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RESUMO
“Utilizacgdo de péptidos GLP-2”"

Propde-se péptido semelhante a glucagon-1 (GLP-1) e/ou
péptido semelhante a glucagon-2 (GLP-2) ou um seu anadlogo ou
derivado, para utilizacdo na inibicdo da reabsorcdo dssea ou
para promocdo da formacdo obssea.
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DESCRICAO
“Utilizacgdo de péptidos GLP-2”"

CAMPO DO INVENTO

Este invento refere-se a utilizacdo do péptido semelhante
a glucagon-2 (GLP-2) e de anédlogos e derivados de GLP-2, no
fabrico de medicamentos para o tratamento de perda de massa
bssea através da inibicéo da reabsorcéo bssea. Tais
composicdes podem ser utilizadas no tratamento de doencas em
que a reabsorcdo 6ssea e/ou a insuficiente formacdo 6ssea seja
um factor, tal como a osteoporose.

ANTECEDENTES DO INVENTO

O péptido semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e o péptido
semelhante ao glucagon-2 (GLP-2) sdo fragmentos da molécula de
proglucagon e a molécula de proglucagon tem uma sequéncia de
160 aminoédcidos. O proglucagon origina-se a ©partir do
preproglucagon que ¢ sintetizado nas células L no ileo distal,
no pancreas € no cérebro. O processamento do proglucagon para
dar GLP-1 e GLP-2 ocorre principalmente nas células L.

Sabe-se que o péptido semelhante a glucagon-1 (GLP-1)
estimula a secrecdo de insulina e inibe a secrecdo de glucagon
e deste modo baixa a glicose no sangue, Andreasen, J.J. et al.
(Digestion 55: 221-228, 1994). Geralmente, sabe-se que as
varias formas divulgadas de GLP-1 estimulam a secrecdo de
insulina e a formacdo de AMPc (ver, p. ex., Mojsov, S. (Int.
J. Peptide Protein Research 40: 333-343, 1992).

O péptido semelhante a glucagon-2 (GLP-2) é um fragmento
peptidico de 33 aminodcidos de proglucagon correspondente a
sequéncia do fragmento 126-158 de proglucagon. GLP-2 mostra
uma homologia notavel em termos de sequéncia de aminoacidos
com o glucagon e o péptido semelhante a glucagon-1 (GLP-1).
Mais, as diferentes formas de GLP-2 de mamifero sdo altamente
conservadas. Por exemplo, o GLP-2 humano e o GLP-2 de degu (um
roedor sul americano) diferem do GLP-2 de rato (rGLP-2) em um
e trés aminoédcidos, respectivamente.
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Varias formas de GLP-2 de vertebrado foram relatadas por
muitos autores incluindo Buhl et al., J. Biol. Chem. 263(18):
8621, 1988, Nishi e Steiner, Mol. Endocrinol. 4: 1192-8, 1990
e Irwin e Wong, Mol. Endocrinol. 9(3): 267-77, 1995.

Quando dado exogenamente, GLP-2 pode produzir um marcado
aumento na proliferacdo do epitélio do intestino delgado dos
ratinhos de teste, aparentemente sem efeitos secundarios
indesejéaveis (Drucker et al., PNAS USA 93: 7911-7916, 1996,
WO 98/52600). Além disso, mostrou-se também que GLP-2 aumenta
a velocidade de transporte méxima da D-glicose através da
membrana intestinal basolateral (Cheeseman e Tseng, American
Journal of Physiology 271: G477-G482, 1990).

A osteoporose ¢ a doenca O6ssea malis comum nos Seres
humanos. E uma doenca grave e frequente, que ocorre em todo o
mundo. O principal factor de risco para a osteoporose & a
deficiéncia de estrogénio e estima-se que até um terco das
mulheres na pds-menopausa serdo afectadas se deixadas sem
tratamento, Schlemmer, A. et al., Eur. J. Endocrinol. 140:
332-337, 1999. Um acontecimento primadrio gue conduz a perda
6ssea osteopordtica € o aumento na renovacdo 6ssea associado a
menopausa. O aumento agudo na reabsorcdo 6ssea observado com o
declinio na producdo de estrogénio endbgeno ¢é seguido de um
aumento associado, mas menos acentuado na formacdo dssea. Este
desequilibrio liquido entre a reabsorcdo e a formagdo resulta
em perda 6ssea aumentando deste modo o risco de fracturas.

Outras doencas e distlrbios metabdélicos que resultam na
perda de estrutura 6ssea sdo por exemplo, hiperparatiroidismo,
doenca de Paget, hipercalcemia de malignidade, lesdes
osteoliticas produzidas por metdstases Osseas, perda O6ssea
devido a imobilizacdo ou deficiéncia de hormonas sexuais e
osteomalacia.

Surpreendentemente, foi agora descoberto que o péptido
GLP-2 administrado tem um efeito de perda da massa &ssea em
seres humanos. Com base nestas observacdes ¢é agora possivel
proporcionar um medicamento e um método para o tratamento,
incluindo o tratamento profildtico, contra a perda de massa
bssea em doencas ou disturbios tais como osteoporose, em que a
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.

reabsorcdo éssea e/ou a insuficiente formacdo oéssea & um
factor.

