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DESCRICAO

“NOVOS PEPTIDOS”

Campo Técnico

A presente invencdo refere-se a utilizagdo de um novo
péptido tendo a accdo de aumentar a concentracdo intracelular de

cdlcio como definido nas reivindicacdes.

Técnica Anterior

A hormona do crescimento (depois, aqui abreviada como GH) é
uma hormona peptidica sintetizada na adeno-hipdéfise e,
indirectamente, promove o crescimento ésseo e a diferenciacgédo de
adipécitos e condrécitos e a sua secrecao € promovida pela
hormona de libertacdo da hormona do crescimento (GHRH) e inibida
pela somatostatina [J. Kendrew, et al., Eds., The Encyclopedia
of Molecular Biology (Blackwell Science Ltd., Londres, 1994), p.
462]. A GH nao tem apenas uma acg¢ao promotora do crescimento mas
também acgdes, tals como a promocdo da sintese proteica em
varios tecidos, o estimulo da transferéncia de gorduras
armazenadas e o aumento do conteudo em glicogénio dos musculos e
uma reducao da secrecdao da GH induz nanismo, engquanto que a sua
secrecdo excessiva induz gigantismo ou acromegalia [Iwanami’s
Dictionary of BRiology, quarta edicdo, editada por Ryuichi

Yasugi, et al. (Iwanami Syoten, Tdéquio, 1997), p. 757].



Desde que a GH humana tem sido produzida por engenharia
genética, a GH ¢é utilizada nao apenas no tratamento do nanismo
[J. O. Jorgensen, Endocr. Rev. 12, 189 (1991)], mas também no
tratamento de outras doencas e foram determinados os seus varios
efeitos [J. 0. Jorgensen, et al., Horm. Res. 42, 235 (1994)].
Esses efeitos incluem, por exemplo, a activacao da
reconstituicdo de osteoblastos e o0sso nos normais [K. Brixen,
et al., miner. Res. 5, 609 (1990)], aumento da forca muscular e
quantidade muscular em adultos deficientes em GH [R. C. Cuneo,
et al., J. Appl. Physiol. 70, 688 (1991) 71, melhoria da
motilidade em adultos deficientes em GH [R. C. Cuneo, et al., J.
Appl. Physiol. 70, 695 (1991)], tratamento de queimaduras graves
em criancas [D. N. Herndon, et al., Ann. Surg. 212, 424 (1990)],
a sua utilizacdo combinada com gonadotrofinas na inducao da
ovulacao [R. Homburg, et al., Clin. Endocrinol. (0Oxf). 32, 781
(1990)1, prevencao dos disturbios metabdlicos por administracao
de prednisona [F. F. Horber e M. W. Haymond, J. Clin. Invest.
86, 265 (1990)], promogcao da *“educacao” das células T em
disturbios imunitdrios graves [W. J. Murphy, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 89, 4481 (1992)] e o efeito de inibicao da
reducao do peso corporal dos idosos e o efeito de aumento de
tecidos gordos adiposos e prevencao da atrofia dérmica

[D. Rudman et al., N. Engl. J. Med. 323, 1 (1990)].

A administracdo de GH recombinante é eficaz na promogao do
crescimento em criancas e na normalizacdo de defeitos no
metabolismo e em fungdes que acompanham adultos deficientes em
GH, mas verificam-se problemas, pois a GH tem efeitos
secunddrios restrictivos da dose, ndo pode ser administrada
oralmente e ¢é dispendiosa [B. A. Lefker, et al., em Growth
Hormone Secretagogues in Clinical Practice, B. B. Bercu e R. F.

Walker, Eds. (Marcel Dekker, 1Inc., Nova Iorque, 1998), pp.



107-108]1. Muitos doentes adultos sofrem de efeitos secundédrios,
tais como artralgia e uma sindrome do tunel céarpico, considerada
como sendo atribuivel a uma acumulacgdo de excesso de sédio e de
humor, de forma a que a administracdo da GH nado possa ser
continuada [E. Corpas, et al., Endocr. Rev. 14, 20 (1993)].
Estes efeitos secunddrios estdo correlacionados com um padrao
nao-fisioldégico de secrecdao hormonal pela administracdao de GH e
na administracdo de GH, nao podendo a pulsatibilidade da
secrecao normal da GH ser imitada [B. A. Lefker, et al., em
Growth Hormone Secretagogues in Clinical Practice, B. B. Bercu e
R. F. Walker, Eds. (Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, 1998),
pp. 107-108].

A pulsatibilidade da secrecdo da GH in vivo é estabelecida,
basicamente, pela interaccdao entre dois factores de regulacao
derivados do hipotdlamo; ou seja, a GHRH e a somatostatina
actuam na glandula pituitdria de forma a regular a secrecao da
GH [G. S. Tannenbaum e N. Ling, Endocrinology 115, 1952 (1984),
R. G. Clark e I. C. Robinson, Endocrinology 122, 2675 (1988)]. O
padrao normal de secrecao da GH difere durante o dia e a noite
e, durante a noite, é libertada mais frequentemente uma maior
quantidade de GH. A amplitude do pulso de libertacao da GH &,
adicionalmente, regulada por retroalimentacdo através de varias
hormonas esterdides, neurotransmissores, GH e factor de
crescimento semelhante a insulina, pelo estado nutritivo, sono e
motilidade [J. S. Strobl e M. J. Thomas, Pharmacol. Rev. 46, 1
(1994)1.

Para superar 0s efeitos secundarios causados pela
administracdo de GH, foi sintetizado um grande numero de
compostos tendo uma acgdo de inducgdo da secrecgado da GH e, como o

secretagogo da hormona do crescimento (GHS), a correlacao da sua



actividade estrutural, a sua farmacologia e aplicacgdes clinicas

foram amplamente estudadas. Em primeiro lugar, foram
sintetizados e desenvolvidos ©péptidos, tal como o GHRP-6
(Hexapéptido de Libertagdao da Hormona do Crescimento), como

agentes terapéuticos para o tratamento de disturbios atribuiveis
a deficiéncia ou reducdo da GH [C. Y. Bowers, et al.,
Endocrinology 114, 1537-1545 (1984)]. No entanto, dado que estes
compostos peptidicos podem, apenas, demonstrar o seu efeito
através da injecg¢do intravenosa, foram desenvolvidos compostos
ndo-peptidicos tendo baixo peso molecular, com capacidade de
administracao oral [R. G. Smith, et al., Science 260, 1640-1643
(1993)] e alguns destes avangaram para um ensaio clinico de
fase II [A. A. Patchett, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
92, 7001-7005 (1995)].

Uma série de transferéncias de informacao, desde a recepcao
de sinal pelo receptor até a expressdo funcional € designada
transducdo de sinal e o sistema de transducdo de sinal ligado a
proteina G decorre com O mecanismo seguinte [ Iwanami’s
Dictionary of Biology, quarta edicao, ed. por Ryuichi Yasugi,
et al., pp. 555-556 (Iwanami Syoten, Tégquio, 1997)]. Este
sistema ligado a proteina G tem um receptor com sete dominios
transmembranares e & dividido num sistema de AMPc para a
produgdo do AMPc como um segundo mensageiro e no sistema de
transducdo do 4acido inositol-1,4,5-trifosférico (IP3) e do
diacilglicerol (DG), para informacao sobre o fosfolipido de
inositol. O AMPc activa a cinase dependente de AMPc (cinase A),
de forma causar a fosforilacdo dos residuos de serina e treonina
na proteina funcional, para modificar a sua actividade. Por
outro lado, o 1IP3 1liga-se ao receptor do IP3 no reticulo

endoplasmédtico, para a promocdo da libertacdo de ides de calcio,



enquanto que o DG activa a cinase C para a promocgao da accgao de

hormonas, etc.

O mecanismo de aumento da concentracao intracelular de ides
de cédlcio no sistema de transducdo de sinal com IP3 ou DG como
segundo mensageiro [J. Kendrew, et al., Eds., The Encyclopedia
of Molecular Biology (Blackwell Science Ltd., Londres, 1994), p.
136-137] é como se segue: Quando um ligando se liga ao receptor,
a fosfolipase C é activada através da proteina G, para converter
PIP2 em IP3. Através do IP3, o0s 106es de cédlcio acumulados no
reticulo endoplasmatico (ER), sob a forma de gréanulos
intracelulares sao libertados no citoplasma, aumentando, deste
modo, os niveis de 1des de calcio no citoplasma. Se estiverem
presentes IP3 ou i6es de cédlcio no citoplasma, o calcio ¢é
novamente incorporado no reticulo endoplasmidtico, baixando deste
modo o0s niveis de ides de cédlcio no citoplasma. Ou seja, a
ligagao do ligando ao receptor causa um aumento transiente nos

niveis dos ides de cdlcio no citoplasma.

Uma vez gque o GHS actua sinergicamente sobre a secrecao da
GH e no aumento dos niveis intracelulares de AMPc pela GHRH
[K. Cheng, et al., Endocrinology 124, 2791-2798 (1989)] e que a
ligacdo da GHRH ao receptor induz a produgdo de AMPc como
segundo mensageiro, enquanto que o GHS induz um aumento na
concentracgdo intracelular de 1des de céalcio, foi sugerido que o
mecanismo de funcionamento do GHS seja diferente do da GHRH
[J. Herrington e B. Hille, Endocrinology 135, 1100-1108 (1994)]
e era suposto que o GHS se ligasse a um receptor diferente do
receptor da GHRH. De facto, foi clonado um gene de um receptor
ao qual o GHS se liga e, a partir do resultado da andlise de
Northern, foi verificado que o receptor do GHS (GHS-R) &

expresso no hipotdlamo e na gladndula pituitdria cerebral e que



se verifica uma homologia de 90% ou superior entre as sequéncias
de aminodcidos de receptores do GHS derivados de porco e de
humano [A. D. Howard, et al., Science 273, 974-977 (1996)]. No
entanto, nao foi isolado um ligando enddgeno que se ligasse ao
GHS-R e este GHS-R era um receptor oérfdo cujo ligando nao era

evidente.

Em alguns casos, os 4acidos gordos, tais como Acido
miristico, acido geréanico, acido palmitoilico ou acido
farnesilico, encontram-se ligados ao terminal amina de uma
determinada proteina ou as cadeias laterais dos seus residuos de
aminodcidos e o papel destes 4acidos gordos é a ancoragem dessas
proteinas modificadas com &acidos gordos a membrana celular [J.
Kendrew, et al., Ed., The Encyclopedia of Molecular Biology
(Blackwell Science Ltd., Londres, 1994), p. 616]. Nessa proteina
modificada com &cidos gordos, o &dcido gordo liga-se a um residuo
de cisteina, através de uma ligacdo S—-acilo e ndo sao conhecidos
aminodcidos tendo um &cido gordo ligado ao residuo de serina
através da ligacao O-acilo, tal como o GHS enddégeno divulgada na
presente invencdao nem proteinas ou péptidos contendo esse
aminodcido modificado com um &cido gordo. Também ndo € conhecido
que o péptido contendo esse aminodcido modificado com um &cido

gordo funcione como um ligando para qualgquer receptor.

Divulgacgdo da Invengao

Antes da presente invencdo ser descrita detalhadamente, o0s

termos sdo definidos como se segue:



0O termo “péptido” refere-se a um composto compreendendo
varios aminoacidos ai ligados através de ligacdes
peptidicas. Neste caso, o aminodcido (também designado como
um residuo de aminodcido) inclui aminodcidos de ocorréncia
natural representados pela fédrmula: NH,-CH(R’)-COOH, em gue
R’ é um grupo substituinte de ocorréncia natural, assim

como 08 seus isdémeros opticos D, L, etc.

Existe, também, um péptido, em gque determinado aminodcido
de ocorréncia natural é substituido por um aminodcido modificado
(também designado como um residuo de aminodcido modificado). O
aminodcido modificado inclui os aminodcidos da férmula acima, em
gque o grupo substituinte R’ ¢é, adicionalmente, modificado, o
seus 1isdmeros oépticos D, L e aminodcidos nado naturails em gue,
e. g., vadrios grupos substituintes sdao ligados ao grupo
substituinte R’ da fdérmula acima, através ou nao de uma ligacao
éster, éter, tioéster, tioéter, amida, carbamida ou
tiocarbamida. 0 aminodacido modificado inclui, também,
aminodcidos ndo naturais, cujos grupos amina estdo substituidos

por grupos alquilo inferiores.

Os termos “andlogo de péptido” referem-se a um composto em
que, pelo menos, um aminodcido num péptido é substituido por um
composto ndo-aminodcido e, deste modo, pelo menos, uma ligacao
entre o referido composto substituinte e o andlogo de péptido

ndao € uma ligacao peptidica.

Além disso, os compostos derivados destes péptidos e
andlogos de péptidos, por modificacdo do seu terminal amina e/ou
terminal carboxilo sdo designados como derivados. E os péptidos,
andlogos de péptidos e o0s seus derivados sao designados,

colectivamente, como “composto do tipo peptidico”.



Na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 2,
uma sequéncia de aminocdcidos do 1° ao 4° aminodcidos refere-se a

Gly Ser Ser Phe,

uma sequéncia de aminodcidos do 1° ao 5° aminodcidos

refere-se a Gly Ser Ser Phe Leu,

uma sequéncia de aminodcidos do 1° ao 6° aminodcidos refere-se a

Gly Ser Ser Phe Leu Ser,

uma sequéncia de aminodcidos do 1° ao 7° aminodcidos refere-se a

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro,

uma sequéncia de aminodcidos do 1° ao 8° aminodcidos refere-se a

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu,

uma sequéncia de aminodcidos do 1° ao 9° aminodcidos refere-se a

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His, e

uma sequéncia de aminodcidos do 1° ao 10° aminocdcidos refere-se

a Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln.

Tem sido desejada a descoberta de um ligando enddgeno
(GHS enddégeno), o qual se ligue ao receptor do GHS, que
apresente uma actividade para aumentar a concentracao
intracelular de ides de cdalcio ou para induzir a secrecdo da GH,
em conjunto com um método de utilizagdo da mesma. Além disso,
tem sido desejado um composto, o qual seja um andlogo estrutural
do referido GHS enddbédgeno e que tenha uma actividade para
aumentar a concentracdo intracelular de ides de calcio ou para
induzir a secrecdo da GH. Além disso, tem sido pretendida uma

composicao farmacéutica ou uma composigcdo para a promogao do



crescimento dos animais, a qual compreenda que o referido GHS
enddgeno ou o sSeu analogo estrutural, os quais induzam a
secrecdo pulsatil da GH, eliminando, deste modo, os efeitos
secunddrios da administragdo da GH, assim como uma aplicacgéao

terapéutica, utilizando a referida composicéao.

A presente requerente concentrou a sua atencao no facto da
ligacédo do ligando ao receptor do GHS (GHS-R) causar um aumento
transiente na concentracdo intracelular de ides de calcio com o
fosfolipido de inositol como segundo mensageiro e estes
rastrearam extractos de varios Orgdos e tecidos, pela utilizacéo
da actividade de aumento da concentracdao intracelular de ides de
cdlcio (actividade de 1libertacdo de Ca) como um indicador em
células CHO (CHO-GHSR62) expressando GHS-R. Como um resultado, a
requerente verificou que o0s extractos de estbédmago do rato tém
uma actividade de 1libertacdao de Ca forte e purificaram, com
sucesso, uma substidncia tendo uma actividade de libertacdo de Ca
forte, a partir dos extractos acima, através de varios tipos de
cromatografia e verifcaram que a referida substdncia € um novo
péptido modificado com um &cido gordo, tendo um peso molecular
de cerca de 3000. Além disso, esta confirmou que o referido novo
péptido promove a secrecao especifica de GH a partir de células
da glandula pituitdria anterior e determinaram que o referido
novo péptido é um ligando enddégeno para o GHS-R ou seja, um
secretagogo da GH enddgena (GHS enddgeno). Ou seja, o primeiro
aspecto da presente invencado é dirigido a um péptido indutor da
secrecdao da GH enddgena, tendo a actividade de aumento da
concentracgdo intracelular de ides de célcio ou a actividade de
inducdo da secrecdo da GH, em gue determinados residuos de
aminodcidos constituintes sdo modificado com um &cido gordo,

assim como um método para a preparacgaoc do referido péptido.



LA presente requerente analisou, precisamente, a estrutura
do péptido indutor da secrecao da GH enddgena e verificou que o
referido péptido €& um péptido consistindo na sequéncia de
aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 2, em que O Jgrupo
hidroxilo da cadeia lateral da 32 serina do terminal Amina foi
acilado com um acido gordo. Além disso, foil também purificado um
péptido indutor da secrecdo da GH derivado de humano, a partir
do extracto de estbémago humano, tendo uma actividade
significativa de libertacado de Ca semelhante a do extracto de
estdbmago de rato e este foi analisado para a sua estrutura, da
mesma forma que o péptido indutor da secrecdao da GH derivado de
rato e, consequentemente, a requerente verificou que o péptido
indutor da secrecdo da GH enddgena derivado de humano consiste
na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 3, em que
o grupo hidroxilo da cadeia lateral da 32 serina do terminal
amina foi acilado com um 4&acido gordo. A comparacdo entre as
sequéncias de aminodcidos de péptidos indutores da secrecado da
GH enddégena, derivados de rato e de humano, revelou uma

homologia tao elevada quanto 89% do total.

Especificamente, os péptidos derivados de rato e de humano
sdo idénticos em termos de sequéncia de aminodcidos, do 1° ao
10° aminodcidos, a partir do terminal amina e numa sequéncia de
aminodcidos do 13° ao 28° aminodcidos do terminal amina, mas séao
diferentes do 11° ao 12° aminodcidos, os quails sdo lisina e
alanina no péptido de rato, 0s guails sa&o substituidos,
respectivamente, por arginina e valina, no péptido humano. O
péptido indutor da secrecao da GH enddégena derivado de rato foi
quebrado com varias proteases e foi medida a actividade de
libertacdao de Ca dos seus fragmentos peptidicos purificados e,

como um resultado, 0 menor péptido tendo actividade de

10



libertacao de Ca, foi um péptido consistindo no 1° ao 7°

aminodcidos do terminal amina.

A requerente verificou, pela medicdo da actividade de
libertacdo de Ca de péptidos sintetizados guimicamente que a
sequéncia nuclear, essencial para a promogao da actividade de
libertacdo de Ca, é uma sequéncia consistindo em 4 aminocdacidos,
estabelecida na SEQ ID N°: 8. Além disso, a sequéncia
consistindo em 10 aminodcidos, estabelecida na SEQ ID N°: 9, era
conservada em péptidos indutores da secrecadao da GH enddgena de
ndao-rato (cada consistindo em 28 aminodcidos), distintos, de
humano, porco e bovino, assim como em péptidos indutores da
secrecdo da GH enddgena (cada consistindo em 27 aminodcidos) em

que foi eliminada uma glutamina dos péptidos acima.

Isto €&, € aqui descrito um péptido modificado com um acido
gordo compreendendo a sequéncia de aminodcidos estabelecida na
SEQ ID N°: 8, de um modo preferido, a sequéncia de aminodcidos
estabelecida na SEQ ID N°: 1 e, de um modo mais preferido, a
sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 9, como a
sequéncia nuclear, essencial para a promocao da actividade de

libertacao de Ca.

Foram, também, isolados péptidos indutores da secrecgao da
GH enddbégena, a partir de galinha, enguia e ra e estes péptidos
demonstraram ter uma sequéncia nuclear consistindo em

4 aminoacidos, estabelecida na SEQ ID N°: §.
Além disso, foi, também, isolado um péptido indutor da

secrecao da GH enddgena, muito semelhante a um péptido indutor

da secrecgadao da GH enddgena de rato, a partir de ra.

11



Além disso, foram, também, isolados péptidos indutores da
secrecao da GH enddgena a partir de Xenopus laevis, truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e cao. A grelina-23, consistindo
em 23 aminodcidos e a grelina-20, consistindo em 20 aminodcidos

foram isoladas, respectivamente, a partir da truta arco-iris.

O aminodcido do terminal carboxilo da grelina da enguia,
grelina-23 e grelina-20 da truta arco-iris encontrava-se

amidado.

Dado que um residuo de aminodcido na 32 posicdo do terminal
amina no péptido indutor da secrecdao da GH enddgena de Xenopus
laevis é treonina, € também aqui descrito um péptido modificado
com um 4&acido gordo, o qual contém, como a sequéncia nuclear
essencial para apresentar actividade de libertacdo de Ca, um
péptido em que o residuo de aminodcido 3?2 serina foi substituido
por treonina, na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID
N°: 8, de um modo preferido, a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 1 e, de um modo mais preferido, a

sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 9.

0 péptido enddgeno modificado com um 4&acido gordo tendo
actividade indutora da secregao da GH ou o péptido modificado
com um acido gordo, consistindo na referida sequéncia nuclear,
aqui divulgada, proporciona também uma orientacdo para concepgao

de um composto tendo actividade de libertacao de Ca.

Ou seja, €& obtido um novo composto tendo actividade de
libertacdo de Ca, pela sintese de um andlogo estrutural do
referido péptido modificado com um &cido gordo, confirmando a
actividade de libertacdo de Ca do andlogo estrutural resultante.

Consequentemente, é aqui, também, descrito um péptido ou andalogo

12



de péptido, tendo a actividade de aumento da concentracao
intracelular de ides de calcio, em que um determinado aminodcido
constituinte é substituido por um aminodcido modificado ou por

um composto ndo-—aminodcido.

Foi obtido wum ADNc codificando o ©péptido indutor da
secrecadao da GH enddgena, de uma forma habitual. Cada um dos ADNc
de rato e de humano consiste em 117 aminodcidos, como mostrado
nas sequéncias de aminodcidos das SEQ ID N°: 4 e 5 e as
sequéncias de aminocdcidos de péptidos indutores da secrecdo da
GH enddgena de rato e de humano eram idénticas numa sequéncia de
28 aminodcidos, respectivamente, a partir da 242% a 512 posicgdes
do terminal amina. Ou seja, foi divulgado que o péptido indutor
da secrecdao da GH enddgena ¢é sintetizado sob a forma de um
péptido precursor consistindo em 117 aminocdcidos, depois, &
excisado um péptido sinal consistindo em 23 aminocdcidos do
terminal amina e sdo excisado 56 aminodcidos adicionais do
terminal carboxilo, pelo que, é formado o péptido modificado com
um adcido gordo tendo actividade indutora da secrecdo da GH. Além
disso, foi também encontrado em porcos um ADNc codificando um
precursor do péptido indutor da secrecao da GH enddbgena,

consistindo em 28 aminodcidos.

Além disso, foi encontrado em porcos um ADNc codificando um
precursor do péptido indutor da secrecdo da GH enddbgena,

consistindo em 27 aminoacidos.
Além disso, foi verificado em Dbovinos um ADNc parcial

codificando um precursor do péptido indutor da secrecao da GH

enddégena consistindo em 27 aminodcidos.
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Além disso, foi também verificado em enguia, Xenopus laevis
e truta arco-iris, um ADNc codificando um precursor do péptido
indutor da secrecao da GH enddgena. Foram isolados,
respectivamente, um ADNc codificando um precursor da grelina-23,
consistindo em 23 aminocdcidos e um ADNc codificando um precursor

da grelina-20, de 20 aminodcidos, a partir da truta arco-iris.

Consequentemente, € aqui adicionalmente descrito wum ADNC
codificando um precursor do péptido indutor da secrecdo da GH
enddgena, assim como um método de producgado de um péptido como um
material de partida do péptido modificado com um &cido gordo ou
andlogo de péptido, tendo actividade de libertacdao de Ca, o qual

compreende a utilizacdo do referido ADNc.

Na purificacdo do péptido indutor da secrecdao da GH
enddgena (grelina), composto por 28 aminodcidos, proveniente do
extracto de estbébmago de rato, foi analisado um ©péptido
recuperado, sob a forma de wuma fracgdo menor e, Ccomo um
resultado, foi encontrado um péptido consistindo em 27
aminocdcidos (grelina-27), o gqual é um péptido da grelina do qual
a 132 ou 14@ glutamina foi eliminada. A grelina-27 tem,
completamente, a mesma actividade de libertacdo de Ca e
actividade de indugdao da secrecdao da GH do que a grelina
consistindo em 28 aminocdcidos e a grelina-27 €& um péptido
indutor da secrecdo da GH enddgena e, deste modo, a grelina-27,

também, se situa no dmbito da presente invencéo.

A sequéncia nucleotidica codificando a 132 e 142 glutamina
na grelina é gca gca, a qual é uma sequéncia terminal de um exao
a ser submetida a processamento do ARNm, sugerindo, deste modo,
a possibilidade de formagdo de um ADNc a partir do gqual foram

eliminados dois coddes para residuos de glutamina por
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processamento diferente. De facto, fol encontrado um ADNc
codificando um péptido precursor da grelina-27, consistindo em
27 aminodcidos, no rastreio de bibliotecas de ADNc de rato e de

humano.

Ou seja, foi divulgado que o péptido da grelina-27 de rato
e humano seja sintetizado, sob a forma de um péptido precursor
consistindo em 116 aminodcidos, estabelecido na SEQ ID N°: 12 ou
13, depois, ¢é excisado um ©péptido sinal, consistindo em
23 aminocdcidos do terminal amina e sdo excisados 56 aminodcidos
adicionais do terminal carboxilo, pelo que, é formado um péptido
modificado com um &cido gordo, consistindo em 27 aminocacidos,

tendo actividade indutora da secrecdo da GH (grelina-27).

Além disso, foi encontrado um ADNc codificando um precursor
do péptido da grelina-27 em porcos e bovinos e foi confirmada a

presenga da grelina-27 e do seu precursor nestes animais.

Ou seja, €& agqui, também, descrito o péptido da grelina-27,
consistindo numa segquéncia de aminocdcidos estabelecida nas
SEQ ID N°: 10, 11, 17 e 22. E aqui descrito um péptido precursor
da grelina-27 tendo uma sequéncia de aminodcidos estabelecida
nas SEQ ID N°: 12, 13, 19 e 23 e um ADNc codificando o referido
péptido precursor, o qgual compreende a sequéncia nucleotidica

estabelecida nas SEQ ID N°: 14, 15, 21 e 24.

O péptido modificado com um &cido gordo tendo actividade de
libertacdo de Ca e o composto do tipo peptidico, tal como um
andlogo de péptido tendo actividade de 1libertacdo de Ca, como
aqui descrito, proporciona, também, uma composicdo farmacéutica
no tratamento de doencas atribuiveis a defeito ou diminuicdo da

GH. A referida composicao farmacéutica pode ser wutilizada no

15



tratamento de qualquer doencga contra a qual a administracado de
GH é eficaz e podem ser superados varios efeitos secundarios
causados pela administragdao da GH. Além disso, a referida a
composicao farmacéutica pode, também, ser wutilizada como um
fdrmaco para animais, tal como um agente promotor do crescimento

de animais.

Dado que o composto do tipo peptidico aqui descrito tem uma
accdo promotora do apetite por administracdo ventricular e
administracdo intravenosa e, deste modo, este pode ser utilizado
como um agente promotor do apetite no tratamento da perda do
apetite ou sitofobia. Além disso, o presente composto do tipo
peptidico tem uma acgdo promotora da motilidade géstrica e da
secrecdo de 4&cido géastrico e, deste modo, pode ser, também,
utilizado como um agente no tratamento de doencas funcionais do
estdmago, tails como indigestdo ndo-ulcerosa, atonia géstrica
leve subita, indigestdao funcional e refluxo esofdgico. Além
disso, o presente composto do tipo peptidico apresenta uma accgao
de promogao do crescimento celular da medula &dssea, duodeno e
jejuno, por administracdao intravenosa e, deste modo, pode ser
utilizado como um agente de protecgdo da membrana mucosa no
tracto intestinal, um agente para a prevengao de lesdes da
membrana mucosa no intestino delgado, durante a nutricgao

intravenosa e um agente para o tratamento da osteoporose.

E aqui, também, descrito um anticorpo, preparado pela
utilizagdo do péptido modificado com um 4&cido gordo tendo
actividade de libertacao de Ca, aqui descrito como um antigénio,
um método de medicdo do péptido indutor da secrecdo da GH
enddgena, pela utilizacao do referido anticorpo e um kit de

medigdo compreendendo o referido anticorpo.
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Além disso, ¢é aqui descrito um método de ensaio para a
separacdo e quantificacdo da grelina modificada com um 4&cido
gordo e a grelina a partir da qual o acido gordo foi eliminado,
o qual compreende a utilizacao de dois anticorpos produzidos
contra péptidos do terminal N e carboxilo da grelina, tendo este
anticorpo capacidade para reconhecer a 32 serina modificada com
um 4acido gordo, assim como um kit de ensaio compreendendo uma
combinacdo dos anticorpos contra os péptidos do terminal N e

carboxilo da grelina.

Ou seja, €& agqui descrita uma nova hormona peptidica, tendo
um  novo aminodcido modificado, i. e., serina acilada e
proporciona, também, uma orientagdo para uma nova concepcgao de
um composto tendo actividade de libertacdao de Ca, com a
estrutura do referido péptido como uma estrutura base

fundamental.

Além disso, a elucidagao do mecanismo da inducao da
secrecdo da GH pelo péptido modificado com um &cido gordo da
presente 1invengédo ou pela hormona da libertacdao da GH e
somatostatina, parece ser extensivel nédo apenas ao mecanismo da
inducao da secrecao da GH, mas também ao mecanismo de regulacéao
da secregao de outras hormonas. A presente invengao divulga
varias funcdes do péptido modificado com um &cido gordo, como um
factor regulador do sistema circulatédério e do sistema metabdlico
e o efeito da presente invencdo estende-se a elucidacdo de um

novo mecanismo bioldégico regulador.

Especificamente, é aqui descrito:

(1) Um composto do tipo peptidico, em que num péptido tendo

a actividade de aumentar a concentracdo intracelular de iao
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de cdlcio , pelo menos, um aminodcido é substituido por um
aminodcido modificado e/ou um composto ndo—-aminodcido ou um

seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

(2) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1),

o0 qual compreende a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID N°: 2 ou (b) uma sequéncia de aminodcidos tendo

qualquer das seqguéncias de aminodcidos seleccionadas do

grupo consistindo em

(1) sequéncia de aminodcidos dos aminoéadcidos 1 a 4,

(2) sequéncia de aminodcidos dos aminoadcidos 1 a 5,

(3) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a o6,

(4) sequéncia de aminodcidos dos aminoédcidos 1 a 7,

(5) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 8,

(6) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 9 e

(7) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 10

a partir do terminal amina na sequéncia (a) e, pelo menos,

um aminodcido eliminado, substituido e/ou adicionado numa

parte externa das referidas sequéncias de aminodcidos ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(3) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (2)

acima, o qual compreende uma sequéncia de aminodacidos

seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias de
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aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 3, 4, 5, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 22 e 23 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(4) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (2)
acima, o gqual compreende uma sequéncia de aminodacidos
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias @ de
aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 25, 26, 29, 30,

31, 32, 34 e 35 ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel;

(5) Um composto do tipo peptidico, em que num péptido tendo
a actividade de aumentar a concentracdo intracelular de iao
de cédlcio e a actividade de indugdo da secrecgao da hormona
do crescimento, (a) aminodcidos constitutivos sao
modificados ou nédo modificados e (b) pelo menos, um
aminodcido € substituido ou nao substituido por um composto

ndo—aminodcido ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel;

(6) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
ou (5), o qgual compreende as sequéncias de aminodcidos
estabelecidas nas SEQ ID N°: 27, 28 e 33 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(7) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (5),
0 qual compreende a sequéncia de aminodcidos estabelecida
na SEQ ID N°: 2 ou (b) uma sequéncia de aminodcidos tendo
qualquer das sequéncias de aminodcidos seleccionadas do

grupo consistindo em

(1) sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 1 a 4,

(2) sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 1 a 5,
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(3) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 6,

(4) sequéncia de aminodcidos dos aminocacidos 1 a 7,

(5) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 8,

(6) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 9 e

(7) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 10

a partir do terminal amina na sequéncia (a) e, pelo menos,
um aminodcido eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa das referidas sequéncias de aminodcidos ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(8) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (7)
acima, o gqual compreende uma sequéncia de aminodcidos
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias @ de
aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 3, 4, 5, 8, 9, 10,
i1, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 22 e 23 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(9) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (7)
acima, o qual compreende uma sequéncia de aminoacidos
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias de
aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 25, 26, 29, 30,

31, 32, 34 e 35 ou um seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

(10) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
ou (5) acima, cujos aminocdcidos do terminal amina 1 a 4 séao

representados pela férmula:
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A-B-C-0-

em que o simbolo A é um aminodcido ou um composto nao-
aminodcido ou estd ausente e o simbolo B € um aminodcido ou
um composto ndo-aminocdcido ou estd ausente, desde gque o
comprimento da cadeia molecular A + B seja um comprimento
dipeptidico e o simbolo C ou o simbolo D possam ser iguais
ou diferentes e representa (a) um aminodcido modificado,
(b) um aminodcido tendo um residuo hidrofdbico ou (c) um
aminoadcido tendo uma cadeia lateral Dbdasica ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(11) O composto do tipo peptidico de acordo com o item
(10), em gue o simbolo C é um aminodcido modificado, no
qual foi introduzida (a) uma cadeia alquilo saturada ou néao
saturada contendo um ou mais &tomos de carbono no atomo de
carbono o do aminocdcido através ou ndo de um Jgrupo
alguileno contendo um ou mais 4dtomos de carbono e através
de uma ligacgao éster, éter, tioéter, amida ou persulfureto
ou (b) foi introduzida uma cadeia alquilo saturada ou néao
saturada contendo um ou mais Aatomos de carbono no atomo de
carbono o do aminodcido e o simbolo D € um aminodcido tendo
um residuo hidrofébico ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel;

(12) Um composto do tipo peptidico, em que numa sequéncia
de aminocdcidos seleccionada do grupo consistindo sequéncias
de aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 2, 3, 9, 10,
11, 16, 17, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 31, uma sequéncia
de aminodcidos dos aminodcidos do terminal amina 1 a 4 é

substituida pela estrutura do composto do tipo peptidico
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descrito no item (10) ou (11) ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(13) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1),
(2), (3), (5), (7) ou (8) acima, em gue o aminoacido
modificado é um aminodcido na 3?2 posicdo do terminal amina

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(14) O composto do tipo peptidico de acordo com o item
(13), em gque o aminodcido no aminodcido modificado € serina

ou cisteina ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(15) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1),
(2), ((3), «(5), (7)) ou (8) acima, o qual compreende um
aminodcido modificado no qual <(a) foi introduzida uma
cadeia alquilo saturada ou nao saturada contendo um ou mais
atomos de carbono no &atomo de carbono o do aminodcido
através ou nao de um grupo algquileno contendo um ou mais
atomos de carbono e através de uma ligacao éster, éter,
tioéster, tioéter, amida ou carbamida ou (b) foi
introduzido H ou uma cadeia algquilo saturada ou nao
saturada contendo um ou mais Aatomos de carbono no atomo de
carbono o do aminodcido ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel;

