcelulose.

Exemplos adequados de agente isotdénico incluem
cloreto de sédio, glicerol, D-manitol e outros.

Exemplos adequados de tampao incluem solu¢des tampao
de fosfato, acetato, carbonato, citrato e outros.

Um exemplo adequado de um agente suavizante incluil
alcocl benzilico.

Exemplos adequados de conservante incluem
paracxibenzoatos, clorcbutanol alcool benzilico, &lcool
fenetilico, &cido desidrocacético, acido sérbico, e outros.

Exemplos adequados de antioxidante incluem sulfito,

acido ascédrbico e outros.
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Exemplos de formas de preparacdoc adequadas para
administragéo parenteral incluem injegdes para
administracéao intravenosa, administracao intradérmica,
administracdc hipodérmica, administracdc intramuscular, e
outras, gotas, um supositdério, um agente de absorg¢ao
transdérmica, uma gente de absorgdo transmuccsa, e um
inalante, enquanto que exemplos de formas de preparagao
adequadas para administracdo oral incluem uma capsula, um
tablete, xarope, e outras. Como uma forma de preparagao do
farmaco da presente invencdo, entretanto, a forma de
preparacdo adequada para administra¢do parenteral, tal como
uma injecdo, gotas, ou um inalante , é preferida. Varias
formas de preparacgao como tal sao conhecidas dos
especialistas na técnica, e os especialistas na técnica
podem selecionar uma forma de preparacdo adequada para a
administracdo desejada como apropriada para produzir uma
prepara¢do em uma forma de uma composicdo farmacéutica
utilizando, quando requerido, um ou malis aditivos para
prepara¢do disponiveis na técnica.

Como um exemplo, um farmaco na forma de uma injec¢ado
ou gota pode ser preparado pela dissolugdo de grelina ou um
derivado desta como um componente efetivo, em conjunto com
um ou mais aditivos para a preparagdo tals como um agente
isoténico, um agente de ajuste de pH, um agente suavizante,
ou um conservante, em agua destilada para injec¢adao e entdo
esterilizagdo. Adicionalmente, um farmacoe em uma forma de
uma injecdo ou gota pode ser também provido como um farmaco
em uma forma licofilizada. Um farmaco como tal pode ser
dissolvido imediatamente antes da utilizagdo pela adigao de

dgua para injec¢do destilada, uma solugdo salina fisioldgica
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ou semelhantes, e pode entdo ser utilizado como injecdao ou
gota. Adicionalmente, para administrag¢do transmucosa, por
exemplo, um agente de administragdo intranasal tal como um
colunaric ou um spray 1intranasal, ocu um agente de
administrag¢do & cavidade oral tal como um agente sub-
lingual é também adeguado.

Exemplos

Embora a presente inven¢do seja descrita mais
especificamente com exemplos, o escopo da presente invengéao

ndo esta limitado aos exemplos a seguir.

Exemplo 1

1. Material e Método

Fémeas ou machos de ratos Sprague Dawley, adquiridos
de Charles River foram mantidos com livre acesso a agua e a
uma dieta com péletes padrdo para ratos (352 kcal/100 g.
CE-2. CLEA). As fémeas foram engaioladas com um macho por
uma noite, e a gravidez foi detectada por apalpacdo 14 dias
mais tarde. Nascimento natural ocorreu 22 dias apdés o
acasalamento. Foram examinados trés grupos experimentails
como se segue: um grupo de controle (ratos Sprague Dawley)
onde os ratos recém nascidos receberam uma Unica injecgdo
intraperitoneal de tampdo citrato; um grupo n0-STZ em qgue
0s ratos receberam uma Unica 1injecdc intraperitoneal de
estreptozotocina (S8TZ); e um grupo n0-STZ/grelina em gque os
ratos receberam uma UGnica 1inje¢cdo intraperitoneal de
estreptozotocina, e entdo receberam grelina derivada de
rato (doravante chamada de grelina de rato, segliéncia n° 3,
100 wg/kg de peso corporal) por injeg¢do subcutdnea duas

vezes ao dia do 2° ao 8° dia apds o nascimento por 7 dias.
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A estreptozotocina (Sigma, 100 mg/kg de peso
corporal) fol dissolvida em tampdo citrato (0,05 mmol/l, pH
4,5) e imediatamente injetada por rota intraperitoneal uma
vez em um rato imediatamente apds o© nascimento. Os
filhotes foram deixados com suas mies. Para cada rato
neonatal fol analisado o agucar na urina no 2° dia com
Multistix SG (Bayer Medical). Apenas os ratocs que eram
glicosuricos (valor 3+ com © teste Multistix SG) no dia 2
apds o nascimento foram incluidos no grupo n0-~STZ. Os
animais foram sacrificados no dia 21 ou dia 70 por
sangramento sob anestesia com injegdo intraperitoneal de
pentobarbital sdédico (50 mg/kg). Foram coletadas amostras
de sangue da veia cava inferior, centrifugadas
imediatamente a 4°C, e mantidas a -80°C até o momento do
ensaio.

Apds o corte, os pdncreas foram removidos e pesados.
De maneira a se determinar o teor de insulina, o©s pancreas
{35-50 mg) foram homogeneizados e centrifugados em 5 ml de
acido-etanol (solucdo etandlica 75% (em volume) de HC1l 0,15
M), e os sobrenadantes foram mantidos a =-80°C. Para a
imunohistoquimica, pdncreas adicionais foram fixados em
fixador de paraformaldeido 4% por 24 horas, e colocados em
parafina.