SUMARIO DO INVENTO

Num aspecto, o presente invento refere-se a utilizacdo de
um péptido semelhante a glucagon-2 (GLP-2) ou de um analogo
deste em que, na sequéncia de aminoécidos de GLP-2, um ou mais
aminoadcidos foram suprimidos ou um ou mais aminoacidos foram
adicionados, ou um ou mails aminoacidos foram substituidos por
porcdes estruturalmente semelhantes imitadoras de aminoacidos
mas resistentes a peptidases, ao mesmo tempo que se mantém a
capacidade do referido andlogo para se ligar a um receptor de
GLP-2 e para activar o referido receptor para proporcionar o
mensageiro resultante do receptor ou sinal, ou de um sal de
adicdo &4cida de um GLP-2, um éster C;-Cs; de um GLP-2 ou uma
amida C;-C; de um GLP-2, no fabrico de um medicamento para o
tratamento de perda de massa &6ssea através da inibicdo da
reabsorcdo 6ssea.

No presente texto, a designacdo “um andlogo” é utilizada
para designar um péptido em que um ou mais residuos de
aminoadcidos do péptido original foram substituidos por outro
residuo de aminodcido e/ou em que um ou mais residuos de
aminoadcidos do péptido original foram suprimidos e/ou em que
um ou mais residuos de aminodcidos foram adicionados ao
péptido original.

O termo “analogo” inclui ainda imitadores dos referidos
péptidos que se ligam aos receptores dos referidos péptidos e
activam o referido receptor para produzir um mensageiro ou
sinal resultante de tipo equivalente ao produzido apds a
ligacdo de GLP-2. Tais anélogos podem ser adaptados para
resistir a degradacdo no corpo a uma extensdo superior a de
GLP-2 e podem assim ter uma maior semivida ou podem ser
administréaveis oralmente. Tais andlogos incluiréo
pseudopéptidos baseados em GLP-2 em que um ou mais residuos de
aminodcidos foram substituidos com porcgdes imitadoras de
aminoadcidos estruturalmente semelhantes mas resistentes a
peptidases.
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No presente texto, a designacido “residuo de aminoacido”
designa o residuo de um aminodcido que pode ser codificado
pelo cédigo genético, através de um tripleto (“cod&do”) de
nucledétidos. No presente texto, os péptidos aos quais o
presente invento se refere sdo referidos colectivamente como
“péptidos GLP-2".

Os “derivados” aqui referidos incluem por exemplo, sais
de adicdo &cida, sais de carboxilato, alquilos inferiores (p.
ex., C;-Cqs, de preferéncia C;-C3), ésteres e amidas. Estédo
também incluidas substédncias formadas através de modificacéo
quimica do péptido GLP-2 gque mantém as propriedades de
diminuicdo da reabsorcdo déssea e/ou aumento da formacdo oéssea
de GLP-2 a um nivel equivalente ou aumentado.

De preferéncia, a doenca a tratar na utilizacdo de
medicamentos feitos de acordo com o presente invento é a
osteoporose.

Noutra concretizacdo preferida, o medicamento feito de
acordo com O presente invento é administrado oralmente.

As composicbdes aqui descritas podem ser utilizadas num
método de tratamento profildtico da perda de massa &ssea num
sujeito em risco de desenvolver uma doenc¢a em que a reabsorcgdo
b6ssea e/ou a insuficiente formacdo o6ssea seja um factor,
compreendendo o método os passos de a) identificacdo de um
sujeito em risco de desenvolver uma tal doenca (que pode ser
osteoporose) ; e D) administracdo a um sujeito de uma
quantidade de um medicamento de péptido GLP-2 feito de acordo
com o presente invento eficaz a inibir a reabsorcdo dssea.

O sujeito é de preferéncia um ser humano.

O GLP-2 pode ser estabilizado contra a degradagdo no
corpo através de modificacdo gquimica tal como descrito em WO
02/10195.

O composto activo utilizado no fabrico de um medicamento
de acordo com o presente invento pode ser um anédlogo ou
derivado oralmente eficaz.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

O presente invento ¢ ainda ilustrado com referéncia aos

desenhos anexos em que:

A Fig. 1 mostra nos graficos A, B e C os resultados
obtidos nos Estudos Antecedentes 1-3. A Fig. 1A mostra os
niveis de GLP-1, GIP e S-CTX ao longo de um periodo de 2-3
horas respondendo a frutose oral. GIP (Polipéptido Glicose-
dependente Insulinotrépico) ¢é uma incretina que estimula a
secrecdo de insulina directamente de um modo dependente da
glicose. S-CTX ¢é um fragmento C-telopeptidico do soro da
degradacdo do colagénio de tipo I. A Fig. 1B mostra os niveis
de GLP-1, GIP e S-CTX ao longo de um periodo de 2-3 horas
respondendo ao acido gordo de cadeia longa (AGCL) oral e a
Fig. 1C mostra os niveis de GLP-2, GIP e S-CTX ao longo de um
periodo de 2-3 horas respondendo a proteina oral.