(16) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1),
(2, 4y, (5), )y, (1Y, (9), (10) ou (12) acima, em que o
aminodcido modificado € um aminodcido no qual (a) foi
introduzida uma cadeia alquilo saturada ou nao saturada
contendo um ou mais os 4atomos de carbono no &tomo de
carbono o através ou nado de um grupo algquileno contendo um

ou mais Aatomos de carbono e através de uma ligacdo éster,
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éter, tioéster, tioéter, persulfureto, amida, carbamida ou
tiocarbamida ou (b) foi introduzida wuma cadeia alquilo
saturada ou ndo saturada contendo um ou mais Aatomos de
carbono num carbono ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel;

(17) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1),
(2), ((3), «(5), (7)) ou (8) acima, o gqual compreende um
aminodcido modificado, modificado com com uma ligacgdo éster

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(18) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1),
(2), (4), (5, (), (7, (9, (10), (11) ou (12) acima, o
qual compreende um aminocdcido modificado, modificado pela
conversao de um grupo funcional numa cadeia lateral do
referido aminodcido numa ligacdo éster ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(19) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (17)
acima, o qual compreende um aminodcido tendo um acido gordo
ligado através de uma ligacgao éster a um grupo hidroxilo da
cadeia lateral do referido aminodcido ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(20) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (18)
acima, o qual compreende um aminodcido tendo um acido gordo
ligado através de uma ligacgao éster a um grupo hidroxilo da
cadeia lateral do referido aminodcido ou através de uma
ligacdo tioéster a um grupo mercapto da cadeia lateral do
referido aminocdcido ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel;
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(21) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (19)
acima, o qual compreende um aminodcido, ao qual foi ligado
um acido gordo contendo 2 a 35 A&tomos de carbono ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel;

(22) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (20)
acima, em que o acido gordo contém 2 a 35 dtomos de carbono

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(23) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (21)
acima, o qual compreende um aminodcido, ao gual foi ligado
um dacido gordo seleccionado do grupo consistindo em acidos
gordos contendo 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18 &tomos de

carbono ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(24) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (22)
acima, em que o 4&acido gordo é um &cido gordo seleccionado
do grupo consistindo em &acidos gordos contendo 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16 e 18 4&atomos de carbono ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(25) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (23)
acima, em que o &cido gordo ligado € o &acido octandico, um
seu dacido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(26) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (24)
acima, em que o &cido gordo é o é&cido octandico, um seu
dcido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel;
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(27) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (23)
acima, em que o adcido gordo ligado € o acido decandico, um
seu acido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(28) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (24)
acima, em que o &cido gordo é o &dcido decandico, um seu
dcido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um seu

sal farmaceuticamente aceitdavel;

(29) um composto do tipo peptidico compreendendo um
aminodcido Dbadsico ligado ao terminal carboxilo de um
composto de tipo peptidico descrito nos itens (1) a (28)

acima;

(30) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(L), (2), 3), (5), (1), (8), (13), (14), (15), (17), (19),
(21), (23), (25) e (27) acima, em que o terminal amina &
modificado com um grupo alquilo ou acilo saturado ou néo
saturado contendo um ou mais &tomos de carbono e/ou um
grupo hidroxilo do grupo carboxilo do terminal carboxilo é
0Z ou NR2R3, em qgque Z €& um catido farmaceuticamente
aceitavel ou um grupo alquilo inferior ramificado ou linear
e R2 e R3 sdo iguais ou diferentes e representam H ou um

grupo algquilo inferior ramificado ou linear;

(31) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(Ly, 2), 4), (5), (6), (1), (9, ((10), (11), (12), (lo),
(18), (20), (22), (24), (26), (28) e (29) acima, em que o
grupo amina do terminal amina é modificado pela introdugéao
de um grupo alguilo ou acilo saturado ou nao saturado

contendo um ou mais Adtomos de carbono e/ou um grupo
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hidroxilo do grupo carboxilo do terminal carboxilo é 0Z ou
NR2R3, em que Z é um catido farmaceuticamente aceitdvel ou
um grupo alquilo inferior ramificado ou linear e R2 e R3
sdo iguais ou diferentes e representam H ou um grupo

alguilo inferior ramificado ou linear;

(32) Um composto do tipo peptidico compreendendo um grupo
bdsico introduzido num derivado amida do terminal carboxilo
de um composto do tipo peptidico descrito no item (30) ou

(31) acima;

(33) Uma composicao farmacéutica compreendendo um composto
do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (32) acima ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente

activo;

(34) Uma composicdo farmacéutica para o tratamento de
doencas atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (32) acima ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente

activo;

(35) Uma composicao farmacéutica para o tratamento de
doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicgdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um agente para o
tratamento de doencgas nado atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuigcdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (32) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;
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(36) Uma composicdo farmacéutica de acordo com o0s itens
(33) a (35) acima, a qual é aplicada a animais gque nao

humanos;

(37) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento, ©
qual compreende administracao de uma composicéao
farmacéutica compreendendo um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (32) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente activo;

(38) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuig¢do da hormona do crescimento,
o0 qual compreende a administracdo de um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuigcdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (32) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(39) Um método para o tratamento de acordo com os itens

(37) ou (38), o gqual é aplicado a animais que nao humanos;

(40) Um ADN codificando uma sequéncia de aminodcidos de um
composto do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (32)
acima, o qual compreende uma sequéncia nucleotidica
codificando um péptido contendo uma sequéncia de
aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um aminodcido
modificdvel na sequéncia de aminodcidos codificada pelo

referido ADN;

(41) O ADN de acordo com o item (40) acima, em gque a

sequéncia nucleotidica é uma sequéncia nucleotidica
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seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias
nucleotidicas estabelecidas nas SEQ ID N°: o6, 7, 14, 15,
20, 21, 24, 36, 37, 38 e 39;

(42) O ADN de acordo com o item (40) acima, em gque a

sequéncia nucleotidica é uma sequéncia nucleotidica
codificando aminodacidos numa sequéncia nucleotidica
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias

nucleotidicas estabelecidas nas SEQ ID N°: 6, 7, 14, 15,
20, 21, 24, 36, 37, 38 e 39;

(43) Um vector compreendendo um ADN descrito nos itens (40)

a (42) acima;

(44) Células compreendendo o vector descrito no item (43)

acima;

(45) Células compreendendo um ADN descrito nos itens (40) a
(42) acima, em que um composto do tipo peptidico tendo uma
sequéncia de aminocdcidos codificada pelo referido ADN pode
ser produzida como um composto do tipo peptidico tendo,
pelo menos, um aminodcido modificado na referida sequéncia

de aminodcidos;

(46) Um anticorpo contra um composto do tipo peptidico

descrito nos itens (1) a (32) acima;

(47) Um método para testar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (32) acima, o gqual compreende a
utilizacdao do anticorpo descrito no item (46) acima, para
detectar o composto do tipo peptidico descrito nos itens

(1) a (32) acima;
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(48) Um kit para detectar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (32) acima, o qual compreende a
utilizacdao do anticorpo descrito no item (46) acima, para
detectar o composto do tipo peptidico descrito nos itens

(1) a (32) acima;

(49) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos iditens (1) a (32) acima por tecnologia de
recombinacdao genética, o qual compreende a transformacdo de
um vector contendo um ADN descrito nos itens (40) a (42)
acima em células hospedeiras capazes de modificar uma
cadeia lateral de, pelo menos, um aminodcido no referido
péptido, cultivando, em seguida as células transformadas
resultantes e a recuperacao do composto de tipo peptidico

pretendido a partir da cultura;

(50) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (32) acima, por tecnologia de
recombinagdao genética, o qual compreende a transformacgdo de
um vector contendo um ADN descrito nos itens (40) a (42)
acima em células hospedeiras, cultivando, em seguida, as
células resultantes transformadas e a recuperacao do
composto do tipo peptidico pretendido a partir da cultura,
seguida por modificacdo quimica de um seu aminodacido

arbitrario;

(51) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (19) a (28) acima por tecnologia de
recombinagdao genética, o qual compreende a utilizacao de
células tendo a actividade de 1ligacdo de um 4&acido gordo
através de uma ligagdo éster a um grupo hidroxilo da cadeia

lateral de um aminodcido ou através de uma ligacdao tioéster
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a um grupo mercapto da cadeia lateral de um aminocdcido no

composto do tipo peptidico;

(52) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (19) a (28) acima, o qual compreende a
utilizacao células tendo a actividade de acilacdo da serina
de ligacdo de um acido gordo através de uma ligacao éster a
um grupo hidroxilo da cadeia lateral da serina na sequéncia

de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: §;

(53) Um processo para produzir um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (19) a (28) acima, o qual
compreende a utilizacdo de células tendo a actividade de
acilacdao de 1ligacdo de um 4&acido gordo através de uma
ligagao éster a um grupo hidroxilo da cadeia lateral da
treonina na sequéncia de aminodcidos estabelecida na

SEQ ID N° 28;

(54) Uma composicdo farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integracdao de um vector contendo um ADN codificando uma
sequéncia de aminodcidos de um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (32) acima, no interior de células
num organismo vivo e a expressadao de um péptido com, pelo
menos, um aminodcido modificado, tendo o péptido a
actividade de aumentar a concentracao intracelular de iéo

de céalcio;

(55) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuic¢do da hormona do crescimento, o

qual compreende a integracdao de um vector contendo um ADN
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codificando uma sequéncia de aminocdcidos de um composto do
tipo peptidico descrita nos itens (1) a (32) acima, no
interior de células num organismo vivo, permitindo que seja
produzido um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
codificada pelo referido ADN como um péptido tendo uma
sequéncia de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um
aminoacido modificavel na referida sequéncia de
aminodcidos, em que €& expresso um péptido tendo a

actividade de inducadao da hormona do crescimento;

(56) Uma composicado farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integracdao de um vector contendo um ADN codificando uma
sequéncia de aminodcidos de um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (32) acima, no interior de células
num organismo vivo e a expressdao de um péptido com, pelo
menos, um aminodcido modificado, tendo o péptido a
actividade de aumentar a concentracao intracelular de iéo

de céalcio;

(57) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuig¢do da hormona do crescimento,
0 qual compreende a integracadao de um vector contendo um ADN
codificando uma sequéncia de aminodcidos de um composto do
tipo peptidico descrita nos itens (1) a (32) acima, no
interior de células num organismo vivo, permitindo que seja
produzido um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
codificada pelo referido ADN como um péptido tendo uma
sequéncia de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um

aminoacido modificavel na referida sequéncia de
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aminoacidos, em que é expresso um péptido tendo a

actividade de inducadao da hormona do crescimento.
Especificamente, é descrito aqui:
(1) Um composto do tipo peptidico, em que, pelo menos, um
aminodcido é substituido por um aminodcido modificado e/ou
um composto ndo-—aminodcido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel, num péptido tendo a actividade de aumentar a
concentracdo intracelular de ido de calcio;
(2) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou (b) uma sequéncia de
aminodcidos tendo gqualgquer das sequéncias de aminodcidos
seleccionadas do grupo consistindo em

(1) sequéncia de aminodcidos dos aminocacidos 1 a 4,

(2) sequéncia de aminodcidos dos aminocacidos 1 a 5,

(3) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 6,

(4) sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 1 a 7,

(5) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 8,

(6) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 9 e

(7) sequéncia de aminodcidos dos aminoadcidos 1 a 10
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a partir do terminal amina na sequéncia (a) e, pelo menos,
um aminodcido eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa das referidas sequéncias de aminodcidos ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(3) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (2)
acima, o qual compreende uma sequéncia de aminodacidos
seleccionada do  grupo consistindo nas sequéncias de
aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 3, 4, 5, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 22, 23, 25 e 26 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(4) Um composto do tipo peptidico em gque num péptido tendo
a actividade de aumentar o 1do0 de cédlcio intracelular a
concentracdo e a actividade de inducdo da secrecao da
hormona do crescimento, (a) os aminodcidos constitutivos
sdo modificados ou ndo modificados e (b) pelo menos, um
aminodcido € substituido ou nao substituido por um composto

ndo—aminodcido ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel;

(5) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
ou (4), o qual compreende a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 27 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(6) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (4)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou (b) uma sequéncia de
aminodcidos tendo qualgquer das sequéncias de aminodacidos

seleccionadas do grupo consistindo em
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(1) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 4,

(2) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 5,

(3) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 6,

(4) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 7,

(5) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 8,

(6) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 9 e

(7) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 10
a partir do terminal amina na sequéncia (a) e, pelo menos,
um aminodcido eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa das referidas sequéncias de aminodcidos ou um
seu sal farmaceuticamente aceitavel;
(7) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (6)
acima, o qual compreende uma sequéncia de aminodacidos
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias de
aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 3, 4, 5, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 1o, 17, 18, 19, 22, 23; 25 e 26 ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel;
(8) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
ou (4) acima, cujos aminodcidos do terminal amina 1 a 4 séo

representados pela férmula:

A-B-C-0-
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em que o simbolo A é um aminocdcido ou um composto nao-
aminodcido ou estd ausente e o simbolo B € um aminodacido ou
um composto ndo-aminodcido ou estd ausente, desde que o
comprimento da cadeia molecular A + B seja um comprimento
dipeptidico e o simbolo C ou o simbolo D possam ser iguais
ou diferentes e representa (a) um aminocdcido modificado,
(b) um aminocdcido tendo um residuo hidrofdébico ou (c) um
aminodcido tendo uma cadeia lateral Dbédsica ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(9) Um composto do tipo peptidico, em que numa sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo nas
sequéncias de aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 2,
3, 8, 9, 10, 11, 16, 17, 22, 25 e 26, uma sequéncia de
aminoadcidos dos aminodcidos do terminal amina 1 a 4 esta
substituida pela estrutura do composto do tipo peptidico
descrito no item (8) acima ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.

(10) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (9) acima, em gue o aminodcido modificado € um
aminodcido no qual (a) foi introduzida uma cadeia alquilo
saturada ou ndo saturada contendo um ou mais Aatomos de
carbono no atomo de carbono o do aminodcido através ou néo
de um grupo alquileno contendo um ou mais atomos de carbono
e através de uma ligacao éster, éter, tioéster, tioéter,
persulfureto, amida, carbamida ou tiocarbamida ou (b) foi
introduzida uma cadeia alquilo saturada ou nao saturada
contendo um ou mails atomos de carbono, no atomo de carbono

o do aminodcido ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;
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(11) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (10) acima, o qual compreende um aminodcido
modificado, modificado pela conversadao de um grupo funcional
numa cadeia lateral do referido aminocdcido numa ligacéao

éster ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel;

(12) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (11)
acima, o qual compreende um aminodcido tendo um acido gordo
ligado através de uma ligacao éster a um grupo hidroxilo da
cadeia lateral ou grupo mercapto do referido aminodcido ou

um seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

(13) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (12)
acima, em que o acido gordo contém 2 a 35 atomos de carbono

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(14) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (12)
acima, em que o &acido gordo € um &cido gordo seleccionado
do grupo consistindo em &dcidos gordos contendo 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16 e 18 Atomos de carbono ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(15) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (12)
acima, em que o &cido gordo é o é&cido octandico, um seu
dcido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel;

(16) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (12)
acima, em que o 4&dcido gordo ¢ o 4&acido decandico, um seu
dcido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um seu

sal farmaceuticamente aceitdavel;
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(17) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (l6) acima, em gue o0 grupo amina do terminal amina é
modificado por introducdo de um grupo algquilo ou acilo
saturado ou ndo saturado, contendo um ou mals atomos de
carbono e/ou um grupo hidroxilo do grupo carboxilo do
terminal carboxilo é 0Z ou NR2R3 em que 7Z ¢é um catiao
farmaceuticamente aceitdvel ou um grupo alguilo inferior
ramificado ou linear e R2 e R3 sado iguais ou diferentes e
representam H ou um grupo alquilo inferior ramificado ou

linear;

(18) Um composto do tipo peptidico compreendendo um
aminodcido Dbadsico ligado ao terminal carboxilo de um
composto de tipo peptidico descrito nos itens (1) a (16)

acima;

(19) Um composto do tipo peptidico compreendendo um grupo
bdsico introduzido num derivado amida do terminal carboxilo
do composto do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (16)

ou (18) acima;

(20) Uma composicao farmacéutica compreendendo um composto
do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (19) acima ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente

activo;

(21) Uma composicdao farmacéutica para o tratamento de
doencas atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (19) acima ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente

activo;
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(22) Uma composicdo farmacéutica para o tratamento de
doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (19) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(23) Uma composicao farmacéutica de acordo com os itens

(20) a (22), a gual é aplicada a animais que nao humanos;

(24) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuicgdo (da hormona do crescimento,
o qual compreende a administracdao de uma composicao
farmacéutica compreendendo um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente activo;

(25) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento,
0 qual compreende a administracdo de um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (19) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(26) Um método de acordo com o item (24) ou (25), o qual é

aplicado a animais que nao humanos;

(27) Um ADN codificando uma sequéncia de aminodcidos de um
composto do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (19)

acima, o qual compreende  uma sequéncia nucleotidica
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codificando um péptido contendo uma sequéncia de
aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um aminodacido
modificavel na sequéncia de aminodcidos codificada pelo

referido ADN;

(28) O ADN de acordo com o item (27) acima, em que a
sequéncia nucleotidica é uma sequéncia nucleotidica
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias
nucleotidicas estabelecidas nas SEQ ID N°: 6, 7, 14, 15,
20, 21 e 24;

(29) O ADN de acordo com o item (27) acima, em que a
sequéncia nucleotidica é uma sequéncia nucleotidica
codificando aminoacidos numa sequéncia nucleotidica
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias
nucleotidicas estabelecidas nas SEQ ID N°: o6, 7, 14, 15,
20, 21 e 24;

(30) Um vector compreendendo um ADN descrito nos itens (27)

a (29) acima;

(31) Células compreendendo o vector descrito no item (30)

acima;

(32) Células compreendendo um ADN descrito nos itens (27) a
(29) acima, em que um composto do tipo peptidico tendo um a
sequéncia de aminodcidos codificada pelo referido ADN pode
ser produzida como um composto do tipo peptidico tendo,
pelo menos, um aminodcido modificado na referida sequéncia

de aminoacidos;
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(33) Um anticorpo contra um composto do tipo peptidico

descrito nos itens (1) a (19) acima;

(34) Um método para testar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima, o gqual compreende a
utilizacdao do anticorpo descrito no item (33) acima, para
detectar o composto do tipo peptidico descrito nos itens

(1) a (19) acima;

(35) Um kit para detectar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima, o gqual compreende a
utilizacdo do anticorpo descrito no item (33) acima, para
detectar o composto do tipo peptidico descrito nos itens

(1) a (19) acima;

(36) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima, por tecnologia de
recombinacao genética, o qual compreende a transformacao de
um vector contendo um ADN descrito nos itens (27) a (29)
acima em células hospedeiras capazes de modificar uma
cadeia lateral de, pelo menos, um aminodcido no referido
péptido, cultivando, em seguida, as células resultantes
transformadas e a recuperacao do composto do tipo peptidico

pretendido a partir da cultura;

(37) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima, por tecnologia de
recombinacao genética, o qual compreende a transformacao de
um vector contendo um ADN descrito nos itens (27) a (29)
acima nas células hospedeiras, cultivando, em seguida, as

células transformadas resultantes e a recuperacgao do
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composto pretendido a partir da cultura, seguida ©por

modificagdo gquimica de um seu aminodcido arbitréario;

(38) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (12) a (16) acima, por tecnologia de
recombinacao genética, o qual compreende a utilizacao de
células tendo a actividade de ligacdo de um &cido gordo a
um grupo hidroxilo da cadeia lateral ou a um grupo mercapto
da cadeia lateral de um aminodcido no composto do tipo

peptidico, através de uma ligacao éster;

(39) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (12) a (16) acima, o qual compreende a
utilizacdao de células tendo a actividade de acilacao da
serina de ligacdo de um &acido gordo através de uma ligacao
éster a um grupo hidroxilo da cadeia lateral de serina na

sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: §;

(40) Uma composicado farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integracdao de um vector contendo um ADN codificando uma
sequéncia de aminodcidos do composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima, no interior de células
num organismo vivo e a expressadao de um péptido com, pelo
menos, um aminodcido modificado, tendo o péptido a
actividade de aumentar a concentracdo intracelular de iao

de céalcio;

(41) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuic¢do da hormona do crescimento, o

qual compreende a integracdao de um vector contendo um ADN
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codificando uma sequéncia de aminocdcidos de um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (19) acima, no
interior de células num organismo vivo, permitindo que seja
produzido um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
codificada pelo referido ADN como um péptido tendo uma
sequéncia de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um
aminoacido modificavel na referida sequéncia de
aminodcidos, em que €& expresso um péptido tendo a

actividade de inducadao da hormona do crescimento;

(42) Uma composicado farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integracdao de um vector contendo um ADN codificando uma
sequéncia de aminodcidos do composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (19) acima, no interior de células
num organismo vivo e a expressdao de um péptido com, pelo
menos, um aminodcido modificado, tendo o péptido a
actividade de aumentar a concentracao intracelular de iéo

de céalcio;

(43) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuig¢do da hormona do crescimento,
0 qual compreende a integracadao de um vector contendo um ADN
codificando uma sequéncia de aminodcidos de um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (19) acima, no
interior de células num organismo vivo, permitindo que seja
produzido um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
codificada pelo referido ADN como um péptido tendo uma
sequéncia de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um

aminoacido modificavel na referida sequéncia de
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aminoacidos, em que é expresso um péptido tendo a

actividade de inducadao da hormona do crescimento.

Especificamente, é também aqui descrito

(1) Um composto do tipo peptidico tendo a actividade de

aumentar a concentracdo intracelular de ido de célcio, em

que, pelo menos, um aminodcido € substituido por um

aminodcido modificado e/ou um composto ndo—aminodcido ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(2) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)

acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos

estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou (b) uma sequéncia de

aminodcidos tendo gqualgquer das sequéncias de aminodcidos

seleccionadas do grupo consistindo em

(1) sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 1 a 4,

(2) sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 1 a 5,

(3) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 6,

(4) sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 1 a 7,

(5) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 8,

(6) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 9 e

(7) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 10
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a partir do terminal amina na sequéncia (a) e, pelo menos,
um aminodcido eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa das referidas sequéncias de aminodcidos ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(3) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (2)
acima, o qual compreende uma sequéncia de aminodacidos
seleccionada do grupo consistindo nas sequéncias de
aminodacidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 3, 4, 5, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 1o, 17, 18, 19, 22 e 23 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(4) Um composto do tipo peptidico tendo a actividade de
aumentar a concentracdo intracelular de ido de cédlcio e a
actividade de inducao da secrecgao da hormona do
crescimento, em que (a) os aminodcidos constitutivos séo

modificados ou nao modificados e

(b) pelo menos, um aminodcido ¢é substituido ou néo
substituido por um composto ndo—-aminodcido ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(5) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (4)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou (b) uma sequéncia de
aminodcidos tendo qualquer das sequéncias de aminodcidos
seleccionadas do grupo consistindo em

(1) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 4,

(2) sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1 a 5,
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(3) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 6,

(4) sequéncia de aminodcidos dos aminoédcidos 1 a 7,

(5) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 8,

(6) sequéncia de aminodcidos dos aminocdcidos 1 a 9 e

(7) sequéncia de aminodcidos de aminodcidos 1 a 10

a partir do terminal amina na sequéncia (a) e, pelo menos,
um aminodcido eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa das referidas sequéncias de aminodcidos ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(6) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens (4)
ou (5) acima, o qual compreende uma sSequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em sequéncias
de aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 3, 4, 5, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 1o, 17, 18, 19, 22 e 23 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(7) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens (1)
a (6) acima, em que o aminodcido modificado é um aminodcido
na 32 posigao a partir do seu terminal amina ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(8) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (7)
acima, em qgue o aminodcido no aminodcido modificado é
serina ou cisteina ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel;
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(9) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens (1)
a (6) acima, o gual compreende um aminodcido modificado no
qual (a) foi introduzida uma cadeia alquilo saturada ou nao
saturada contendo um ou mais Aatomos de carbono no atomo de
carbono o do aminocdcido através ou ndo de um grupo
alquileno contendo um ou mais &atomos de carbono e através
de uma ligacdo éster, éter, tioéster, tioéter, amida ou
carbamida ou (b) foi introduzido H ou uma cadeia alquilo
saturada ou nao saturada, contendo um ou malis A&tomos de
carbono no atomo de carbono o do aminocdcido ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(10) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (6) acima, o qual compreende um aminodcido
modificado, modificado com uma ligacdo éster ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(11) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (10)
acima, o qual compreende um aminodcido ao qual foi ligado

um acido gordo ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel;

(12) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (11)
acima, o qual compreende um aminodcido ao qual foi ligado
um acido gordo contendo 2 a 35 atomos de carbono ou um seu

sal farmaceuticamente aceitdavel;

(13) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (12)
acima, o qual compreende um aminodcido ao qual foi ligado
um acido gordo seleccionado do grupo consistindo em &cidos
gordos contendo 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18 atomos de

carbono ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;
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(14) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (13)
acima, em que o adcido gordo ligado € o acido octandico, um
seu acido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(15) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (13)
acima, em que o &cido gordo ligado € o &acido decandico, um
seu dacido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

(16) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (15) acima, em que o terminal amina é modificado com
um grupo alquilo ou acilo saturado ou nao saturado contendo
um ou mais &tomos de carbono e/ou um grupo hidroxilo do
grupo carboxilo do terminal carboxilo é 0Z ou NR2R3, em que
Z é um catido farmaceuticamente aceitdvel ou um Jgrupo
alquilo inferior ramificado ou linear e R2 e R3 sédo iguais
ou diferentes e representam H ou um grupo alquilo inferior

ramificado ou linear;

(17) Uma composicado farmacéutica compreendendo um composto
do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (16) acima ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente

activo;

(18) Uma composicao farmacéutica para o tratamento de
doencgas atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicgdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (16) acima ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdavel como um ingrediente

activo;
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(19) Uma composicdo farmacéutica para o tratamento de
doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (16) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(20) Uma composicgao farmacéutica de acordo com os itens

(17) a (19), a gual é aplicada a animais que nao humanos;

(21) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento, o
qual compreende administracao de uma composicao
farmacéutica compreendendo um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (16) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente activo;

(22) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento,
0 qual compreende a administracdo de um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (16) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(23) Um método para o tratamento de acordo com os itens

(21) a (22), o gual é aplicado a animais que nao humanos;

(24) Um ADN para um composto do tipo peptidico descrito nos
itens (1) a (16) acima, o gual compreende uma sequéncia

nucleotidica codificando um péptido contendo uma sequéncia
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de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um aminodcido
modificdvel na sequéncia de aminodcidos codificada pelo

referido ADN;

(25) O ADN de acordo com o item (24) acima, o qual
compreende uma sequéncia nucleotidica seleccionada do grupo
consistindo nas sequéncias nucleotidicas estabelecidas nas

SEQ ID N°: 6, 7, 14, 15, 20, 21 e 24;

(26) O ADN de acordo com o item (24) acima, o qual
compreende uma sequéncia nucleotidica codificando
aminodcidos numa sequéncia nucleotidica seleccionada do
grupo consistindo nas sequéncias nucleotidicas

estabelecidas nas SEQ ID N°: 6, 7, 14, 15, 20, 21 e 24;

(27) Um vector compreendendo um ADN descrito nos itens (24)

a (26) acima;

(28) Células compreendendo o vector descrito no item (27)

acima;

(29) Células compreendendo um vector contendo um ADN
descrito nos itens (24) a (26) acima, em que um composto do
tipo peptidico codificando uma sequéncia de aminoédcidos
pelo referido ADN pode ser produzido como um composto do
tipo peptidico tendo, pelo menos, um aminodcido modificado

na referida sequéncia de aminodcidos;

(30) Um anticorpo contra um composto do tipo peptidico

descrito nos itens (1) a (16) acima;
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(31) Um método para testar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (16) acima, o qual compreende a
utilizacdo do anticorpo descrito no item (30) acima, para
detectar o composto do tipo peptidico descrito nos itens

(1) a (16) acima;

(32) Um kit para detectar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (16) acima, o gqual compreende a
utilizacdo do anticorpo descrito no item (30) acima, para

detectar o referido composto do tipo peptidico;

(33) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (16) acima por tecnologia de
recombinacao genética, o qual compreende a transformacao de
um vector contendo um ADN descrito nos itens (24) a (26)
acima em células hospedeiras capazes de modificar uma
cadeia lateral de, pelo menos, um aminodcido no referido
péptido, cultivando, em seguida, as células resultantes
transformadas e a recuperacao do composto do tipo peptidico

pretendido a partir da cultura;

(34) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (16) acima por tecnologia de
recombinacao genética, o qual compreende a transformacao de
um vector contendo um ADN descrito nos itens (24) a (26)
acima nas células hospedeiras, cultivando, em seguida, as
células transformadas resultantes e a recuperacgao do
composto do tipo peptidico pretendido a partir da cultura,
seguida por modificacdo quimica de um seu aminodcido

arbitrario;
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(35) Um método para produzir o composto do tipo peptidico
descrito nos iditens (11) a (15) acima por tecnologia de
recombinacdo genética, em gque o composto do tipo peptidico
pode ser produzido como um péptido tendo um &acido gordo
ligado a um residuo de serina na sequéncia de aminodcidos

estabelecida na SEQ ID N°: §;

(36) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
tendo a actividade de aumentar a concentragdo intracelular
de ido de cdalcio e a actividade de inducdao da secrecao da
hormona do crescimento, o gqual compreende a transformacéo
de um vector contendo um ADN codificando um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (4) a (6) acima em
células hospedeiras e cultivar as células transformadas
resultantes e a recuperacao do composto pretendido a partir

da cultura;

(37) Uma composicao farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencgas atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integragdao de um vector contendo um ADN codificando um
composto do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (16)
acima, no interior de células num organismo vivo e a
expressdo de um péptido com, pelo menos, um aminodcido
modificado, tendo o péptido a actividade de aumentar a

concentracgdo intracelular de ido de calcio.

(38) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuic¢do da hormona do crescimento, o
qual compreende a integracdao de um vector contendo um ADN
codificando um composto do tipo peptidico descrito nos

itens (1) a (16) acima, no interior de células num
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organismo vivo, permitindo gque seja produzido um péptido
tendo uma sequéncia de aminodcidos codificada pelo referido
ADN como um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
reconhecendo, pelo menos, um aminodcido modificavel na
referida sequéncia de aminocdcidos, em gue € expresso um
péptido tendo a actividade de indugdo da hormona do

crescimento;

(39) Uma composicdo farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integracdao de um vector contendo um ADN codificando um
composto do tipo peptidico descrito nos itens (1) a (16)
acima, no interior de células num organismo vivo e a
expressdo de um péptido com, pelo menos, um aminodcido
modificado, tendo o péptido a actividade de aumentar a

concentragdo intracelular de ido de céalcio;

(40) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento,
0 qual compreende a integracdo de um vector contendo um ADN
codificando um composto do tipo peptidico descrito nos
itens (1) a (16) acima, no interior de células num
organismo vivo, permitindo que seja produzido um péptido
tendo uma sequéncia de aminodcidos codificada pelo referido
ADN como um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
reconhecendo, pelo menos, um aminodcido modificédvel na
referida sequéncia de aminocdcidos, em gque €& expresso um
péptido tendo a actividade de indug¢do da hormona do

crescimento.

especificamente, é também aqui descrito
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(1) Um composto do tipo peptidico tendo a actividade de
aumentar a concentracdo intracelular de idao de cdlcio, em
que, pelo menos, um aminodcido ¢é substituido por um
aminodcido modificado e/ou um composto ndo—-aminodcido ou um

seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

(2) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 1 ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(3) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia de
aminodacidos em que na SEQ ID N°: 2, pelo menos, um
aminodcido ¢é eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa de uma sequéncia de aminodacidos 1 a 7 do seu

terminal amina ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(4) Um andlogo ou derivado do péptido descrito no item (1)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodcidos
estabelecida na SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia de
aminodacidos em que na SEQ ID N°: 3, pelo menos, um
aminodcido ¢é eliminado, substitulido e/ou adicionado numa
parte externa de uma sequéncia dos aminodcidos 1 a 7 do seu

terminal amina ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(5) Um composto do tipo peptidico precursor do composto
peptidico descrito em (3) acima, o qual compreende a
sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 4 ou
uma sequéncia de aminodcidos em que na SEQ ID N°: 4, pelo

menos, um aminodacido é eliminado, substituido e/ou
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adicionado numa parte externa de uma sequéncia dos

aminodcidos 1 a 28 do seu terminal amina;

(6) Um composto do tipo peptidico precursor do composto
peptidico descrito no item (4) acima, o gqual compreende a
sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 5 ou
uma sequéncia de aminodcidos em que na SEQ ID N°: 5, pelo
menos, um aminodacido é eliminado, substituido e/ou
adicionado numa parte externa de uma sequéncia dos

aminodcidos 1 a 28 do seu terminal amina;

(7) Um composto do tipo peptidico tendo a actividade de
aumentar a concentracdo intracelular de ido de céalcio e a
actividade de inducao da secrecdo da hormona do crescimento

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(8) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (7)
acima, o qual tem a actividade de aumentar a concentracao
intracelular de ido de cdalcio e a actividade de inducédo da
secrecao da hormona do crescimento e tem, pelo menos, um
aminodcido substituido por um composto ndo—aminodcido ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(9) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens (7)
a (8) acima, o qgual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 1 ou um seu derivado ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel;

(10) O composto peptidico descrito nos itens (7) a (8)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodacidos
estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia de

aminodcidos em que na SEQ ID N°: 2, pelo menos, um
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aminodcido ¢ eliminado, substituido e/ou adicionado numa
parte externa de uma sequéncia dos aminodcidos 1 a 7 do seu
terminal amina ou um seu derivado ou um sSeu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(11) O composto peptidico descrito nos ditens (7) a (8)
acima, o qual compreende a sequéncia de aminodcidos
estabelecida na SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia de
aminodacidos em que na SEQ ID N°: 3, pelo menos, um
aminodcido ¢é eliminado, substitulido e/ou adicionado numa
parte externa de uma sequéncia dos aminodcidos 1 a 7 do seu
terminal amina ou um seu derivado ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(12) Um composto do tipo peptidico precursor do composto do
tipo peptidico descrito no item (10) acima, o qual
compreende uma sequéncia de aminodcidos estabelecida na
SEQ ID N°: 4 ou uma sequéncia de aminodcidos em que na
SEQ ID N°: 4, pelo menos, um aminocdcido ¢é eliminado,
substituido e/ou adicionado numa parte externa de uma

sequéncia dos aminodcidos 1 a 28 do seu terminal amina;

(13) Um composto do tipo peptidico precursor do composto do
tipo peptidico descrito no item (11) acima, o qual
compreende a sequéncia de aminodcidos estabelecida na
SEQ ID N°: 5 ou uma sequéncia de aminodcidos em que na
SEQ ID N°: 5, pelo menos, um aminodcido é eliminado,
substituido e/ou adicionado numa parte externa de uma

sequéncia dos aminodcidos 1 a 28 do seu terminal amina;
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(14) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (6) acima, em gque o aminodcido modificado ¢é um
aminodcido na 3% posicdo a partir do seu terminal amina ou

um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(15) O composto do tipo peptidico de acordo com o item
(14), em gue o aminodcido no aminocdcido modificado é serina

ou cisteina ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(16) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (6) acima, em que a modificagcdo no aminodcido
modificado indica a modificacdo no carbono o do referido
aminodcido por (a) uma cadeia alguilo saturada ou néo
saturada contendo um ou mais &atomos de carbono, a qual se
liga através de um modo de ligacao seleccionado do grupo
consistindo em éster, éter, tioéster, tioéter, amida ou
carbamida através ou nao de uma cadeia algquilo contendo um
ou mais Aatomos de carbono ou (b) H ou uma cadeia alguilo
saturada ou nao saturada contendo um ou mais Atomos de

carbono ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(17) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (1)
acima, o qual compreende um aminocdcido modificado,
modificado com uma ligacao éster ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(18) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (17)
acima, o qual compreende um aminodcido ao qual um Aacido

gordo ¢ ligado ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel;