Insulina e pdx-1 foram detectados por
imunohistoquimica em se¢des de tecido com 3 um de espessura
utilizando-se uma técnica de marcagdo indireta com
peroxidase. Cada seg¢do foi incubada com um anticorpo
primdrio {(cobala anti-insulina de suino, DACO) ou (ccelho
anti-camundongo/rato IDX-1; CHEMICON)}) por 1 hora. A

marcagdo fol realizada por incubagdo com kit de 3,3'-
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diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (DakoCytomation).
Foram realizadas avalliacdes quantitativas de Area de
células R total por um procedimento de andlise de imagem
auxiliada por computador utilizando-se um microscédpio
Olympus BX 51 conectado a uma cdmara digital DP 12 e o
programa Mac SCOPE Versao 2.6 (Mitani, Fukui, Japéao). A
area de células P e area total de secgdc pancreatica foram
avaliadas para cada secdo marcada. Um volume relativoe de
células p foi determinadec por um método estereoldgico
morfoldégico, com o cédlculo da razdo entre as Areas ocupadas
por células imuno-reativas e aquelas ocupadas por células
pancredticas totais.

O RNA total foi extraido dos pancreas de ratos como
previamente reportado (Biochem. Biophys. Res. Commun., 214,
pp. 239-246, 19095). De maneira a sintetizar a primeira
fita de cDNA, os produtos extraidos foram utilizados como
moldes em reacgdes contendo RT (Invitrogen) e o iniciador 3’
alvo. Uma analise RT-PCR foi realizada de acordo com um
método previamente reportado (Biochem. Biophys. Res.
Commun., 214, pp. 239-246, 1995). A primeira fita de cDNA
foi utilizada em andlises PCR subseqglentes. As analises
PCR, foram utilizados os iniciadores de oligonucleotideo
como se segue para cada cDNA alve. A identidade do produto
de PCR foi confirmada por eletroforese em gel de agarose.

Insulina-1:
5'-tagaccatcagcaagcaggtc (Segliéncia n°® 22)
3'-cacaccaggtacagagcct (Seqliéncia n® 23)

Insulina-2:
5'-cacttggtggaagcetctcectace (Seqiéncia n°® 24)

3'-gacagggtagtggtgggcctagt (Seqliéncia n® 25)
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Pdx-1:
5'-aggaggtgcatacgcagcaqg (Seqléncia n° 26)
3'-gaggccgggagatgtatttgtt (Seqiéncia n° 27)

PCR em tempo real foil realizado como se segue. O
cDNA (1 wnl) foi misturado com 2xPCR Master Mix (Applied
Biosystems) (25 ul), agua destilada esterilizada (23 ul), e
iniciadores senso e anti-senso (10 pmol/pl, 0,5 npl) de
insulina e pdx-1. Quarenta ciclos de amplificagdo PCR
foram realizados utilizandoc-se o sistema “thermal cycler”
(ABI PRISM 7700, Applied Biosystems, Japdo), por 15
segundos a 95°C seguido por 60 segundos a 60°C. A
concentrag¢ao de cada produto mRNA foi quantificada
utilizando-se curvas de calibracgéo expressando a
intensidade de fluorescéncia contra a quantidade de produto
PCR padronizada.

Todos os dados de expressdoc foram normalizados para a
quantidade de RNA ribossdmico 18s da amostra do mesmo
individuo.

Os niveis de plasma e glicose no sangue foram
determinados com um analisador de glicose (Antsense 2,
Sankyo} . A insulina foli extraida dos pancreas como
descrito (Endocrinology, 140, pp. 4861-4873, 1999). As
concentracdes de insulina foram determinadas com um kit
ELISA Lebis Insulin (Shibavyagi).

Os valores medidos foram expressos como média *EPM.
As diferencgas entre o©s ratos do grupo de controle e o grupo
gque recebeu STZ foram avaliadas por ANOVA, uma analise de
variancia.

2. Resultados

-

-~
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As caracteristicas dos ratos com 21 dias de 1dade
estdo resumidas na Tabela 1. Os pesos corporais, as
concentracdes de glicose no sangue em Jjejum (EFBG) e as
concentracgdes de insulina ndo foram significativamente
diferentes entre © grupco de controle e o grupo n0-STZ. 0
grupo n0-STZ e o grupo n0-STZ/grelina também ndo foram
significativamente diferentes entre si no que diz respeito
a estes parametros. As concentrag¢des FBG no grupo n0O-
STZ/grelina, entretanto, foram significativamente mais

baixas que as do grupo de controle (P<0,01).

(Tabela 1)
Controle n0-STZ n0-STZ/grelina
Peso Corporal 37,8 £ 5,0 37,6 £ 4,8 36,3 £ 3,9 (9)
(g) (20) {15)
FBG (mg/dl) 114 + 8,6 106,7 *+ 16,6 100,6 = 7,6
(17) (15) (8) "
Insulina no 0,32 + 0,10 0,32 £ 0,19 0,35 £ 0,17
Plasma (ng/ml) (7) {6) (6)

Cada valor é a média * EP {numero de ratos)

*1: P<0,01 (em comparagdo com © controle)

Os niveis de expressdc do mRNA de insulina nos
pancreas foram marcadamente reduzidos no grupo n0-
STZ/grelina quando em comparagdo com o grupo de controle.
Estes niveis, retornaram para niveis semelhantes aos do
grupo de controle depois do tratamento com grelina de rato

(0 grupo n0-8STZ/grelina) (Fig. 1A). O nivel de expressao

de mRNA de insulina pancredtica do grupo n0-STZ foil cerca
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de 1/3 daquele do grupo n0-STZ/grelina, no entanto o grupo
n0-STZ exibiu niveis de insulina no plasma comparavels com
os do grupo de controle e do grupo n0-5TZ/grelina. A
imuno-marcacdo de insulina do pancreas fol em concordancia
com os resultados da expressdo do gene (Figs. 1A-E). Uma
ilhota de TLangerhans foi menor no grupo n0-STZ em
comparagdo com o grupo de contrcle (Figs. 1B, C, E). Uma
ilhota de Langerhans no grupo n0-STZ/grelina foi maior que
a do grupo n0-STZ, mas menor que a do grupo de controle
(Figs. 1B-E).