A Fig. 2 mostra os resultados obtidos no Estudo
Antecedente 4. A Figura mostra os niveis de S-CTX, GLP-1 e
GLP-2 em ©pacientes com intestino curto mas com cdlon
conservado ao longo de um periodo de 3 horas respondendo a uma

refeicdo normal.
A Fig. 3 mostra os resultados obtidos no Exemplo 1. A
Figura mostra os niveis de S-CTX e GLP-2iptacto @0 longo de um

periodo de 7 horas respondendo a uma injeccdo de GLP-2.

DESCRIQAO DETALHADA DO INVENTO

Este invento compreende a utilizacéo do péptido
semelhante a glucagon-2 (GLP-2) e de andlogos e derivados de
GLP-2, no fabrico de um medicamento para o tratamento de perda
de massa Oéssea através da inibicdo da reabsorcgdo dssea, util
no tratamento de doencas em que a reabsorcdo O6ssea e/ou a
insuficiente formacdo o6ssea ¢ um factor, tal como em
osteoporose.

As doencas e o0s distUrbios metabdlicos que resultam em
perda da estrutura déssea beneficiariam de um tal tratamento.
Por exemplo, hiperparatiroidismo, doenca de Paget,
hipercalcemia de malignidade, lesbdes osteoliticas produzidas
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por metdstases O&sseas, perda Oéssea devido a imobilizacdo ou
deficiéncia em hormonas sexuals, e osteomalacia.

E bem conhecida a utilizacdo de marcadores bioquimicos
para ser capaz de avaliar biogquimicamente o nivel de
reabsorcédo e formacdo dssea para avaliar o risco de uma futura
fractura. No entanto, existe uma considerédvel variacédo
circadiana com um pico no inicio da manh& e o nivel inferior a
tarde. Isto ¢é habitualmente tido em conta através de jejum
durante a medicéo.

Esta variacdo ¢ independente do género, da idade e do
estddio de osteoporose embora seja observado um nivel limiar
elevado em mulheres pds-menopausa. E também dependente da
actividade fisica, assim 3 dias de repouso na cama ndo alteram
a variacdo em mulheres pds-menopausa.

Foi estudada a variacdo circadiana do cortisol plasmético
como possivel factor. Nem individuos insuficientes em cortisol
substituidos intermitentemente com cortisol para eliminar a
variacdo circadiana nem os estudos de fixacdo do cortisol em
mulheres saudéaveis pds-menopausa demonstraram qualquer
insuficiéncia na variacdo circadiana na reabsorcdo oOéssea. Os
estudos de fixacdo de PTH em mulheres pré- e pds-menopausa
tinham mostrado que a variacdo circadiana na renovacdo dssea é
também independente da concentracéo sérica de PTH.
Recentemente um estudo em mulheres pré-menopausa demonstrou
que a variacdo circadiana na reabsorcdo odssea medida através
da excrecdo urinaria de fragmentos C-telopeptidicos da
degradacdo do colagénio de tipo 1 foi significativamente
diminuida durante o Jjejum, Schlemmer, A. et al., Eur. J.
Endocrinol. 140: 332-337, 1999.

Os mecanismos bioquimicos subjacentes a variacédo
circadiana na reabsorcido dssea permanecem pouco compreendidos.

Foi observada uma associacdo entre os niveis de insulina
apbdés glicose OGTT/oral e a massa Ossea em mulheres saudaveis,
pbs-menopausa, Reid I.R. et al., “The American Physiological
Society” E655-E659, 1993. Para além disso, os dados limiares
do Estudo de Roterddo demonstraram que esta associacdo estava
presente tanto em homens como em mulheres idosos, mas era



EP 1 326 630/PT

reduzida apbds a correccdo para BMI, Stolk, R.P. et al., Bone
6: 545-549, 1996. Nesta coorte, a fractura ndo vertebral
prévia estava associada a um nivel de insulina pds-carga
inferior. 0Os dados iniciais do seguimento do estudo sugerem
que o0s niveis limiares de insulina pds-carga corrigidos para
BMI e a massa Ossea estdo associados a um risco reduzido de
fracturas ndo vertebrais incidentes, Hendrikse, J. et al.,
“ASBMR-IBMS Second Joint Meeting” S501. Finalmente, os dados
de glicose OGTT/oral em 19000 homens e mulheres suecos
(“"Swedish”) sem diabetes conhecidos sugerem que uma S-glicose
elevada pds-carga em individuos ndo diabéticos estd associada
a um risco menor de fractura da anca, Johnell, 0. et al.,
“ASBMR-IBMS Second Joint Meeting S170”. Assim, parece haver
uma associacdo entre a resposta a insulina e a massa 6ssea bem
como um subsequente risco de fractura. Esta associacdo pode
ser parcialmente explicada por uma influéncia da insulina apds
reabsorcédo &éssea. A possibilidade de uma tal relacdo é
suportada pela recente demonstracdo de receptores de insulina
em células semelhantes a osteoclastos, Thomas, D.M. et al.,
Bone 23: 181-186, 1993 e em osteoblastos, Thomas, D.M. et al.,
J. Bone Miner. Res. 11: 1312-1320, 199¢.