(19) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (18)

acima, o qual compreende um aminodcido ao qual um Aacido
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gordo contendo 2 a 35 atomos de carbono é ligado ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel;

(20) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (18)
acima, em que o &cido gordo ligado € o &acido caprilico, um
seu acido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

(21) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (18)
acima, em que o 4acido gordo ligado é o 4&acido céprico, um
seu acido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(22) O composto do tipo peptidico de acordo com o item (18)
acima, em que o &cido gordo ligado €& o 4&cido léaurico, um
seu dacido gordo monoeno ou um seu acido gordo polieno ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(23) O composto do tipo peptidico de acordo com os itens
(1) a (22) acima, em que o terminal amina é modificado com
um grupo alquilo ou acilo saturado ou nao saturado contendo
um ou mais Aatomos de carbono e/ou o terminal carboxilo é 0%Z
ou NR2R3 em que 7Z é um catido farmaceuticamente aceitéavel
ou um grupo alquilo inferior ramificado ou linear e R2 e R3
sdao 1iguais ou diferentes e representam H ou um Jgrupo

algquilo inferior ramificado ou linear;

(24) Uma composicao farmacéutica para o tratamento de
doengas atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (6) acima ou um seu

sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente activo;
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(25) Uma composicdo farmacéutica para o tratamento de
doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma diminuicdo da
hormona do crescimento, a qual compreende um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (6) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(26) Uma composicao farmacéutica de acordo com os itens

(24) a (25), a gqual é aplicada a animais gque nao humanos;

(27) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento, o
qual compreende a administracao de uma composicao
farmacéutica compreendendo um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (6) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente activo;

(28) Um método para o tratamento de doencas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento,
0 qual compreende a administracdo de um agente para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento e um composto do tipo
peptidico descrito nos itens (1) a (6) acima ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel;

(29) Um método para o tratamento de acordo com os itens

(27) a (28), o gual é aplicado a animais que nao humanos;

(30) Um ADN para um composto do tipo peptidico descrito nos
itens (1) a (6), o gual compreende uma sequéncia de ADN

codificando o péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
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reconhecendo, pelo menos, um aminodcido modificédvel na

referida sequéncia de aminoacidos;

(31) O ADNc de acordo com o item (30) acima, o qual
compreende uma sequéncia de ADN estabelecida na SEQ ID N°: 6

(incluindo NCR);

(32) O ADNc de acordo com o item (30) acima, o qual
compreende uma sequéncia de ADN das bases 31 a 381 numa
sequéncia de ADN estabelecida na SEQ ID ©N°: 6 (nao

incluindo NCR) ;

(33) O ADNc de acordo com o item (30) acima, o qual
compreende uma sequéncia de ADN estabelecida na SEQ ID N°: 7

(incluindo NCR);

(34) O ADNc de acordo com o item (30) acima, o gual
compreende uma sequéncia de ADN das bases 34 a 385 numa
sequéncia de ADN estabelecida na SEQ ID N°: 7 (néao

incluindo NCR) ;

(35) Um vector compreendendo um ADN descrito nos itens (30)

a (34) acima;

(36) Células compreendendo o vector descrito no item (35)

acima;

(37) Células compreendendo um vector contendo um ADN
descrito nos itens (30) a (34) acima, em que um composto do
tipo peptidico codificando uma sequéncia de aminoédcidos
pelo referido ADN pode ser produzido como um composto do

tipo peptidico tendo uma sequéncia de aminodcidos
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reconhecendo, pelo menos, um aminodcido modificédvel na

referida sequéncia de aminoacidos;

(38) Um anticorpo contra um composto do tipo peptidico

descrito nos itens (1) a (23) acima;

(39) Um método para testar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (23) acima, o gqual compreende a
utilizacdo do anticorpo descrito no item (38) acima, para

detectar o composto do tipo peptidico;

(40) Um kit para detectar um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (23) acima, o gqual compreende a
utilizacdao do anticorpo descrito no item (38) acima, para

detectar o composto do tipo peptidico;

(41) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (6) acima por tecnologia de
recombinagdao genética, o qual compreende a transformacgdo de
um vector contendo um ADN descrito no item (30) acima em
células hospedeiras capazes de modificar uma cadeia lateral
de, pelo menos, um aminodcido no referido péptido,
cultivando, em seguida, as células resultantes
transformadas e a recuperacao do composto do tipo peptidico

pretendido a partir da cultura;

(42) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (6) acima por tecnologia de
recombinagdao genética, o qual compreende a transformacgdo de
um vector contendo um ADN descrito no item (30) acima em
células hospedeiras, cultivando, em seguida, as células

resultantes transformadas e a recuperacao do composto do
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tipo peptidico pretendido a partir da cultura, seguida por

modificagdo gquimica de um seu aminodcido arbitréario;

(43) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (18) a (22) acima por tecnologia de
recombinacao genética, o qual compreende a utilizacao de
células permitindo que o composto do tipo peptidico seja
produzido como um péptido tendo um &dcido gordo ligado a um
residuo de serina na sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID N°: 1;

(44) Um método para produzir um composto do tipo peptidico
tendo a actividade de aumentar a concentracgdo intracelular
de ido de cédlcio e a actividade de segregar hormona do
crescimento, o qual compreende a transformacdo de um vector
contendo um ADN codificando um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (7) a (13) acima em células hospedeiras,
cultivando as células transformadas resultantes e a

recuperacao do composto pretendido a partir da cultura;

(45) Uma composicdo farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, a qual compreende a
integracdo de um vector contendo um ADN codificando uma
sequéncia de aminodcidos de um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (6) acima, no interior de células
num organismo vivo e a expressadao de um péptido com, pelo
menos, um aminodcido modificado, tendo o péptido a
actividade de aumentar a concentracdo intracelular de iao

de céalcio;

61



(46) Um método para o tratamento de doencas atribuiveis a
um defeito ou a uma diminuicdo da hormona do crescimento, ©
qual compreende a integracao de um vector contendo um ADN
codificando uma sequéncia de aminodcidos de um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (6) acima, no
interior de células num organismo vivo, permitindo que seja
produzido um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
codificada pelo referido ADN como um péptido tendo uma
sequéncia de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um
aminoacido modificavel na referida sequéncia de
aminoacidos, em gque é expresso um péptido tendo a

actividade de inducadao da hormona do crescimento;

(47) Uma composicao farmacéutica para terapia génica para o
tratamento de doencas nao atribuiveis a um defeito ou a uma
diminuicdo da hormona do crescimento, o qual compreende a
integragdao de um vector contendo um ADN codificando uma
sequéncia de aminocdcidos de um composto do tipo peptidico
descrito nos itens (1) a (6) acima, no interior de células
num organismo vivo e a expressao de um péptido com, pelo
menos, um aminodcido modificado tendo a actividade de

aumentar a concentracdo intracelular de ido de calcio:

(48) Um método para o tratamento de doengcas nao atribuiveis
a um defeito ou a uma diminuig¢do da hormona do crescimento,
0 qual compreende a integracdao de um vector contendo um ADN
codificando uma sequéncia de aminodcidos de um composto do
tipo peptidico descrito nos itens (1) a (6) acima, no
interior de células num organismo vivo, permitindo que seja
produzido um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
codificada pelo referido ADN como um péptido tendo uma

sequéncia de aminodcidos reconhecendo, pelo menos, um
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aminoacido modificavel na referida sequéncia de
aminodcidos, em que €& expresso um péptido tendo a

actividade de inducadao da hormona do crescimento.

Como aqui utilizado, o) aminodcido abrange qualguer
aminodcido, tais como L-aminodcido, D-aminodcido, o«o-aminodcido,
B-aminodcido, vy-aminodcido, aminocdcido natural e aminodcido

sintético ou semelhantes.

Na presente invencdo, o aminodcido modificado refere-se a
um aminodcido como definido nas reivindicagdes quando o

aminodcido € representado pela férmula (1) :

R)
I
H,N— C—COOH

RP

R' e R’’ no aminocdcido quimicamente modificado pode ser H

ou um grupo de acordo com as reivindicacgodes.

Um aminodcido em que como grupo substituinte representado
por R' e R’'’, um grupo substituinte presente no aminodcido
natural ¢é substituido por um grupo substituinte ndo presente no
aminodacido natural ou no seu D-aminodcido correspondente

designa-se como aminodcido modificado.

Quando o aminodcido de ocorréncia natural contém, e. g.,
-OH, como um grupo substituinte numa sua cadeia lateral, um
grupo formado por acilacao desse grupo substituinte é designado

como um exemplo preferido, do grupo substituinte referido acima.
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O grupo acilo para essa finalidade inclui, e. g.,grupos
formados por remocdo de um grupo hidroxilo a partir de um &cido

carboxilico orgénico.

O &acido carboxilico orgédnico inclui, e. g.,acidos gordos e
0 seu numero de atomos de carbono é, de um modo preferido, 2 a
35, de um modo mais preferido, 6 a 18 e, de um modo muito
preferido, 8 a 16. Esses &cidos gordos incluem, e. g.,acido
octandico (de um modo preferido, dacido caprilico), acido
decandico (de um modo preferido, dcido caprico) e Acido
dodecandico (de um modo preferido, &acido laurico), assim como os

seus acidos gordos monoeno ou polieno.
O modo de ligacao do éster é descrito em mais detalhe.

Por exemplo, se o aminodcido € serina, treonina, tirosina
ou oxiprolina, o aminodcido tem um grupo hidroxilo na cadeia

lateral.

O grupo hidroxilo pode ter sido quimicamente modificado. Ou

seja, o grupo hidroxilo pode ser esterificado,

O grupo hidroxilo modificado quimicamente deste modo pode

ser representado por exemplo por:

0
—0—C—Z, .

Na fdérmula acima, Z; pode ser qgualguer grupo substituinte
para modificacdo quimica desde que estes nao estejam em oposicao

a definicdo nas reivindicacodes, mas dado que 08 grupos
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substituintes utilizados convencionalmente num campo
farmacéutico ou na modificacdo quimica de péptidos sao bem
conhecidos nas literaturas de ©patentes ou nas literaturas
cientificas, podem ser wutilizados esses grupos substituintes
conhecidos para a modificacdo e a modificacdo quimica pode ser
realizada na presente invencadao, de acordo com esses métodos

conhecidos.

Nas fdérmulas acima, Z; pode ser um grupo alquilo de cadeia
linear, ramificada ou ciclico e esse grupo alquilo pode ser
saturado ou ndo saturado. O seu numero de Aatomos de carbono é

normalmente Ci_so, de um modo preferido, Ceg_z0.

Os grupos de alquilo representados por Zi, Zz, 23, 24, 75,
Z¢, Z7 ou Zg podem ser substituidos com grupos substituintes tais
como grupo hidroxilo, grupo amina, halogéneo, grupo nitro e Ci_3
grupo alcoxilo, os quais sao utilizados convencionalmente para a

modificacdo quimica de péptidos.

Acima, se 7Z;-CO- for um residuo do acido gordo Z;-COOH, isto
cosntituli um exemplo do aminodcido ao gqual o &acido gordo foi
ligado. O 4&cido gordo, neste caso, inclui, e. g., &acido gordo
saturado tal como &cido caprilico, &cido céprico, &cido léaurico,
acido butirico, acido caprdico, acido undecilico, acido
palmitico, &cido decandico, 4&acido nonadecandico, &acido beenico,
dcido montédnico e &cido lacérico e acidos gordos ndo saturados,
talis como 4&cido acrilico, acido oleico, 4&cido 1lindlico, A&cido
linolénico e 4acido aateardlico. O adcido gordo nédo saturado pode

ser um monoeno ou um polieno.

Além disso, o aminodcido modificado também pode ser um o

aminodcido formado por substituicdo de um grupo (excluindo um
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grupo carboxilo e um grupo amina constituindo uma ligacéo
peptidica) ligado a um &tomo de carbono o de um aminodcido
através de um 4dtomo de hidrogénio ou de um grupo alguilo

saturado ou nao saturado.

Na presente invencdo, o aminodcido modificado pode ser
também um aminodcido formado introduzindo um grupo alquilo Cig

saturado ou nao saturado no grupo amina do aminodcido.

O aminodcido ndo natural aqui descrito é o que tem um grupo
amina e um grupo carboxilo em ambos os terminais da molécula e
inclui, e. g., NH,;—- (CHy) 3sCH (CH,0OH) —-COOH, NH,—- (CHy) .COOH,
NH,—-C (CH3) ,— (CH;) 5—COOH e NH;-CH(CH3) — (CHy) ,—CH(CH3) ~COOCH. 0
comprimento da sua cadeia molecular corresponde ao comprimento
de um dipéptido, mas o aminocdcido ndo natural na presente

invencao inclui também os que tém o comprimento de um péptido.

Além disso, o composto ndo-aminodcido aqui descrito inclui,
e. g., NH;-CH(CH;0H)-CH;, CH3;-CH(R)-COOH, CH;-CH(R)-CHsz em que o
comprimento da sua molécula corresponde ao comprimento de um
péptido ou NH,-(CH,):CH(CH,OH)-CH; e NH;-(CH,);CH(R)-CH; em que o
comprimento da sua molécula corresponde ao comprimento de um

dipéptido.

Aqui, R representa um grupo substituinte numa cadeia
lateral do aminodcido natural ou no carbono o no aminoacido

modificado acima referido.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Fig. 1 mostra a purificacdo da grelina a partir do

extracto de estdbmago de rato e a modificacgcdo da intensidade
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da fluorescéncia, por aumento da concentracdo intracelular
de 1ides de cédlcio em células CHO-GHSR62, € mostrada pela
barra preta. A Fig. la mostra um perfil de filtracgao em gel
em Sephadex G-50 (fino) de uma fraccao SP-III preparada a
partir de 40 g de estdmago de rato, para indicar que o peso
molecular das fracgdes activas é de cerca de 3000 Dalton. A
Fig. 1b é um grafico gue mostra um perfil de HPLC de
permuta idénica com CM secunddrio e as fracgdes activas
foram eluidas nos tempos de retencdo de 55 a 56 minutos
foram, adicionalmente, purificadas por HPLC de fase

reversa.

A Fig. 2 mostra que foi identificada a modificagao da
grelina com n-octanoilo. A Fig. 2a mostra o resultado da
andlise de 2 ug de cada uma de grelina natural (superior) e
grelina sintética e grelina sintética desacilada (inferior)

por HPLC de fase reversa.

A Fig. 2b & um grafico mostrando modificag¢des na
concentracdo intracelular de ides de <cédlcio em células
CHO-GHSR62 pela grelina natural (linha sdélida), grelina
sintética (linha tracejada pequena) e grelina sintética

desacilada (linha sdélida grossa).

A Fig. 3 é um grafico mostrando a interacgdo especifica da
grelina com células CHO-GHSR62 e foi adicionada grelina no
ponto assinalado com uma seta. A Fig. 3a €& um grafico
mostrando, respectivamente, modificagdes na concentracao
intracelular de 1des de cédlcio em células CHO-GHSR62 pela
grelina, GHRP-6 e GRF (GHRH). A Fig. b ¢é um grafico
mostrando modificag¢des na concentracgdo intracelular de ides

de cdlcio em células CHO-GHSR62 pela grelina, na presencga
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(0) ou na auséncia (e) de [D-Lys-3]-GRP-6 e &, também,
mostrada uma modificacdo na concentracao intracelular de

ides de cdlcio por GRF (GHRH) (tridngulo preto).

A Fig. 4 mostra as sequéncias de aminodcidos de precursores
da grelina derivada de rato e de humano, assim como O
resultado da andlise da expressdo destes precursores em
vadrios tecidos. A Fig. 4a mostra a comparacdao entre as
sequéncias de aminodcidos da precursores da grelina
derivada de rato e de humano, em que o mesmo aminodcido é
sombreado, um péptido sinal ¢é indicado por uma linha
tracejada, um local de quebra do péptido sinal é indicado
por um tridngulo sombreado, um local de quebra no lado do
terminal carboxilo € indicado por um tridngulo, uma parte
grelina amadurecida encontra-se dentro de uma caixa e uma
modificagcdo com 4&cido n-octandico ¢é indicada por*. A
Fig. 4b mostra o resultado da andlise da expressdo da
grelina por transferéncia de Northern, numa ampla variedade

de tecidos de rato.

A Fig. 5 é um grdfico mostrando o efeito da grelina na
secregdo 1in vitro e 1in vivo das hormonas pituitédrias. A
Fig. 5a é um grafico mostrando uma alteragdo na intensidade
de fluorescéncia por alteracao da concentracdao intracelular
de id6es de cdlcio em células cultivadas da gléandula
pituitdria de rato, numa fase inicial, em gque a modificacao
apdés a adicdo da grelina ¢ indicada pela linha sdélida e a
modificacdo apds a adicdo da grelina desacilada, € indicada
pela linha tracejada. A Fig. 5b é um grafico mostrando a
secrecdo de hormonas pituitdrias, em que a barra preta e a
barra branca mostram as concentrac¢des dos niveis de hormona

pituitdrias, respectivamente, na presenga e na auséncia da
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grelina. A Fig. 5c é um grafico mostrando a evolugdo ao
longo do tempo da concentracdao da hormona pituitdria no
plasma, apds ter sido injectada intravenosamente grelina a
ratos do sexo masculino. Na Fig. 5b e 5c¢, GH é hormona do
crescimento, ACTH & adrenocorticotropina, FSH ¢é hormona
estimulante do foliculo, LH é hormona luteinizante, PRL &

prolactina e TSH é hormona estimulante da tirdide.

A Fig. 6 mostra a promogao do apetite apds administracado da
grelina no ventriculo, em que €é mostrada a quantidade de
alimento (média + erro padréao), durante 2 horas apds a
administracdo da grelina. A Fig. 6a mostra que a gama de

erro para o efeito da grelina é inferior a 0,0001.

A Fig. 7 mostra o efeito de um fédrmaco administrado a um
rato sob anestesia com uretano, sobre a secrecdo de acido
gastrico, em que A e B mostram, respectivamente, 0s
resultados da administracado da grelina de rato (rGrelina) e
histamina. Cada simbolo indica um wvalor médio de 4 ratos e
0 erro padrao é mostrado através de uma barra de erro. Foi
administrado soro fisioldgico como controlo. O farmaco foi

administrado no ponto assinalado com uma seta.

A Fig. 8 é um grafico mostrando a acgdo da grelina de rato
sobre a motilidade do estdmago, num rato sob anestesia com
uretano. A Fig. 8A mostra as ondas tipicas da motilidade do
estbmago apds a administracao de soro fisioldgico e grelina
de rato (rGrelina) e a Fig. B é um grafico mostrando um
valor médio de 4 ratos, Jjuntamente com o erro padrdo. O

farmaco foi administrado no ponto assinalado com uma seta.
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A Fig. 9 é um grafico mostrando uma curva padrdo em
radioimunoensaios e reactividade cruzada com o anticorpo. A
Fig. 9a € um grafico mostrando a inibicdo da ligacdo de

125I, a um anticorpo contra um

grelina de rato, marcada com
fragmento do terminal amina da grelina, por varias grelinas
e a Fig. 9b é um grafico mostrando a inibicdo da ligacdo da

125I, a um anticorpo contra um

grelina de rato marcada, com
fragmento do terminal carboxilo da grelina, por vVvarias
grelinas. A quantidade das véarias grelinas/tubo de reaccéao
¢ mostrada na abscissa, enquanto que a proporgao (%) entre
a quantidade (B) da grelina de rato ligada na presenca de
vdrias grelinas e a sua quantidade (Bp) na auséncia de
vdrias grelinas ¢é mostrada na ordenada. Os simbolos nos
graficos sdo como se segue: Grelina de rato (0); grelina
humana (e®); grelina-27 de rato (O); [Ser3(decanoil)]-grelina

de rato (<) [Ser3 (hexanoil) ]-grelina de rato (n); e

grelina de rato sem acido gordo (V).

Melhor Forma de Realizacao da Invengao

Para um péptido que funciona como um ligando enddgeno para

o receptor do GHS (GHS-R), a distribuicdo do ligando enddgeno em

6rgaos ou tecidos pode ser conhecida pela adicdo de um extracto

de varios 6rgdos ou tecidos, a células expressando GHS-R e pela

medigdo da concentracao intracelular de ides de calcio.

As células expressando GHS-R incluem estirpes derivadas do

hipotdlamo e da glandula pituitdria, conhecidas por expressarem

constantemente GHS-R e o0s seus tecidos, mas as células sao, de

um modo preferido, células transformadas tendo um gene do GHS-R
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introduzido em células adequadas, tais como células CHO e

expressando O gene.

A forte actividade de 1libertacadao de Ca do péptido do GHS
enddégeno da presente invencdo foi detectada, ndo no hipotdlamo e
na gladndula pituitdria expressando o péptido, mas num extracto
do estémago, como um orgdo no sistema de orgidos digestivos. E,
consequentemente, necessdrio examinar nao apenas os tecidos e os
6rgaos expressando o referido receptor mas, também, uma ampla
variedade de outros tecidos e o6rgaos, de forma a encontrar o

ligando enddgeno pretendido para o receptor oérfao.

A concentragdo intracelular de 1ides de calcio pode ser
medida através de qualquer método conhecido na técnica, de um
modo preferido, através de FLIPR (Fluorometric Imaging Plate
Reader, Molecular Devices Co, Ltd.), utilizando a alteracdo da
intensidade da fluorescéncia do Fluo-4 AM (Molecular Probe Co,
Ltd.), causada por uma alteracdao da concentracao de 1ides de

calcio.

Para obter o péptido do GHS enddgeno pretendido, a partir
de tecidos e o¢érgaos confirmados como possuidores de actividade
de libertacdo de Ca, pode ser utilizado gualguer método de

purificagdo conhecido na técnica.

Como o método de purificacdao do péptido, este ¢é eficaz,
utilizado individualmente ou em combinacdo com filtracdo em gel,
permuta idénica e técnicas cromatogrdficas de fase reversa, apds
uma ampla variedade de métodos de fraccionamento ou utilizados
separadamente, mas ¢é ©possivel wutilizar nao, apenas, essas
técnicas cromatograficas mas, também, qualquer meio eficaz para

a purificacao do péptido.
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Para i1isolamento e purificacdo do péptido a partir dos
tecidos e o6rgaos, ¢é desejavel a inactivacdao das proteases nos
tecidos e ¢rgdos, pelo seu tratamento térmico em &gua em
ebulicao, para prevenir a degradacdo do péptido pretendido pela
accao das proteases. O tratamento térmico e a remocao dos
tecidos e 6rgaos, sob arrefecimento em gelo, sao também eficazes

para a extraccgdo e purificacado do péptido pretendido.

Pode ser utilizado um método conhecido, para confirmar que
o péptido purificado tendo a actividade de libertacdo de Ca tem

uma actividade de inducdo da secrecdo da GH in vitro e in vivo.

Por exemplo, a GH segregada num meio de cultura de células
da gléndula pituitdria confirmadas como segregando GH e
expressando GHS-R, pode ser medida in vitro em
radioimunoensaios, pela adicdao de anticorpo anti-GH as células.
LA guantidade da referida hormona segregada pode ser, também,
medida, pela utilizacdo de um anticorpo contra outra hormona em

lugar do anticorpo anti-GH em radioimunoensaios.

Além disso, a actividade de inducdo da secrecdao da GH in
vivo pode ser confirmada pela 1injeccdo do péptido tendo a
actividade de 1libertacao de Ca, numa veia periférica de um

animal e, depois, pela medicao da concentracadao de GH no soro.

Pode ser utilizado um método conhecido, para analisar a

estrutura do péptido purificado.

Para determinacdo da sequéncia de aminocdcidos do péptido,
existe um método em que o8 residuos de aminodcido séo
libertados, sequencialmente, a partir do terminal carboxilo, por

degradacao de Edman, sequida pela identificacdo dos aminodcidos
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libertados por cromatografia ligquida de elevado desempenho
(HPLC), assim como por uma sSua versao automatizada através de um

sequenciador de aminoacidos.

Existe, também, um método para determinacdo da sua
sequéncia de aminodcidos pela medicdo dos pesos moleculares dos

seus fragmentos ionizados por GC-MASS.

Para o péptido contendo aminocdcidos modificados, num
aspecto da presente invencao, o aminodcido modificado ¢é
identificado como *“aminocdcido desconhecido” apds a determinacéo

da sequéncia de aminodcidos.

Neste caso, o péptido modificado ¢ decomposto em unidades
de aminodcido a partir das quais o aminodcido modificado é
separado e purificado e a estrutura do aminocdcido modificado é
determinada de uma forma normal para determinag¢doc da estrutura
do composto, através da gqual pode ser conhecida a estrutura
completa do péptido. Alternativamente, existe um método em que o
péptido ¢é obtido a partir de um ADNc codificando o péptido
modificado, em seguida, ¢é sintetizado gquimicamente um péptido
tendo a sequéncia de aminodcidos do péptido, resultante, e o
peso molecular e as propriedades fisicas do péptido nao

modificado sintético sao comparadas com as do péptido

modificado, de forma estimar a estrutura do grupo modificado.

Uma sequéncia de aminodcidos parcial (sequéncia nuclear), a
qual, no péptido, assim, estruturalmente determinado, é
essencial para a actividade de libertacdao de Ca, é revelada pela
medicao da actividade de 1libertacdao de Ca de cada fragmento
peptidico formado, pela dquebra do referido péptido com uma

protease.
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A protease wutilizada deverd ser uma protease altamente
especifica para a sequéncia de aminodcidos do péptido a ser
quebrado, mas pode ser, também, utilizada uma protease de baixa
especificidade, sob condigdes de digestdo parcial, para preparar

varios fragmentos peptidicos a partir do referido péptido.

Pode ser determinada uma sequéncia nuclear, essencial para
a actividade de libertacdo de Ca, pela medicdo da actividade de
libertacdo de Ca de cada fragmento peptidico preparado deste

modo.

No péptido indutor da secrecdao da GH enddgena, a 32 serina
do terminal amina foi acilada com um &acido gordo e &, também,
possivel ser sintetizado, gquimicamente, um fragmento peptidico
tendo uma parte da sequéncia de aminodcidos do péptido indutor
da secrecgdo da GH enddgena, assim como um péptido modificado com
um acido gordo compreendendo um &acido gordo ligado através de
uma ligacdo éster a cadeia lateral da serina no referido

fragmento peptidico.

O péptido indutor da secrecdo da GH enddgena pode ser
analisado, detalhadamente, utilizando o referido fragmento
peptidico. Simultaneamente, o tipo de 4&cido gordo necesséario
para a actividade de libertacdao de Ca pode ser determinado pela
comparacdo dos fragmentos peptidicos modificados com varios

dcidos gordos.

Por exemplo, no péptido indutor da secrecgdo da GH enddgena
derivado de algumas espécies de Xenopus laevis, o residuo de
aminodcido na 3% posicdo do terminal amina ndo € serina mas

treonina e essa treonina foi acilada com um &acido gordo e este
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composto do tipo peptidico pode ser, também, sintetizado e o

referido composto pode ser analisado detalhadamente.

Pela comparacdo das sequéncias de aminodcidos dos péptidos
que tém uma actividade de inducado da secrecdo da GH em
vertebrados, pode ser determinada uma regiao amplamente
conservada em vertebrados e, a partir da sequéncia de
aminodcidos da referida regido, pode ser determinada uma
sequéncia nuclear, essencial para a actividade de inducado da

secrecao da GH.

E sintetizado quimicamente wum ADN tendo wuma sequéncia
nucleotidica deduzida a partir da sequéncia de aminodcidos do
péptido indutor da secregcdo da GH enddgena e este ADN &
utilizado como uma sonda no rastreio de uma biblioteca de ADNc
preparada a partir de ARNm de células expressando o referido
péptido, pelo que, pode ser obtido um ADNc codificando o

referido péptido.

No entanto, um coddo correspondente a um aminodcido ¢é
degenerado, aumentando, deste modo, © numero de sequéncias
nucleotidicas deduzidas a partir da sequéncia de aminodcidos do
péptido, de modo gque o rastreio, utilizando um determinado ADN
sintético consistindo em varios tipos dessas sequéncias

nucleotidicas como uma sonda, pode ser dificil.

Neste caso, se uma sequéncia de acordo com a sequéncia de
aminocdcidos do referido péptido estiver presente em sequéncias
de aminodcidos deduzidas a partir da sequéncia nucleotidica de
uma marcacao de sequéncia expressa (EST) divulgada numa base de

dados de sequéncias, pode ser sintetizado wum ADN consistindo
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numa parte da sequéncia nucleotidica do EST e utilizado para

rastrear a biblioteca de ADNc acima.

Além disso, pode ser obtido um ADN gendémico, de uma forma

normal, a partir do ADNc.

A sequéncia de aminocdcidos de um polipéptido precursor do
péptido indutor da secrecdo da GH enddgena € revelada a partir

da sequéncia nucleotidica de ADNc, deste modo, obtido.

Pela andlise da referida sequéncia de aminodcidos, séo
revelados um péptido sinal, o péptido indutor da secrecdao da GH
enddgena, outras partes de péptido e os locais de quebra destes
péptidos, revelando, deste modo, o mecanismo de formacao do

péptido indutor da secrecao da GH enddgena.

Na Divulgagdao do Pedido Internacional WO 98/42840 séo
divulgados outros aspectos da presente invengao, ou seja, uma
sequéncia de aminodcidos parcial do péptido indutor da secrecéo
da GH enddgena, a sequéncia de aminocdcidos de um polipéptido
precursor do referido péptido e a sequéncia nucleotidica de um
ADN codificando o referido polipéptido, mas o péptido ai
divulgado é um péptido consistindo em 14 aminodcidos tendo uma
actividade semelhante a motilina e ndo existe ai qualquer
descricdo da actividade de aumento da concentracdo de Ca e da
actividade de inducao da secrecao da GH, divulgada na presente

invencao.

O composto do tipo peptidico aqui descrito refere-se a um
péptido tendo a actividade de aumento da concentracao
intracelular de 1des de calcio, a gqual ¢ representada pela

férmula (2) abaixo, em que, pelo menos, um aminodacido é
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substituido por um aminodcido modificado; um seu andlogo
peptidico, em qgue, pelo menos, um aminodcido € substituido por
um ndo—-aminodcido; e um seu derivado peptidico em que o terminal

amina e/ou o terminal carboxilo sdo modificados.

Como aqui utilizado, o péptido, o andlogo do péptido e o
derivado peptidico descritos acima sao designados,

colectivamente, como o composto do tipo peptidico.

No composto do tipo peptidico, varios aminocdcidos podem ser
substituidos por aminocdcidos modificados e/ou ndo—aminodcidos.
Na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 2, &
preferido, na presente invencdo, gue, normalmente, um ou mais
aminodcidos do 1° ao 10° aminodcidos do terminal amina, de um
modo preferido, o 1° ao 4° aminodcidos ou o 1° ao 5° aminodcidos
do terminal amina, sdo substituidos por aminodcidos modificados
e/ou ndo-aminodcidos. E particularmente preferido, que o 1° ao
5°¢ aminocdcidos sejam substituidos por aminocdcidos modificados

e/ou nado-aminodcidos.

Na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 2,
podem ser adicionados ou eliminados um ou mais aminodcidos, para
além do 1° ao 4° aminodcidos, de um modo preferido, o 1° ao 6°
aminodcidos e, de um modo mais preferido, o 1l° ao 10°

aminodcidos do terminal amina.

O composto do tipo peptidico aqui descrito é, de um modo
preferido, um composto peptidico o qual tem a actividade de
aumento da concentracdo intracelular de ides de calcio e induz a
secrecao da hormona do crescimento in vivo, em que, pelo menos,
um aminodcido é substituido por um aminocdcido modificado e/ou um

composto nao-aminoacido.
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Ou seja, o composto do tipo peptidico aqui descrito € um
composto do tipo peptidico tendo a actividade de aumento da
concentracdo intracelular de 1des de cdalcio e/ou a accao de
inducdo da secrecdo da hormona do crescimento in vivo, em gue um
aminodcido na cadeia peptidica € substituido por um aminodcido

modificado e/ou um composto ndo—-aminodacido.

Os exemplos do composto incluem o0s compostos em gue, no
péptido apresentado na SEQ ID N°: 1, 2 ou 3, se encontra acilado
um grupo hidroxilo do aminodcido Ser 3, os compostos em que, no
péptido apresentado na SEQ ID N°: 4 ou 5, se encontra acilado um
grupo hidroxilo do 25° aminodcido Ser ou o0s seus sais

farmaceuticamente aceitaveis.

Outros exemplos incluem os compostos em que no péptido
apresentado na SEQ ID N°: 10, 11, 16 ou 17, se encontra acilado
um grupo hidroxilo do aminocdcido Ser 3 ou 0S8 seus sais

farmaceuticamente aceitdveis.

Ainda outros exemplos incluem os compostos em gue, no
péptido apresentado na SEQ ID N°: 22, 25, 26 ou 27, se encontra
acilado um grupo hidroxilo do aminocdcido Ser 3 ou o0s seus sais

farmaceuticamente aceitaveis.

Ainda outros exemplos incluem os compostos em gue, no
péptido apresentado na SEQ ID N°: 29 ou 30 ou 31, se encontra
acilado um grupo hidroxilo do aminocdcido Ser 3 ou 0s seus sais

farmaceuticamente aceitdveis.

Ainda outros exemplos incluem os compostos em gue, no

péptido apresentado na SEQ ID N°: 28, se encontra acilado um
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grupo  hidroxilo do aminodcido Thr 3 ou o0s seus sais

farmaceuticamente aceitaveis.

O grupo acilo introduzido num grupo hidroxilo por acilacéao
na presente invencado € um grupo formado pela remocdo de um grupo
hidroxilo de, e. g., um 4&acido carboxilico orgédnico, um 4&cido

sulfénico orgdnico ou um acido fosférico orgénico.

0O acido carboxilico orgénico inclui, e. g., acidos gordos e
0 seu numero de atomos de carbono é, de um modo preferido, cerca
de 2 a 35, de um modo mais preferido, cerca de 6 a 18 e, de um
modo muito preferido, cerca de 8 a 16. Esses 4&acidos gordos
incluem, e. g¢g., &acido octandico (de um modo preferido, 4acido
caprilico), acido decandico (de um modo preferido, acido
cdprico) e 4acido dodecandico (de um modo preferido, 4acido
laurilico [sic: &acido laurico]), assim como os seus acidos

gordos monoeno ou polieno.

No dcido sulfénico orgénico ou no &cido fosfdrico orgénico,
0 seu numero de atomos de carbono €, de um modo preferido, cerca

de 2 a 35.

Sdo também aqui descritos quaisquer compostos do tipo
peptidico ou 0s seus sais farmaceuticamente aceitaveis,
incluindo a sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°:

1, em que se encontra acilado um grupo hidroxilo da 3@ Ser.