De maneira a explorar o mecanismo gque governa a
alteracdo da expressdo de insulina no péancreas, foi
examinada a expressdo de pdx-l, um dos principais fatores
de transcricdo para a diferenciagdo de um péancreas. Os
niveis de mRNA de pdx-1] e de proteina se alteraram de
maneira semelhante aos da insulina (Figs. 2A-D). Embora os
niveis de expressdo do gene de pdx-1 no grupo n0-STZ foram
abaixo de 1/10 do nivel do grupo de controle, os niveis do
grupo n0-STZ/grelina apds o tratamento com grelina de rato
foram recuperados para os niveis similares aqueles do grupo
de controle (Fig. 2A). A marcac¢do por imunofluorescéncia
de pdx-1 no pancreas foi em concorddncia com os resultados
da marcacdo de insulina (Figs. 2B-D).

Desta forma, este modelo n0-STZ exibiu produgao
reduzida de insulina no 21° dia, enquanto que os niveis de
glicose no sangue ndc foram alterados. A supressao de uma
reducao na produgao de insulina neste modelo pelo
tratamento com grelina de rato foi confirmada a um nivel de

mRNA e um nivel de proteina.

0%



10

15

20

45/61

Uma vez sabe-se que o modelo nO-STZ gradualmente
desenvolve hiperglicemia depois de 8-10 semanas de 1dade,
um efeito de longe prazo de um tratamento precoce com
grelina neste modelo foil examinado. As caracteristicas do
grupo de controle, grupoc n0-STZ e grupo n0-STZ/grelina com

10 semanas de idade s3do mostradas na Tabela Z.

(Tabela 2)

Controle n0-STZ n0-STZ/grelina

Peso Corporal (g) | 317 + 14 (6) | 285 + 19(5)™ | 248 + 40 (13)°

FBG (mg/dl) 103,3 + 15.6 (213 = 12,8 137 £ 28,7
(6) (5)"° (13)*

Insulina Plasma 1,05 + 0,25 1,75 £ 0,89 0, 93 = 0,49
(ng/ml) (6) (5) (8)

Peso Pancreas(mg) | 414 + 81 (6) | 520 * 95 (5) 556 + 83 (13)

Insulina Pancreas | 78,6 * 19,0 39,6 £ 31,6 92,6 £ 6,9

(pg/Pancreas) (6) (5) (8)*?

Cada valor representa a média = EP (numero de ratos)
*1: P<0,05, *2: P<0,01, *3: P<0,0001; em comparagao
com ©0 grupo de controle
#1: P<0,0001, #2: P<0,01l; em comparagac com © grupo

n0-STZ

0 grupo n0-STZ demonstrou peso corporal e
hiperglicemia reduzidos guando em comparag¢do com O grupo de
controle. Embora as concentragdes de insulina no plasma
deste grupo ndc tenham se reduzido, a concentragdo de
insulina de cada animal se mostrou como sendo relativamente

baixa para concentracdo de glicose elevada (Tabela 2, Fig.
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3A) . De fato, os niveis de insulina pancreatica foram

reduzidos quando em comparacao com os do grupo de controile

Por outro lado, os niveis de FBG do grupo n0-
STZ/grelina foram significativamente mais baixos gue os do
grupo n0-STZ, e nao foram significativamente mais altos que
os do grupo de controle. Adicionalmente, o0s tecres de
insulina pancreatica foram mantidos em um nivel taoc alto
gquanto os do grupo de controle. Os pesos corporais do
grupo n0-STZ/grelina foram significativamente mais baixos
que os do grupo de controle, mas ndo foram diferentes dos
do grupo n0-STZ.

A expressdo de mRNA de insulina no estagic de adulto
no grupo n0-STZ foi ainda em um nivel baixo, embora
ligeiramente recuperado.

0 grupo n0-STZ/grelina, por outro lado, mostrou um
nivel semelhante ao do grupo de controle tal como no 21°
dia apés o nascimento (Fig. 3B). Adicionalmente, quanto a
marcacdo imunohistoquimica de 1insulina, uma ilhota de
Langerhans no grupo n0-STZ/grelina foi maior que a do grupo
n0-3TZ, mas menor que a do grupo de controle (Figs. 3C-F).

0 padrdo dos niveis de expressdao de mRNA e de
proteina do pdx-1l em trés grupos de ratos adultos foi
semelhante ao dos niveis no 21° dia apdés o nascimento (Fig.
4y . A expressdo do gene de pdx-1 no grupo n0-STZ foi
reduzida para aproximadamente 1/3 da do grupo de controle,
enquanto que o nivel no grupo n0-STZ/grelina retornou ao
nivel préximo ao do grupo de controle (Fig. 4A). Na
marcacdo por imunofluorescéncia para pdx-1 no pancreas, foi

observado um padrdc semelhante ao da insulina (Figs. 4B-D).

54
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Conforme descrito acima, no modelo n0O~STZ, os animais

desenvolveram uma producdo reduzida de insulina no pancreas
e desenvolveram hiperglicemia em 10 semanas apds ©
nascimento. O tratamento com grelina de rato fol capaz de
inibir esta exacerbacdo mantendoc ou promovendo a produgao
de insulina. A expressdo aumentada de pdx-1 pode tambeém
estar parcialmente envolvida nesta manutengdo da produgdo
de insulina. Uma vez que fol observada uma expressao
aumentada de pdx-1, um fator de transcrigdo que representa
um papel importante no desenvolvimento e diferenciagdo do
pancreas, no grupo n0-STZ/grelina, ¢é sugerido que as
células B pancredticas destruidas pela administragao de STZ
imediatamente apdés o© nascimento foram regeneradas pela
administracdo de grelina, e a regeneragdo das células £
pancreaticas pode ter contribuido para manter a produgado de
insulina.