O esgueleto é (entre outras coisas) um reservatdrio de
nutrientes, incluindo minerais tais como célcio e fosfato.
Este reservatdério estéd habitualmente bem protegido mas em
situacdes de insuficiente acesso a nutrientes que dé origem a
uma diminuicdo da concentracdo extracelular destes nutrientes
as reservas destes no esqueleto podem ser mobilizadas. Do
mesmo modo, em situacdes de acesso suficiente a nutrientes a
maquinaria metabdlica do corpo estd regulada para conservar as
reservas.

Para o esqueleto uma tal mobilizacdo das reservas pode
ser alcancada através da estimulacdo da reabsorcdo O&ssea
osteocléstica e do mesmo modo a reabsorcdo pode ser diminuida
quando aumenta a disponibilidade dietética de nutrientes.

Tal regulacdo do metabolismo &ésseo foi anteriormente
demonstrada para a toma dietética de célcio. Observamos
recentemente que a glicose oral pode também diminuir a
reabsorcédo 6ssea, com uma diminuicdo completamente expressa em
2 horas.
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Esta resposta ¢ independente do género e da idade. Um
efeito comparédvel foi demonstrado para proteina. Assim, a toma
dietética pode regular a reabsorcdo O6ssea, parcialmente
através da secrecdo de insulina tal como mostrado através do
teste de estimulacdo com insulina.

A toma oral de nutrientes produz uma queda de curto prazo
na velocidade de —reabsorcido oOéssea. Para além disso, a
administracdo de insulina num teste de tolerdncia a insulina
(TTI) produz uma queda de curto prazo semelhante na velocidade
medida de reabsorcdo déssea.

O nutriente qgque pode inibir a reabsorcdo &ssea pode ser
um acgucar, uma proteina ou um &acido gordo, p. ex. um &acido

gordo de cadeia longa, ou um triglicérido ou um mineral.

Foi mostrado e descrito que os fadrmacos no mercado para
tratamento de osteoporose tém efeitos secundérios indesejados.
E concluido por Graham, D.Y. et al., Aliment. Pharmacol. Ther.
4: 515-9, 1999 que o alendronato (Fosamax) causa ulceracédo
gastrica. Para além disso, ¢ afirmado que a utilizacgdo vulgar
de terapia de substituicdo hormonal (TSH) aumenta o risco de
cancro da mama, Persson, I. et al., Int. J. Cancer 7172(5):
75825 61, 1997.

Por essa razdo, existe a necessidade de um medicamento
para o tratamento de doencas em que a reabsorcdo d6ssea e/ou a
insuficiente formacdo ¢ssea ¢ um factor, tal como a
osteoporose, que ndo mostre os efeitos secundarios indesejados
acima mencionados.

De acordo com o presente invento, foi agora
surpreendentemente mostrado que oS fragmentos GLP-2 de
proglucagon produzidos no intestino tém um papel na inibicéo
da reabsorcdo déssea.

O proglucagon expresso nas células o do péancreas
enddcrino e nas células L enteroenddécrinas do intestino surge
da transcricdo de um Unico gene e da traducdo de ARNm
idénticos nestes dois tecidos. A diversidade bioldgica na
expressdo do gene de proglucagon ocorre ao nivel de um
processamento pds-traducdo alternativo notavelmente especifico
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do tecido, resultando na formacdo do ©péptido Dbioactivo
glucagon no pancreas e no GLP-1 reciproco de estimulacdo por
insulina no intestino.

As sequéncias de glucagon e de GLP no intestino e no
padncreas, respectivamente, s&do mantidas como fragmentos de
proglucagon nédo processados: enteroglucagon (glicentina) no
intestino e o fragmento principal de proglucagon no pancreas,
Habener, J.F., Diabetes Mellitus 68-78, 199¢.

A glicentina ou o fragmento de proglucagon 1-69 é clivado
no péncreas em GRPP (polipéptido pancredtico relacionado com
glicentina) e glucagon, enguanto o principal fragmento de
proglucagon 72-158 ¢é clivado (processado) no intestino em
fragmentos GLP-1 (fragmento de proglucagon 78-107) e GLP-2
(fragmento de proglucagon 126-158).

E notavel que o processamento alternativo de proglucagon
idéntico no intestino e no péncreas dé origem a péptidos cujas
funcdes fisioldbdgicas sejam opostas. O GLP-1 do intestino é uma
hormona anabdlica que entre outras <coisas facilita a
estimulacdo da secrecdo de insulina e a tomada de glicose
durante a alimentacdo, enquanto o glucagon do pancreas ¢ a
hormona catabdlica mais importante que actua durante periodos
de jejum quebrando o glicogénio (e aumentando deste modo a
saida de glicose do figado, musculo-esquelético e tecido
adiposo).