Ou seja, sao também aqui descritos quaisquer compostos do
tipo peptidico ou os seus sals farmaceuticamente aceitaveis,
incluindo péptidos modificados com 4&cidos gordos, em gue se
encontra acilado um grupo hidroxilo da 32 Ser, na sequéncia de

aminocdcidos estabelecida na SEQ ID N°: 8, de um modo preferido,
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na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 1 e, de
um modo mais preferido, na sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID N°: 9.

Além disso, €& também agqui descrito qualguer composto
peptidico ou 0s seus sais farmaceuticamente aceitaveis,
incluindo péptidos modificados com &cidos gordos, em dJue se
encontra acilado um grupo hidroxilo da Thr 3, na sequéncia de
aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 8, de um modo preferido,
na sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 1 e, de
um modo mais preferido, uma sequéncia de aminodcidos em que, na
sequéncia de aminodcidos estabelecida estabelecida na SEQ ID N°:
9, o residuo de aminodcido serina na 3% posicdao a partir do

terminal amina é convertido em treonina.

Além disso, ¢ aqui descrito um composto ou oS sais

farmaceuticamente aceitdveis representados pela férmula (2):

X-AA1-AA2-AA3-Y (2)

em que X ¢é uma parte correspondente a um &atomo de
hidrogénio num grupo amina do aminodcido do terminal amina
e representa H ou um algquilo saturado ou nédo saturado ou um
grupo acilo contendo um ou mais atomos de carbono; Y é uma
parte correspondente a um grupo hidroxilo num grupo
carboxilo o do aminodcido do terminal carboxilo e
representa OH, 0Z ou NR6R7, no gqual Z & um catiao
farmaceuticamente aceitdvel ou um grupo alquilo inferior
linear ou ramificado; e R6 e R7 podem ser iguais ou
diferentes e representam H ou um grupo alguilo inferior

linear ou ramificado.
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Aqui, AAl representa:

em que n € 1 ou 2, Ry e Ry’ podem ser iguais ou diferentes e
representarem hidrogénio ou um grupo substituinte, desde
que, quando n é 2, os dois grupos substituintes R; possam

ser iguais ou diferentes; isto aplica-se, também, a Ri’.

Os exemplos do grupo substituinte incluem (1) uma cadeia
alquilo saturada ou ndo saturada, contendo um ou mais &atomos de
carbono, o0s quais se ligam num modo da ligacdo seleccionado do
grupo consistindo em éster, éter, tioéster, tioéter, amida e
carbamida, através ou nao de uma cadeia alquilo contendo um ou
mais Aatomos de carbono, (2) H ou uma cadeia alquilo saturada ou
ndo saturada, contendo um ou mals &atomos de carbono e (3) uma

cadeia lateral do aminodcido natural.

Além disso, o grupo substituinte pode ser uma cadeia
alguilo saturada ou nado saturada, contendo um ou mais &tomos de
carbono, a qual é ligada através de uma ligacdo persulfureto ou
tiocarbamida, através ou nao de uma cadeia alquilo contendo um

ou mais dtomos de carbono.

AMA2 representa:



em que Ry e Ry’ tém os mesmos significados, como definido
acima e R, representa H ou um grupo alquilo saturado ou nao
saturado contendo 1 a 6 &tomos de carbono ou AA2 representa
-CH,-CH(R;,) -CH,— ou -CH,-CH(R;)-CO-, no qual R; tem o mesmo

significado como definido acima.

AA3 representa:

em que m € um numero inteiro de 1 ou mais e R;, Ry’ e R; tém
08 mesmos significados, como definido acima, contanto gue,
quando m € um numero inteiro de 2 ou mais, os dois grupos
substituintes R; possam ser iguais ou diferentes; 1isto

aplica-se, também, a R’ e R,.

O algquilo saturado ou nao saturado contendo um ou mais
dtomos de carbono, gque ¢é representado por X, €, de um modo
preferido, algquilo Ci_z9, tais como metilo, etilo, n-propilo,
i-propilo, n-butilo, s-butilo, t-butilo, n-heptilo, n-hexilo,

n-decilo, vinilo, propanilo ou hexenilo.

O acilo representado por X, inclui o acilo de aAacido
carboxilico Ci_19, tais como formilo, acetilo, propionilo ou
benzoilo ou acilo de acido sulfdénico Cq13, tais como

benzenossulfonilo, naftaleno, sulfonilo ou semelhantes.
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O grupo representado por R; ou Ry’ ¢, de um modo preferido,

um grupo representado por, e. g., a fédrmula (2):

—(CHz) n-P-0Q (2)

(em que n é um numero inteiro de 0 a 10, P & -CO-0-,
-0-c0-, -0-, -co0-s-, -Cs-S$-, -5-CcO-, -S-, —-CO-NH-, -NH-CO-
ou —-CO-NH-CO-, Q €& H ou alquilo C;—3y, representado por X,

descrito acima). Além disso, P pode ser, também, -CO-.

Além disso, P pode ser -5-S- ou -NH-CS-. Em cada
-NH-descrito acima, H pode ser substituido por um grupo algquilo
Ci-35 saturado ou nao saturado, um grupo arilo Cgp OU um Jgrupo

aralquilo Cy_13.

De um modo mais preferido, P é:

-c0-0-, -¢0-, -0-, -5-, -5-5-, -CO-S-, —-CO-NH-, -NH-CO- ou
-NH-CS-.

O grupo representado por R; ou Ry’ pode ser um grupo tendo Q

ligado directamente a —-(CH;),, nao através de P.

E preferido, que o grupo alguilo inferior representado por
2, R6 ou R7 seja alquilo C;¢, tais como metilo, etilo,
n-propilo, i-propilo, n-butilo, s-butilo, t-butilo, i-butilo,

n-pentil ou n-hexilo.

Depois, sao descritos compostos peptidicos. (1) Exemplos
preferidos de AAl: (A) aminodcidos ou péptidos, tais como Ser,
Gly-Ser ou -NH-(CH;)s;CH(CH,OH)CO-, em gue uma parte de ligacéao

peptidica entre dois residuos de aminodcido é -—(CHy),— e (B)
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aminas primarias, por exemplo, —-NH-(CH;)sCH(CH,0OH)CH,-, em que uma
parte de ligacdo peptidica entre dois aminodcidos é -(CHy),—;
-NH- (CH;) 3sCH(R;)CH,—, em que uma parte de ligacdo peptidica entre
dois aminodcidos é - (CH) »—, em que R, tem oS mesmos

significados, como definido acima; e -NH-CH(CH,OH)CH,-.

Como (A) aminodacidos ou péptidos, NH,— (CH>) +—COOH,
NH,-C (CH3) 2— (CH;) 3—COOH e NH;-CH(CHs) - (CHy)»,—CH(CH3;) -COOH podem ser,

também, exemplificados.

(2) Exemplos preferidos de AA2: (A) aminoadcidos, tais como Ser,
homoSer, Cys, homoCys, Asp, Glu, Lys, Ala, Val, Leu, homoLeu,
Ile, homoIle, ornitina, &cido aminoadipico, metionina, etionina,
butionina e S-metilcisteina, entre 0s quais a Ser é,
particularmente, preferida e (B) estruturas para além de
residuos de aminoédcido; por exemplo, podem ser referidas
-CH;-CH(R1) -CO-, -CH;-CH(R;)-CH;—, etc., em qgue R; tem 0SS mesmos

significados, como definido acima.

Em particular, sédo preferidos os aminodcidos (a) com uma
cadeia lateral hidrofdébica, tais como leucina, valina,
norleucina, homoleucina, homoisoleucina, naftilalanina ou o0s
seus analogos, triptofano, fenilalanina, ciclo-hexilalanina,
etc. ou o0s seus N-metilaminodcidos. Além disso, sado preferidos
0os aminodcidos (b) com uma cadeia lateral tendo um grupo
funcional com capacidade de modificagcdo com um grupo acilo,
grupo alquilo, grupo alquenilo ou grupo aralquilo, tais como
serina, homosserina, treonina, cisteina, homocisteina, &cido
aspartico, 4&cido glutédmico, 4&cido adipico, 1lisina, ornitina,
etc. e o0s seus N-metilaminocdcidos. Um grupo acilo, grupo
alquilo, grupo alquenilo ou grupo aralquilo, etc., estdao ligados

a cadeias laterais dos aminodcidos (b) através de uma ligacéo
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éster, amida, persulfureto, éter, tioéter, tioéster, carbamida

ou tiocarbamida. Além disso, podem ser ligados um grupo alquilo

ou aralquilo ao carbono o do aminoédcido.

(3) Exemplos preferidos de AA3: Aminocdcidos ou péptidos, tais

como Phe ou um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos da 432

Phe a 282 Arg do terminal amina, na sequéncia de aminoédcidos

estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou 3 ou péptidos tendo uma

sequéncia de aminodcidos, em que, na sequéncia de aminodcidos

estabelecida na SEQ ID N°: 2 ou 3, um aminodcido é eliminado

sequencialmente, iniciando no aminocdcido do terminal carboxilo

até a 52 Leu do terminal amina. Por exemplo, AA3 inclui:

Phe Leu,

Phe Leu Ser,

Phe Leu Ser Pro,

Phe Leu Ser Pro Glu,

Phe Leu Ser Pro Glu His,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln,
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Phe

Phe

Phe

Phe

Phe

Lys,

Phe

Lys

Phe

Lys

Phe

Lys

Phe
Lys
Phe

Lys

Phe

Lys

Phe

Lys

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

Lys,

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu
Lys
Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro,

Ser

Pro

Ser
Pro
Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

Pro

Pro Glu

Pro Glu

Pro Glu

Pro Glu

Pro Glu

Pro Glu

Pro Glu

Pro Glu

Pro,

Pro Glu

Pro Ala,

Pro Glu

Pro Ala

Pro Glu

Pro Ala

Pro Glu

Pro Ala

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

His Gln Lys

Lys,

His Gln Lys

Lys Leu,

His Gln Lys

Lys Leu Gln,
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Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

Arg,

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Lys,

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Glu,

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

Ser,

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser



Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser

Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro e

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser

Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg.

Obviamente, os aminocdcidos exemplificados como AA3 podem
ser L-aminodcidos ou D-aminodcidos. Além disso, um a varios
aminodcidos (de um modo preferido, até cerca de 1/3 da sequéncia
de aminodcidos), nas sequéncias de aminodcidos exemplificadas
como AA3, podem ser substituidos por unidades de aminodcido nao
naturais ou unidades de ndo-aminodcido, por exemplo:

—NH- (CH,) sCH(CH,0H) -
—-NH- (CH;) sCH(CH,0OH) CO-
-NH-CH (CH,0OH) CH,—
—NH- (CH,)3CH(R;) CH,—
-CH,-CH (Rq) -CO—,
ou
—CH,—CH(R;) -CH,—
em que Ry tem os mesmos significados, como definido acima.
Quando AA3 contém varios grupos representados pelas férmulas

acima e varios grupos representados por R;, estes grupos sédo

iguais ou diferentes.
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Além disso, gqualgquer aminocdcido exemplificado como AA3 pode
ter grupos substituintes representados por R;, descritos acima.
Quando estdo presentes varios grupos R; num grupo representado

por AA3, estes grupos R; podem ser iguais ou diferentes.

Sao apresentados abaixo exemplos preferidos dessas cadeias
laterais, gquando os aminodcidos que constituem o péptido tém um
grupo hidroxilo, grupo mercapto, grupo imina ou grupo amina nas
suas cadeias laterais. Nos exemplos seguintes, R8 €& um grupo
alquilo saturado ou ndo saturado contendo um ou mais Aatomos de
carbono. Essa cadeia algquilo pode ter os mesmos significados,
como definido para a cadeia algquilo descrita acima representada

por X.

A) Cadeia lateral de Ser; -CH,-0-CO-R8 ou -CH,-0-RS8,

B) Cadeia lateral de homoSer; -CH,-CH,-0-CO-R8 ou
-CH,-CH,-0-RS,

C) Cadeia lateral de Cys; -CH,-S-CO-R8 ou -CH;-S-R8,
D) Cadeia lateral de homoCys; -CH,-CH,-S-CO-R8 ou
-CH,-CH,-S-R8,

E) Cadeia lateral de Asp; -CH,-COO-R8 ou -CH,-CO-NH-RS,

F) Cadeia lateral de Glu; —-CH,-CH,-COO-R8 ou
—-CH,-CH,-CO-NH-R8

G) Cadeia lateral de Lys; -(CH;),-NH-CO-RS8,

H) Cadeia lateral do acido aminoadipico; -CH;-CH,-CH,-COO-RS8
ou CH,-CH,-CH,-CO-NH-RS,
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I) Cadeia lateral da ornitina; - (CH,)s;-NH-CO-RS§.

J) Uma cadeia lateral alguilo num aminodcido, tais como
Ala, val, Leu, homoleucina, Ile, homoisoleucina,
S—-metilcisteina, metionina, etionina ou butionina pode ser
um grupo algquilo modificado mostrado na férmula (2), como

descrito acima.

Além disso, € aqui descrito um agente para aumentar a
concentracdo intracelular de 1id6es de calcio ou um agente para
induzir a secrecdao da GH, compreendendo um péptido parcial
consistindo em aminodcidos do terminal amina até ao 13°, 14° ou
15° aminodcidos na sequéncia de aminodcidos da SEQ ID N°: 2 ou 3
como definido nas reivindicagdes. Neste caso, nao é sempre
necessario que as respectivas unidades de aminoacido

constituindo o péptido parcial sejam quimicamente modificadas.

E além disso, aqui descrito o seguinte composto do tipo

peptidico.

Um derivado da grelina, refere-se a um composto do tipo
peptidico, em que a estrutura quimica da grelina natural ¢é&
parcialmente modificada e, grelina de cadeia curta, refere-se a
um péptido consistindo em menos de 27 ou 28 aminoacidos, o qual
é¢ derivado da grelina natural com 27 a 28 aminoacidos, pela
eliminacédo de alguns aminodcidos. Além disso, um residuo de
aminodcido na posicdo n, refere-se a um residuo de aminodcido na

posicao n em relacao ao terminal amina.
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O aminodcido do terminal amina da grelina ou do seu
derivado grelina de cadeia curta pode ser qualquer aminodcido (o
aminodcido do terminal amina da grelina natural é a glicina)
desde que o grupo o-amina do referido aminodcido nédo esteja
protegido ou possa ser um D- ou L-aminodcido, mas é, de um modo
preferido, alanina, valina, 4&cido aminoisobutandico ou 4acido

butandico.

0O 2° residuo pode ser qualgquer amincdcido (e. g. serina na
grelina natural), de um modo preferido, um aminodcido tendo uma
cadeia lateral pequena, tais como alanina, serina, histidina,

norvalina ou um composto ndo—aminodcido.

0O 1° e 2° residuos podem ser um O-aminodcido correspondendo
a dois aminodcidos, por exemplo, 4&acido 5-aminopentandico, &acido
5-amino-5-dimetilpentandico, &cido 2,5-diaminopentandico, etc.,

exemplificados nos Exemplos.

Os residuos de aminodcido seleccionados na 3% e 42 posicgdes
podem ser D- ou L-aminodcidos, D- ou L-N-metilaminodcidos ou uma
combinacdo destes aminocdcidos. Em particular, é preferido, que o
aminodcido na 3?2 posicdo seja um L-aminodcido ou os aminoacidos,
na 3% e na 4% posig¢ddo, sejam L-aminodcidos.

A configuracao estérica dos residuos de aminodcido
seleccionados na 32 e 42 posigdes pode ser apropriadamente
seleccionada, dependendo da sequéncia de aminodcidos na 12 e 22
posicgdes. Ou seja, ambos os residuos da 32 e 42 posigdes sao, de
um modo preferido, L-aminodcidos, no caso da sequéncia de
aminodcidos Gly-Ser na 1% e 22 posicgbes da grelina natural,
enquanto que ambos o0s residuos da 32 e 4@ posicdes podem ser
D-aminodcidos, no caso de outra sequéncia de aminodcidos, tal

como Aib-His. Além disso, se os residuos na 12 e 22 posicgdes séao
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um d-aminodcido (e. g., dcido aminopentandico) tendo um
comprimento de 2 aminodcidos, os residuos na 32 e 42 posicdes

podem ser L- ou D-aminodcidos.

Os residuos de aminodcido seleccionados na 3% e 42 posicgdes
sdo, de um modo preferido, D- ou L-aminodcidos, tais como
leucina, valina, norleucina, homoleucina, homoisoleucina,
naftilalanina e seus homélogos, triptofano, fenilalanina e

ciclo-hexilalanina ou seus D- ou L-N-metilaminodacidos .

Os residuos de aminodcido seleccionados na 32 e 42 posicdes
sao, de um modo mais preferido, aminodcidos hidrofdbicos
aromaticos, tais como naftilalanina e o0s seus homdlogos,
triptofano, fenilalanina e <ciclo-hexil alanina, de entre os

aminodcidos hidrofdbicos descritos acima.

Além disso, os residuos de aminodcido seleccionados na 32 e
43 posigdes sao, de um modo preferido, aminodcidos basicos, tais
como lisina, arginina e histidina. E, especialmente, preferida

lisina.

A molécula grelina deve ser Dbdsica devido a estes
aminodcidos basicos melhorando, deste modo, adicionalmente, a

actividade de libertacao de Ca.

Os residuos de aminodcido seleccionados na 32 e 42 posicdes
sdao, de um modo preferido, os que tém grupos funcionais nas suas
cadeias laterais, os quails podem ser modificados com um grupo
acilo (grupo alcanilo, grupo alcenonilo ou grupo arilalcanilo),
um grupo alquilo ou um grupo aralguilo e os exemplos preferidos

desses residuos de aminodcidos incluem serina, homosserina,
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treonina, cisteina, homocisteina, acido aspartico, acido

glutdmico, &acido adipico, lisina, ornitina, etc.

Os aminodcidos tendo estas cadeias laterais reactivas podem
ser D- ou L-aminocdcidos ou os seus D- ou L-N-metilaminodcidos
correspondentes, mas &, particularmente, preferido, que 0
residuo da 3% posicdo seja um L-aminodcido ou que ambos o0s

residuos da 32 e 42 posicgdes sejam L-aminodcidos.

Além disso, a cadeias laterais destes aminodcidos podem
estar ligadas a um grupo acilo, tais como grupo alcanilo (o seu
numero de atomos de carbono € de 2 a 35, de um modo preferido, 6
a 18, de um modo mais preferido, 8 a 12), um grupo alcenonilo (o
seu numero de atomos de carbono é de 2 a 35, de um modo
preferido, 6 a 18, de um modo mais preferido, 8 a 12), um grupo
arilalcanilo (grupo benzoilo, fenacetilo, fenilbutirilo,
naftoilo, naftilacetilo ou naftilpropionilo, etc.), um grupo
alquilo (o seu numero de &tomos de carbono é€ de 2 a 35, de um
modo preferido, 6 a 18, de um modo mais preferido, 8 a 12) ou um
grupo aralquilo (grupo benzilo, fenetilo, fenilpropilo,
fenilbutilo, fenilpentilo, naftilmetilo, etc.), através de uma
ligacao carbamato, tiocarbamato, éster, amida, persulfureto,
éter, tioéter ou tioéster. Além disso, o alquilo e o0s grupos
aralquilo anteriormente referidos podem ser ligados, sem ser
através da ligacdo aos atomos de carbono o dos aminodcidos na 32

e 42 posicdes.

A combinac¢do dos residuos de aminodcido seleccionados na 3@
e 4@ posigbes ¢é, de um modo preferido, uma combinagdo de um
aminodcido tendo uma cadeia lateral hidrofdbica, como o residuo
de aminodcido da 3% posicdo e um aminodcido hidrofdbico, como o

residuo de aminodcido da 423 posicao.
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O residuo de aminocdcido da 32 posicdo, tendo uma cadeia
lateral hidrofdébica ¢é, de um modo preferido, um aminodcido
modificado no carbono o, no qual (a) foi introduzida uma cadeia
alquilo saturada ou ndo saturada, contendo um ou mais &atomos de
carbono, através ou nao de um grupo alquileno, contendo um ou
mais &tomos de carbono e através de uma ligacdo éster, éter,
tioéter, amida ou persulfureto ou (b) foi introduzida uma cadeia
alquilo saturada ou ndo saturada, contendo um ou mais &tomos de
carbono. Em particular, € mais preferido, um aminodcido
modificado, em cujo carbono a foi introduzida uma cadeia alquilo

saturada, contendo um ou mais atomos de carbono.

O grupo carboxilo do aminocdcido na 42 posicdao pode ser uma
amida, uma alquilamida (e. g., metilamida ou etilamida) ou uma
aralquilamida (e. g., benzilamida, adamantanamida ou

adamantanalguilamida) .

Além disso, pode ser ligado um grupo bdsico, tal como um
grupo amina ou um grupo guanidida, a alquil ou aralguilamida. O
grupo basico inclui, e. g., —-CONH-CH,CH,-NH,, -CONH-CH;NHCH;,
—CONH-CH,CH,CH,-NH-C (NH,) =NH, e -CONHCH,Ph-NH,.

Pode ser adicionado um aminodcido Dbdasico, tais como
arginina, lisina e histidina, ao grupo carboxilo do aminodcido
na 42 posicdo e este amincdcido bédsico pode ser um D- ou

L-aminodcido, um racemato ou D- ou L-N-metilaminodcido.
O grupo carboxilo do aminodcido pode ser uma alquil ou

aralquilamida, como descrito acima. Além disso, ©pode ser

adicionado um grupo badsico, tails como um grupo amina ou um grupo
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guanidida a algquil ou aralquilamida. O grupo bédsico inclui os

exemplificados acima.

Como uma sequéncia de aminodcidos do aminodcido na 5@
posicdo e aminodcidos subsequentes, pode ser adicionada, ao
aminodcido na 4?2 posicdo, uma sequéncia de qualguer comprimento,
consistindo em leucina na 5?2 posicdo e aminocdcidos subsequentes,

até o aminodcido na 282 posicdo da grelina humana ou de rato.

Essas sequéncias de aminodcidos sao, de um modo preferido,
grelina (1-5), grelina (1-6), grelina (1-7), grelina (1-8),
grelina (1-9), grelina (1-10) e grelina (1-11), em qgque grelina
(m-n) se refere a um péptido tendo uma sequéncia de aminodcidos
nas posigcdées m a n a partir do terminal amina da grelina. Em

particular, é preferida a grelina (1-5).

0O seu terminal carboxilo ¢é, de um modo preferido, uma

alguil ou aralgquilamida, como descrito acima.

Além disso, pode ser ligado um grupo bdasico, tais como um
grupo amina ou um grupo guanidida a alquil ou aralguilamida. O

grupo bédsico inclui os exemplificados acima.

Além disso, pode ser adicionado um aminodcido béasico, tais
como arginina, lisina e histidina, ao aminodcido do terminal
carboxilo de um derivado de grelina eliminado no terminal
carboxilo, em que foi adicionada uma sequéncia de aminodcidos de
qualquer comprimento, consistindo nos aminodcidos do aminodcido
na 5% posicdo até ao aminocdcido na 282 posicdo, ao terminal

carboxilo da grelina (1-4).
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Este aminocdcido bédsico pode ser um D- ou L-aminodcido, um

racemato ou D- ou L-N-metilaminodacido.

0O grupo carboxilo do aminodcido bédsico pode ser uma alquil
ou aralguilamida, como descrito acima. 2Além disso, pode ser
ligado um grupo bdasico, tais como grupo amina ou grupo
guanidida, a alquil ou aralquilamida. O grupo bésico inclui os

exemplificados acima.

0O aminodcido do terminal carboxilo da grelina (1-5),
grelina (1-6) e grelina (1-7) pode ser um D- ou L-aminocdcido ou

0 seu D- ou L-N-metilaminodcido correspondente.

Além disso, podem ser adicionados aminoédcidos, lbésicos,
tais como arginina, lisina e histidina, a residuos na 52, 62 e
78 posicdao e estes aminodcidos Dbéadsicos podem ser D- @ ou

L-aminodcidos, racematos ou D- ou L-N-metilaminodcidos.

O grupo carboxilo desse aminocdcido Dbdsico pode ser uma
alguil ou aralguilamida, como descrito acima. Além disso, pode
ser ligado um grupo bédsico, tails como grupo amina ou Jgrupo
guanidida, a alquil ou aralquilamida. O grupo bédsico inclui os

exemplificados acima.

Numa forma de realizacdo preferida agqui descrita, no caso
em que o terminal carboxilo é uma alquil ou aralquilamida, como
descrito acima, o composto peptidico da presente invencado pode
ser um derivado amida em que €, adicionalmente, ligado um grupo
amina ao grupo alquilo ou aralquilo. Especificamente, pode ser
referido um composto peptidico em que o terminal carboxilo &,

e. g., aminoetilamida.
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O composto do tipo peptidico agqui descrito em que o
terminal carboxilo é uma amida ou um derivado de amida, como
descrito acima, é um composto util, devido & sua resisténcia a

decomposicao por enzimas, tais como carboxipeptidases in vivo.

De um modo semelhante o composto do tipo peptidico da
presente invencdo, incluindo o N-metilaminodcido €, também, um

composto util, devido a sua resisténcia a enzimas.

O composto do tipo peptidico aqui descrito pode ser obtido
sob uma forma normal. Por exemplo, este pode ser isolado a
partir de uma fonte natural, como acima ou produzido por
tecnologia de ADN recombinante e/ou sintese quimica. Além disso,
quando € necessdaria uma modificacdao (e. g., acilacdo) dos
residuos de aminodcido, o composto peptidico pode ser submetido
a uma reaccadao de modificacao, por métodos bem conhecidos na

técnica.

Especificamente, o composto do tipo peptidico agqui descrito
pode ser obtido por cultura de células hospedeiras,
transformadas com um vector de expressao contendo um ADN
codificando o péptido agqui descrito e, depois, recuperando o

péptido pretendido a partir da cultura.

Pode ser obtido um composto, tendo o péptido pretendido
modificado por, e. g., acilacao nas células, por seleccao das
células hospedeiras. Quando o referido péptido nao é modificado,
pode ser realizada uma reaccao de modificacao, tal como,
acilacao, de acordo com o necessario, através de métodos bem
conhecidos na técnica. Na reacgcao de acilagao, podem ser,

também, utilizadas enzimas, tal como lipase.
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O vector no qual o gene deverd ser integrado inclui, e. g.,
vectores de E. coli (pBR322, pUCl8, pUCl9, etc.), vectores de
Bacillus subtilis (pUB110, pTPS5, pCl94, etc.), vectores de
levedura (tipo YEp, tipo YRp, tipo YIp) ou vectores de células
animais (retrovirus, virus vaccinia, etc.), mas podem ser,
também, utilizados quaisquer outros vectores com capacidade de
manter 0 gene pretendido de forma estavel, em células
hospedeiras. O vector € introduzido em células hospedeiras
adequadas. Para integrar o gene pretendido num plasmideo e
introduzir o ©plasmideo em células hospedeiras, podem ser
utilizados métodos descritos em Molecular Cloning (Sambrook

et al., 1989).

Para expressar o gene do péptido pretendido no plasmideo
acima, ¢é 1ligado operativamente um promotor, a montante do

referido gene.

O promotor wutilizado aqui utilizado pode ser dqualqgquer
promotor adequado, compativel com células hospedeiras utilizadas
para a expressao do gene pretendido. Por exemplo, pode ser
utilizado o promotor lac, promotor trp, promotor lpp, promotor
APL, promotor rechA, etc., no género Escherichia, como células
hospedeiras a serem transformadas; pode ser utilizado o promotor
SPO1, promotor SPO02, etc., no género Bacillus; pode ser
utilizado o promotor GAP, promotor PHO5, promotor ADH, etc., em
leveduras; e pode ser utilizado o promotor derivado de SV40,

promotor derivado de retrovirus, etc., em células animais.

O vector contendo o gene pretendido, obtido nesta forma, é
utilizado para transformar células hospedeiras. As células
hospedeiras incluem microrganismos (por exemplo, © género

Escherichia, o género Bacillus, etc.), leveduras (o género
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Saccharomyces, o0 género Pichia, o género Candida, etc.), células
animais (células CHO, células CO0S, etc.), etc. O meio de cultura
¢, de um modo preferido, um meio liquido e, de um modo
particularmente preferido, o meio contém uma fonte de carbono,
uma fonte de azoto, etc. necessarias para o crescimento das
células transformadas a serem cultivadas. Se pretendido, podem

ser adicionados vitaminas, promotores de crescimento, soro, etc.

Para producdo directa do péptido modificado com um é&cido
gordo, as células sao, de um modo preferido, as dque tém a
actividade de uma protease de processamento, com capacidade para
cortar um local adequado num polipéptido precursor do referido
péptido e a actividade de acilagcao do residuo de serina no
referido péptido. As células hospedeiras tendo essa actividade
de processamento de protease e actividade de acilacdo da serina
podem ser obtidas, pela transformacdao de células hospedeiras com
um vector de expressao contendo um ADNc codificando o referido
polipéptido precursor e, depois, pela selecgdo das células
transformadas, pela confirmacdo de se estas produzem o péptido
modificado com um Aacido gordo, tendo uma actividade de

libertacao de Ca ou uma actividade de inducado da secrecdo da GH.

Apbés a cultura, o péptido agui descrito ¢é separado e
purificado a partir da cultura, de uma forma normal. Para a
extracao do produto pretendido a partir dos microrganismos ou
células cultivados, por exemplo, o0s microrganismos ou células
apds a cultura sao recolhidos e suspensos num tampao contendo
uma desnaturante de proteinas (e. g. cloridrato de guanidina) e
0s microrganismos ou as células sao rebentados por sonicacgao,
etc. e, depois, sao centrifugadas. Para purificar o produto
pretendido a partir do sobrenadante, podem ser apropriadamente

combinados métodos de separacao e purificacao, tais como
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filtracdo em gel, wultrafiltracdo, didlise, SDS-PAGE, varias
técnicas cromatograficas, tendo em consideracao o) peso
molecular, solubilidade, carga (ponto isoeléctrico), afinidade,

etc., do produto pretendido.

O composto peptidico aqui descrito pode ser sintetizado
quimicamente de uma forma habitual. Por exemplo, aminodcidos
tendo grupos protectores sao condensados por um método em fase
liguida e/ou um método em fase sdélida, de forma a estender uma
cadeia peptidica, depois, todos os grupos protectores sao dai
removidos, utilizando um &cido e o produto bruto, resultante, é
purificado pelas técnicas de purificacdo acima, para originar o
composto peptidico pretendido. Um residuo de aminodcido pode ser
selectivamente acilado, no local pretendido, por uma acilase ou

aciltransferase.

Encontram-se Dbem estabelecidos varios métodos para a
producao de péptidos e o composto do tipo peptidico aqui
descrito pode ser, também, facilmente produzido por esses
métodos conhecidos. Por exemplo, o composto do tipo peptidico
pode ser sintetizado pelo método cléassico de sintese peptidica

ou pelo método em fase sdlida.

Depois, ¢é descrito um processo de producao do composto
peptidico aqui descrito, através de uma combinacao de tecnologia
de ADN recombinante e sintese quimica, por referéncia a

exemplos.

Os ésteres activos de péptidos do terminal amina, por

exemplo, (1) Boc-Gly-Ser (Bu) -Ser (R10) -Osu,
(2) Boc-Gly-Ser (Bu)-Ser (R10)-Phe-0su e
(3) Boc—-Gly-Ser (Bu)-Ser (R10)-Phe-Leu-0Osu, sao sintetizados
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quimicamente e sdo, depois, ligados a péptidos do terminal
carboxilo, produzidos por tecnologia de ADN recombinante ou
seja, respectivamente, (4) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR, (5)
LSPEHQRVQORKESKKPPAKLQPR e (6) SPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR; ou seija,
(1) é ligado a (4), (2) a (5) e (3) a (6), pelo gque, sao obtidos
compostos peptidicos, cada consistindo respectivamente, em
28 aminodcidos. Especificamente, XXXXZSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR ¢&
expresso em E. coli seguido pela proteccgdo dos seus grupos amina
com Boc2 (0) para originar
BoC—-XXXXZSPEHQRVQQORK (Boc) ESK (Boc) K (Boc) PPAK (Boc) LQPR. Depois, o)
péptido, resultante, é convertido em
NH,-SPEHQRVQQRK (Boc) ESK(Boc)K(Boc) PPAK (Boc) LQPR, por dJguebra com
uma enzima selectiva para o terminal carboxilo do amincdcido Z.
Este composto é misturado com
Boc-Gly—-Ser (Bu) -Ser (R10) -Phe-Leu-0Osu numa solugao aquosa entre
neutra e alcalina débil e o
BocGlySer (Bu) Ser (R10) FLSPEHQRVQQORK (Boc) ESK (Boc) K (Boc) PPAK (B oc)LQ
PR, resultante, ¢é tratado com &cido trifluorocacético, pelo que,

o produto pretendido pode ser obtido.

A notag¢do acima de aminodcidos de uma letra estd de acordo
com uma descricao em Cellular Molecular Biology, 3% edicéao

publicada a 10 de Dezembro de 1997 por Newton Press Co, Ltd.

Além disso, Boc representa t-butiloxicarbonilo, Osu
representa um residuo derivado de N-hidroxissuccinimida, pela
eliminacdo de hidrogénio do seu grupo hidroxilo, Bu representa
um grupo butilo e R10 representa o grupo substituinte do

aminodcido, modificado de acordo com a presente invencao.
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Os sais do composto do tipo peptidico aqui descrito sao, de
um modo preferido, sails farmaceuticamente aceitdveis, incluindo,
por exemplo, sais com bases 1inorgédnicas, sais com bases
orgénicas, sails com Aacidos inorganicos, sails com acidos

orgédnicos e sais com aminodcidos badsicos ou acidicos.

Os exemplos preferidos dos sailis com bases inorgénicas,
incluem salis de metais alcalinos, tails como sais de sdédio, sais
de potassio, etc.; sais de metais alcalino-terrosos, tais como
sais de cédlcio, sais de magnésio, etc.; e sais de aluminio, sais

de amdénio, etc.

Os exemplos preferidos dos sais com bases orgdnicas incluem
sais com trimetilamina, trietilamina, piridina, picolina,
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, diciclo-hexilamina,

N,N’-dibenziletilenodiamina, etc.

Os exemplos preferidos dos sais com 4&cidos inorgénicos
incluem sails com acido cloridrico, 4acido Dbromidrico, 4&acido

nitrico, &acido sulfurico, &acido fosfdérico, etc.

Os exemplos preferidos dos sais com 4&cidos orgénicos
incluem sais com dcido férmico, dcido acético, acido
trifluoroacético, acido fumdrico, acido oxalico, acido
tartdrico, 4acido maleico, &cido citrico, &cido succinico, &cido
malico, 4&cido metanossulfdénico, 4&acido benzenossulfdnico, &acido

p-toluenossulfénico, etc.

Os exemplos preferidos dos sais com aminodcidos Dbdasicos
incluem sais com arginina, lisina, ornitina, etc. e o0s exemplos
adequados dos sails com aminodcidos acidicos, incluem sais com ©

dcido aspéartico, 4acido glutédmico, etc.
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Entre estes sais, o0s sais de sdédio e os sais de potdssio

sdo os mais preferidos.