Exemplo 2

1. Material e Método

Secdes de pancreas que ndo foram utilizadas para
estudos morfoldgicos foram utilizadas para examinar a
replicacao de células B. As segbdes foram submetidas a
marcacdo dupla para phospho-histone H3 (Serl0) e insulina.
As secgdes foram incubadas durante a noite com uma diluigdo
50 vezes de anticorpo anti phospho-histone H3 (Serl0) (Cell
Signaling Technology) a 4°C. Apdés © que as segdes foram
incubadas com anticorpo de cobaia anti-insulina a
temperatura ambiente por 1 hora. Apds lavagem com PBS por
6 vezes, as secdes foram incubadas & temperatura ambiente
por 30 minutos em uma solucdo de bloqueio com um anticorpo

secundario conjugado com fluorescéncia (Alexa Fluor 488 e
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546, Molecular Probe). Apds lavagem com PBS, as secdes
foram montadas com meio de montagem contendo DAPI (Vector
Laboratories) e examinadas por microscopia de varredura a
laser confocal (Leica Microsystems). Pelo menos 1000

células B foram contadas por segdo.

2. Resultado

De maneira a se examinar se a proliferagdo de célula
B com grelina contribuiu para os efeitos sobre a produgao
de insulina e o numero de células B em um rato tratado com
STZ ou ndo, fol realizada uma anédlise imunochisteoquimica com
phospho-histone H3. Phospho-histone H3 é um marcador de
proliferacado celular por mitose (J. Clin. Invest., 113,
pp.1364-1374, 2004; Br. J. Cancer, 88, pp. 257-262, 2003).
0 resultado & mostrado na Fig. 5A. Em ratos com 21 dias de
idade, as células duplamente positivas para phospho-histone
H3 e insulina aumentaram por tratamento com grelina de rato
aproximadamente em 1,7 vezes e 15 vezes do grupo grelina e
no n0-STZ/grelina quando em comparag¢do com o ratos de
controle e ratos n0-8STZ, respectivamente (Fig. 5B}). Em
ratos com 10 semanas de idade, embora ndo tenha havido
diferencas significativas entre os quatro grupos, ocorreu
uma tendéncia das células duplamente positivas para
phospho-histone H3 e insulina em aumentar para o tratamento
com grelina de rato no modelo STZ, enquanto que as células
duplamente positivas tenderam a se reduzir por tratamento
com grelina no grupo de controle (Fig. 6}. Uma vez dque as
expressdes de pdx-1, insulina e phospho-histone H3 em um
rato n0-STZ/grelina foram significativamente aumentadas

quando em comparagdo com 0s niveils observados para um rato
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n0-STZ de controle com 21 dias de idade, fol sugerido que a
grelina estimula a regeneracdo e replicagdo de células B em

ratos neonatais tratados com STZ.

Exemplo 3

Uma vez que o efeito da grelina de rato fol
confirmado no exemplo 1 e no exemplo 2, o efeito de grelina
derivada de humano (doravante chamada de grelina humana,
seqiéncia n°® 1) foi a seguir examinado utilizando-se um
modelo STZ de rato neonatal como no exemplo 1. A grelina

humana é diferente da grelina de rato em dois aminoacidos.

1. Material e Método

Fémeas gravidas de rato Sprague Dawley, adquiridas de
Charles River, foram deixadas com livre acesso a agua e uma
dieta de pélete padrdo para rato (CRF-1, Oriental Yeast
Co., Ltd.), e foram permitidos partos naturais. Trés
grupos experimentais foram estabelecidos como se segue:
grupo de controle onde os ratos receberam uma unica injegdo
peritoneal de tampdo citrato imediatamente depois do
nascimento; grupo STZ-veiculo onde os ratos receberam uma
uinica injecdo peritoneal de STZ, e entdc veiculo (solugao
5% de manitol) foi administrade por via subcutdnea duas
vezes ao dia a partir do 2° dia apdés o nascimento durante 7
dias; e grupo STZ-grelina humana onde os ratos receberam
uma uUnica injecdo peritoneal de STZ, e entdoc grelina humana
(seqiiéncia n°® 1, 100 pg/kg de peso corporal) foili injetada
por via subcutdnea duas vezes ao dia a partir do 2° dia

depois do nascimento durante 7 dias.
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O STZ fol preparado e administrado como no exemplo 1.
Cada rato macho neonatal foi verificado para agucar na
urina no 2° dia com Pretest 3alIl (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.). Apenas os ratos glicosuricos (valor 3+
com Pretest 3alIl) no dia 2 apds o nascimento foram
incluidos nos estudos a seguir. Os ratos foram desmamados
na noite do 20° dia apds o© nascimentc. Foram coletadas
amostras de sangue da veia da cauda enquanto acordados na
82 semana (57° dia) apds o nascimento para se determinar as
concentracgdes de glicose e insulina no plasma.
Adicionalmente, apds a medida do peso corporal na 9° semana
(62° ou 63° dia) apdés o nascimento, foram coletadas
amostras de sangue da aorta abdominal sob anestesia com
injecdo intraperitoneal de pentobarbital sdédico (50 mg/kg).
Os pancreas totais foram removidos e pesados. Apds o que,
os pancreas foram divididos em duas pegas e mantidos para a
determinacdo do teor de insulina. As amostras de sangue
foram centrifugadas imediatamente a 4°C para preparar
amostras de plasma, e mantidas a -80°C até a determinacgdo
das concentracdes de glicose e insulina. A concentracgéo de
glicose foi determinada utilizando-se um Glucose CII-test
Wako (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), engquanto gque a
concentracdo de insulina foi determinada utilizando-se um
kit de determinacao de insulina altamente sensivel

(Morinaga Institute of Biological Science, Inc.).

2. Resultado
Foram examinados os efeitos da administrag¢do por 7
dias de grelina humana imediatamente depois da

administracdo de STZ sobre as concentragdes de glicose e

55
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insulina no plasma na 8* semana (apdés 4 horas de jejum).
Os resultados sdoc mostradeos na Tabela 3. As concentracgdes
de glicose no plasma foram significativamente aumentadas no
grupo com veiculo em comparagdo com o grupo de controle,
enquanto gue as concentracdes de glicose no grupo STZ-
grelina humana aumentaram ligeiramente e nao foram
significativamente diferentes das do grupo de controle. As
concentracdes de insulina no plasma, por outro ladc, néo

foram significativamente diferentes entre os grupos.