A clivagem proteolitica do proglucagon no intestino faz
parte de um processo complicado. Resultam do processamento
pelo menos quatro péptidos de GLP-1: dois péptidos de 37 e 36
aminoadcidos, GLP-1 (1-37) e amida de GLP-1 (1-36); e dois
isopéptidos truncados no terminal amino, GLP-1 (7-37) e amida
de GLP-1 (7-36) . Apenas o0s dois GLP-1 truncados tém
actividades insulinotrdépicas. Nado se verificaram actividades
bioldégicas em nenhuma das formas amino-terminalmente
prolongadas de GLP-1. Ambos o0s isopéptidos de GLP-1, GLP-1 (7-
37) e amida de GLP-1 (7-36), tém poténcias insulinotrdépicas em
todos os sistemas nos quais foram estudados até agora,
incluindo seres humanos, Habener, J.F., Diabetes Mellitus 68-
78, 1996. Em seres humanos o produto predominante ¢ amida de
GLP-1 (7-36), e & produzido muito pouco das outras formas.
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Provou-se que GLP-1 é um potente péptido insulinotrdépico
dependente de glicose distinto de GIP. GIP (Polipéptido
Inibidor Gastrico que foi mudado para Polipéptido
Insulinotrdépico Glicose-dependente), ¢ uma incretina que
estimula a secrecdo de insulina directamente de um modo
dependente da glicose.

A sequéncia de aminoidcidos de GIP foi determinada em 1981
por Jornvall et al., FEBS Lett. 123: 205, 1981. A combinacéo
das duas hormonas GIP e GLP-1, no entanto, parece constituir a
maioria se ndo todos os componentes do efeito de incretina,
Nauck, M.A. et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 76 (4): 912-
917, 1993.

O processamento 1intestinal do proglucagon da também
origem a GLP-2 correspondendo a proglucagon 126-158. Em seres
humanos ¢ conhecida apenas uma Unica forma, Hartmann B. et
al., Peptides 21(1): 73-80, 2000.

GLP-2 parece partilhar o efeito de GLP-1 na mobilidade e
secrecdo gastrointestinal, Wojdemann, M. et al., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 84 (7): 2513-2517, 1999 e Wo demann, M. et
al., Scand. J. Gastroenterol. 33(8): 828-832, 1998, mas né&o
tem um efeito directo nos ilhéus pancreaticos. Em contraste
GLP-2 tem efeito tréfico na mucosa intestinal e pode actuar
fisiologicamente como factor de <crescimento envolvido em
respostas adaptativas dos intestinos a cirurgia ou a variacéo
nutricional, Drucker, D.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93(15): 7911-7916, 1996 e Thulesen, J. et al., Gut, No prelo.
Inibe a apoptose e causa proliferacdo epitelial no intestino
delgado, Tsai, C.H. et al., Am. J. Physiol. 273(1 Pt 1): E77-
E84, 1997, e pode ser utilizado clinicamente para tratar
pacientes com o sindroma do intestino curto, Jeppesen, P.B. et
al., Gastroenterology, No prelo. Actua através de uma proteina
G acoplada ao receptor que & expressa em varias regides do
corpo, particularmente na mucosa intestinal, Munroe, D.G. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96(4): 1569-1573, 1999.

Tal como agqui se utiliza o termo “agonista do receptor de
GLP-2” significa qualquer molécula que apds ligacdo ao
receptor de GLP-2 resulta na activacdo do receptor de GLP-2 e
inclui por exemplo GLP-2 ou andlogos peptidicos de GLP-2.
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Recentemente foi demonstrado que o receptor de GLP-2 & um
receptor acoplado a proteina G. Assim, os métodos vulgarmente
utilizados neste campo para identificar agonistas de
receptores acoplados a ©proteina G podem ser utilmente
aplicados ao receptor de GLP-2. Uma metodologia util para
avaliacdo de compostos quanto a actividade agonista do
receptor de GLP-2 é divulgada na Patente U.S. N.° 6077949.

O modo de acgdo de GLP-2 ndo estd ainda completamente
elucidado. Pode ser que opere através de uma cascata de
transducdo de sinal em gue pode haver varios constituintes
activos a montante ou a jusante ou ambos do péptido GLP-2.
Pode ser possivel intervir em qualquer ponto numa tal cascata
para produzir uma reducdo na taxa de reabsorcdo Ossea através
do mecanismo da cascata. Isto pode envolver a estimulacdo da
sintese ou da libertacdo do péptido GLP enddgeno ou a
administracdo ou o desencadeamento da sintese enddgena ou da
libertacdo de outro composto activo na cascata a jusante do
péptido GLP-2, p. ex. um produzido em resposta a ligacdo do
péptido GLP-2 a um receptor.