O composto do tipo peptidico aqui descrito ou o0s seus sais
farmaceuticamente aceitdveis, tem baixa toxicidade e tem uma
accdo indutora da secrecao da GH e estes podem ser administrados
como tal ou apds misturados com veiculos, excipientes, veiculos
intensificadoress, etc., conhecidos, farmaceuticamente
aceitdaveis, a um mamifero (por exemplo, humano, murganho, rato,
coelho, cao, gato, bovino, cavalo, porco, macaco, etc.). No caso
da injecg¢do intravenosa num adulto, a dose diadria é de 0,01 a b5
mg/kg, de um modo preferido, 0,04 a 1,5 mg/kg. Esta dose §¢&,
desejavelmente, administrada uma vez a trés vezes cada dia. O
composto do tipo peptidico aqui descrito € combinado com
veiculos farmaceuticamente aceitdveis e pode ser oral ou
parentérico, sob a forma de preparagdes farmacéuticas sdbdlidas,
tais como comprimidos, cépsulas, granulos, pds, etc. ou como
preparagdes farmacéuticas liquidas, tais como xaropes,

injeccdes, etc.

Os veiculos farmaceuticamente aceitdveis incluem uma ampla
variedade de veiculos orgadnicos ou 1norgédnicos que séo,
normalmente, utilizados como materiais farmacéuticos e estes sao
combinados como veiculos, lubrificantes, ligantes,
desintegrantes, em preparacdes farmacéuticas sélidas ou como
solventes, adjuvantes, agentes suspensores, agentes que conferem
isotonicidade, tampdes e agentes suavizantes, em preparagdes

farmacéuticas ligquidas.
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De acordo com a necessidade, podem ser, também, utilizados
aditivos farmacéuticos, tals como conservantes, antioxidantes,

agentes corantes, adocantes, etc.

Os exemplos preferidos dos veiculos incluem, e. g.,
lactose, acgucar branco, D-manitol, amido, celulose cristalina,
dcido silicico 1leve anidro, etc. Os exemplos preferidos dos
lubrificantes incluem estearato de magnésio, estearato de

cdlcio, talco, silica coloidal, etc.

Os exemplos preferidos dos ligantes incluem celulose
cristalina, acucar branco, D-manitol, dextrina,
hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,

polivinilpirrolidona, etc.

Os exemplos preferidos dos disintegrantes incluem amido,
carboximetilcelulose, carboximetilcelulose de calcio,

croscalomelose de sédio, carboximetilamido de sddio, etc.

Os exemplos preferidos dos solventes incluem 4&gua para
injecgdo, 4&alcool, propilenoglicol, macrogol, &éleo de sésamo,

6leo de milho, etc.

Os exemplos preferidos dos solubilizantes incluem
polietilenoglicol, propilenoglicol, D-manitol, benzoato de
benzilo, etanol, trisaminometano, colesterol, trietanolamina,

carbonato de sdédio, citrato de sdédio, etc.

Os exemplos preferidos dos agentes de suspensao incluem
tensioactivos, tails como estearil trietanolamina, laurilsulfato
de sdédio, &cido laurilaminopropidnico, 1lecitina, cloreto de

benzalcdédnio, cloreto de benzetdnio e monoestearato de glicerina
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e polimero hidrofilicos, tais como polivinilalcool,
polivinilpirrolidona, carboximetilcelulose de sédio,
metilcelulose, hidroximetilcelulose, hidroxietilcelulose e

hidroxipropilcelulose.

Os exemplos preferidos dos agentes que conferem
isotonicidade incluem cloreto de sdédio, glicerina, D-manitol,

etc.

Os exemplos preferidos dos tampdes incluem solugdes tampao,

tais como fosfatos, acetatos, carbonatos, citratos, etc.

Os exemplos preferidos dos agentes suavizantes incluem

alcool benzilico, etc.

Os exemplos preferidos dos conservantes incluem
p-oxiesterbenzoatos, clorobutanol, alcool benzilico, dlcool

fenetilico, A&acido desidroacético, acido sérbico, etc.

Os exemplos preferidos dos antioxidantes incluem sulfitos,

dcido ascoérbico, etc.

A composicao farmacéutica acima proporciona um efeito igual
ou mais elevado do que o efeito da GH, apdés administracao e pode
reduzir varios efeitos secundarios causados pela administracéo

da GH.

Como doencgas atribuiveis a deficiéncia ou diminuic¢do da GH,
doencas as quais pode ser aplicada a composicdo farmacéutica ou
os efeitos da composicao farmacéutica, incluem, mas nao estao
limitadas a activacdo dos osteoblastos e reconstituicdo dssea em

pessoas com nanismo e humanos normais, aumento de forca muscular
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e da quantidade muscular em adultos deficientes em GH, melhoria
de motilidade em adultos deficientes em GH, tratamento
queimaduras graves em criancas, sua utilizacdo combinada com
gonadotrofinas na inducdo da ovulacadao, prevencgcao de anomalias no
metabolismo das proteinas pela administracdo de prednisona,
promocdo da *“educacao” das células T em disturbios imunitdrios
graves, o efeito de inibicdao da reducdo do peso corporal dos
idosos e o efeito de aumento de tecidos gordos adiposos e

prevencgao da atrofia dérmica

Além disso, as doencas ou efeitos nao directamente
correlacionados com deficiéncia ou diminuigdo da GH incluem,
e. g., o efeito de aumento do fluxo pulsdtil, como mostrado no
Exemplo 7 e, deste modo, este é eficaz no tratamento de doencgas

cardiacas, tal como insuficiéncia cardiaca, etc.

0O efeito da composicdo farmacéutica ndo estda limitado a
humanos. Ou seja, este tem um efeito na promogao do crescimento
em animais, na reducdo de gordura na carne, etc., que & igual ou

superior a da GH administrada.

Por exemplo, como mostrado no Exemplo 13, a composicgao
farmacéutica da presente invencdo apresenta uma acg¢ao promotora
do apetite apds administracgado ventricular ou administracéao
intravenosa, consequentemente, esta pode ser utilizada como um

promotor do apetite, no tratamento da anorexia ou sitofobia.

Além disso, como mostrado no Exemplo 14, a composicao
farmacéutica aqui descrita tem uma accdo promotora da motilidade
e da secrecao de acidos gastricos do estdmago e,
consequentemente, pode ser, também, utilizada como um agente no

tratamento doencas funcionais do estdmago, tais como dispepsia
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ndo-diabrética, atonia gastrica leve subita, dispepsia funcional

e refluxo esofédgico.

Além disso, como mostrado por exemplo no Exemplo 15, a
composicado farmacéutica agqui descrita apresenta uma accao de
promogao do crescimento celular na medula &ssea, duodeno e
jejuno, por administragao intravenosa e, deste modo, pode ser
utilizada como um agente de protecgdao da tunica mucosa do
intestino delgado, um agente para a prevencdo de lesdes da
tinica mucosa no intestino delgado, durante a nutricéao

intravenosa e um agente para o tratamento da osteoporose.

Além disso, a composicao farmacéutica descrita acima tem um
efeito no tratamento das doencas ou para melhorar as patologias

fisicas descritas abaixo.

Por exemplo, pode ser utilizada no tratamento estimulante,
para a libertacdo de hormonas do crescimento em idosos, na
prevengdo de efeitos secunddrios catabdélico de corticdides
agcucares, prevengao e tratamento da osteoporose, estimulo do
sistema imunitdrio, promocdo do tratamento de danos, promocdo da
reparacao de 0SS0S partidos, tratamento do atraso no
crescimento, tratamento da insuficiéncia renal ou insuficiéncia
funcional atribuivel ao atraso do crescimento, tratamento de
patologias de insuficiéncia correlacionadas com patologias de
insuficiéncia fisioldgica, incluindo criancas deficientes na
hormona do <crescimento e doencas crénicas, tratamento da
obesidade e atraso do crescimento correlacionado com a
obesidade, tratamento do atraso do crescimento correlacionado
com a sindrome de Plauda-Villi e sindrome de Taner, promogao da
recuperacao de doentes queimados e redugao da hospitalizacao,

tratamento do atraso do crescimento intrauterino, mé-formacéo
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esquelética, doenca hipercorticdide e sindrome de Cusshing,
inducdo da libertacdo da hormona do crescimento pulsatil,
substitui¢do da hormona do crescimento em doentes com stress,
ma-formacdo da cartilagem, sindrome de Noonan, esquizofrenia,
depressao, doenca de Alzheimer, tratamento do atraso na
reparacao de danos e privagdo fisico-social, tratamento da
insuficiéncia pulmonar e dependéncia de orgado respiratédrio,
diminuicdo da reaccdao catabdlica das proteinas apds operacao
significativa, diminuicdo da perda de proteina e cachexia
causada por doencas crodnicas, tais como cancro e SIDA,
tratamento do hiperinsulinismo, incluindo nesidioblastose do
pancreas, terapia com adjuvante para a inducdo da ovulacdo e
tratamento de doentes com repressdo imunitdria, melhoria da
forca muscular e motilidade, manutencao da espessura da pele em
idosos, homeostase metabdlica e homeostase renal, estimulo dos
osteoblastos, a reformacdo o6ssea e estimulo do crescimento da
cartilagem, de forma a estimular o crescimento do timo e
prevenir a deterioracao da funcdo timica que acompanha o

envelhecimento.

Além disso, sao, também, esperados os efeitos seguintes em
animais. Por exemplo, ¢é feita referéncia a um aumento na taxa de
crescimento dos animais, um aumento na producdo de leite e da
pelagem em animais, estimulo do sistema imunitdrio em animais de
estimacdo, tratamento de doencas causadas pela idade avancada em
animais de estimacao, promogcao do crescimento de animais

domésticos e um aumento da pelagem em ovelhas.

Um anticorpo cujo antigénio é um péptido modificado com um
dcido gordo aqui descrito, tendo uma actividade de libertacao de
Ca ou uma actividade de inducédo da secrecgao da GH, pode ser

obtido através de um método conhecido na técnica. O anticorpo
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pode ser um anticorpo monoclonal ou policlonal e pode ser obtido
através de um método conhecido na técnica. Além disso, um método
de medicdo do péptido modificado com um &cido gordo, utilizando
o referido anticorpo e um kit de medicdo, utilizando o referido
método de medicgdo pode utilizar, também, um método conhecido na

técnica.

Como descrito no Exemplo 17, sao, respectivamente,
preparados anticorpos contra os péptidos do terminal amina e
carboxilo da grelina e, dado gque este uUltimo reconhece serina na
32 posicdo, modificada com um &cido gordo, ambos os anticorpos
podem ser utilizados para separar e quantificar grelina
modificada com um Aacido gordo e grelina a partir da qual o acido

gordo foi eliminado.

Os anticorpos contra péptidos do terminal amina e carboxilo
da grelina podem ser obtidos através de um método conhecido e

estes podem ser anticorpos monoclonais ou policlonais.

Pode ser, também, produzido, da mesma forma, um anticorpo
que reconhece, especificamente, uma cadeia lateral do 3° residuo
de aminodcido (de um modo preferido, um &acido gordo) e que se
liga a um péptido parcial do terminal amina do composto do tipo
peptidico, para o presente composto do tipo peptidico, tendo um
aminodcido modificado na 3% posicdo do terminal amina ou um seu
sal farmaceuticamente aceitdvel. Além disso, pode ser, também,
produzido, da mesma forma, um anticorpo que se liga,
especificamente, ao péptido tendo um aminocdcido modificado,
contra o composto do tipo peptidico agui descrito ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.
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E aqui, também, descrito um kit de teste compreendendo uma
combinacdo de um anticorpo que reconhece, especificamente, uma
cadeia lateral do aminodcido modificado e um anticorpo gue
reconhece aminodcidos (ou um péptido), excluindo o aminodcido
modificado e/ou um composto ndo—-aminoéacido, de um modo
preferido, um anticorpo contra um péptido parcial do terminal
carboxilo do composto do tipo peptidico ou de um seu sal
farmaceuticamente aceitdavel, como descrito acima.

E aqui descrito um método de ensaio em que o composto do
tipo peptidico, tendo um aminodcido modificado, de um modo
preferido, um aminodcido acilado ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel e o composto do tipo peptidico ndo contendo um
aminodcido modificado ou um seu sal farmaceuticamente aceitével,
sdao separados e detectados pela utilizacdao do referido kit de

teste.

Depois, o método de ensaio e o kit de teste descritos acima
sdo descritos por referéncia as suas formas de realizacdo, dque,

no entanto, nao pretendem limitar a presente invencao.

Ou seja, o método de ensaio inclui, por exemplo, (i) um
método de quantificacdo do composto do tipo peptidico, etc., da
presente i1invencao, numa solucao de teste, o qual compreende
permitir a reacgao competitiva de um material de teste numa
solucao de teste e o composto do tipo peptidico marcado, etc.,
da presente invencao, com um anticorpo contra o composto do tipo
peptidico, etc., da presente invengao e, depois, a determinacéao
da proporgao do composto do tipo peptidico marcado, etc., da
presente invencao, ligado ao referido anticorpo e (ii) um método
de quantificacdo das proteinas, etc., da presente invencdo, numa

solucao de teste, compreendendo permitir a reacgao de uma
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solucdo de teste com o anticorpo aqui descrito, insolubilizado
num veiculo e outro anticorpo marcado aqui descrito,
simultaneamente ou sucessivamente e, depois, a medicao da
actividade do agente de marcacdo no veiculo insolubilizante e/ou
a actividade do agente de marcacdao nao capturado no veiculo
insolubilizante. Nos métodos de quantificacao (i) e (ii), &
preferido, que um anticorpo seja um anticorpo que reconheca uma
regido do terminal amina da proteina, etc., aqui descrito,
enquanto que outro anticorpo seja um anticorpo gue reaja com uma

regido do terminal carboxilo da proteina, etc. aqui descrito.

No método de ensaio, o composto do tipo peptidico, etc.,
aqui descrito, pode ser utilizado o anticorpo monoclonal contra
o referido composto (também designado, depois, como anticorpo
anti-proteina), nao, apenas, para quantificar a proteina, etc.,
aqui descrito, mas, também, para a sua deteccdo por coloracao de

tecidos, etc.

Para estes objectivos, pode ser wutilizada a prépria
molécula de anticorpo e uma fraccdao F(ab’),, Fab’ ou Fab da

molécula de anticorpo.

0O método de quantificacdo do composto do tipo peptidico,
etc., aqui descrito, pela utilizacdo do referido anticorpo, nao
é, particularmente, limitado, desde que o método compreenda a
deteccdo da quantidade de anticorpo correspondente a quantidade
de antigénio (e. g., a quantidade de proteina), o antigénio ou
um conjugado antigénio-anticorpo numa solucao de teste, através
meios quimicos ou fisicos e o cdlculo deste com base numa curva
padrao preparada utilizando solugdes padréao, contendo
qgquantidades conhecidas do antigénio. Por exemplo, de um modo

preferido, sao utilizados a nefelometria, o método competitivo,
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o método imunométrico e o método de sanduiche, mas o método de
sanduiche descrito depois é, de um modo preferido,
particularmente, utilizado no que respeita a sensibilidade e

especificidade.

Para um método de medicao utilizando uma marcagao no método
de ensaio aqui descrito, a marcacdo inclui, e. g., um isdtopo
radioactivo, uma enzima, um material fluorescente e um material
luminescente.

C oz . . . . 125

O 1sdétopo radiocactivo 1inclui, por exemplo, I

14C, etc.

A enzima €, de um modo preferido, uma enzima estdvel com
actividade especifica elevada, que inclui, por exemplo,
R—-galactosidase, B-glucosidase, fosfatase alcalina, peroxidase e

desidrogenase do malato.

0 material fluorescente inclui, por exemplo, fluorescamina

e i1socianato de fluoresceina.

O material luminescente inclui, por exemplo, luminol,

derivados do luminol, luciferina e lucigenina.

Além disso, pode ser, também, utilizado um sistema
biotina-avidina para a ligagdo da marcagcao ao anticorpo ou

antigénio.
Posteriormente, a presente invencdo & descrita mais

detalhadamente por referéncia aos Exemplos. A  menos que

especificado de outra forma, os meios de manipulacdao genética

111



estiveram de acordo com Molecular Cloning (Sambrook et al.,

1989) .

Exemplo 1. Criacgdao de um estirpe celular expressando GHS-R

e medicdo de actividade de libertacao de Ca.

Para o ensaio de um aumento na concentracao intracelular de
ides de cdlcio (actividade de libertacdo de Ca) ocorrendo apds a
ligacdo de um secretagogo da GH (GHS) ao receptor do GHS
(GHS-R), foi criada uma estirpe celular expressando GHS-R de
rato, da seguinte forma. Foi obtido um ADNc completo do GHS-R de
rato por RT-PCR (reaccadao em cadeia da polimerase - transcritase
reversa) em que foi utilizado ADNc derivado de cérebro de rato
como molde. Foram sintetizados iniciadores sentido e
antissentido consistindo nas sequéncias nucleotidicas seguintes,
a partir da sequéncia nucleotidica conhecida de GHS-R de rato
[K. K. Mckee et al., Molecular Endocrinology 11, 415-423
(1997) 1.

Iniciador sentido: 5’-ATGTGGAACGCGACCCCCAGCGA-3'

Iniciador antissentido: 5’—-ACCCCCAATTGTTTCCAGACCCAT-37’

0 ADNc amplificado foi ligado ao vector PCDNATIII
(Invitrogen) para construir o vector de expressdo GHSR-pcDNAIIT.
As células CHO foram transformadas através do vector de
expressao e as células transformadas, expressando GHS-R de forma
estdvel, foram seleccionadas num meio contendo G418 1 ug/mL. A
estirpe celular CHO-GHSR62 seleccionada respondeu a GHRP-6 10 *°
a 10° M (hexapéptido de Libertacdo da Hormona do Crescimento).

Foi medida a modificacdo na concentracao intracelular de ides de

112



cdlcio (actividade de 1libertacdo de Ca) através de um sistema
FLIPR (Molecular Device). Antes desta medicao, foram colocadas
4 X 10° células CHO-GHSR62 numa microplaca de 96 pocos com
paredes negras (Corning, Ltd) e foram cultivadas durante 12 a
15 horas. Depois, as células foram incubadas com Fluo4
fluorescente 4 uM (Molecular Probe Co., Ltd), durante 1 hora e
foram lavadas quatro vezes com BSS de Hank (Solugdo Salina
Equilibrada de Hank), contendo Hepes 20 mM
([N-2-hidroxietil]-piperazina-N-[acido 2—-etanossulfénicol]) e
probenecida 2,5 mM e a actividade de 1libertacao de Ca foi
ensaiada por adicdo a uma amostra e medicdo da modificacao da

fluorescéncia.

Exemplo 2. Purificacdo de um péptido indutor da secrecdo da

GH enddégena

Utilizando as células CHO-GHSR62 descritas no Exemplo 1,
foi examinada uma ampla variedade de tecidos e drgaos derivados
de rato em termos da sua actividade de libertacdao de Ca e,
consequentemente, foi verificado que um extracto peptidico
derivado do estdbmago de rato tem uma actividade significativa de
libertacao de Ca, mesmo numa pequena gquantidade de 0,5 mg.
Consequentemente, foi purificado um péptido tendo a actividade
de libertacao de Ca, a partir de um extracto de estdmago de

rato, por varios tipos de cromatografia.

Foram levadas a ebulicdo 40 g de estdmago de rato, fresco,
durante 5 minutos, em 5 vezes &gua em ebulicgdo, para inactivar
as proteases ai presentes. Apds o arrefecimento, a amostra
fervida foi colocada em AcOH 1 M-HC1 20 mM, seguida da extraccgao

do péptido com um misturador Polytron. O extracto foi
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centrifugado a 11000 rpm durante 30 min. e o sobrenadante foi
concentrado em cerca de 40 mL num evaporador. O concentrado foi
precipitado com acetona, pela adigdao de acetona a este, numa
concentracao de 66% e, apds a remocgao dos precipitados formados,
a acetona no sobrenadante foi evaporada. O sobrenadante foi
aplicado numa coluna pré-empacotada Sep-Pak C18 de 10 g (Waters
Co, Ltd), anteriormente equilibrada com TFA (acido
trifluoroacético) a 0,1%, foli lavado com CHsCN a 10%/TFA a 0,1%
e, depois, foi eluido com CHsCN a 10%/TFA a 0,1%. A amostra foi
liofilizada, apdés o solvente no eluido ter sido evaporado. A
amostra liofilizada foi dissolvida em AcOH 1 M e absorvida em
SP-Sephadex C-25 (tipo H'), previamente equilibrada com AcOH 1 M.
L amostra foi eluida gradualmente com AcOH 1 M, depois, com
piridina 2 M e, finalmente, com piridina-AcOH 2 M (pH 5,0), pelo
que, foram obtidas 3 fracgdes ou seja, respectivamente, SP-I,
SP-II e SP-III. A fracgao SP-III foi aplicada a uma coluna de
filtragdo em gel Sephadex G-50 e foi ensaiada uma aliquota de
cada fraccgao, para a actividade de 1libertacdo de Ca, pela
utilizacdo das células CHO-GHSR62. Na Fig. la ¢é mostrado um
perfil de cromatografia em coluna Sephadex G-50 e as fraccgdes
activas (fraccgdes 43 a 48 na Fig. la), tendo pesos moleculares
de cerca de 3000, foram fraccionadas por cromatografia liquida
de elevado desempenho (HPLC) por permuta idnica CM numa coluna
TSK CM-2SW (4,6 x 250 mm, Tosoh Corp.) a pH 6,4. As fraccgdes
activas ©por CM-HPLC foram fraccionadas secundariamente por
CM-HPLC, na mesma coluna, a pH 4,8 (Fig. 1lb). As fraccdes
activas (tempo de eluicdo de 55 a 56 minutos, na Fig. 1lb) foram
purificadas até a homogeneidade por HPLC de fase reversa numa
coluna pBondasphere C-18 (3,9 x 150 mm, Waters Co., Ltd). Foram
purificados 16 pg de um péptido tendo uma actividade de
libertacgao de Ca e designado como grelina, a partir de 40 g de

estbmago de rato.

114



Exemplo 3. Andlise estrutural da grelina

A sequéncia de aminodcidos da grelina purificada derivada
de rato foi determinada por um sequenciador de péptidos
(ABI 494, Applied Biosysytems Co, Ltd). A grelina era um péptido
composto por 28 residuos de aminodcido, consistindo na sequéncia
seguinte: Gly Ser Xaa Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln
Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg em
que Xaa € um aminodcido nao identificado. Com base na sequéncia
nucleotidica do ADNc de rato, foi estimado gque Xaa fosse Ser,

indicando uma determinada modificacdao da Ser no péptido.

Consequentemente, a grelina nao modificada com serina na 3°@
posicao do terminal amina, foi sintetizada quimicamente por um
sintetizador de péptidos (ABI 433A, Applied Biosystems Co, Ltd).
Dado que o tempo eluicdo da grelina sintética nao modificada em
HPLC de fase reversa foi, significativamente, diferente do da
grelina natural (Fig. 2a), foi verificado dque a grelina
sintética nao modificada era mais, significativamente,

hidrofilica do que a grelina natural.

A partir do resultado acima, foi verificado que na grelina
natural, a serina na 32 posicdo do terminal amina (32 serina)

fol modificada com um residuo hidrofdbico.

Para revelar o grupo modificante da 3@ serina, a grelina
purificada foi analisada por espectrometria de massa de
ionizagdo por electrovaporizagdo (ESI-MS). O peso molecular
determinado (3314,9 + 0,7) da grelina natural foi superior em
cerca de 126 ao peso molecular (3188,5) do péptido da grelina

nao modificada que foi estimado a partir da sequéncia
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nucleotidica do ADNc. A partir do resultado acima, foi
verificado que o grupo hidroxilo da 32 serina da grelina natural

foi modificada com o &dcido gordo n-octanoilo (C8:0).

Para confirmar isto, o péptido n-octanoil(C8:0)grelina foi
sintetizado guimicamente e examinado para o seu tempo eluicdo em
HPLC de fase reversa. Na sintese quimica do péptido
n-octanoilico (C8:0), foi sintetizado um péptido em que todos os
grupos funcionais excepto o grupo hidroxilo da 32 serina foram
protegidos pelo método Fmoc em fase sdélida, wutilizando um
sintetizador de péptidos (ABI 4337, Applied Biosystems Co, Ltd)
e, depois, o péptido pretendido foi obtido por acilacado do grupo
hidroxilo da 3 serina com acido n-octandico e
etil-3-carbodi-imida (3-dimetilaminopropilo), na presenca de
4—(dimetilamino)piridina. 0O péptido n-octanoilico sintético
apresentou o mesmo tempo eluicao que a grelina natural
purificada (Fig. 2a). Além disso, o péptido n-octanoilo
sintético e um fragmento de péptido na 12 a 42 posigdes a partir
do terminal amina (Glyl-Phe4) que foi obtido por tratamento da
grelina natural com qguimiotripsina, apresentaram o mesmo tempo

de retencao em HPLC de fase reversa.

A partir do resultado acima, foi concluido que a grelina
natural derivada de rato tem a sequéncia de aminodcidos
estabelecida na SEQ ID N°: 2, em que o grupo hidroxilo da 3@
serina foi acilado com 4&cido n-octandéico (dcido caprilico)

(Fig. 2c).
Além disso, grelina humana foi purificada a partir de um

extracto de estdmago humano e foil verificado gque a sua estrutura

tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 3, em
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que o grupo hidroxilo da cadeia lateral da 32 serina foi acilado
com acido n-octandico (4cido caprilico) (Fig. 4a).

As estruturas das grelinas derivadas de rato e de humano
foram determinadas, wutilizando os ©purificados das fraccgdes
activas na Fig. 1b, como fraccdes do primeiro pico (tempo de
eluicao de 55 a 56 minutos) e, apds purificacao, foi, também,
analisada a estrutura de outras fracgdes activas na Fig. 1b, da
mesma forma, indicando a presenca de, nao, apenas, acido
caprilico (C8:0) mas, também, seu &cido monoeno (C8:1), 4acido
céprico (C10:0) e o seu &acido monoeno (Cl0:1) e &cido 1l&aurico
(Cl2:0) e o seu é&cido monoeno (Cl2:1) como o 4&acido gordo

modificante da 32 serina.

Além disso, foram purificadas grelinas de galinha, enguia e
ra, a partir de extractos de estdbmago, da mesma forma gue no
Exemplo 2 e foram analisados em termos da sua estrutura, da
mesma forma que no Exemplo 3. Foi verificado gue a grelina de
galinha tem a sequéncia de aminodcidos apresentada na
SEQ ID N°: 25, a grelina de enguia tem a sequéncia de aminodcidos
apresentada na SEQ ID N°: 26 e a grelina de ra tem a sequéncia
de aminocdcidos apresentada na SEQ ID N°: 27 e, em todas as
grelinas, o grupo hidroxilo da cadeia lateral da 32 serina foi

acilado com acido n-octandico (&cido caprilico).

Além disso, foram purificadas grelinas de ra (Xenopus
laevis), peixe (truta arco-iris) e caninas, a partir de
extractos de estdémago, da mesma forma que no Exemplo 2 e foram

analisadas para a sua estrutura, da mesma forma que no Exemplo 3.

Foi wverificado que a grelina de ra tem a sequéncia de
aminodcidos apresentada na SEQ ID N°: 28, a truta arco-iris

grelina tem a sequéncia de aminodcidos apresentada nas
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SEQ IDN°: 29 e 30 e a grelina canina tem a sequéncia de
aminodcidos apresentada na SEQ ID N°: 31 e, em todas as
grelinas, o grupo hidroxilo da cadeia lateral da 32 serina ou

treonina foil acilado com &dcido n-octandico (&cido caprilico).

Foram obtidas a grelina-23, consistindo em 23 residuos de
aminodcido, mostrada na SEQ ID N°: 29 e a grelina-20 de
consistindo em 20 residuos de aminodacido, mostrada na

SEQ: ID N°: 30, a partir da truta arco-iris.

Exemplo 4. Actividade de libertacadao de Ca da grelina.

A grelina natural e a grelina sintética modificada com
n-octanoilo apresentaram uma actividade de libertacdo de Ca, mas
a grelina sintética ndo modificada nao apresentou uma actividade
significativa de libertacédo de Ca (Fig. 2b). Além disso, uma vez
que o 4acido n-octandico ou uma mistura de &cido n-octandico e
grelina sintética nado modificada nédo apresentaram uma actividade
significativa de libertacao de Ca, foi verificado que o residuo
dcido n-octandico na grelina natural constitui uma estrutura
importante da actividade de 1libertacdao de Ca. Depois, grelina

refere-se a [0O-n-octanoil-serina 3]-grelina (Fig. 2c).

Em células CHO-GHSR62, a grelina apresenta uma actividade
mais elevada de aumento da concentracdao intracelular de ides de
cdlcio (actividade de 1libertacdo de Ca) do que a GHRP-6,
enquanto que a GHRH (hormona de libertacdo da GH, expressa como
GRF na Fig. 3?2) nao apresenta actividade de libertacdo de Ca
(Fig. 3b). A actividade de 1libertacao de Ca da grelina foi
identificada numa concentracdo de 10-'" M ou superior e a sua ECs

foi de 2,5 nM. A actividade de libertacdo de Ca da grelina foi
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inibida na presenca de antagonista especifico ([D-Lys 3]-GHRP-6)
10-* M paro GHS-R [R. G. Smith, et al., Science 260, 1640-1643
(1993)] e a actividade de 1libertacao de Ca foili restabelecida
numa concentracdao elevada de grelina, na auséncia do antagonista
(Fig. 3b). O resultado acima i1indica que a actividade de
libertacdo de Ca da grelina é inibida de um modo antagonistico,

pelo antagonista especifico paro GHS-R.

Exemplo 5. ADNc para um precursor da grelina e sua

expressdao em varios 6rgéaos

A sequéncia de aminodcidos da grelina nao apresentava
qualquer homologia com as sequéncias de aminodcidos de qualquer
péptido conhecido, mas em resultado de uma pesgquisa de homologia
na base de dados GenBank, foi encontrada a mesma sequéncia numa
sequéncia EST de rato (Marcacdo de Sequéncia Expressa) (N° de
aceitacao do GenBank AI549172). Foram sintetizados seguintes os

iniciadores de PCR, com base nesta sequéncia EST:

Iniciador sentido: 5’-TTGAGCCCAGAGCACCAGAAA-3'

Iniciador antissentido: 5’-AGTTGCAGAGGAGGCAGAAGCT-3'

Estes 2 iniciadores foram utilizados em RT-PCR, em que foi
utilizado um ADNc derivado de estdmago de rato como molde. As
condig¢des de PCR utilizaram 35 ciclos, cada consistindo em 98 °C
durante 10 segundos, 55 °C durante 30 segundos e 72 °C durante
1 min. O fragmento de ADN amplificado foi utilizado como uma
sonda, para rastrear uma biblioteca de ADNc de estdmago de rato.
Foi obtido um ADNc completo, codificando o derivado da grelina

de rato, por rastreio de cerca de 2 x 10° fagos recombinantes.
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O ADNc da grelina de rato era composto por 501 bases
mostradas na SEQ ID N°: 6, codificando um precursor da grelina
(pré-prdé—-grelina) composto por 117 aminodcidos (Fig. 4a). Os
23 residuos de aminodcido do terminal amina do precursor da
grelina apresentaram propriedades de péptido sinal. A grelina
inicia na glicina 24 e os 2 ultimos aminodcidos (Pro-Arg) na
grelina madura eram numa sequéncia que sofre quebra com uma

protease.

Foi sujeita a rastreio, uma biblioteca de ADNc de estdmago
humano, utilizando ADNc de grelina de rato, sob condigdes de
pouco graves, de forma a obter um ADNc completo da grelina
humana. A biblioteca de ADNc de estdmago humano foi preparada a
partir de ©poli(A)'ARN gdstrico humano (Clontech, Ltd) pela
utilizacdo de um kit de sintese de ADNc (Pharmacia, Ltd). O ADNc
completo da grelina humana, deste modo, obtido era composto por
511 bases mostradas na SEQ ID N°: 7, codificando um precursor da
grelina humana (pré-pré-grelina) consistindo em 117 aminodcidos
(Fig. 4a). A homologia ao nivel da sequéncia de aminoacidos,
entre os precursores da grelina, derivados de rato e de humano,
foi de 82,9%, revelando que as grelinas sadao altamente

conservadas entre espécies.

O poli(A) ARN isolado a partir de vdrios tecidos de rato foi
analisado, de forma a conhecer a distribuigdao da grelina nos
tecidos (Fig. 4b). Pela andlise de transferéncia de Northern dos
tecidos de rato, foi identificado um ARNm precursor da grelina
com 0,62 kb, no estdbmago. Foram, também, identificadas duas
bandas ténues no ventriculo e estas correspondiam a ARNm com
6,2 kb e 1,2 kb, os quais eram maiores do que o ARNm no estdmago,
sugerindo, deste modo, a existéncia de um processamento de ARNm

diferente do do estdmago. A partir do resultado acima, foi
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verificado que o estdbmago é um local principal de expressao da

grelina.

Exemplo 6. Efeito da grelina sobre a secrecdo das hormonas

pituitarias

Foi examinado, in vitro e 1in vivo, se grelina tem ou néao
actividade de indugao da secrecgao da GH. Em primeiro lugar, foi
examinado o efeito da grelina sobre as células cultivadas
primarias da pituitdria anterior num ensaio in vitro. Foram
recolhidas pituitdrias anteriores, a partir de ratos SD do sexo
masculino com 4 semanas e foram dispersadas por tratamento com
colagenase e as células foram recolhidas, lavadas duas vezes com
meio DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco) contendo FCS
(soro bovino fetal) a 10% e um antibidético e foram suspensas em
meio DMEM, para preparar células cultivadas ©primarias da
pituitdria anterior. Foram inoculadas 5 x 10° células numa placa
de cultura celular de 96 pocgos, revestida com poli-D-lisina e
foram cultivadas durante 3 a 4 dias. O meio de cultura foi
substituido por meio DMEM, contendo 0,1 mL de amostra e foi
mantido a 37 °C, durante 15 minutos. Foi recolhida uma aliquota
do meio de cultura, que foi medida por radioimunoensaio para as
concentragdes de varias hormonas pituitdrias no meio de cultura.
De entre as hormonas pituitdrias, foram medidas GH, FSH, LH, PRL
e TSH, utilizando um kit produzido por Biotrak/Amersham, Ltd e a
ACTH foi medida, utilizando um kit EIA, de elevada

sensibilidade, produzido por Peninsula Laboratories.
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Quando foi adicionada grelina a células cultivadas
primdrias da pituitdria anterior, foi verificado um aumento da
concentracdo intracelular de 1id6es de calcio, enquanto que a
grelina nao modificada sintética apresentou, também, uma
actividade ligeiramente aumentada de libertacado de Ca (Fig. b5a).
Este resultado indica que, tanto a grelina, como a grelina néao
modificada, actuam directamente sobre as células da pituitdaria.
Depois, a actividade de inducdo da secrecadao da GH da grelina foi
examinada, utilizando as células cultivadas ©primédrias da
pituitdria anterior e pela adicdo de grelina 10° M, a
concentracao de GH na cultura estava aumentada, dependendo da
concentracao, mas nao foi observado qualquer aumento nas
concentragdes de outras hormonas pituitdrias (FSH, LH, PRL, TSH)

(Fig. 5Db).