(Tabela 3)
Controle STZ-veiculo STZ-grelina
humana
Glicose no 116,0 £ 1,7 | 330,4 £ 26,5 222,1 + 10,5
Plasma (mg/dl) | (8) (9)"? (8)
Insulina no 2,44 £ 0,12 | 2,07 + 0,15 2,73 £ 0,15
Plasma (ng/ml) (8) (9) (8)

Cada valor é a média * EP (nimero de ratos)
*1: P<0,05; em comparacdo com o grupo de controle

{(teste de comparacdo multipla de Dunnett).

Foram entdo analisados os pesos corporails, pesos dos
padncreas, e teores de insulina nos pancreas na 9% semana.
Os resultados dos pesos corporais e pesos dos pancreas sao
mostrados na Fig. 7. Embora os pesos corporals no grupo
STZ-veiculo tenham sido significativamente menores gue o0s
do grupo de controle, a redugdo dos pesos corporais no
grupo STZ-grelina humana foi suprimida e o0s pesos corporais

foram comparaveis aos do grupo de controle. C grupo STZ-

L6
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veiculo mostrou um valor ligeiramente baixo dos pesos dos
pancreas quando em comparagdo com © grupo de controle. No
grupo STZ-grelina humana, por outro lado, os pesos dos
padncreas foram significativamente mais altos que os do
grupo STZ-veiculo.

Uma vez gque um aumento dos pesos dos pancreas foil
mostrado no grupo STZ-grelina humana, os teores de insulina
nos pdncreas foram comparados. Os pédncreas foram divididos
para se obter duas amostras, amostras do lado do bago e
amostras do lado dos intestinos, e os teores de insulina no
pancreas foram calculados a partir do teor de insulina de
cada amostra e analisado. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 4. No grupo STZ-veiculo, os teores de insulina nos
pancreas calculados a partir de dois locais foram
significativamente reduzidos quando em comparagdo com O
grupo de controle. Embora os teores de insulina do grupo
STZ-grelina humana tenham sido também significativamente
mais baixos que os do grupo de controle, os teores foram

cerca de duas vezes mais altos que os do grupo STZ-veiculo.

(Tabela 4)
Controle STZ-veiculo STZ-grelina
humana
Teor de
454,5 & 67,1 £ 8,9 120,9 = 14,1
Insulina (Lado . “
31,6 (8) (9) (8)
do Bago)
(un g/pancreas)
Teor de *1
309,9 &+ 29,4 £ 3,2 63,0 £ 6,7 (8)
Insulina (Lado .
25,8 (1) (9)
dos Intestinos)
(ug/pancreas)
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Cada valor &€ o valor médio £ EP (numerco de ratos)
*1: P<0,05; em comparagd&o com o grupo de controle

{teste de comparacdo multipla de Dunnett).

A partir dos resultados acima, foli observado que o
tratamento com grelina humana 1imediatamente  apds a
administracdo de STZ em um modelo STZ neonatal suprime a
hiperglicemia e a reducgcdo do peso corporal noc estagio
adulto. Uma vez gue um aumento no peso do pancreas e uma
tendéncia em suprimir uma reducdo dos teores de insulina no
pancreas sadao também mostrades, foi sugerido que, como
mostrado no exemplo 1 para grelina de rato, as células B
pancreaticas destruidas pela administracgéo de STZ
imediatamente apdés o nascimento foram regeneradas pela
administragcdo de grelina humana e a produgdo de insulina
foi parcialmente mantida, o que pode ter contribuido para a

supressdo da hiperglicemia.

Exemplo 4

Uma vez que a grelina é considerada como expressando
suas fungbes fisiolbégicas via GHS-R, compostos agonistas de
GHS-R outros que ndo a grelina (hormdénio de crescimento
secretagogo, deoravante chamado de compostos GHS) podem
também promover a regeneragdo de células B e suprimir o
desenvolvimento de  hiperglicemia ou diabetes como a
grelina. Por esta razdo, a seguir, uma funcdo de um
composto GHS fol examinada utilizando-se um modelo STZ
neonatal. Embora varios peptideos e compostos ndo peptideo
tenham sejam conhecidos como compostos GHS, um peptideo GHS

GHRP-2 (Ala-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys—-NHZ2, Drugs of the
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Future 30, pp 124-127, 2005, CAS ©No. 158861-67-7) foi

utilizado para o exame neste exemplo.

1. Material e Método

Os materiais experimentais, métodos experimentais e
métodos de avaliagdo feoram semelhantes aos do exemplo 2.
Comoc substancia de teste, 100 ng/kg de GHRP-2 foram
administrados por via subcuténea duas vezes ao dia a partir
do 2¢ dia depois do nascimento durante 7 dias (um grupo

STZ-GHRP-2).

2. Resultado

Foram examinados os efeitos da administragdo precoce
de GHRP-~2 apdés o nascimento sobre as concentragdes de
glicose e insulina no plasma na 8% semana {(apds 4 horas de
Jejum) . Os resultados sdo mostrados na Tabela 6. As
concentracdes de glicose no plasma foram significativamente
aumentadas no grupo STZ-veiculo guando em comparagao com o
grupo de controle, enquanto que no grupo STZ-GHRP-2 o
aumento fci brando e os niveis foram significativamente
mais baixos que os do grupo STZ-veiculo. As concentragdes
de insulina no plasma, por outro lado, ndo foram

significativamente diferentes entre os grupos.

{Tabela 5)

Controle STZ-veiculo STZ-GHRP-2
Glicose no 116,0 £ 1,7 | 281,6 = 18,5 145,5 + 4,1
Plasma (mg/dl) | (8) (12) " (12)*
Insulina no 2,44 + 0,12 | 2,16 + 0,10 (12) }1,89 = 0,07
Plasma (ng/ml) (8) (12)
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Cada valor é a média + EP (numero de ratos)
*i: P<0,05; em comparagdo com © dJgrupco de controle,
#1: P<0,05; em comparag¢do com o grupo STZ-veliculo, (teste

de comparacgdo multipla de Dunnett).