A formacdo e o crescimento de o0sso €& um processo complexo
consistindo em mudancas no didmetro e na forma do osso. Este
processo ocorre através da activacdo sequencial de dois tipos
celulares: osteoclastos e osteoblastos. Os osteoblastos sdo de
origem mesenquimatosa derivados de unidades formadoras de
colénias de fibroblastos, tal como condrdécitos, células
musculares e adipdbdcitos. Os osteoblastos sdo capazes de
segregar varios factores (tais como interleucinas-6 e 11; MCS-
F e GM-CSF) que podem afectar o desenvolvimento de
osteoclastos. 0Os osteoclastos desenvolvem-se a partir de
unidades formadoras de coldénias de granuldcitos-macrdfagos e o
seu desenvolvimento ¢ modulado por uma variedade de factores,
incluindo interleucinas-1, 3, 6 e 11. Recentemente, centrou-se
um considerédvel interesse na interleucina-6 uma vez gque a sua
producdo em osteoblastos é estimulada por PTH e vitamina D e
devido ao seu possivel envolvimento em varias doencas
incluindo  Thiperparatiroidismo primario, mieloma multiplo,

artrite reumatdide, doenca de Paget e osteoporose hipogonadal.

A producdo de interleucina 6 a partir de osteoblastos é
regulada por hormonas sexuais (androgénios e estrogénios) que
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actuam sobre o promotor de IL-6. O papel de IL-6 (em contraste
com IL-11) na funcdo osteoclédstica normal n&o é claro mas em
certos estados patoldgicos o receptor de IL-6 € sobre-regulado
e a IL-6 pode entdo exercer o seu efeito. Em células &sseas
derivadas de ratinhos hipogonadais o ARNm de gp80, gpl30 e
IL-6 estd todo aumentado em comparacdo com as células normais.
Assim, é possivel que IL-6 tenha um papel importante na perda
6ssea acelerada associada a osteoporose pds-menopausa.

Segue-se que GLP-2 pode ter um papel importante na
regulacdo tanto do crescimento esquelético na crianca como na
remodelacdo esquelética no adulto. GLP-2 pode actuar sobre
receptores presentes em células derivadas do osso e a
estimulacdo destas células com GLP-2 conduz a um aumento na
concentracdo de célcio intracelular e do teor de AMPc celular,
resultando na inibic&do da reabsorcédo dssea estimulada por PTH.

O termo “sujeito” inclui um ser humano ou outro mamifero

e inclui gado e animais de estimacéio.

A administracdo pode ser através de qualquer via que o
médico perito na arte saiba ser eficaz. A administracéo
parentérica pode ser efectuada através de injeccdo subcuténea,
intramuscular, intraperitoneal ou intravenosa de uma forma de
dosagem no corpo por meio de um seringa estéril, opcionalmente
um seringa tipo caneta ou algum outro dispositivo mecénico tal
como uma bomba de infusdo. Outra opcdo € uma composicdo que
pode ser um pd ou um ligquido para a administracdo na forma de
um sSpray nasal ou pulmonar. Ainda como outra opc¢do, a
administracdo pode ser transdérmica, p. ex. a partir de um
adesivo. As composicdes adequadas para administracdo oral,
bucal, rectal e vaginal podem também ser proporcionadas. A via
de administracdo oral é preferida para compostos utilizados no
presente invento que sejam oralmente eficazes.

O presente invento ¢ ainda ilustrado através dos
seguintes Estudos Antecedentes e pelo Exemplo.

ESTUDOS ANTECEDENTES E EXEMPLO

A hematologia e a guimica sérica incluindo a glicose
foram medidas utilizando um analisador automdtico (Vitros). A
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FSH sérica foi medida através de IRMA (Coat-A-Count@/DPC/Los

Angeles CA). Os fragmentos C-telopeptidicos séricos da
degradacdo do colagénio de tipo I (S-CTX) foram medidos
através de ELISA, ensalo CrossLapsTM do soro (Osteometer
BioTech A/S-Denmark). A osteocalcina sérica foi determinada

através de ELISA, um ensaio que determina o segmento médio
N-terminal da molécula. A insulina sérica e o péptido c¢ foram
ambos ensaiados através de RIA (Coat-A-Counts para insulina e
Double Antibody C-peptide para o péptido c ambos de DPC, Los
Angeles, CA).

Estudo Antecedente 1

Efeito da frutose oral em GLP-1, GTP e velocidade de
reabsorcdo dssea

12 mulheres e homens saudaveis entre 35-40,
respectivamente 30-60, foram incluidos num estudo cruzado
aleatdério, controlado comparando os efeitos da frutose oral em
GLP-1, GIP e renovacdo ¢6ssea. Os individuos ndo tinham sofrido
doencas suspeitas de afectarem a renovacdo &éssea tais como
cancro, artrite reumatdide ou doencas comprometedoras da
absorcdo intestinal ou da excrecdo/reabsorcdo a partir do rim
nem tinham tido uma histdéria de doencas graves, que pudessem
influenciar a conducdo do estudo. Uma pesquisa laboratorial
geral incluindo hematologia e quimica sérica ndo deu indicacgéo
de disfuncédo especifica de um 6rgdo. Os individuos ndo estavam
sob influéncia de medicac¢do activa para os 08s0s, passando
assim mais de 3 meses desde um tratamento antecedente com
cédlcio, vitamina D, estrogénio ou progestina em qualquer forma
de administracdo e o0s individuos nunca tinham sido tratados
com bisfosfonatos nem fluoreto.