A actividade de inducdo da secrecdo da GH pela grelina foi
examinada in vivo. Apds terem sido injectados intravenosamente
10 pg de grelina sintética num rato do sexo masculino (250 g),
foi recolhido sangue, periodicamente, durante até 60 minutos,
para medicdo da concentracdo das hormonas pituitdrias no plasma,
por radioimunoensaio. De entre as hormonas pituitdrias, apenas a
GH foi 1libertada no sangue e atingiu o nivel madximo em 5 a
10 minutos apds a injecgado intravenosa da grelina. A partir
deste resultado, foi verificado que grelina libertada a partir
do estdmago para o sangue, actua sobre as células da pituitéaria
anterior e liberta GH no sangue e foil confirmado que a grelina é
uma substéncia indutora da secrecdo da GH enddgena especifica,

nao identificada.
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Exemplo 7. Aumento do débito cardiaco no rato

Foi examinado o efeito da administracdao aguda da grelina no
sistema cardiovascular de um rato sob anestesia. Foram divididos
ratos Wistar do sexo masculino (Carerie), pesando, cada, 220 a
250 g, aleatoriamente, em 4 grupos (grupos aos quais foram
administradas, respectivamente, 10, 1, 0,5 e 0,2 ug de grelina),
para examinar o efeito da administracdo aguda da grelina sobre o
sistema cardiovascular. A  grelina foi diluida com soro
fisiolégico e, depois, foil preparada uma dose de 10, 1, 0,5 ou
0,2 pg/rato e foram administrados, rapidamente, 120 ulL, através
de um tubo de injeccdo (PE50), o qual tinha sido inserido na

veia jugular comum direita, para a medicdo do débito cardiaco.

A pressao sanguinea sistémica e o débito cardiaco foram
medidos e a resisténcia vascular periférica foi calculada como
um indicador dinédmico. Os ratos foram anestesiados com
pentobarbital e fixados na posicdao dorsal. Para a medicao da
pressadao sanguinea média, foi inserida uma cédnula de polietileno
(PE50), cheia com heparina, na artéria femural direita. O débito
cardiaco foi medido utilizando um medidor do débito cardiaco
(CARDIOTHER M500R) do tipo de diluicao térmico. Foi inserido um
tubo de injeccdo (PE50), cheio com soro fisioldgico, na veia
jugular comum direita do rato e foi conservado no ventriculo
direito. Foi inserido um micro-cateter na veia de veia jugular
comum direita do rato e foi conservado na parte inicial da
aorta. A infusdo wutilizou 100 wuL de soro fisioldgico a
temperatura ambiente (25 °C). A medicdo do débito cardiaco foi
iniciada, pressionando o botdo MEDIDA do medidor do débito
cardiaco do tipo de diluicao, térmico e, simultaneamente, pela
injecgdao da infusdo (100 uL de soro fisioldgico). O débito

cardiaco foi medido 5 vezes, para a determinacdao do débito
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cardiaco médio. A pressdao sanguinea média e o débito cardiaco

foram determinados aos 1, 5, 15 e 30 minutos, antes e apds a

administracdo da grelina. A resisténcia vascular periférica foi
determinada pela divisdao da pressdao sanguinea média pelo débito

cardiaco.

Tabela 1

Peso Débito cardiaco (mL/min/kg) apds

corporal (g) administracao de 1 pg de grelina

0 min. 1 min. 5 min. 15 min. 30 min.
Média 230 347 382 367 341 338
SEM 3,7 14,3 10,2 11,5 7,9 8,8
Na tabela, SEM é a média do erro padréao.
Tabela 2
Peso Débito cardiaco (mL/min/kg) apds administracao
corporal (g) de 1 ug de grelina
0 min. 1 min. 5 min. 15 min. 30 min.
Média 237 350 390 392 370 344
SEM 1,0 8,5 7,4 15,8 14,7 13,8

qual foi administrado 1 ug de grelina

Na Tabela,

SEM é a média do erro padrao.
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Foli detectado um aumento do débito cardiaco,

(Tabela 1)

no grupo ao

e no grupo ao




qual foram administrados 10 ug de grelina (Tabela 2), 1 a

5 minutos apds a administracao.

Exemplo 8. Isolamento da grelina e grelina-27, a partir de

vadrias origens

Foi purificada grelina, a partir do extracto de estdmago de
rato, utilizando a actividade de 1libertacdo de Ca como um
indicador, no método descrito no Exemplo 2. A fracgao activa
(tempo de eluicdo de 59 minutos na Fig. 1b) em CM-HPLC
secunddrio foi purificada até a homogeneidade, por HPLC de fase
reversa, numa coluna pBondasphere C-18 (3,9 x 150 mm, produzida
por Waters Co, Ltd) . Esta fraccao foi analisada por
espectrometria de massa de ionizacdo por electrovaporizacao
(ESI-MS), revelando um pico de peso molecular (3187,2 + 0,9) que
era menor, em cerca de 126, do gque o da grelina natural
modificada com acido octandico (C8) consistindo em
28 aminodcidos. A determinacdo da sequéncia de aminodcidos deste
péptido por um sequenciador de péptidos (ABI 494, produzido por
Rhpplied Biosysytems Co, LTd) revelou gque este ¢é um péptido
composto pelos seguintes 27 residuos de aminodcido: Gly Ser Xaa
Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys
Pro Pro 2Ala Lys Leu Gln Pro Arg (Xaa é um aminodcido néao
identificado). Ou seja, este péptido era composto por uma
sequéncia de aminodcidos em que foili eliminada a 132 ou 1432
glutamina da grelina consistindo em 28 aminodcidos. Dado que a
actividade de libertacdo de Ca deste péptido era semelhante a da
grelina com 28 aminodcidos, como mostrado no Exemplo 9, este
péptido foi designado como grelina-27. A grelina-27 humana foi
isolada a a partir do extracto de estdbmago humano, da mesma

forma que a grelina de rato e foili confirmado que consistia na
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sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 11. As
fraccdes dos picos com tempos de retencdao de 64 a 65 minutos em
CM-HPLC secundario foram purificadas e analisadas por
espectrometria de massa de ionizacdo por electrovaporizacao
(ESI-MS), revelando um pico do peso molecular (3341,4 + 0,9).
Dado que este péptido modificado com um dcido gordo era composto
por 28 aminodcidos, este revelou ser um péptido, em que a 3@
serina da grelina (28 aminodcidos) foi modificada com &cido

decandico (C10).

Foi clonado um ADNc codificando um precursor da grelina-27,
obtido da biblioteca ADNc de estdmago de rato preparada no
Exemplo 5, por hibridacdo em placa, em que o fragmento de ADN
amplificado por PCR, preparado no Exemplo 5, foi utilizado como
uma sonda. A sequéncia nucleotidica do ADNc foi determinada e
foi confirmado que codificava o precursor da grelina-27. O ADNc
do precursor da grelina-27 de rato, resultante, era composto
pela sequéncia nucleotidica estabelecida na SEQ ID N°: 14,
codificando o precursor da grelina-27, tendo a sequéncia de
aminodcidos (116 aminodcidos) estabelecida na SEQ ID N°: 12.
Foi, também, clonado um ADNc para o precursor da grelina-27
humana, da mesma forma, como descrito acima e revelou consistir
na sequéncia nucleotidica estabelecida na SEQ ID N°: 15,
codificando o precursor da grelina-27 humana, tendo a sequéncia

de aminodcidos (116 aminodcidos) estabelecida na SEQ ID N°: 13.

Foi clonado um ADNc codificando um precursor da grelina ou
da grelina-27 derivada de porco, a partir de uma biblioteca de
ADNc de porco, de acordo com o método descrito no Exemplo 5, por
hibridagcao em placa, em que o fragmento de ADN amplificado por
PCR, descrito no Exemplo 5, foi utilizado como uma sonda. Foi

determinada a sequéncia nucleotidica do clone de  ADNc,
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resultante, e foi confirmado que codificava um precursor da
grelina porcina ou um precursor da grelina-27 porcina. O ADNc,
resultante, para o precursor da grelina porcina, era composto
pela sequéncia nucleotidica estabelecida na SEQ ID N°: 20,
codificando um precursor da grelina, tendo a sequéncia de
aminodcidos (118 aminodcidos) estabelecida na SEQ ID N°: 18. O
ADNc para o precursor da grelina-27 porcina era composto pela
sequéncia nucleotidica estabelecida na SEQ ID N°: 21,
codificando o precursor da grelina-27, tendo a sequéncia de
aminodcidos (117 aminodcidos) estabelecida na SEQ ID N°: 19.
Consequentemente, a grelina porcina (28 aminoacidos) e a
grelina-27 porcina (27 aminodcidos) sao compostas pelas
sequéncias de aminodcidos estabelecidas nas SEQ ID N°: 16 e 17,

respectivamente.

Foi clonado um ADNc, codificando um precursor da grelina
derivado de enguia, Xenopus laevis ou truta arco-iris, a partir
de varias bibliotecas de ADNc, de acordo com o método descrito
no Exemplo 5, por hibridacao em placa, em que o fragmento de ADN
amplificado por PCR, descrito no Exemplo 5, foi utilizado como
uma sonda. Foli determinada a sequéncia nucleotidica do clone de
ADNc resultante e foi confirmado que codificava o precursor da

grelina.

O ADNc resultante do precursor da grelina de enguia era
composto pelos jogo de nucledétidos estabelecidos na
SEQ ID N°: 36, o ADNc para o precursor da grelina de ra era
composto pelos nucledétidos estabelecidos na SEQ ID N°: 37 e o
ADNc para o precursor da grelina da truta arco-iris era composto

pelos nucledtidos estabelecidos na SEQ ID N°: 38 ou 39.
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Foram obtidos o ADNc codificando o precursor da grelina-23
da truta arco-iris, estabelecido na SEQ ID N°: 38 e a o ADNc
codificando o precursor da grelina-20, estabelecido na

SEQ ID N°: 39.

Foi wverificado, a partir das sequéncias nucleotidicas do
ADNc acima, que o precursor da grelina de enguia tem a sequéncia
de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 32, o precursor da
grelina de ra tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida na
SEQ ID N°: 33 e o precursor da grelina da truta arco-iris tem a

sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 34 ou 35.

Foram obtidas a partir da truta arco-iris a sequéncia de
aminocdcidos do precursor da grelina-23, estabelecida na SEQ ID
N°: 34 e a sequéncia de aminocdcidos do precursor da grelina-20,

na SEQ ID N°: 35.

Foi clonado um ADNc para um precursor da grelina bovina
pelo método de PCR. Ou seja, foi realizada PCR, em qgue foi
utilizado ADN sintético, tendo sequéncias nucleotidicas
concebidas com base em sequéncias de aminodcidos conservadas
entre as grelinas e as grelinas-27 derivadas de rato, humano e
porco, como iniciador e foi utilizada uma biblioteca de ADNc de
estdmago de bovino como molde. O fragmento de ADN, deste modo,
amplificado tem a sequéncia nucleotidica estabelecida na
SEQ ID N°: 24, codificando uma parte do precursor da grelina-27
bovino estabelecida na SEQ ID N°: 23. Consequentemente, a
grelina-27 de bovino tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida
na SEQ ID N°: 22. No fragmento de ADN amplificado pela PCR acima,
utilizando uma biblioteca de ADNc de estdbmago de bovino como
molde, nao estava presente ADN codificando um precursor da

grelina (28 aminoéacidos).
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Os aminodcidos das grelinas derivadas de rato, humano e
porco e das grelinas-27 derivadas de rato, humano, porco e
bovino eram muito semelhantes e, em particular, as sequéncias de
aminodcidos do 1° ao 10° aminodcidos das 7 grelinas descritas

acima, eram completamente idénticas entre si.

Exemplo 9. Comparacgdo da actividade entre varios derivados

da grelina

Foram examinados fragmentos peptidicos, obtidos por
digestadao parcial de grelinas derivadas de rato e de humano, com
vadrias proteases ou péptidos sintetizados quimicamente, para a
sua actividade de libertacdao de Ca, para determinar uma
sequéncia de aminodcidos nuclear e o comprimento de cadeia
6ptimo de um 4dcido gordo modificante, necessario para a
actividade de libertagdo de Ca. A actividade de libertacgao de Ca
da grelina foli expressa em termos da concentragdao da grelina
(ECsp, nM), na gqual € atingida 50% da actividade méxima.
Consequentemente, valores Dbaixos de ECsy sao indicadores de

actividade mais elevada.
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Tabela 3

Comparac¢do da actividade entre varios derivados da grelina
Origem SEQ ID N°: Aminodcidos Acido gordo Actividade
modificante de

libertacdo Observacao

de Ca (ECso, nM)
humano 3 1-28 Acilo (C:8) 2,6 grelina natural
humano 3 1-15 Acilo (C:8) 7,0
humano 3 1-11 Acilo (C:8) 15
rato 2 1-28 Acilo (C:8) 2,9 grelina natural
rato 2 1-15 Acilo (C:8) 8,6
rato 2 1-11 Acilo (C:8) 15
rato 2 1-10 Acilo (C:8) 19
rato 2 1-9 Acilo (C:8) 38
rato 2 1-8 Acilo (C:8) 100
rato 2 1-4 Acilo (C:8) 480
rato 2 16-28 Acilo (C:8) >10000
rato 2 (1-28) + Acilo (C:8) 2,8 grelina-27
(14-28)
rato 2 1-28 Acilo (C:16) 3,1
rato 2 1-28 Acilo (C:10) 2,6
rato 2 1-28 Acilo (C:6) 16
rato 2 1-28 Acilo (C:4) 280
rato 2 1-28 Acilo (C:2) 780

A actividade de libertacdo de Ca da grelina estd presente
do lado do terminal amina. Um péptido proveniente do terminal
amina até ao 4° aminodcido tem uma actividade de libertacdo de
Ca suficiente e um péptido proveniente do terminal amina até ao
10° aminodcido mostra uma actividade significativa de libertacéo
de Ca préximo do da grelina natural. Quando o comprimento de
cadeia de 4cido gordo modificante € C:2 (grupo acetilo), ¢é
produzida uma actividade suficiente e quando o comprimento de

cadeia é C:8 (grupo octanoilo), ¢é alcancada a actividade maxima
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de libertacdo de Ca e, ainda, se o numero de &dtomos de carbono
do &cido gordo for, adicionalmente, aumentado para C:10 (grupo
decanoilo) ou C:16, a actividade significativa de libertacao de
Ca nao se altera. Ou seja, a actividade de libertacdo de Ca mais
significativa é produzida, gquando o 4&acido gordo modificante da

32 gerina do terminal amina contém 8 ou mals atomos de carbono.

Exemplo 10. Sintese de varios derivados da grelina

(1) Sintese de derivados petidicos

Os derivados de aminodcido que ndo Fmoc-"Ser(CsHiy) e
Fmoc—-Ser (CgHi7) e reagentes de sintese, foram adgquiridos a
Perkin Elmer, Novabiochem ou Watanabe Kagaku Co, Ltd. A extenséao
da cadeia peptidica foi realizada, principalmente, pela
utilizacdo do sintetizador Applied Biosystem 433A produzido por
Perkin Elmer e foi construido um derivado de péptido protegido,
em resina, pelo método Boc ou Fmoc. O péptido protegido, em
resina, obtido pelo método Boc foi desprotegido com fluoreto de
hidrogénio anidro (HF), na presenca de p-cresol que, deste modo,
liberta o ©péptido que foi, entdo, purificado. O ©péptido
protegido, em resina, obtido pelo método Fmoc foi desprotegido
com acido trifluoroacético (TFA) ou TFA diluido, contendo varios
purificadores e o péptido libertado foi purificado. A
purificacdo foi realizada por HPLC de fase reversa numa coluna
de C4 ou Cl8. A pureza do produto purificado foi confirmada por
HPLC de fase reversa e a sua estrutura foi confirmada por

andlise da composicdo em aminodcidos e espectrometria de massa.

O péptido da presente invencdo é produzido por um método de

sintese peptidica convencional. Por exemplo, pode ser produzido
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por um método descrito, nos capitulos 2 e 3 de “Biochemical
Experimental Course 1, Protein Chemistry IV”" (Téquio Kagaku
Dojin) ou em “Development of Medicines, a second series, volume
14, Peptide Synthesis (Hirokawa Shoten Co, Ltd).
Consequentemente, os exemplos tipicos do péptido da presente
invencdo sao mostrados abaixo. Especificamente, a sintese de
péptidos acilados ou algquilados ¢é exemplificada abaixo. Além
disso, foi feito reagir um derivado de grelina humana (gque pode
ser abreviado, depois, como hGrelina) ou um derivado de grelina
de rato (que pode ser abreviado, depois, como rGrelina) com
tripsina ou quimiotripsina ou com ambas as enzimas,
sucessivamente, para originar  o0s seqguintes fragmentos da
grelina: 19. Grelina (16-28), 20. hGrelina (1-15), 21. rGrelina
(1-15), 23. hGrelina (1-11), 24. rGrelina (1-11), 25. Grelina
(1-10), 26. Grelina (1-9), 27. Grelina (1-8) e 30. Grelina (1-4).
Depois, estes fragmentos foram isolados por HPLC analitico e
medidos para a sua actividade. 41. [N-Acetil]-Grelina (1-10) foi
preparada de uma forma normal por tratamento da Grelina (1-10)

com N-acetilsuccinimida. O composto N° 2 (grelina de rato)

utiliza um material natural e 10. [Ser® (Butiril)]-rGrelina, 11.
[Ser3(Hexanoil)]—rGrelina, 12. [Ser3(Decanoil)]—rGrelina, 13.
[Ser3(Lauroil)]—rGrelina e 14. [Ser3(Palmitoil)]—rGrelina foram

sintetizadas, da mesma forma que na sintese do Composto 1

(hGrelina) e, depois, foram medidas para a sua actividade.

[Abreviaturas Principais]

Resina HMP; resina de 4-hidroximetil-fenoximetilo

resina Fmoc amida; resina de 4-(2',4’-dimetoxifenil-

Fmoc—aminometil) fenoxiacetamidoetilo

132



Resina PAM; resina de fenilacetoamidometilo

HBTU; hexafluorofosfato de 2-(1lH-benzotriazole-1-11)-

1,1,3,3-tetrametilurdnio

TBTU; tetrafluoroborato de 2-(lH-benzotriazole-1-il)-

1,1,3,3- tetrametilurdnio

HOBt; l-hidroxibenzotriazole

DCC; diciclo-hexilcarbodi-imida

DIPCI; di-isopropilcarbodi-imida

TFA; &acido trifluoroacético

DIPEA; di-isopropiletilamina

TIPS; triisopropilsilano

Fmoc; fluorenilmetoxicarbonilo

Boc; t-butiloxicarbonilo

Trt; tritilo

But; t-butilo

Pmc; 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo

Prl; propionilo
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PhPrl; fenilpropionilo

Bzl; benzilo

Bom; benziloximetilo

Tos; toluenosulfonilo

Cl-Z; 2-cloro-benziloxicarbonilo

Pis; 2-fenilisopropilo

Mtt; 4-metiltritilo

DMF; N,N-dimetilformamida

NMP; N-metilpirrolidona

DMAP; 4-dimetilaminopiridina

HOSu; N-hidroxissucciniimida

Adod; &cido 2-aminododecandico

Aib; &dcido 2-aminoisobutilico

Ape; 4acido 5-aminopentandico

Cha; ciclo-hexilalanina

Dap; 2, acido 3-diaminopropidénico
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Nal; naftilalanina

Nle; norleucina

[Aminodcidos protectores utilizados em sintese]

Método Fmoc:

Boc-Gly, Fmoc-Gly, Fmoc-Ser (But), Fmoc—-Ser (Trt), Fmoc-Glu
(OBut), Fmoc-His (Boc), Fmoc-Gln (Trt), Fmoc-Arg (Pmc), Fmoc-Lys
(Boc), Fmoc—-Pro, Fmoc-Leu, Fmoc-Ala, Fmoc-VvVal, Fmoc—-Phe,
Fmoc-"Phe, Fmoc-Ser (n-CgHiy), Fmoc-"Ser (n-CgHiy), Fmoc-Cys
(n-CgH17), Fmoc-Asp (OPis), Fmoc—-Ser (Bz1l), Fmoc-Cys (Trt),
Fmoc-Dap (Octanoilo), Fmoc—-2-"Nal, Fmoc-2-"Nal, Fmoc-Nle,

Fmoc-Lys (Mtt), Fmoc-Aib-OH, Fmoc-Asp (O-C;His)

Método Boc:

Boc-Gly, Boc-Ser (Bz1l), Boc-Ser (Ac), Boc-Ser (Prl),
Boc-Glu (OBzl), Boc-His (Bom), Boc-Gln, Boc-Arg (Tos), Boc-Lys
(Cl-z), Boc-Pro, Boc-Leu, Boc-Ala, Boc-Val, Boc-Phe, Boc-Cys

(n-CgH17), Boc-Ape Boc-Ser (n-CgHyy)
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[Equipamento utilizado]

(a) Sistema de HPLC analitico

Equipamento: Shimadzu LC-10A System

Coluna: YMC PROTEIN-RP (4,6 mm¢ x 150 mm)

Temperatura da coluna: 40 °C

Eluente: um gradiente linear de acetonitrilo 0 a 50%,

durante 20 minutos, em acido trifluoroacético a 0,1%

Caudal: 1 mL/min.

Deteccao: UV (210 nm)

Volume de injeccgao: 10 a 100 uL

(b) Sistema de HPLC preparativa

Equipamento: Waters 600 Multisolvent Delivery System

Colunas: YMC-Pack-ODS-A (5 pum, 20 mm x 250 mm)

YMC-Pack-PROTEIN-RP (5 uM, C4, 10 mm x 250 mm)

YMC-Pack-PROTEIN-RP (5 uM, C4, 20 mm x 250 mm)

YMC-PROTEIN-RP (4,6 mm$¢ x 150 mm)
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Eluente: Um gradiente linear adequado de concentracado de

acetonitrilo em 4dcido trifluoroacético a 0,1%

Caudal: 10 mL/min. (para a coluna com um diédmetro

interior de 20 mm), 3 mL/min. (para a coluna com um

didmetro interior de 10 mm), 1 mL/min. (para a coluna com

um didmetro interior de 4,6 mm) Deteccdao: 210 nm, 260 nm

Injeccdo: 10 a 2000 uL (foram injectados 2000 ou mais uL

através de uma bomba)

(c) Espectrdémetro de massa

Equipamento: Finigan MAT TSQ700

Fonte de 1des: ESI

Modo de deteccgao de ides: Positivo

Voltagem de vaporizacao: 4,5 kV

Temperatura do capilar: 250 °C

Fase mével: Uma mistura de &cido acético e metanol a 0,2%

(1:1)

Velocidade do fluxo: 0,2 mL/min.

Gama de varrimento: m/z 300 a 1500
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(d) Andlise da sequéncia de aminoédcidos

Equipamento: Applied Biosystem 477A, sequenciador do

modelo 492, produzido por Perkin Elmer

(e) Andlise da composicdo em aminodcidos

Equipamento: Analisador de aminodcidos do modelo L-8500,

produzido por Hitachi, Co, Ltd.

Amostra: A menos que especificado de outra forma, a
amostra foi hidrolizada com HCl1 6 M, a 110 °C, durante

24 horas, num tubo selado.

(2) Exemplo da sintese de um derivado tendo acil serina ou
acil treonina (método  Fmoc, derivados amida do terminal

carboxilo)

Composto 1 hGrelina: GSS(CO-C;Hi5) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Foi tratada Fmoc-Arg(Pmc)-HMP-resina (403 mg, 0,25 mmol,
ABI, Ltd) com piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi
submetida, repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido por
HBTU/HOBt e eliminacdo de Fmoc por piperazina, sequencialmente,
para construir Fmoc—Ser (Bu") -Ser (Trt) -Phe-Leu-Ser (tBu) -Pro-Glu
(OBu") -His (B oc)-Gln(Trt)-Arg(Pmc)-Val-Gln(Trt)-Gln(Trt)-Arg(Pmc)
-Lys (B oc)—Glu(OBut)—Ser(But)—Lys(Boc)—Lys(Boc)—Pro—Pro—Ala—Lys(B
oc)-Leu-Gln(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-resina. Apds Boc-Gly ter sido,
finalmente, introduzido por DCC/HOBt, o péptido protegido, em

resina, resultante, (1,3 g) foi tratado com uma solucao de TFA
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1%$-TIPS 5%-cloreto de metileno (15 mL), durante 30 minutos. O
péptido em resina foi filtrado, foi 1lavado varias vezes com
cloreto de metileno (30 mL), foi lavado com DIEA a 5% (10 mL) e,
depois, com cloreto de metileno (30 mL). O péptido de-Trt em
resina, resultante, (cerca de 1,3 g) foi dilatado com NMP
(10 mL), foram ai adicionados Acido octandico (144,2 mg,
1,0 mmol) e DIPCI (126,2 mg, 1,0 mmol), na presenca de DMAP
(61,1 mg, 0,5 mmol) e foi permitida a reaccdo durante 8 horas. A
resina foil recuperada por filtracdao e foi lavada com NMP e,
depois, com cloreto de metileno, seguido de secagem sob vacuo,
para originar cerca de 1,2 g de péptido protegido em resina, em
que a cadeia lateral da 3@ serina foi adicionada de octanoilo.
Foi adicionado um reagente desprotector (10 mL) a este produto,
consistindo em TFA a 88%-fenol a 5%-TIPS a 2%-H;O0 a 5% e a
mistura foli agitada a temperatura ambiente, durante 2 horas. A
resina foi removida por filtracdo e o filtrado foi concentrado,
seguido pela adicdo de éter aos residuos resultantes, para
formar precipitados. O0Os precipitados foram recuperados por
filtracdo e secos, para originar cerca de 550 mg de péptido
bruto. Foram dissolvidos 200 mg deste produto em 10 mL de agua e
foram aplicados a YMC-Pack-PROTEIN-RP (C4, 20 mm x 250 mm) e
foram eluidos com um gradiente linear de 0 a 54% de acetonitrilo
em acido trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas e
liofilizadas, ©para originar cerca de 120 mg do produto

pretendido.
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(3) Exemplo da sintese de um derivado tendo acil serina ou
acil treonina (método Fmoc, compostos 1 amida do terminal

carboxilo)

Composto 3 Grelina (1-9)-NH,; GSS(CO-C7H.5) FLSPEH-NH,

Foi tratada Fmoc-amida-resina (403 mg, 0,25 mmol, ABI, Ltd)
com piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi submetida,
repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido por HBTU/HOBt e
eliminagcdo de Fmoc por piperazina, sequencialmente, para
construir  Fmoc-Ser (Bu")-Ser (Trt)-Phe-Leu-Ser (Bu") -Pro-Glu(OBu") -
His (Bo c¢)-resina. Apds Boc-Gly ter sido, finalmente, introduzido
por DCC/HOBt, o péptido protegido, em resina, resultante, (cerca
de 550 mg) foi tratado com uma solugao de TFA 1%-TIPS 5%-cloreto
de metileno (10 mL), durante 30 minutos. O péptido em resina foi
recuperado por filtracédo, foi lavado varias vezes com cloreto de
metileno (30 mL), foi lavado com DIEA a 5% (10 mL) e, depois, com
cloreto de metileno (30 mL). O péptido de-Trt em resina,
resultante, (cerca de 750 mg) foi dilatado com NMP (10 mL),
foram ai adicionados 4&cido octandico (144,2 mg, 1,0 mmol) e
DIPCI (126,2 mg, 1 mmol), na presenca de DMAP (61,1 mg,
0,5 mmol) e foi permitida a reaccgdo durante 4 horas. A resina
foi recuperada por filtracdo e foi lavada com NMP e, depois, com
cloreto de metileno, seguido de secagem sob vacuo, para originar
cerca de 800 mg de péptido protegido em resina, em que a cadeia
lateral da 3@ serina foil adicionada de octanoilo. Foi adicionado
TFA (10 mL) a este produto e foi misturado a temperatura
ambiente, durante 30 minutos. A resina foi removida por
filtracdo e o filtrado foi concentrado, seguido pela adicao de
éter aos residuos resultantes, para formar precipitados. Os
precipitados foram recuperados por filtragdo e secos, para

originar cerca de 250 mg de péptido bruto. Foram dissolvidos
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cerca de 200 mg deste produto em 10 mL de &acido acético aquoso a
30%, foram aplicados a YMC-Pack-PROTEIN-RP (C4, 20 mm x 250 mm)
e foram eluidos com um gradiente linear de 0 a 54% de
acetonitrilo em acido trifluoroacético a 0,1% (caudal:
10 mL/min.), durante 60 minutos. As fraccdes pretendidas foram
recolhidas e 1liofilizadas, para originar cerca de 150 mg do

produto pretendido.

(4) Exemplo da sintese de um derivado tendo acil serina ou

acil treonina (método Boc)

Composto 9 [Ser’(Propionil)]-rGrelina(1-28); GSS(CO-CH,CHs)
FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

Foi construida grelina de rato protegida em resina (4-28),
a partir de Boc-Arg (Tos)-Pam resina (0,75 g, 0,5 mmol) através
de guimica Boc e Boc-Ser (CO-CH,CHs)-0H, Boc-Ser(Bzl)-OH e
Boc-Gly-OH foram condensados com metade da resina (1,4 g). A
resina resultante, 1,5 g, foi tratada com uma mistura de HF e
p-cresol (8,5 mL: 1,5 mL), a 0 ©°C, durante 1 hora e o HF foi
evaporado. Foil adicionado éter aos residuos, pelo que foram
obtidos 671 mg de péptido bruto. Esta amostra foi dissolvida em
acido acético a 50% (AcOH), foi aplicada a uma coluna
preparativa YMC-Pack-ODS-2A (5 um, 20 mm x 250 mm) e foi eluida
com um gradiente de 0 a 95% de concentracao de acetonitrilo numa
solugdo de TFA a 0,1%, a uma velocidade de 10 mL/min., durante
75 minutos. As fracgdes contendo o produto pretendido foram
liofilizadas para originar 135,8 mg do péptido bruto. Uma parte
(0,5 mg) deste produto foi aplicada na coluna de YMC-A-302 (C18,
4,6 mm mm x 150) e foi eluida com um gradiente de 15 a 19% de

concentracadao de acetonitrilo, a um caudal de 1 mL/min. Este
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processo de purificacdo foi repetido e as fracgdes pretendidas

foram combinadas para originar 0,41 mg do produto pretendido.

Foram produzidos os seguintes derivados petidicos, tendo
acil serina ou acil treonina, da mesma forma gue na producdo do

Composto 3 ou 9 descrita acima.

Os resultados da espectrometria de massa e da andlise da
composicdo em aminodcidos dos derivados petidicos tendo acil

serina ou acil treonina, sao resumidos abaixo.