Foram entdo analisados os pesos corporals, pesos dos
pancreas, e teores de insulina nos péncreas na 92° semana.
Os resultados dos pesos corporais e pesos dos pancreas sao
mostrados na Fig. 8. Embora ©s pesos corporais no dJgrupo
STZ-veiculo tenham sido significativamente menores que os
do grupo de controle, a redugdo dos pesos corporais no
grupo STZ-GHRP-2 foi suprimida e os pesos corporais ndo
foram significativamente diferentes dos do grupo de
controle. O grupo STZ-veiculo mostrou uma tendéncia na
direcdo de uma redugcdo nos pesos dos pancreas quando em
comparagdo com o grupo de controle. No grupo STZ-GHRP-2,
por outro lado, os pesos dos péancreas foram maiores que 0S
do grupo STZ-veiculo.

Foram comparados os teores de insulina nos pancreas.
Os péancreas foram divididos de maneira a se obter duas
amostras, amostras do lado do bacgco e amostras do lado dos
intestinos, e o0s teores de insulina no pancreas foram
calculados a partir do teor de insulina de cada amostra e
analisado, os resultados sao mostrados na Tabela 6. No
grupo STZ-veiculo, os teores de insulina no péancreas em
cada um dos dois locais foram significativamente reduzidos
quando em comparacdc com o grupo de controle. Os teores de
insulina do grupo STZ-GHRP foram também significativamente
mais baixos que os do grupo de controle, no entanto os

teores foram maiores que os do grupo STZ-veiculo, o gue

e
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mostrou uma tendéncia a manter a capacidade de produgdo de

insulina.

{Tabela 6)

Controle STZ-veiculo STZ-GHRP-2
Teor de 454,5 + 31,6 196,3 * 7,6 146,8 = 10,9
Insulina (Lado (8) (12) "+ (12) "+
do Bacgo)
(Hg/pancreas)
Teor de 309,9 £ 25,8 (62,1 £ 5,6 81,7 £ 4,6
Insulina (Lado | (7) (12)™* (12) "t
dos Intestinos)
(Lg/péncreas)

Cada valor é a média * EP (nimero de casos)
*1: P<0,05; em comparagdaoc com © grupo de controle

(teste de comparagdao maltipla de Dunnett).

Conforme descrito acima, em adicdo a grelina de rato
e grelina humana, mostrou-se que GHRP-2 apresentando
ligacdo a GHS-R e capacidade de ativacdo também tende a
aumentar a capacidade de produgao de insulina por
administracao precoce no modelo STZ neonatal e suprimir o
desenvolvimento de hiperglicemia no estagio adulto. Desta
forma, foi sugerido que os efeitos de grelina sobre a
regeneracdo de células p e sobre a supressdo de
hiperglicemia s&o mediados por GHS-R, e que um composto
apresentando ligacdc a GHS-R e capacidade de ativagdo (GHS)
também apresenta efeitos similares.

Conforme descrito acima, foi demonstrado que no

modelo STZ neonatal grelina de rato, grelina humana e um

LA
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composto GHS melhoraram a hiperglicemia no estagio adulto.
A seguir, fol examinado ¢ efeito de grelina humana

utilizando-se um ouro modelo de hiperglicemia.

Exemplo 5

Sabe-se gue uma dieta de alto teor de gordura ao
estilc ocidental ¢é uma causa de desenvcolvimentc de
diabetes. Adicionalmente, um &cido graxo tal como &acido
lincléico é o ligante de GRP40, um dos receptores acoplados
a proteina G, e fol reportado que a ativagado de GRP40 por
um Acido graxo promove a secreg¢do de insulina em resposta a
glicose por células B pancreaticas (Itoh Y. et al. Nature
422, pp 173-176, 2003). Por outro lado, foi sugerido que
embora uma carga de curto prazo de um acido graxo promova a
secrecdo de insulina, uma exposicdo de longo prazo reduz a
capacidade de secregdo de insulina e os teores de insulina
no pancreas (Steneberg P. et al. Cell Metab 1, pp 245-258,
2005} . Desta forma, camundongos foram mantidos com
alimentos com alto teor de &cidos graxos contendo acido
linoléico de maneira a se examinar os efeitos da grelina
humana sobre a secrecdo de insulina e concentragao de

glicose no sangue.

1. Material e Método

Camundongos  machos Crj:CD1 (ICR) (Charles River,
Japao) foram deixados com livre acesso a agua e a uma dieta
de pélete padrdo para camundongo (CRF-1, Oriental Yeast
Co., Ltd.) (com iluminacdo das 21 as 9 horas). Camundongos
de controle normais foram mantidos neste condigdo (dieta

normal, e grupo ND). Um grupo com dieta de alto teor de
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acidos graxos {(High Fat Diet - Dieta de Alta Gordura, um
grupo HFD) foi deixado consumir livremente uma mistura de 5
g de CFR-1 (pd) com 1 g de A&cido linoléico como dieta de
alto teor de &cidos graxos a partir da 4* semana apds o
nascimento. Como substéncias de teste, um veilculo (sclugdo
5% de manitol) (grupo HFD-veiculo) ou 300 upg/kg de grelina
humana (grupo HFD-grelina), foram administrados duas vezes
ac dia {(uma vez ao dia nos fins de semana) por cerca de 7
semanas a partir do dia do inicio da carga de dieta de alto
teor em Acidos graxos. Foram monitoradas as alterag¢gdes nos
pesos corporais e niveis de ag¢tGcar no sangue ab lib apds o
inicio da administracdo da substancia de teste.
Adicionalmente, os camundongos foram jejuados no 5° dia do
inicio da administracdo da substadncia de teste, e entdo
carregado intensamente acido linoléico (1 ml/kg,
administracéao intraperitoneal) no dia seguinte a
determinacdo das concentracgdes de glicose no plasma e de
insulina no plasma 1 hora mais tarde. O valor de acgicar no
sangue fol determinado utilizando-se Antsense II (Horiba,
Ltd.), enguanto que a concentracgdoc de glicose no plasma e a
concentracdo de insulina foram determinadas utilizando-se
um Glucose CII-test Wako (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) e um kit de insulina Lebis (TMB para camundongo)

(Shibayagi Co. Ltd.), respectivamente.