Amostragem

Apds Jejum desde as 10 h da noite anterior a uma
experiéncia, foram colhidas amostras de sangue entre as 7:30 h
e as 8:30 h da manhd. Imediatamente a partir dai foi iniciada
a frutose oral. Foram colhidas amostras de sangue,
precisamente as 1, 2, 3, 6 e 9 horas apds a primeira amostra
de sangue. Foi instituido um periodo de limpeza de 2 semanas
entre cada experiéncia.
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Intervencdes

A frutose oral consistiu em 75 g de frutose dissolvidos
em 300 ml de adgua com adicdo de sumo de meio limé&o.

A frutose oral induziu uma reducdo de 36% em S-CTX apds
2 horas (Figura 1A) enquanto a ocorréncia de GLP-1 duplicou
para o nivel de 220% apds 2 horas em comparacdo com o limiar
de 100% em Tg. O fragmento de GLP-1 ¢é um fragmento do
principal fragmento de proglucagon que é clivado e activado no
intestino. Concordantemente, a ocorréncia das outras partes ou
fragmentos duplicou para um nivel semelhante a GLP-1 e por
essa razdo pode fazer parte da associacdo da reducdo de S-CTX.
O nivel de GIP foi gquase mantido no limiar.

Estudo Antecedente 2

Efeito de 4cidos gordos de cadeia longa orais, AGCL, em GLP-1,

GIP e velocidade de reabsorcido 6ssea

12 mulheres e homens saudéaveis entre 30-45,
respectivamente 30-60, com o0s mesmos critérios de exclusdo que
no Estudo Antecedente 1 foram incluidos num estudo cruzado
aleatdério controlado comparando os efeitos dos &cidos gordos
de cadeia longa orais em GLP-1, em GIP e na renovacdo 6ssea.

Amostragem

Apbs Jejum desde as 10 h da noite anterior a uma
experiéncia, foram colhidas amostras de sangue entre as 7:30 h
e as 8:30 h da manhd. Imediatamente a partir dai foram
iniciados os é&cidos gordos de cadeia longa orais. Foram
colhidas amostras de sangue, precisamente 30 min, 1, 2, 3, 6 e
9 horas apdbdés a primeira amostra de sangue. Foi instituido um
periodo de limpeza de 2 semanas entre cada experiéncia.

Intervencdes

Os &4cidos gordos de cadeia longa orais consistiram em
70 ml de emulsdo de &cidos gordos de cadeia longa (Calogen).

Os AGCL orais induziram uma reducdo de 37% em S-CTX apds
3 horas (Figura 1B) e a ocorréncia de GLP-1 duplicou para o
nivel de 230% apds 3 horas em compara¢doc com o limiar de 100%
a Tp. Estes resultados sdo muito semelhantes aos dados
equivalentes do Estudo Antecedente 1. No entanto, a ocorréncia
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de GIP aumentou significativamente para o nivel de 400%. Em
comparacdo com o nivel quase mantido de GTP no Estudo
Antecedente 1, indicando que GIP ndo tem nenhuma ou pouca

influéncia na reabsorcdo o6ssea.

Estudo Antecedente 3

Efeito da proteina oral em GLP-2, GIP e reabsorcdo déssea

12 mulheres e homens saudaveis entre 30-45,
respectivamente 30-60, com os mesmos critérios de entrada e de
exclusdo que no Estudo Antecedente 1 foram incluidos num
estudo cruzado aleatdério controlado comparando os efeitos da
proteina oral em GLP-2, em GIP e na renovacido 6ssea.

Amostragem

Apbs Jejum desde as 10 h da noite anterior a uma
experiéncia, foram colhidas amostras de sangue entre as 7:30 h
e as 8:30 h da manhd. Imediatamente a partir dai foi iniciada
a proteina oral. Foram colhidas amostras de sangue
precisamente 30 min, 1, 2, 3, 6 e 9 horas apdés a primeira
amostra de sangue. Foi instituido um periodo de limpeza de 2
semanas entre cada experiéncia.

Intervencdes

A proteina oral consistiu em 40 g de proteina em pd
(Casilan) dissolvida em 600 ml de &agua.

A proteina oral induziu uma reducdo de 45% em S-CTX apds
2 horas (Figura 1C) enquanto a ocorréncia de GLP-2 e GIP
aumentou. O nivel de GIP aumentou de 8 pM para 17 pM e a
ocorréncia de GLP-2 aumentou de 36 pM para 57 pM apds 1 hora
mas diminuiu ligeiramente apds 2 horas para o nivel de 51 pM.
Estes resultados d&o razdo a uma conclusdo semelhante a do
Estudo Antecedente 2.