Composto 1. hGrelina

ESI-MS 3371,0 (tedérico: 3370,9), composicdo em aminoacidos:
Ser; 3,53 (4), Glx; 5,91 (6), Gly; 1,02 (1), Ala; 1,00 (1), val;
0,96 (1), Leu; 2, Phe; 1,06 (1), Lys; 3,90 (4), His; 0,97 (1),
Arg; 2,87 (3), Pro; 3,87 (4)

Composto 3. Grelina (1-9)-amida

ESI-MS [M+H] ; 1085, 7 (tedrico: 1085, 2), composicgao em
aminodcidos: Ser; 2,45 (3), Glx; 0,98 (1), Gly; 0,99 (1), Leu;
1, Phe; 0,99 (1), His; 1,08 (1), Pro; 0,97 (1)

Composto 4. [Serz(Octanoil), Ser’]-Grelina (1-9)-amida

ESI-MS [M+H] ; 1085, 8 (tedrico: 1085, 2), composicao em
aminodcidos: Ser; 2,46 (3), Glx; 0,98 (1), Gly; 0,99 (1), Leu;
1, Phe; 1,01 (1), His; 1,09 (1), Pro; 0,97 (1)
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Composto 5. [Ser?(Octanoil)]-Grelina (1-9)-amida

ESI-MS [M+H] ; 1211, 7 (tedrico: 1211, 4), composicao em
aminodcidos: Ser; 2,48 (3), Glx; 1,00 (1), Gly; 1,01 (1), Leu;
1, Phe; 1,00 (1), His; 1,11 (1), Pro; 0,98 (1)

Composto 8. [Ser’(Acetil)]-rGrelina

ESI-MS 3231,0 (tedbrico: 3230,7), composicdo em aminodcidos:
Ser; 3,50 (4), Glx; 5,90 (6), Gly; 0,98 (1), Ala; 2,00 (2), Leu;
2, Phe; 1,01 (1), Lys; 4,97 (5), His; 0,99 (1), Arg; 1,99 (2),
Pro; 3,99 (4)

Composto 9. [Ser3(Propionil)]—rGrelina

ESI-MS 3245,0 (tedrico: 3242,8), composicdo em aminodcidos:
Ser; 3,42 (4), Glx; 5,93 (6), Gly; 1,00 (1), Ala; 2,00 (2), Leu;
2, Phe; 1,10 (1), Lys; 4,97 (5), His; 0,99 (1), Arg; 1,99 (2),
Pro; 3,83 (4)

Composto 15. [Ser3(3—Fenilpropionil)]—hGrelina

ESI-MS 3377,0 (tedbrico: 3376,9), composicdo em aminodcidos:
Ser; 3,06 (4), Glx; 5,92 (6), Gly; 0,93 (1), Ala; 0,98 (1), Val;
0,99 (1), Leu; 2, Phe; 1,13 (1), Lys; 4,03 (4), His; 1,08 (1),
Arg; 3,00 (3), Pro; 3,76 (4)

Composto 16. [Ser’(3-Octenoil)]-hGrelina
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ESI-MS 3369,0 (tedbrico: 3368,9), composicdo em aminodcidos:

Ser; 3,59 (4), Glx; 5,91 (6), Gly; 1,00 (1), Ala; 1,02 (1), Val;

0,99 (1), Leu; 2, Phe; 1,15 (1), Lys; 3,97 (4), His; 0,98 (1),

Arg; 2,93 (3), Pro; 3,88 (4)

Composto 28. Grelina (1-8)-amida

ESI-MS [M+H] 948,5 (tedrico: 948,1), composicao em

aminodcidos: Ser; 2,45 (3), Glx; 0,97 (1), Gly; 0,99 (1), Leu;

1l, Phe; 1,00 (1), Pro; 0,97 (1)

Composto 29. Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] 819, 6 (tedrico: 819,0), composicéao em

aminoacidos: Ser; 2,52 (3), Gly; 1,01 (1), Leu; 1, Phe; 1,02

(1), Pro; 1,09 (1)

Composto 30. Grelina (1-6)-amida

ESI-MS [M+H] ; 722,14 (tedrico: 721,8), composicao em

aminoacidos: Ser; 2,47 (3), Gly; 0,99 (1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1)

Composto 31. Grelina (1-5)

ESI-MS [M+H] 636,5 (tedrico: 635,8), composicao em

aminoacidos: Ser; 1,78 (2), Gly; 0,99 (1), Leu; 1, Phe; 1,02 (1)
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Composto 32. Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H] 635, 4 (tedrico: 634,8), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,67 (2), Gly; 1,01 (1), Leu; 1, Phe; 1,01 (1)

Composto 33-2. Grelina (1-4)-amida

ESI-MS [M+H] 522,2 (tedrico: 521,6), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,65 (2), Gly; 0,99 (1), Phe; 1

Composto 34. Grelina (1-3)-amida

ESI-MS [M+H] 375, 2 (tedrico: 374,4), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,66 (2), Gly; 1

Composto 35. [Lys®]-Grelina (1-8)-amida

ESI-MS [M+H] 947,9 (tedrico: 947,1), composicao em
aminoacidos: Ser; 2,70 (3), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,00
(1), Lys; 0,99 (1), Pro; 1,00 (1)

Composto 36. [Arg®]-Grelina (1-8)-amida

ESI-MS [M+H] 975, 8 (tedrico: 975,2), composicao em
aminoacidos: Ser; 2,70 (3), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,01
(1), Arg; 0,99 (1), Pro; 1,00 (1)
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Composto 37. [Lys®]-Grelina (1-6)-amida

ESI-MS [M+H] 763,06 (tedrico: 762,9), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,80 (2), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,01
(1), Lys; 1,00 (1)

Composto 38. [Lys’]-Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H] 650,5 (tedrico: 649, 8), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,79 (2), Gly; 0,99 (1), Phe; 1, Lys; 0,99 (1)

Composto 39. [PPhe’, Lys’]-Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H] 650,5 (tedrico: 649, 8), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,79 (2), Gly; 0,99 (1), Phe; 1, Lys; 0,99 (1)

Composto 40. [N-Aminopentanoil]-Grelina (3-7)-amida

ESI-MS [M+H] 774,77 (tedrico: 774,0), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,80 (2), Leu; 1, Phe; 1,01 (1), Pro; 1,00 (1)

Composto 43. [N-Glicil]-Grelina (3-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 732,77 (tedrico: 731,9), composicao em

aminoacidos: Ser; 1,80 (2), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,01
(1), Pro; 1,00 (1)
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Composto 44. [Leu’]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 345, 7 (tedrico: 845,1), composicao em
aminoacidos: Ser; 1,80 (2), Gly; 1,01 (1), Leu; 2, Phe; 1,02
(1), Pro; 0,99 (1)

Composto 45. [His?’]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 869, 7 (tedrico: 869,0), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com dcido propidnico-adcido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 1,02 (2), Gly; 1,00
(1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), His; 0,95 (1), Pro; 0,99 (1)

Composto 46. [Lys?]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 860, 7 (tedrico: 860,1), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com dcido propidnico-dcido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 1,04 (2), Gly; 1,00
(1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Lys; 1,00 (1), Pro; 1,00 (1)

Composto 47. [Gly?’]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 789, 5 (tedrico: 788, 9), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com dcido propidnico-adcido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 1,14 (2), Gly; 2,01
(2), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Pro; 1,00 (1)

Composto 59. [Thr®(Octanoil)]-hGrelina
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ESI-MS M; 3384,0 (tedrico: 3384,9), composicao em
aminodacidos: Ala; 1,02 (1) Arg; 2,99 (3), Glx; 5,91 (6), Gly;
1,02 (1), His; 1,00 (1), Leu; 2 (2), Lys; 4,05 (4), Phe; 1,00
(1), Pro; 4,06 (4), Ser; 2,66 (3), Thr; 0,94 (1), Vval; 0,96 (1)

Composto 60. [Leuz, Thr3(Octanoil)]—hGrelina

ESI-MS M; 3410,0 (tedrico: 3411,0), composicao em
aminodacidos: Ala; 1,01 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,92 (6), Gly;
1,01 (1), His; 1,01 (1), Leu; 3 (3), Lys; 4,02 (4), Phe; 1,01
(1), Pro; 4,00 (4), Ser; 1,81 (2), Thr; 0,96 (1), Val; 0,97 (1)

Composto 69. [Ser’(4-Metilpentanoil)]-hGrelina

ESI-MS M; 3343,0 (tedrico: 3342,9), composicao em
aminodacidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 2,97 (3), Glx; 5,86 (6), Gly;
1,02 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2, Lys; 4,00 (4), Phe; 1,01 (1),
Pro; 3,99 (4), Ser; 3,54 (4), Vval; 0,98 (1)

Composto 75. [Lys']-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 850, 5 (tedrico: 850,0), composicao em
aminoacidos: Ser; 2,67 (3), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,00
(1), Lys; 1,00 (1)

(5) Exemplo da sintese de um terminal amina acilado

derivado
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Composto 6. [N-octanoil, Ser’]-Grelina (1-9) —-amida;

CsH.5CO-GSSFLSPEH-NH,

Foi tratada resina Fmoc-amida (403 mg, 0,25 mmol, ABI, Ltd)
com piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi submetida,

repetidamente, a introducdo de Fmoc—-aminodcido por HBTU/HOBt e

eliminacdo de Fmoc ©por ©piperazina, sequencialmente, para
construir Fmoc—Gly—Ser(But)—Ser(But)—Phe—Leu—Ser(tBu)—Pro—Glu
(OBu") -His (Boc)-resina. Apds o tratamento com piperazina, o

péptido em resina, resultante, (550 mg) foi lavado com NMP,
foram ai adicionados DIPCI (126,2 mg, 1 mmol) e &cido octandico
(144,2 mg, 1,0 mmol), na presenga de HOBt (135,1 mg, 1 mmol) e
foi permitida a reacgdo durante 4 horas. A resina fol recuperada
por filtracédo, lavada com NMP e, depois, com cloreto de metileno
e seca sob vacuo, para originar cerca de 600 mg de péptido
protegido em resina, em qgue o grupo amina da Gly do terminal
amina foi adicionada de octanoilo. Este produto foi desprotegido
com TFA (10 mL) (tratamento durante 30 minutos), para originar
200 mg de péptido bruto. A totalidade da amostra foi aplicada na
YMC-Pack PROTEIN-RP (5 um, C4, 20 mm x 250 mm) e foi eluida com
um gradiente linear de 0 a 54% de acetonitrilo em 4&cido
trifluorcacético a 0,1% (fluxo: 10 mL/min), durante 60 minutos.

Foram obtidos cerca de 180 mg do produto pretendido.

Valores medidos: ESI-MS [M+H]; 1085,6 (tedérico: 1085,2),
composicdo em aminodcidos: Ser; 2,47 (3), Glx; 0,98 (1), Gly;
1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,02 (1), His; 1,09 (1), Pro; 0,96 (1)
(6) Exemplo da sintese de um derivado contendo serina, tendo uma

cadeia lateral alquilo
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Composto 50. [Ser®(Octil)]-Grelina (1-7) —amida;
GSS (CgHy,7) FLSP—-NH,

Fmoc—-Ser (CgHq7)

Foi adicionado hidreto de sédio, sob arrefecimento em gelo,
(3,19 g, 133 mmol) a uma solucao de Boc-Ser (12,3 g, 53,9 mmol)
em DMF (300 mL) e foi misturado a temperatura ambiente, durante
1,5 horas. Foi ai adicionado iodeto de octano (11,0 mL,
60,9 mmol) e foi misturado a temperatura ambiente, durante
16 horas. Apds ter sido adicionada &agua (40 mL), gota a gota, a
solucao de reacgao, sob arrefecimento em gelo, o solvente foi
evaporado sob vacuo. Os residuos resultantes foram purificados
por aplicacdao a uma coluna de cromatografia em silica gel (gel;
Art9385, Merck, Ltd, eluente; diclorometano:metanol:acido
acético = 120:10:1), wpara originar 6,88 g de Boc—-Ser (CgHi7)
(rendimento, 36,2%), sob a forma de uma matéria oleosa amarela
padlida. Foi adicionado &cido trifluorocacético (120 mL) a este
produto, Boc-Ser (CgHiy) (6,88 g, 21,7 mmol), sob arrefecimento
em gelo e foi misturado durante 0,5 horas a temperatura
ambiente. Apds o &cido trifluoroacético ter sido evaporado, os
residuos resultantes foram dissolvidos em éter dietilico (120 mL)
e foi ai adicionado HC1l 4 N-dioxano (22 mL) que foi misturado,
durante 1 hora sob arrefecimento em gelo. Os cristais
precipitados foram recuperados por filtracao, para originar
5,23 g de H-Ser(CgHy7) .HC1 (rendimento, 96,3%), sob a forma de
cristais incolores. Apds ter sido adicionada trietilamina
(1,40 mL, 10 mmol) a uma suspensao (50 mL) deste produto
H-Ser (CgHy7) .HC1 (2,54 g, 10,0 mmol) em carbonato de hidrogénio
de sdédio a 10%, foi ai adicionada uma solugcao de Fmoc-0su
(5,00 g, 14,8 mmol) em 1,2-dimetoxietano (20 mL), gota a gota, ao

longo de um periodo de 10 minutos e foi misturado a temperatura
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ambiente, durante 16 horas. O0Os 1insoltuveis foram filtrados,
depois foi adicionado diclorometano ao filtrado e a fase
orgédnica foi separada e lavada com uma solugdo de NaCl a 13%. A
fase orgénica foi seca sobre sulfato de sdédio anidro e o
solvente foi evaporado. Os residuos resultantes foram
purificados por aplicacadao coluna de cromatografia de silica gel
(gel; BW-300, Fuji Silicia Co, Ltd, eluente;
diclorometano:metanol = 93:7), para originar 2,75 g de Fmoc-Ser
(CgH17) (rendimento: 62,6%), sob a forma de cristais incolores.
Rf = 0,45 (CHClsz: MeOH = 9:1, silica gel 60Fzs5,, MERCK, Ltd).
Fmoc—"Ser (CgH:7): Rf = 0,45 (CHCls: MeOH = 9:1, silica gel 60Fs4,
MERCK Co., Ltd).

Foi tratada Fmoc-amida resina (400 mg, 0,25 mmol, ABI, Ltd)
com ©piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi submetida,
repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido por HBTU/HOBt e
eliminacdo de Fmoc por ©piperazina, sequencialmente, para
construir Fmoc-Ser (Bu") -Ser (CgH17) ~Phe-Leu-Ser (Bu") -pro-resina.
Apds Boc—-Gly ter sido, finalmente, introduzido por DCC/HOBt, uma
parte (250 mg) do péptido protegido em resina, resultante, foi
tratado com TFA (10 mL), durante 30 minutos. A resina foi
removida por filtracdo e o filtrado foi concentrado, seguido
pela adicédo de éter aos residuos resultantes, para originar
cerca de 120 mg de péptido bruto, sob a forma de precipitados.
Este produto foi dissolvido em AcOH a 5% (10 mL), foi aplicado a
YMC-Pack-0DS-A (5 um, 20 mm x 250 mm) e foi eluido com um
gradiente linear de 0 a 60% de acetonitrilo em Aacido
trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante 60 minutos.
LAs fraccgdes pretendidas foram recolhidas e 1liofilizadas, para

originar cerca de 40 mg do produto pretendido.
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Composto 84. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina

(3-5)-benzilamida;

H-Ape-Ser (CgH17) -Phe-Leu-NH-CH,-Ph

Foi colocada oxima resina (230 mg/0,25 mmol, Novabiochem,
Ltd) num recipiente de reaccado equipado com um filtro de wvidro e
Boc-Leu-OH . H,O (190 mg, 0,75 mmol), previamente dissolvido em
cloreto de metileno (DCM) e seco sobre MgOs, DCC (160 mg,
0,75 mmol), foram ai adicionados 5 mL de DCM e foi agitado
durante a noite. O produto de reaccdo foi lavado varias vezes
com uma quantidade adequada de DCM, DCM/EtOH (1:1) e DCM, por
esta ordem. Apds a introducdo de Leu, <1> foram ai adicionados
10 mL de TFA/DCM a 25%, foi agitado durante 30 minutos e a
resina foi lavada, varias vezes, com DCM, &lcool isopropilico
(iPrOH), DCM e DMF, por esta ordem e <2> foi introduzida no
recipiente de reacgdo uma solucdo preparada pela dissolugao de
0,75 mmo 1 (3 equivalentes) de Boc-aminoacido, 0,75 mmol
(3 equivalentes) de TBTU e 0,75 mmol (3 equivalentes) de HOBt e,
depois, pela adicao de 1,25 mmol (5 equivalentes) de DIPEA em 5
mL DMF num frasco Erlenmeyer e foi agitado durante 1 hora; esta
operacao foi realizada, repetidamente, para condensar 0s
aminodcidos sequencialmente. Finalmente, foram obtidos 370 mg de
resina Boc-NH-(CH;)4-CO-Ser (CgH,7) -Phe-Leu-Oxima. A resina foi
suspensa em cerca de 5 mL de DMF, foram ai adicionados
cloridrato de benzilamina (180 mg, 1,25 mmol), trietilamina
(173 upL, 1,25 mmol) e 4&cido acético (72 uL, 1,25 mmol) e a
mistura foi agitada. Apdés 24 horas, a resina foi filtrada, o
filtrado foi evaporado e o ©péptido protegido com Boc,
resultante, foi precipitado em 10 mL de HC1 1 N. Este produto foi
lavado com &gua e seco, foram ai adicionados 5 mL de TFA e foi

deixado reagir durante 30 minutos, eliminando, deste modo, Boc.
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O TFA foi evaporado e o produto foi precipitado com éter (Et;0),
pelo que, foi obtido o produto pretendido [N-Aminopentanoilo,
Ser’(0Octil)]-Grelina (3-5)-benzilamida, 110 mg. Os compostos 82,

83 e 85 foram sintetizados da mesma forma.

Os seguintes derivados ©peptidicos tendo alquilserina,
excepto os Compostos 82 a 85, foram produzidos da mesma forma

que na producadao do Composto 50, descrita acima.

Os resultados da espectrometria de massa e da andlise da
composicao em aminoacidos dos derivados petidicos tendo

alguilserina, sao resumidos abaixo.

Composto 17. [Ser’(Octil)]-hGrelina

ESI-MS; 3357,0 (tedrico: 3356,9), composicgao em
aminodcidos: Ser; 2,92 (3+1), Glx; 5,94 (6), Gly; 1,00 (1), Ala;
0,98 (1), val; 0,99 (1), Leu; 2, Phe; 1,13 (1), Lys; 4,04 (4),
His; 1,09 (1), Arg; 3,01 (3), Pro; 3,89 (4)

Composto 50. [Ser®(Octil)]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 805, 5 (tedrico: 805,0), composicao em
aminodcidos apds hidrdlise com &cido propidnico-acido cloridrico

(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 0,86 (2+1), Gly; 1,01
(1), Leu; 1, Phe; 1,06 (1), Pro; 0,95 (1)

Composto 51. [Ser®(Octil), °Phe®]-Grelina (1-7)-amida
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ESI-MS [M+H] ; 805, 4 (tedrico: 805,0), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com &cido propidnico-acido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 0,97 (2+1), Gly; 1,00
(1), Leu; 1, Phe; 1,05 (1), Pro; 1,16 (1)

Composto 52. [PSer’(Octil)]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 805, 4 (tedrico: 805,0), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com dcido propidnico-adcido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 1,51 (2+1), Gly; 1,00
(1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Pro; 1,00 (1)

Composto 53. [PSer®(Octil), PPhe’]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 805,5 (tedrico: 805,0), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com dcido propidnico-dcido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 1,51 (2+1), Gly; 1,00
(1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Pro; 1,01 (1)

Composto 67. [Ser®(Bzl)]-hGrelina
ESI-MS M; 3335,0 (tedrico: 3334, 8), composicao em
aminodacidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,92 (6), Gly;

1,00 (1), His; 1,01 (1), Leu; g (2), Lys; 4,00 (4), Phe; 1,02
(1), Pro; 4,08 (4), Ser; 3,58 (4), val; 0,98 (1)

Composto 76. [N-Aminopentanoilo, Ser’(Octil), Lys®]-Grelina

(3-5)—-amida
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ESI-MS [M+H] ; 591, 5 (tedrico: 590, 8), composicao em

aminoacidos: Ser; 0,45 (1), Phe; 1, Lys; 1,00 (1)

Composto 77. [N-Aminopentanoilo, PSer’(0Octil), PPhe’,
Lys’]-Grelina (3-5)-amida

ESI-MS [M+H] ; 591,5 (tedrico: 590, 8), composicao em
aminoacidos: Ser; 0,45 (1), Phe; 1, Lys; 1,01 (1)

Composto 78. [AiDbT, Hisz, Ser3(Octil), Lys5]—Grelina
(1-5) —amida

ESI-MS [M+H] ; 714,06 (tedrico: 713,9), composicao em
aminodacidos: Ser; 0,45 (1), Phe; 1, His; 1,01 (1), Lys; 1,00 (1)

Composto 79. [Aib', His?, PSer’(Octil), P"Phe®, Lys®]-Grelina
(1-5)—amida

ESI-MS [M+H] ; 714,5 (tedrico: 713,9), composicao em
aminoacidos: Ser; 0,44 (1), Phe; 1, His; 1,00 (1), Lys; 1,01 (1)

Composto 81. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina

(3-5)—-amida

ESI-MS [M+H] ; 576, 5 (tedrico: 575, 8), composicao em

aminoacidos: Ser; 0,49 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)
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Composto 82. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina

(3-5)-metilamida

ESI-MS [M+H] ; 590, 6 (tedrico: 589, 8), composicao em
aminoacidos: Ser; 0,49 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)

Composto 83. [N—-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina
(3-5) —etilamida

ESI-MS [M+H] ; 604, 3 (tedrico: 603, 8), composicao em
aminoacidos: Ser; 0,50 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)

Composto 84. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina
(3-5)-benzilamida

ESI-MS [M+H] ; 666,5 (tedrico: 665,9), composicao em
aminoacidos: Ser; 0,46 (1), Leu; 1, Phe; 0,98 (1)

Composto 85. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina
(3-5) —aminoetilamida

ESI-MS [M+H] ; 619,06 (tedrico: 618,9), composicao em

aminoacidos: Ser; 0,47 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)

(7) Exemplo da sintese de um derivado contendo cisteina

tendo uma cadeia lateral alquilo
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Composto 48. [Cys3(Octil)]—Grelina (1-7)-NH,; GSC (CgHq79)
FLSP-NH,

Foi tratado Fmoc—-amida-resina (403 mg, 0,25 mmol, ABI, Ltd)
com ©piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi submetido,
repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido por HBTU/HOBt e
eliminacdo de Fmoc por ©piperazina, sequencialmente, para
construir Fmoc-Ser (Bu")-Cys(CgHi7)-Phe-Leu-Ser (Bu")-Pro resina.
Apbés Boc-Gly ter sido, finalmente, introduzido por DCC/HOBt, o
péptido protegido em resina, resultante, (550 mg) foi tratado
com TFA (10 mL), durante 30 minutos. A resina foi removida por
filtracdo e o filtrado foi concentrado, seguido pela adicao de
éter aos residuos resultantes, para originar cerca de 120 mg de
péptido bruto, sob a forma de precipitados. Este produto foi
dissolvido em 10 mL de 4&acido acético a 5%, foi aplicado a
YMC-Pack-0DS-A (5 um, 20 mm x 250 mm) e foi eluido com um
gradiente linear de 0 a 60% de acetonitrilo em Aacido
trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas e
liofilizadas, para originar cerca de 44 mg do produto

pretendido.

Composto 68. [CysB(Trt)]—hGrelina;

GSC(C-Ph3) FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

Foi tratado Fmoc-Arg (Pmc)-resina (403 mg, 0,25 mmol, ABI,
Ltd) com piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi submetido,
repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido por HBTU/HOBt e
eliminacdo de Fmoc por piperazina, sequencialmente, para

construir Fmoc-Ser (Bu")-Cys(Trt)-Phe-Leu-Ser (tBu)-Pro-Glu (OBu") -
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His (B oc)-Gln(Trt)-Arg(Pmc)-Val-Gln(Trt)-Gln(Trt)-Arg(Pmc)-Lys (B

0 c)—Glu(OBut)—Ser(But)—Lys(Boc)—Lys(Boc)—Pro—Pro—Ala—Lys(Boc)—Le

u-Gln(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-HMP resina. Apds Boc-Gly ter sido,
finalmente, introduzido por DCC/HOBt, foli recuperado o péptido
protegido, em resina, resultante, (1,4 g). Foi adicionado TFA
(15 mL) a uma parte (400 mg) da resina, resultante e foi
misturado, a temperatura ambiente, durante 1 hora. A resina foi
removida por filtracdo e o filtrado foi concentrado, seguido
pela adicdo de éter aos residuos resultantes, para formar
precipitados. Foram dissolvidos cerca de 90 mg de precipitados
em 40 mL de &gua, depois, foram aplicados a YMC-Pack-PROTEIN-RP
(C4, 20 mm x 250 mm) e foram eluidos com um gradiente linear
desde 0 a 54% de acetonitrilo em &cido trifluoroacético a 0,1%
(caudal: 10 mL/min.), durante 60 minutos. As fracgdes
pretendidas foram recolhidas e liofilizadas, para originar cerca

de 60 mg do produto pretendido.

Os seguintes derivados petidicos, tendo alquilcisteina,
foram produzidos da mesma forma gque na producgdao dos Compostos 48

ou 68, descrita acima.

Os resultados da espectrometria de massa e da andlise da
composicdo em aminodcidos dos derivados petidicos, tendo

alquilcisteina, sao resumidos abaixo.

Composto 18. [Cys®(Octil)]-rGrelina

ESI-MS; 3317,0 (tedrico: 3316,9), composicgao em
aminodcidos: Ser; 2,69 (3), Glx; 5,90 (6), Gly; 1,00 (1), Ala;
1,99 (2), Leu; 2, Phe; 1,02 (1), Lys; 4,97 (5), His; 0,99 (1),
Arg; 1,98 (2), Pro; 3,87 (4)
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Composto 48. [Cys®(Octil)]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 821, 7 (tedrico: 821,1), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com &cido propidnico-acido cloridrico
(50/50), a 150 °C, durante 2 horas: Ser; 0,60 (2), Gly; 1,08
(1), Leu; 1, Phe; 1,06 (1), Pro; 0,96 (1)

Composto 49. [Cys®(Octil), PPhe®]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] ; 821,06 (tedrico: 821,1), composicao em
aminodcidos apdés hidrdlise com &cido propidnico-acido cloridrico
(50/50), a 150 ©°C, durante 2 horas: Ser; 0,58 (2), Gly; 1,02
(1), Leu; 1, Phe; 1,06 (1), Pro; 0,97 (1)

Composto 68. [Cys3(Trt)]—hGrelina
ESI-MS 3503,0 (tedérico: 3503,1), composicdo em aminoacidos:
Ser; 2,42 (3), Glx; 5,77 (6), Gly; 1,00 (1), Ala; 1,01 (1), val;

0,94 (1), Leu; 2, Phe; 0,99 (1), Lys; 3,94 (4), His; 0,99 (1),
Arg; 2,92 (3), Pro; 3,81 (4)

(8) Exemplo da sintese de um derivado peptidico contendo

N-metilaminodcidos
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Composto 86. [N-Aminopentanoilo, Ser3(Octil), MePhe*?,
MeLeu’]-Grelina (3-5)—-amida; NH,-(CH;);,—CO-Ser (CgH,;7) -MePhe-MeLeu

~NH,

Foi colocado Fmoc—amida resina (0,40 g, 0,25 mmol) num
recipiente de reacgdo equipado com um filtro de wvidro, foram ai
adicionados 15 mL de piperidina a 20% em NMP e foi agitado
durante 20 minutos, removendo, deste modo, o grupo Fmoc. Depois,
foram ai adicionados 15 mL de NMP, 1,0 mmol (4 equivalentes) de
Fmoc-MeLeu-OH, 1,0 mmol (4 equivalentes) de TBTU, 1,0 mmol (4
equivalentes) de HOBt e 1,0 mmol (4 equivalentes) de DIPEA e
foram agitados durante 1  Thora, para condensar Fmoc-MelLeu.
Depois, a cadeia peptidica foi extendida por realizacgao,

repetida, da remogdao do grupo Fmoc em piperidina a 20% e

condensacgao do Fmoc-aminodcido (3 equivalentes) por
hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidino-fosfdénio (3
equivalentes), na presenca de 2,25 mmol (9 equivalentes) de

DIPEA. A conclusao da reacgao de condensacao foi confirmada por
desproteccao de uma pequena quantidade da resina com TFA e pelo
seu exame por HPLC e espectrometria de massa (MS). Apds ter sido
obtido Boc—-NH- (CH,) ,—CO-Ser (0O-CgH;7) -MePhe-MeLeu-resina, esta
resina foi tratada com TFA durante 30 minutos, pelo que a resina
foi quebrada para desproteger o péptido. Apds o TFA ter sido
evaporado, o péptido foi lavado com éter (Et;0), para originar
120 mg de NH;-(CH;),4-CO-Ser (CgH,7) -MePhe-MeLeu-NH,. Este produto
foi aplicado a YMC-Pack ODS-A (C18, 20 mm x 250 mm) e foi eluido
com um gradiente linear de 0 a b54% de acetonitrilo em é&cido
trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas e
liofilizadas, para originar 70 mg do produto pretendido. Apds
este derivado ter sido hidrolizado com &cido propidénico.HC1

(50/50), a 150 °C durante 2 horas, a quantidade do péptido foi
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quantificada wutilizando a proporcdo entre a 4&area do pico do
dcido aminopentandico detectado no analisador de aminodcidos e a

do padrédo de &cido aminopentandico 10 nmol.

ESI-MS [M+H] ; 604,5 (tedrico: 603,8), aminodcidos
detectados apdés hidrdlise com &cido propidnico HC1 (50/50), a

150 °C durante 2 horas: Ser, Ape.

(9) Sintese de um derivado persulfureto misto

Composto 57. [Cys’(S-Heptil)]-hGrelina;

GSC(S-C7H15) FLSPEHQRVQORKE SKKPPAKLQPR

Foi adicionado um reagente desprotector (15 mL) consistindo
em TFA a 88%-fenol a b5%-TIPS a 2%-H,0 a %, a um péptido
protegido em resina-HMP (1 g), obtido por sintese, da mesma
forma que na producdo do Composto 68 e, depois, foi misturado a
temperatura ambiente, durante 2 horas. A resina foi removida por
filtracdo e o filtrado foi concentrado, seguido pela adicado de
éter aos residuos resultantes, pelo que, foram obtidas cerca de
550 mg de pé de [Cys’]-hGrelina bruta. Este produto foi aplicado
a YMC-Pack ODS-A (C18, 20 mm x 250 mm) e foi eluido com um
gradiente linear de 0 a 54% de acetonitrilo em Aacido
trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas e
liofilizadas, para originar 300 mg de [Cys’]-hGrelina (1-28).
Foram dissolvidos 40 mg (11,4 wumol) deste produto em A&gua
(20 mL), foi ai adicionado 1 mL de solucao de
4,4’ -ditiodipiridina (7,5 mg, 34,2 upmol) em acetonitrilo e foi

deixado durante 1 hora. Apds ter sido confirmada a conclusao da
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reacgdo, a solucdo de reaccdo foi lavada varias vezes com
clorofdérmio, para remover o excesso de 4,4’'-ditiodipiridina e do
derivado piridona. A camada aquosa (10 mL) contendo
[tiopiridiles3]—hGrelina (1-28) foi ajustada para pH 7,4 com NH;
ag. A 5 % e foi ai adicionada uma solucgcdao de l-heptano[sic.]tiol
(4,5 mg, 34,2 mumol), em 2 mL acetonitrilo. Apdés 1 hora, a
solucdo de reaccdo foi aplicada a YMC-Pack ODS-A (C18, 20
mm x 250 mm) e foi eluida com um gradiente linear de 0 a 54% de
acetonitrilo em acido trifluoroacético a 0,1% (caudal:
10 mL/min), durante 60 minutos. As fracc¢des pretendidas foram
recolhidas e 1liofilizadas, para originar 15 mg do produto

pretendido.

Composto 57. [Cys®(S-Heptil)]-hGrelina

ESI-MS 3391,0 (tedérico: 3391,0), composicdo em aminoacidos:
Ser; 2,76 (3), Glx; 5,81 (6), Gly; 0,99 (1), Ala; 1,01 (1), val;
0,95 (1), Leu; 2, Phe; 0,99 (1), Lys; 3,95 (4), His; 0,99 (1),
Arg; 2,93 (3), Pro; 3,84 (4)

(10) Exemplos da sintese de um derivado tendo uma amida
numa cadeia lateral na 32 posicgcdo e éster na direccgao inversa

Composto 55. [AspB(NH—Heptil)]—hGrelina;

GSD (NH-C-H15) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Foi tratado Fmoc-Arg(Pmc)-HM-resina (403 mg, 0,25 mmol,

ABI, Ltd) com piperazina a 20%, durante 20 minutos e foi

submetido, repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido por
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HBTU/HOBt e eliminacdo de Fmoc por piperazina, sequencialmente,
para construir Fmoc-Ser (Bu“)-Asp(OPis)-Phe-Leu-Ser (tBu)-Pro-
Glu(OBut)—His(Boc)—Gln(Trt)—Arg(Pmc)—Val—Gln(Trt)—Gln(Trt)—Arg(Pm
c)-Lys (B oc)—Glu(OBut)—Ser(But)—Lys(Boc)—Lys(Boc)—Pro—Pro—Ala—Lys
(B oc)-Leu-Gln(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-HMP resina. Apds Boc-Gly ter
sido, finalmente, introduzido por DCC/HOBt, o péptido protegido,
em resina, resultante, (1,3 g) foi tratado com uma solucgao de
TFA-cloreto de metileno a 4% (15 mL), durante 15 minutos. O
péptido em resina foi recuperado por filtracao, foi lavado
varias vezes com cloreto de metileno (30 mL), foli lavado com

DIEA a 4% (10 mL) e, depois, com cloreto de metileno (30 mL).

0O péptido de-Pis em resina, resultante, (cerca de 1,3 g)
foi dilatado com NMP (10 mL), foram ai adicionados cloridrato de
carbodiimida soluvel em A&gua (191,7 mg, 1,0 mmol), HOBt
(135,22 mg, 1,0 mmol) e n-heptilamina (115,2 mg, 1,0 mmol) e foi

permitida a reacgao durante 8 horas.

A resina foil recuperada por filtracao, lavada com NMP e
cloreto de metileno e seca sob vacuo, para originar cerca de
1,2 g de péptido protegido em resina, em que o residuo Asp 3 se
encontrava heptilamidado. Foi ai adicionado um reagente de
desproteccao (10 mL), consistindo em TFA a 88%-fenol a 5%-TIPS a
2%-H,0 a 5% e foi misturado a temperatura ambiente, durante
2 horas. A resina foi removida por filtracdo e o filtrado foi
concentrado, seguido pela adicao de éter aos residuos
resultantes, para formar precipitados. O0s precipitados foram
recuperados por filtracao e secos, para originar cerca de 550 mg

de péptido bruto.

Foram dissolvidos 200 mg deste produto em 10 mL 4&gua e

foram aplicados a YMC-PackPROTEIN-RP (C4, 20 mm x 250 mm) e
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foram eluidos com um gradiente linear de 0 a 54% de acetonitrilo
em acido trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fraccgdes pretendidas foram recolhidas e
liofilizadas, para originar cerca de 120 mg do produto

pretendido.

Composto 61. [Lys’(Octanoil)]-hGrelina;

GSK (CO-C7H15) FLSPEHQRVQORKESKKPPAKLQPR

Foi tratado Fmoc-Arg(Pmc)-HM-resina (403 mg, 0,25 mmol, um
produto de ABI, Ltd) com piperazina a 20%, durante 20 minutos e
foi submetido, repetidamente, a introducdo de Fmoc-aminodcido
por HBTU/HOBRt e eliminacao de Fmoc por piperazina,
sequencialmente, para construir
Boc—Gly—Ser(tBu)—Lys(Mtt)—Phe—Leu—Ser(tBu)—Pro—Glu(OBut)—His(Boc)
-Gln(Trt)-Arg(Pmc)-Val-Gln(Trt)-Gln(Trt)-Arg(Pmc)-Lys
(Boc) -Glu (OBu") -Ser (Bu") -Lys (Boc) -Lys (Boc) -Pro-Pro-Ala-Lys (Boc) -L
eu-Gln (Trt)-Pro-Arg(Pmc)-HMP resina. Foram tratados cerca de
300 mg do péptido protegido em resina, resultante, com solucgao
de TFA 1%-TIPS 5%-cloreto de metileno (15 mL), durante

60 minutos.

O péptido em resina foi recuperado por filtracdo e lavado
vdrias vezes com cloreto de metileno (30 mL), lavado com DIEA a
10% (10 mL) e, depois, com cloreto de metileno (30 mL). O
péptido de-Mtt em resina resultante (cerca de 300 mg) foi
dilatado com NMP (2 mL), foi ai adicionado 4&cido octandico
(40 pL, 0,25 mmol) e DCC (52 mg, 0,25 mmol), na presenca de HOBt

(34 mg, 0,25 mmol) e foi permitida a reaccado durante a noite.

164



A resina foi recuperada por filtracao, lavada com NMP e,
depois, com cloreto de metileno e seca sob vacuo, para originar
cerca de 300 mg de péptido protegido em resina, em que o 3°
residuo de lisina foil adicionado de octanoilo. Foi ai adicionado
um reagente desproteccdo (5 mL) consistindo em TFA a 88%-fenol a
5%-TIPS a 2%-H,0 a 5% e fol misturado a temperatura ambiente,
durante 2 horas. A resina foi removida por filtracdo e o
filtrado foi concentrado, seguido pela adicdao de éter aos
residuos resultantes, para formar precipitados. 0Os precipitados
foram separados por filtracadao e foil seco, para originar cerca de

234 mg de péptido bruto.

Este produto foi dissolvido em 6 mL de &acido acético, foi
aplicado a YMC-Pack ODS-2 (5 um, 20 mm x 250 mm) e foi eluido
com um gradiente linear de 0 a 60% de acetonitrilo em é&cido
trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas e
liofilizadas, para originar cerca de 100 mg de pd. Este produto
foi dissolvido em 2 mL de &cido acético a 50%, foi aplicado a
YMC-PackPROTEIN-RP (5 um, C4, 20 mm x 250 mm) e foi eluido com
um gradiente linear de 0 a 60% de acetonitrilo em &cido
trifluoroacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas e

liofilizadas, para originar cerca de 52 mg de pbd.

Os compostos seguintes foram produzidos, da mesma forma que

na preparacao dos Compostos 55 ou 61, descrita acima.
Os resultados da espectrometria de massa e da andlise da

composicao em aminodcidos dos derivados petidicos sintetizados

pelo método Fmoc convencional, sao resumidos abaixo.
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Composto 54. [Asp’(O-Heptil)]-hGrelina (1-28)

ESI-MS 3371,0 (tedérico: 3370,9), composicdo em aminodacidos:
Asx; 0,99 (1), Ser; 2,70 (3), Glx; 5,87 (6), Gly; 1,01 (1), Ala;
1,01 (1), val; 0,94 (1), Leu; 2, Phe; 1,00 (1), Lys; 4,02 (4),
His; 1,00 (1), Arg; 2,98 (3), Pro; 3,84 (4)

Composto 55. [AspB(NH—Heptil)]—hGrelina (1-28)

ESI-MS 3370,0 (tedérico: 3369,9), composicdo em aminodacidos:
Asx; 0,88 (1), Ser; 2,95 (3), Glx; 5,97 (6), Gly; 1,21 (1), Ala;
1,03 (1), val; 0,98 (1), Leu; 2, Phe; 1,00 (1), Lys; 3,94 (4),
His; 0,92 (1), Arg; 2,91 (3), Pro; 3,99 (4)

Composto 56. [Dap’(Octanoil)]-hGrelina

ESI-MS M; 3370,0 (tedrico: 3369,9), composicgao em
aminodacidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 2,94 (3), Glx; 5,94 (6), Gly;
1,00 (1), His; 0,91 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,93 (4), Phe; 0,99
(1), Pro; 4,01 (4), Ser; 2,88 (3), val; 0,98 (1), Dap; N.D.