2. Resultado

Foram examinados os efeitos da administracdo de
grelina humana sobre os pesos corporais e niveis de agucar
no sangue em camundongos alimentados com uma dieta de alto

teor de &cidos graxos. A Fig. 9 mostra os pesos corpcrais
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no 42° dia de administragdo e os niveis de agucar no sangue
ad 1ib no 43° dia de administracdo. Os pesos corporais dos
camundongos foram maiores no grupo de HFD-velculo gquando em
comparacdo com o grupo ND e foram ainda maiores no grupo de
HFD-grelina. Adicionalmente, os niveis de ag¢uicar no sangue
do grupc HFD-veiculo foram significativamente maiores gue
os do grupe ND. Por outro lade, os niveis de agucar no
sangue no grupo HED-grelina tenderam a se reduzir quando em
comparacao com o grupo HFD-veiculo, e nao foram
significativamente diferentes dos do grupo ND. Desta
forma, mostrou-se que a administracdo de grelina reduz a
indugdo de hiperglicemia provocada por uma dieta rica em
adcidos graxos.

A seguir, foram analisadas as alteracodes das
concentracdes de insulina no plasma e das concentragdes de
glicose no plasma apdés uma carga intensa de acido linoléico
em camundongos alimentados com uma dieta de alto teor de
acidos graxos.

A Fig. 10 mostra as concentragdes de insulina no
plasma (A) e as concentrag¢des de glicose no plasma (B) em
camundongos alimentados com dietas normais ou dietas de
alto teor de &cidos graxos e submetidos a administracdo
intraperitoneal de 1 ml/kg de acido linoléico. No grupo
HFD-veiculo, as concentrac¢des de insulina no plasma apds a
carga de A&cido linoléico foram reduzidas no maximo em 1/3
da média quando em comparacgdo com o grupo ND, sugerindo que
a capacidade de secrecdc de insulina foi conturbada por uma
dieta de longoe prazo de acido graxo. As concentragdes de
insulina no grupo HFD-grelina foram mais altas que as do

grupo HFD-veiculo, e nao foram significativamente

g‘ﬁ
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diferentes das do grupc ND (Fig, 10A). Por outro lado,
embora guase ndo tenha havido qualquer diferenga entre os 3
grupos nas concentragdes de glicose no plasma antes da
carga com acido linoléico {grupo ND: 138 * 5, grupo HFD-
veiculo: 146 + 12, grupo HFD-grelina: 141 + 5 mg/dl, média
de 8 camundongos * erro padrdaoc para cada grupo), as
concentragdes de glicose no plasma foram significativamente
aumentadas em todos o©s grupos 1 hora apbés a administragdo
de acido linoléico gquando em comparacgdo com as de antes da
administragdo (P<0,05, teste t pareado). O aumento das
concentracdes de glicose no plasma depois da administracgdo
de acido linoléico foli mais significativo no grupo HFD-
veiculo quando em comparagdo com o grupo ND.

As concentracdes de glicose no plasma apds a carga de
acido 1linoléico no grupo HFD-grelina tenderam a serem
baixas em comparagdo com o grupo HFD-veiculo, e ndo foram
significativamente diferentes das do grupo ND (Fig. 10B).

Conforme descrito acima, mostrou-se que a
administracdo repetida de grelina humana suprime um aumento
nos niveis de aglicar no sangue em camundongos com dieta de
alto teor de acidos graxos. Com a alimentagdo com dieta de
alto teor de acidos graxos, fol observada a redugdo da
secrecdo de insulina induzida por Aacido linoleéico, que
tendeu a ser melhor no grupo gue recebeu grelina humana.
Desta forma, foi sugerido gque a grelina humana melhorou o
mal funcionamento das células B, isto é, a insuficiéncia da
secregdo de 1insulina devida &s dietas de alto teor de
acidos graxos, e, por 1isso, suprimiu o desenvolvimento de

hiperglicemia.

61::
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APLICABILIDADE INDUSTRIAL
Un farmaco da presente 1invengdo tem uma {ungao na

lulas R

R

promogac de neogénese ou regeneragao de c
pancreaticas produtoras e secretoras de insulina e uma
fun¢do na promog¢dc da producdo de insulina em células B
pancreaticas, e, desta forma, pode suprimir ou tratar
hiperglicemia pela promogaco de neogénese ou regeneragdo de
células B pancreaticas produtoras e secretoras de insulina
em hiperglicemia causada por falta de secregdo de insulina
ou secrecdc muito baixa de insulina devida & debilitac¢do ou
morte de células f pancredticas, ou em hiperglicemia
causada por secregdo reduzida de insulina em células P
pancreaticas. Além disto, o farmaco pode ser também
utilizado como fArmaco para terapia de regeneracgao de
células P pancreaticas apresentando uma fungdo de produgao
de insulina. Uma vez que a neogénese ou regeneragdo de
células B pancreaticas produtoras e secretoras de insulina
¢ possibilitada de acordo com a presente invengdo, €é uma
vantagem gque uma causa fundamental da hiperglicemia, isto
é, deficiéncia das células P pancreaticas e insuficiéncia
na produgdo ou secrec¢do de insulina nas células possa ser

melhorada.
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REIVINDICAGCOES
1. Uso de um composto peptideo ou um sal
farmaceuticamente aceitavel deste, apresentando uma

atividade de aumento da concentracdo de ion calcio
5 intracelular por 1ligagdo ao receptor de secretagogo de
horménio de crescimento, em que o peptideo é selecionado do
grupo que consiste em:
(1) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos
como descrita em qualgquer uma das SEQ ID Nos. 1 a 21,
10 em que o terceiro residuo de aminoadcido de um
terminal amino é um residuo de aminocdcido modificado
tendo um &cido graxo introduzido a uma cadeia lateral
do residuo de aminoacido;
(2) um peptideo tendo uma sequéncia de aminocdcidos
15 como descrita na SEQ ID No. 1 em que o terceiro
residuo de aminoacido do terminal amino é um residuo
de aminocdcido modificado, tendo um Acido graxo
introduzido a uma cadeia lateral do residuo de
amincacido, e
20 (3) GHRP-2,