Estudo Antecedente 4

Efeito de uma refeicdo variada normal em GLP-1, GLP-2 e

reabsorcdo dssea

Foram recrutados 7 pacientes de intestino curto (<140 cm
restantes de intestino delgado). Foram estudados 4 mulheres e
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3 homens comparando os efeitos de uma refeicdo variada normal
em GLP-1, em GLP-2 e na renovacido éssea.

A metodologia da medicdo de GLP-1 e GLP-2 e a descricéo
das pessoas do teste foi tal como descrito em detalhe em
Jeppesen, P.B. et al., Gut 47(3): 370-376, 2000.

Amostragem

Apds Jjejum de um dia para o outro antes da admissdo foi
colhido sangue venoso periférico 15 minutos antes da refeicgéo
de teste e 10, 20, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos apds o inicio
da refeicdo, que ficou completa em 15 minutos.

Intervencdes

A refeicdo variada normal consistiu em pdo de centeio,
torradas, manteiga, gqueijo, fiambre, iogurte, banana e sumo de
laranja (peso total de 755 g), com um teor energético de 3,92
MJ e uma razao energética de proteina:hidratos de
carbono:gordura de 10%:52%:37% avaliada a partir das tabelas
alimentares.

Uma refeicdo variada normal induziu uma reducdo de 40% de
S-CTX apdbds 2 horas (Figura 2) enquanto a ocorréncia de GLP-1 e
GLP-2 foi aumentada para ambos. O nivel de GLP-1 aumentou de
70 pM para 98 pM apds 3 horas e a ocorréncia de GLP-2 aumentou
de 10 pM para 22 pM apds 3 horas. Estes resultados indicam que
GLP-1 e/ou GLP-2 podem fazer parte da associacdo da reducdo em
S-CTX.

Exemplo 1

Efeito de uma injeccdo de GLP-2 em GLP-2i,tacto © na velocidade

de reabsorcédo dssea

6 mulheres e 3 homens saudéveis entre 24-53 foram
incluidos num estudo comparando o efeito de uma injeccédo de
GLP-2 em GLP-2intacto € na renovacdo 6ssea.

A descricdo da metodologia de medicdo do GLP-2iptacto € do
GLP-2 total e a descricdo das pessoas do teste foi tal como
descrito em detalhe em Hartmann, B. et al., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 85(8): 2884-2888, 2000.
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Amostragem

Foram tiradas amostras de sangue a intervalos regulares

antes, durante e apds a injeccéo.

Intervencdes

As pessoas de teste receberam uma Unica injeccgédo
subcutdnea de 400 pg de GLP-2 humano sintético.

A injecgdo de GLP-2 induziu uma reducdo de 33% de S-CTX
apdés 3 horas enquanto o nivel de GLP-2 aumentou naturalmente
apds a injeccdo até um pico apds 1 hora indicando a associacédo
entre GLP-2 e a reducdo em S-CTX.

Lisboa, 2008-08-21
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REIVINDICACOES
1. Utilizacdo de um péptido semelhante a glucagon-2
(GLP-2) ou de um seu anadlogo, em que, na sequéncia de

aminoacidos de GLP-2, um ou mais aminoadcidos foram suprimidos
ou um ou mais aminoadcidos foram adicionados, ou um ou mais
aminoadcidos foram substituidos por porg¢des imitadoras de
aminoadcidos estruturalmente semelhantes mas resistentes a
peptidases, ao mesmo tempo gque sSe mantém a capacidade do
referido anédlogo para se ligar a um receptor de GLP-2 e para
activar o referido receptor para proporcionar o mensageiro ou
sinal resultante do receptor, ou de um sal de adicido éacida de
um GLP-2, um éster C;-C3 de um GLP-2 ou uma amida C;-Cz de um
GLP-2, no fabrico de um medicamento para o tratamento de perda
de massa 6ssea através da inibicdo da reabsorcdo 6ssea.

2. Utilizacdo reivindicada na reivindicacdo 1, em que a
composicédo é para administracdo oral ou através de injeccédo

subcutanea, intramuscular, intraperitoneal ou intravenosa.

3. Utilizacdo reivindicada na reivindicacdo 1 ou na
reivindicacdo 2, em que o medicamento & para o tratamento de
hiperparatiroidismo, doenca de Paget, hipercalcemia de
malignidade, lesdes osteoliticas produzidas por metéstases
bsseas, perda O6ssea devido a imobilizacdo ou deficiéncia de
hormonas sexuais ou osteomalacia.

4., Utilizacdo reivindicada na reivindicacdo 1 ou na
reivindicacdo 2, em que o medicamento é para o tratamento de
osteoporose.

5. Utilizacdo tal como reivindicada na reivindicacédo 4,
em que o medicamento é para o tratamento de osteoporose pds-
menopausa.

6. Utilizacédo reivindicada em qualquer uma das

reivindicacbes anteriores, em que a composicdo & para

administracdo a um ser humano.

Lisboa, 2008-08-21
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