0 uso caracterizado por ser na producdo de uma composicao

farmacéutica para a supressao ou tratamento de

hiperglicemia, pela promocdo de neogénesis ou regeneracdo

de células [ pancredticas, em que a promog¢do de neogénese é

25 a promocdo de neogénese de 1insulina e a regeneracdo de
células beta pancreaticas é na diabetes.

2. Uso, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pela hiperglicemia ser causada por secrecao

muito baixa ou nenhuma secrecdo de insulina devido a

30 debilitacdo ou morte de células [ pancredticas, ou causada
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por secrecgao reduzida de insulina em células 3
pancreaticas.

3. Uso, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado

pela hiperglicemia ser causada por secrecdo muito baixa ou
5 nenhuma secrecgcdo de insulina devido a debilitacdo ou morte
de células [} pancredticas.

4. Uso, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado

pela hiperglicemia ser causada por secrecgdo reduzida de
insulina em células B pancreaticas.
10 5. Uso, de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes

1 e 2, caracterizado pela hiperglicemia apresentar um valor

AIRI/ABG ndo maior que 0,4.
6. Uso de um composto peptideo ou de um sal
farmaceuticamente aceitavel deste, apresentando uma

15 atividade de aumento da concentracdo do ion calcio

intracelular por 1ligagdo ao receptor de secretagogo de
horménio de crescimento, em que o peptideo é selecionado do
grupo que consiste em:

(1) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos

20 como descrita em qualgquer uma das SEQ ID Nos. 1 a 21,
em que o terceiro residuo de aminoadcido de um
terminal amino é um residuo de aminocdcido modificado
tendo um &cido graxo introduzido a uma cadeia lateral
do residuo de aminoacido;

25 (2) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos
como descrita na SEQ ID No. 1 em que o terceiro
residuo de aminoacido do terminal amino é um residuo
de aminocdcido modificado, tendo um Acido graxo
introduzido a uma cadeia lateral do residuo de

30 aminodcido; e
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3/5

(3) GHRP-2,

O uso caracterizado por ser para a producdo de uma

composicdo farmacéutica para promover a neogénese ou
regeneracio de células [ pancredticas, em que a promocido de
5 neogénese ¢é a promocdo de neogénese de insulina e a
regeneracdo de células beta pancredticas € na diabetes.
7.Uso de um composto peptideo ou de um sal
farmaceuticamente aceitavel deste, apresentando uma
atividade de aumento da concentracdo do ion calcio
10 intracelular por 1ligagdo ao receptor de secretagogo de
horménio de crescimento, em que o peptideo é selecionado do
grupo que consiste em:
(1) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos
como descrita em qualgquer uma das SEQ ID Nos. 1 a 21,
15 em que o terceiro residuo de aminoadcido de um
terminal amino é um residuo de aminocdcido modificado
tendo um &cido graxo introduzido a uma cadeia lateral
do residuo de aminoacido;
(2) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos
20 como descrita na SEQ ID No. 1 em que o terceiro
residuo de aminoacido do terminal amino é um residuo
de aminocdcido modificado, tendo um Acido graxo
introduzido a uma cadeia lateral do residuo de
aminodcido; e
25 (3) GHRP-2,

O uso caracterizado por ser para a producdo de uma

composicgao farmacéutica para promover a producdo de
insulina em células [ pancredticas ao promover a neogénese

ou a regeneracdo de células [ pancreaticas, em que a
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promocido de neogénese é a promocdo de neogénese de insulina

e a regeneracdo de células beta pancredticas é na diabetes.

8. Uso de um composto peptideo ou de um sal

farmaceuticamente aceitavel deste apresentando uma

5 atividade de aumento da concentracdo do ion calcio

intracelular por ligacdo a receptor de hormbénio de

crescimento secretagogo, em que o peptideo € selecionado do
grupo que consiste em:

(1) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos

10 como descrita em qualquer uma das SEQ ID Nos. 1 a 21,
em que o terceiro residuo de aminoadcido de um
terminal amino é um residuo de aminocdcido modificado
tendo um &cido graxo introduzido a uma cadeia lateral
do residuo de aminoacido;

15 (2) um peptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos
como descrita na SEQ ID No. 1 em que o terceiro
residuo de aminoacido do terminal amino é um residuo
de aminocdcido modificado, tendo um Acido graxo
introduzido a uma cadeia lateral do residuo de

20 aminodcido; e
(3) GHRP-2,

O uso caracterizado por ser para a producdo de uma

composicdo farmacéutica para a supressdo da debilidade,
morte ou desgaste de células [ pancreaticas.
25 9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 5, caracterizado pelo peptideo apresentar uma seqiiéncia

de aminodcidos descrita como SEQ ID No. 1 e um residuo de
serina na terceira posicdo de um terminal amino ser um

residuo de aminocacido modificado tendo um A&cido graxo
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introduzido a um grupo hidroxila de uma cadeia lateral do
residuo.
10. Uso, de acordo com a reivindicacao 6,

caracterizado pelo fato do peptideo apresentar uma

5 seqliiéncia de aminodcidos descrita como SEQ ID No. 1 e um
grupo hidroxila de uma cadeia lateral de um residuo de
serina na terceira posigdo de um terminal amino ser acilado

por um grupo n-octanoila.
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