Composto 58. [Adod’]-hGrelina (1-28)
ESI-MS M; 3355,0 (tedrico: 3355,0), composicgao em
aminodacidos: Ala; 1,01 (1), Arg; 2,91 (3), Glx; 5,95 (6), Gly;

1,01 (1), His; 0,91 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,94 (4), Phe; 0,99
(1), Pro; 4,02 (4), Ser; 2,88 (3), Val; 0,906 (1)
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Composto 61. [Lys®(Octanoil)]-hGrelina

ESI-MS M; 3412,0 (tedrico: 3412,0), composicao em

aminodcidos: Ala; 1,05 (1), Arg; 3,05 (3), Glx; 6,02 (6),

Gly;
1,00 (1), His; 1,00 (1), Leu; 2 (2), Lys; 5,11 (5), Phe; 0,97
(1), Pro; 4,20 (4), Ser; 2,68 (3), Val; 1,00 (1)
Composto 62. [Trp3]—hGrelina
ESI-MS M; 3343,0 (tedrico: 3343,9), composicao em
aminodacidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 3,03 (3), Glx; 5,94 (6), Gly;
1,01 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 4,00 (4), Phe; 0,99
(1), Pro; 3,96 (4), Ser; 2,60 (3), Trp; N.D., Val; 0,98 (1)
Composto 63. [Phe’]-hGrelina
ESI-MS M; 3305,0 (tedrico: 3304, 8), composicao em
aminodacidos: Ala; 0,99 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,86 (6), Gly;
1,00 (1), His; 1,00 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,98 (4), Phe; 2,01
(2), Pro; 3,99 (4), Ser; 2,67 (3), Val; 0,98 (1)
Composto 64. [Cha’]-hGrelina
ESI-MS M; 3411,0 (tedrico: 3410,9), composicao em
aminodacidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 3,01 (3), Glx; 5,92 (6), Gly;

1,01 (1), His+Cha; 2,01 (1+1), Leu; 2 (2), Lys; 4,02 (4), Phe;

1,01 (1), Pro; 4,03 (4), Ser; 2,72 (3), Val; 0,97 (1)
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Composto 65. [2-"Nal’]-hGrelina

ESI-MS M; 3354,0 (tedrico: 3354,9), composicao em

aminodacidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,87 (6), Gly;

1,02 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,98 (4), Phe; 1,01

(1), Pro; 3,94 (4), Ser; 2,73 (3), Vval; 0,97 (1), Nal; N.D. (1)

Composto 66. [2-"Nal’]-hGrelina

ESI-MS M; 3355,0 (tedrico: 3354,9), composicao em

aminodacidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,96 (6), Gly;

1,00 (1), His; 0,92 (1), Leu; 2(2), Lys; 3,94 (4), Phe; 0,99

(1), Pro; 4,02 (4), Ser; 2,91 (3), Vval; 0,98 (1), Nal; N.D. (2)

Composto 70. [Leu’] -hGrelina

ESI-MS M; 3270,0 (tedrico: 3270, 8), composicao em

aminodacidos: Ala; 0,99 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,88 (6), Gly;

1,01 (1), His; 1,00 (1), Leu; 3 (3), Lys; 3,96 (4), Phe; 1,00

(1), Pro; 3,89 (4), Ser; 2,65 (3), val; 0,97 (1)

Composto 71. [Ile’]-hGrelina

ESI-MS M; 3270,0 (tedrico: 3270,8),

composicao em
aminodcidos: Ala; 0,98 (1),

Arg; 2,96 (3), Glx; 5,87 (6), Gly;
0,99 (1), His; 1,01 (1), Ile; 0,98 (1),

Leu; 2 (2), Lys; 3,97
(4), Phe; 1,00 (1), Pro; 3,97 (4),

Ser; 2,65 (3), Vval; 0,98 (1)
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Composto 72. [Lys3(Octanoil)]—hGrelina

ESI-MS M; 3286, 0 (tedrico: 3285,8), composicao em
aminodcidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 2,94 (3), Glx; 5,95 (6), Gly;
0,99 (1), His; 0,92 (1), Leu; 2 (2), Lys; 4,92 (5), Phe; 0,99
(1), Pro; 4,02 (4), Ser; 2,91 (4), val; 0,99 (1)

Composto 73. [Nle’]-hGrelina

ESI-MS M; 3270,0 (tedrico: 3270,8), composicgao em
aminodcidos: Ala; 1,01 (1), Arg; 2,98 (3), Glx; 5,92 (6), Gly;
1,02 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2(2), Lys; 4,01 (4), Phe; 1,01
(1), Pro; 4,01 (4), Ser; 2,71 (3), val; 0,98 (1), Nle; N.D. (1)

Composto 74. [Val®’]-hGrelina

ESI-MS M; 3256, 0 (tedrico: 3256,8), composicgao em
aminodacidos: Ala; 0,98 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,84 (6), Gly;
1,00 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,97 (4), Phe; 0,99
(1), Pro; 3,94 (4), Ser; 2,64 (3), Val; 1,97 (2)

Composto  80. [Aib', His?, PNal®, P“phe’,

Lys’]-Grelina
(1-5) —amida; Ipamorelina

ESI-MS [M+H] ; 712,5 (tedrico: 711,9), composicao em
aminodcidos: Phe; 1, His; 1,00 (1), Lys; 1,00 (1)
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Exemplo 11. Comparagao da actividade entre compostos do

tipo peptidico derivados da grelina

As actividades de 1libertacdao de Ca dos compostos do tipo
peptidico derivados da grelina, sintetizados no Exemplo 10 e do
péptido da Grelina natural foram medidas, da mesma forma gue no

Exemplo 1.

(1) Modificacao de uma cadeia lateral da 3@ serina

A. Posigcado de um grupo octanoilo

A caracteristica estrutural significativa da grelina reside
no grupo octanoilo do grupo hidroxilo da 3@ serina. Em primeiro
lugar, foil examinado se ¢é vantajoso para a actividade que a
posicdo de serina a ser octnalizada seja a 32 posicgcao. Neste
exame, foil utilizada a actividade intracelular de libertacdao de
Ca em células CHO expressando o receptor da GSH de rato, como o

indicador.

Com base na grelina (1-9) amida (um derivado de grelina de
cadeia curta) cujo wvalor de ECsy se manteve a 5,4 nM, foram
sintetizados [serina’ (octanoil), serina3]—grelina (1-9) amida,
[serina’ (octanoil)]l—-grelina (1-9) amida e [N*~octanoil
serina’]-grelina (1-9) amida e foi examinada a sua actividade

intracelular de libertacado de Ca.

Os resultados sao resumidos na Tabela 4.
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Tabela 4

Actividade do derivado da grelina 1

Estrutura do Composto ECsy da actividade de

libertacdo de Ca (nM)

1. Grelina humana 1,3

GSS (CO-C-H;5) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQOPR

2. Grelina de rato 1,5

GSS (CO-C-H,5) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

3. Grelina (1-9)-amida 5,4
H-Gly-Ser—-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser—-Pro-Glu-His-NH,

4. [Sez?(Octanoil), Ser’]-Grelina (1-9)-amida 1100

H-Gly-Ser (CO-C;H;5) -Ser-Phe-Leu-Ser—-Pro-Glu-His-NH,

5. [Ser?(Octanoil)]-Grelina (1-9)-amida 1400
H-Gly-Ser (CO-C;H5) —Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-G1l

u-His-NH,

6. [N-octanoil, Ser’]-Grelina (1-9)-amida >10000

C;H;5CO0-Gly-Leu-Ser—Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-NH,

A  actividade foi reduzida para cerca de 1/200, 9©por
transferéncia de um grupo octanoilo da 3@ serina para 22 serina,

na grelina humana (ECsp = 1100 nM).

O derivado tendo grupos octanoilo em ambas as 22 e 3@
posicdes apresentou, também, uma actividade reduzida

(ECso = 1400 nM) .

Além disso, a actividade foi relativamente enfraquecida
pela adicdao de N-octanoilo, apenas, no grupo amina do terminal

amina (ECsg > 10000 nM).

A partir destes resultados, foi verificado que a posicédo do
aminodcido modificada com um grupo octanoilo €, particularmente,

de um modo preferido, a 32 posicdo na molécula da grelina.
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B. Comprimento da cadeia de um acido gordo

A actividade intracelular de libertacdao de Ca do derivado
sem octanoilo, derivado da grelina de rato por eliminacdao do
grupo octanoilo da cadeia lateral da 3@ serina foi de 3500 nM,
em comparagado com a actividade da grelina adicionada de
octanoilo (2,6 nM) e, deste modo, ¢é evidente que o grupo
octanoilo da cadeia lateral da 3@ serina desempenha um papel

muito importante na expressao da actividade.

Consequentemente, foi examinada a relacgao entre a
actividade e o numero de &tomos de carbono do grupo acilo da
cadeia lateral da serina, na grelina de rato, utilizando varios
dcidos gordos saturados. Ou seja, foram determinadas as
actividades de 1libertacao de Ca intracelular dos derivados da
grelina, em que o grupo hidroxilo da 32 serina foi acilado com
um grupo acetilo (CH3CO-), grupo propionilo (CH3CH,CO-), grupo
butirilo (CH3;(CH;),CO-), grupo hexanoilo (CH3(CH;),CO-), grupo
decanoilo (CH;(CH;)gCO-), grupo lauroilo (CH3(CHz):10CO-) e grupo
palmitoilo (CH;3(CHjy) 14CO-) .

Os resultados sao resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5

Actividade do derivado da grelina 2

Estrutura do Composto ECsg da actividade de

libertacao de Ca (nM)

7. [Ser’]-grelina de rato 3500
GSSFLSPEHQKAQQORKESKKPPAKLQPR

8. [Ser’®(Acetil)]-rGrelina 780
GSS (CO-CH3) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

9. [Ser’(Propionil)]-rGrelina n.t.

GSS (CO-C,Hs) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLOPR

10. [Ser’(Butiril)]-rGrelina 280
GSS (CO-C»H7) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

11. [Ser’ (Hexanoil)]-rGrelina 16

GSS (CO-CsH11) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLOPR

12. [Ser’ (Decanoil)]-rGrelina 1,7

GSS (CO-CoH19) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

13. [Ser’(Lauroil)]-rGrelina 2,4

GSS (CO-C11Hy3) FLSPEHQKRKAQQRKESKKPPAKLQPR

14. [Ser’(Palmitoil)]-rGrelina 6,5

GSS (CO-C15H31) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQOPR

Na tabela, “n.t.” indica que a amostra nao foi testada.

A influéncia do comprimento da cadeia do acido gordo sobre
a actividade foi incrementalmente significativa, com um valor de
ECsp de 780 nM para os derivados da grelina tendo um grupo
acetilo (C2) e um valor de ECsy de 280 nM para os derivados da
grelina tendo um grupo butancilo (C4), os derivados da grelina
tendo o grupo hexanoilo (C7) ocasionaram um aumento adicional na

actividade de libertacdao de Ca (valor de EOsy, 16 nM) e o grupo
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octanoilo da grelina permitiu que actividade de libertacdo de Ca
alcancasse um maximo (valor de EOso, 1,5 nM). Mesmo os derivados
da grelina tendo o grupo decanoilo (Cl10) mantiveram uma
actividade de libertacadao de Ca (valor de EOsy, 1,7 nM) semelhante
a da grelina e, além disso, o valor de ECsy foi de 2,4 nM para os
derivados da grelina tendo um grupo lauroilo (Cl2) e 6,5 nM para
os derivados da grelina tendo um grupo palmitoilo (C16),
indicando, deste modo, que a actividade de libertacdo de Ca foi
mantida, mesmo quando foil aumentado o comprimento da cadeia de

dcido gordo.

C. Substituicédo de varios grupos acilo

Os derivados da grelina humana foram preparados pela
ligagcao de é&cido 3-fenilpropidénico (HO-CO-CH,CH,Ph), como um
exemplo tipico de um &cido gordo aromadtico, 4&cido 3-octendico
(CH5 (CH;) 3CH=CH-CH,COH), como um exemplo tipico de um acido gordo
ndo saturado ou é&cido 4-metilpentandico ((CHsz)2CH-CH,CH,COzH),
como um exemplo tipico de um dcido gordo ramificado, em vez de
dcido gordo saturado, através de uma ligacdo éster, ao grupo

hidroxilo da 32 serina e a sua actividade foli examinada.

D. Conversdo em grupos alquilo

Podem ser formados derivados da grelina, guimicamente
estaveis, pela conversao da ligacao éster, quimicamente
instavel, numa ligacdo éter ou tioéter, quimicamente estdvel ou
semelhante. No entanto, serd o6bvio que a manutencao da

actividade é uma imposicgdo para esta conversao.
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Consequentemente, foram examinados para a sua actividade,
um derivado de éter da grelina humana em que a 32 serina foi
octilada (CgH;7) e um derivado tiocéter da grelina de rato em que

a 3% serina foi substituida por uma cisteina e foi octilada.

Além disso, foil preparado um derivado da grelina humana em
que a 3@ serina foi benzilada (-CHyPh) e um derivado da grelina
humana em que a 32 serina foi substituida por cisteina e foi

tritilada (-C(Ph)s).

Os resultados sao resumidos na Tabela 6. Sao mostradas as
actividades de libertacdo de Ca do derivado da grelina humana,
em que a 3?2 serina foi benzilada(-CH,Ph) e do derivado da grelina
humana, em que a 32 serina foi substituida por cisteina e
tritilada (-C(Ph)s3), assim como, respectivamente, a dos Compostos
67 e 68, na Tabela 13. E, também, mostrada a actividade de
libertacao de Ca do derivado da grelina humana, em que foi
ligado 4&cido 4-metilpentandico ((CHs3),CH-CH,CH,CO2H) ao grupo
hidroxilo da 3@ serina, através de uma ligagao éster, assim

como, a do Composto 69, na Tabela 13.

Tabela 6
Actividade do derivado da grelina 3
Estrutura do Composto ECso da actividade de
libertacao de Ca (nM)
15. [Ser3(3—Fenilpropionil)]—hGrelina 1,4

GSS (CO-CH,CH,Ph) FLSPEHQRVQQORKE SKKPPAKLQPR

16. [Ser’(3-Octenoil)]-hGrelina 1,7
GSS (CO-CH,CH=CH (CH,) 3CH3) ) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

17. [Ser>(Octil)]-hGrelina 1,2
GSS (CgHy7) FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

18. [Cys®(Octil)]-rGrelina 5,4
GSC (CgH17) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
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A introducdo do grupo 3-octenoilo, como um exemplo de &acido
gordo nao saturado, na cadeia lateral da 3% serina, ocasionou
uma actividade de libertacdo de Ca semelhante a actividade dos

derivados da grelina tendo um grupo octanoilo (ECso = 1,7 nM).

De um modo interessante, mesmo se foi introduzido um grupo
fenilpropionilo, a actividade de libertacdao de Ca foi mantida
elevada (ECsp = 1,4 nM) e, mesmo se foi introduzido um grupo
4-metilpentanoilo (ce), como um exemplo de acido gordo
ramificado, o valor da ECso foi de 4,4 nM, indicando que foi
mantida a actividade de libertacdo de Ca (Composto 69 na
Tabela 13), revelando, deste modo, que € ndo sempre necessario
que o grupo acilo da cadeia lateral da 3?2 serina seja um grupo

alcanoilo de cadeia linear.

Além disso, o0s valores de ECso dos derivados éter e tioéter,
que era expectdvel serem quimicamente estdveis, em que a 3@
serina ou a 32 cisteina foram octiladas, foram mantidos,
respectivamente, em 1,2 nM e 5,4 nM, revelando deste modo que
nem sempre ¢é necessario que a cadeia lateral do residuo de

aminodcido na 3% posicgdo seja um grupo acilo.

Além disso, os valores de ECsy das grelinas em que o residuo
de aminodcido da 32 posicdo foi substituido por Ser(Bzl) [ou
seja, o derivado da grelina humana em que a 32 serina foi
benzilada (-CH,Ph)] ou por Cys(Trt) [ou seja, o derivado da
grelina humana em que a 32 serina foi substituida por cisteina e
tritilada (-C(Ph);3)] foram, respectivamente, de 7,6 nM e 20 nM,
indicando, deste modo, que foili mantida a actividade de

libertacao de Ca (Compostos 67 e 68 na Tabela 13).
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(2) Determinacdo da regido activa

A actividade de 1libertacgado de Ca intracelular da grelina
(16-28) contendo a regidao do terminal carboxilo original era
relativamente baixa (ECsy > 10000 nM), enguanto que os valores da
ECso da grelina humana (1-15) e da grelina de rato (1-15),
contendo, ambas, a regidao do terminal amina original, foram,
respectivamente, 7,0 nM e 8,6 nM, indicando, deste modo, que a
actividade intracelular de libertacado de Ca foi mantida e foi,
deste modo, revelado que o local activo da grelina estd presente

na regiao do terminal amina (Tabela 7).

Tabela 7
Actividade do derivado da grelina 4
Estrutura do Composto ECsy da actividade de
libertacao de Ca (nM)
19. Grelina (16-28) > 10000

H-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-pro-Ala-lysLeu-Gln-Pro-Ar
g-OH

20. hGrelina (1-15) 7,0
H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-

Arg-Val-Gln-Gln-Arg-OH

21. rGrelina (1-15) 8,6
H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H;5) —-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-
Lys-Ala-Gln-Gln-Arg-OH

22. [des Gln'"]-rGrelina 1,5
GSS (CO-C-H5) FLSPEHQKAQ_ RKESKKPPAKLQPR

Além disso, dado que as actividades da grelina humana e de
rato (1-15) eram, praticamente, iguais, os aminodcido presentes
na 112 e 122 posicgdes (arginil-valil- na humana e -lisil-aranil-

na de rato) nao estdo limitados a estes aminodcidos.
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Os resultados da <correlagcao entre a estrutura e a
actividade, obtidos utilizando grelina humana ou de rato, podem

ser aplicados, respectivamente, as grelinas de rato e humanas.

Além disso, a [des-glutamina'’]-grelina de rato, preparada

pela remocdao da 14°@ glutamina da grelina, apresenta uma
actividade de libertacdo de Ca (ECsp = 1,5 nM) semelhante a da
grelina de rato, indicando gue o aminodcido intermédio da

molécula da grelina pode ser eliminado.

(3) Comprimento da cadeia peptidica e introducdao de um

grupo bédsico no terminal carboxilo

Com base na verificacdao de que a grelina (1-15) tém uma
actividade relativamente significativa, foi preparado um
derivado por eliminacado, de um modo adequado, de residuos de
aminodcido do terminal carboxilo da grelina (1-15) e a sua

actividade foi avaliada.
Na Tabela 8 sao mostradas as actividades dos derivados de

cadeila curta, tendo acido carboxilico no terminal carboxilo e o0s

derivados de cadeia curta, amidados no terminal carboxilo.
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Tabela 8

Actividade do derivado da grelina 5

Estrutura do Composto ECsy da actividade de
libertacao de Ca (nM)

23. hGrelina (1-11) 15

H-Gly-Ser—-Ser (CO-C7H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-

Arg-0OH

24, rGrelina (1-11) 15

H-Gly-Ser—-Ser (CO-C-,H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-

Lys—-OH

25. Grelina (1-10) 19

H-Gly-Ser—-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-

OH

26. Grelina (1-9) 38

H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H,5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-OH

27. Grelina (1-8) 100

H-Gly-Ser—-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-OH

28. Grelina (1-8)-amida 13

H-Gly-Ser-Ser (CO-C5H;5) -Phe-Leu-Ser—-Pro-Glu-NH,

29. Grelina (1-7)-amida 2,6

H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser—-Pro-NH,

30. Grelina (1-6)-amida 4,8

H-Gly-Ser-Ser (CO-C7H;5) ~-Phe-Leu-Ser—-NH,

31. Grelina (1-5) 68

H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H,5) -Phe-Leu-0OH

32. Grelina (1-5)-amida 6,2

H-Gly-Ser—-Ser (CO-C;H,5) —-Phe-Leu-NH,

33-1. Grelina (1-4) 480

H-Gly-Ser-Ser (CO-C5H;5) —-Phe-0OH

33-2. Grelina (l1-4)-amida 160

H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H;5) -Phe -NH,

34. Grelina (1-3)-amida > 10000

H—Gly—Ser—Ser (CO—C7H15) _NH2

A actividade de libertacdo de Ca da grelina (1-3) amida foi

relativamente baixa (ECsy> 10000 nM).

A ECsy da grelina

(1_4)1




adicionando fenilalanina a grelina (1-3), foi de 480 nM e a ECs
do seu derivado amida do terminal carboxilo foi de 160 nM,
revelando, deste modo, que estes tém uma actividade

significativa de libertacado de Ca.

Além disso, a actividade da grelina (1-5) amida,
adicionando a leucina a grelina (1-4) amida foi de cerca de 26
vezes mais elevada (ECsy = 6,2 nM) do que a da grelina (1-4)
amida, revelando, deste modo, uma actividade de libertacdo de Ca

ao mesmo nivel gque a da grelina natural.

A  actividade mais elevada de libertacdo de Ca foi
encontrada na grelina (1-7) amida e o seu valor de ECsy foli quase

equivalente a da grelina natural.

A partir do resultado acima, o factor estrutural, essencial
para a expressdo da actividada da grelina, pode ser atribuido a
sequéncia do 4@ residuo do terminal amina, mas uma vez gue a sua
afinidade para o receptor ou transducdo de sinal da grelina é
drasticamente melhorada pela adicdo de um residuo, tal como
leucina na 52 posicdo, de um modo preferido, € adicionado um

residuo, tal como leucina, na 5% posicéao.

Como ¢é evidente a partir do resultado acima, a actividade
de 1libertacdo de Ca tendeu a ser aumentada pela amidacao do

dcido carboxilico do terminal carboxilo.

Por exemplo, a actividade de 1libertacdo de Ca da grelina
(1-9) apds a amidacgdo (ECso =5,4 nM) foi cerca de 7 vezes mais
elevada do que a actividade antes da amidacdo (ECso = 38 nM) e a
actividade de libertacdo de Ca da grelina (1-4) apds a amidacgao

(ECsp = 160 nM) foi cerca de 3 vezes mais elevada do que a
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actividade antes da amidacdo (ECsq = 480 nM). Além disso, a
actividade de libertacdo de Ca da grelina (1-8) amida

(ECs0 = 13 nM), produzida a partir da grelina (1-9) amida, por

remocdao do residuo 9 de histidina Dbdasica, foi inferior a
actividade da grelina (1-9) amida (ECso = 5,4 nM), enquanto que a
actividade de libertacdo de Ca da grelina (1-7) amida

(ECso = 2,6 nM), produzida pela remocdo de acido glutdmico 8, como
aminodcido acidico, foi mais elevada do que a actividade antes

da remogao (ECsp = 13 nM).

Um efeito de amidacdo €¢ a neutralizacdo da carga negativa
do acido carboxilico e o resultado acima indica que a basicidade
do aminodcido do terminal carboxilo no derivado de cadeia curta

contribui, significativamente, para o aumento da actividade.

Com base neste resultado, foram preparados derivados
dotados de basicidade no terminal carboxilo, o0s quais séo
semelhantes a grelina (1-7) amida, apresentando actividade

elevada e a sua actividade foili examinada.

Os resultados sao mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9

Actividade do derivado da grelina 6

Estrutura do Composto ECsy da actividade de

libertacao de Ca (nM)

35. [Lys®]-Grelina (1-8)-amida 1,1
H-Gly-Ser—-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser—-Pro-Lys—NH;

36. [Arg®]-Grelina (1-8)-amida 1,1

H-Gly-Ser-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Arg-NH,

37. [Lys®]-Grelina (1-6)-amida 12
H—Gly—Ser—Ser (CO—C7H15) —Phe—Leu—Lys—NH2

38. [Lys’]-Grelina (1-5)-amida 10
H-Gly-Ser-Ser (CO-C7H;5) ~Phe-Lys—-NH,

39. [P°Phe*, Lys®]-Grelina (1-5)-amida 1700
H-Gly-Ser-Ser (CO-C-H;5) -"Phe-Lys-NH,

A actividade de libertacdo de Ca da [lisina®]-grelina (1-6)
amida, tendo lisina adicionada no terminal carboxilo da grelina
(1-5) (ECsp = 12 nM), foi ligeiramente inferior a actividade da
grelina (1-5) (ECsq = 4,8 nM), enquanto que a actividade de
libertacao de Ca da grelina (1-4), tendo lisina adicionada no
terminal carboxilo (ECsp = 10 nM), foil cerca de 50 vezes mais
elevada do gque a actividade antes da adicdo (ECsy = 480 nM). Além
disso, a actividade de 1libertacdo de Ca do derivado amida,
tendo, respectivamente, arginina ou lisina adicionadas no
terminal carboxilo da grelina (1-7) (ECsp = 1,1 nM), foi muito
mais significativa do que a actividade da grelina (1-7) amida

(ECs50 = 2,6 nM).

Foi divulgado que, em quase todos os casos, a actividade é
aumentada por dissimulacdo da acidez no terminal carboxilo e

introducdao de um grupo béasico.
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(4) Residuo glicina e 22 serina do terminal amina

Com base em ter sido verificado que a grelina (1-7) amida
(ECsp = 2,6 nM) [Composto 29 na Tabela 8] ou a grelina (1-9)
amida (ECsp = 5,4 nM) [Composto 3 na Tabela 4] tém actividade,
foi examinada a influéncia da glicina e da 2@ serina do terminal

amina sobre a actividade.

Os resultados sdo resumidos na Tabela 10.

Tabela 10
Actividade do derivado da grelina 7
Estrutura do Composto ECsy da actividade de
libertacao de Ca (nM)
40. [N-Aminopentanoil]-Grelina (3-7)-amida 3,4

NH,- (CH,) ,~CO-Ser (CO-C;H,5) -Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

41. [N-Acetil]-Grelina (1-10) > 10000
CH;CO-Gly-Ser—-Ser (CO-C-Hi5) -Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-G1l

n—-0OH

42, [N-Tyr]-rGrelina 120
YGSS (CO-C5H;5) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

43. [N-Glicil]-Grelina (3-7)-amida 380

H-Gly-Ser (CO-C,H,5) ~Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

44. [Leu®’]-Grelina (1-7)-amida 42

H-Gly-Leu-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

45. [His?]-Grelina (1-7)-amida 35

H-Gly-His-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

46. [Lys®]-Grelina (1-7)-amida 24
H-Gly-Lys-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

47. [Gly’]-Grelina (1-7)-amida 78
H-Gly-Gly-Ser (CO-C;H;5) -Phe-Leu-Ser-Pro-NH,
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A actividade da N%-acetil-grelina (1-10), em que O grupo

amina do terminal amina na grelina (1-10) foi blogqueado, foi

relativamente baixa (ECsp > 10000 nM). Como descrito acima, a
actividade da [N*~ocatanoil, SerinaBJ—grelina (1-9) amida
(Composto 6 na Tabela 1) foi, também, relativamente Dbaixa

(ECsp > 10000 nM) e, deste modo, o grupo amina do terminal amina
nao é, de um modo preferido, bloqueado, de forma a expressar a

actividade de libertacao de Ca.

Por outro lado, a actividade de 1libertacdao de Ca da
N®-aminopentanoil-grelina (3-7) amida, em que a glicina e a 2@
serina do terminal amina foram substituidas por acido
5-amino-n-pentandico (NH;-(CH;),—CO-) tendo um comprimento dos 2°°
residuos, foi, praticamente, mantida (ECs0 = 3,4 nM), a
actividade de 1libertacdo de Ca da [N%-glicil]l-grelina (3-7)
amida, da qual tinha sido eliminada a 22 serina foi inferior
(ECs0 = 380 nM) e a actividade de 1libertacdo de Ca da
[N-tirosil]—-grelina de rato, tendo um residuo de tirosina
adicionado no terminal amina da grelina de rato foi mais baixa
(ECsp = 120 nM), pelo que é preferido, para obter uma actividade
mais significativa que o grupo amina do terminal amina esteja
presente numa posicado de um comprimento de 2 residuos, a partir

do octanoilo do 3° residuo de serina até ao terminal amina.

Além disso, os valores de ECsy dos derivados da grelina
(1-7) amida em gue a 22 serina tinha sido substituida por
leucina, glicina, histidina e lisina foram, respectivamente, de
42 nM, 78 nM, 24 nM e 35 nM, indicando uma actividade de

libertagdo de Ca ligeiramente inferior a da grelina (1-7) amida.

Uma vez que este resultado indica que o 2° residuo de

serina (-NH-CH(CH,OH)-CO-) pode ser substituido pela estrutura
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parcial -CH,;-CH,-CO- no A&acido aminopentandico, o 2° residuo de
serina actua, pelo menos, como um espac¢ador para separar O Jgrupo
amina do terminal amina da grelina, através de uma disténcia
pré-determinada do 3° grupo octanoilo. A razao pela qual foi
mantida a actividade com a substituicdao do 2° residuo de serina
pelo &acido b5-aminopentandico é a basicidade do terminal amina
ter sido aumentada, pela introdugcdo de alguilamina na sua

estrutura.

Em resumo, € considerado gque o grupo amina do residuo de
glicina do terminal amina confira basicidade ao terminal amina
da molécula grelina, expressando, deste modo, a actividade da
grelina e por 1isso o grupo amina no terminal amina nao é, de um

modo preferido, blogueado.

Além disso, é considerado que o 2° residuo de serina actua
como um espagador para separar o grupo amina do terminal amina
do 3° grupo octanoilo, através uma disténcia pré-determinada e,
consequentemente, o 2° residuo de serina pode ser substituido
por um aminocdcido ou composto ndo-aminodcido tendo uma cadeia
lateral relativamente menos volumosa. Ou seja, a posicgcao do
grupo octanoilo na molécula grelina ¢é definida em relagao ao
grupo amina do terminal amina e esta relagao posicional

constitul uma parte da estrutura activa da grelina.

Ou seja, a cadeia lateral do 2° aminodcido é, de um modo
preferido, relativamente menos volumosa, tais como na serina,
alanina e norvalina e ndo um aminodcido tendo uma estrutura
volumosa e € preferido, um residuo de aminocdcido que nao limita
a flexibilidade dos residuos vizinhos, como o 2° aminodacido.
Além disso, dado gque a actividade de 1libertagdo de Ca da

N®-aminopentanoil-grelina (3-7) amida &, praticamente, mantida
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(ECs0 = 3,4 nM), a 22 serina pode ser substituida por um composto

nao—aminodacido.

(5) Actividade o6ptica do 3° e 4° residuos de aminoacido

Com base na estrutura da grelina (1-7) amida, foram
preparados os seus derivados, em que a 3% L-serina e a 4323
L-fenilalanina tinham sido substituidas pelos L-aminoédcidos
correspondentes e foil examinada a influéncia qgque a configuracéo

do 3° e 4° aminocdcidos tem sobre a actividade de libertacdo de

Ca. Especificamente, com base na [serindﬂoctil)]—grelina (1-7)
amida (ECsp = 5,8 nM) [Composto 50 na Tabela 11] e na
[cisteina’(octil)]-grelina (1-7) amida (ECso = 7,4 nM) [Composto

48 na Tabela 11], gue mantiveram uma boa actividade, foram
preparados os seus derivados, em dque a 32 serina e a 4°@
fenilalanina tinham sido substituidas pelos correspondentes

L- ou D-aminoédcidos.
Os resultados sao resumidos na Tabela 11. A partir destes

resultados, o 3° e o 4° aminodcidos sdo, de um modo preferido,

L-aminoacidos.
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Tabela 11

Actividade do derivado da grelina 8

Estrutura do Composto CEsy da actividade
de libertacao de
Ca (nM)

48. [Cys3(0ctil)]—Grelina (1-7) —amida 7,4

H-Gly-Ser—-Cys (Cg4H ;) —-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

49. [Cys®(Octil), °Phe®]-Grelina (1-7)-amida 3000

H-Gly-Ser-Cys (CgH;7) -"Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

50. [Ser’(Octil)]-Grelina (1-7)-amida 5,8

H-Gly-Ser-Ser (CgH,;7) —Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

51. [Ser®(Octil), °Phe’]-Grelina (1-7)-amida 2200

H-Gly-Ser-Ser (CgH;;) -"Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

52. [PSer®(Octil)]-Grelina (1-7)-amida > 10000

H-Gly-Ser-PSer (CgH;;) ~-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

53. [°Ser’(Octil), "Phe’]-Grelina (1-7)-amida > 10000

H-Gly-Ser-"Ser (CsHy7) -"Phe-Leu-Ser—-Pro-NH,

(6) Modo de ligacao de uma cadeia lateral na 3@ posicéao

Foram preparados derivados da grelina em que a ligacéao
éster original foi substituida por éster na direccgdo inversa
(Composto N° 54), uma amida (Compostos N°¢ 55 e 56), um
persulfureto (Composto N° 57) e metileno (Composto N° 58), de
forma a que a cadeia lateral na 32 posicdo tivesse o mesmo
comprimento que a da cadeia da grelina (-CH,-0-CO-C-Hi5). Além
disso, foram preparados derivados éster tendo um impedimento
estérico no &tomo de carbono f do aminodcido da 3% posicgéao
(Compostos N° 59 e 60) e um derivado amida em que foram
extendidas 3 unidades de metileno (Composto N° 61). Os

resultados sao resumidos na Tabela 12.
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Tabela 12

Actividade do derivado da grelina 9

Estrutura do composto EC5;y da

Actividade (nM)

54. [Asp’ (O-Heptil)]-hGrelina 5,1
GSD (0-C5H,5) FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

55. [Asp®(NH-Heptil)]-hGrelina 11

GSD (NH-C,H,5) FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

56. [Dap’®(Octanoil)]-hGrelina 2,6
GS—NH-"CH (CH,NHCO-C-H;5) ~CO-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

57. [Cys’®(S-Heptil)]-hGrelina 1,4
GSC (S—C+H15) FLSPEHQRVQQRKE SKKPPAKLQPR

58. [Adod?]-hGrelina 0,91
GS—NH-CH(n—-C10H21)-CO-FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

59. [Thr®(Octanoil)]-hGrelina 10
GST (CO-C-H,5) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

60. [Leu®, Thr’(Octanoil)]-hGrelina 46
GLT (CO-C-H45) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

61. [Lys’(Octanoil)]-hGrelina 32
GSK(CO-C-H,5) FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

A actividade do Composto 58, em que a cadeia lateral na 32
posicdao tinha sido substituida, exclusivamente, por unidades de
metileno, apresentou a actividade mais significativa (valor de
ECsg = 1 nM ou inferior). A actividade dos outros derivados foi
variada, dependendo do tipo de ligacado, mas foi confirmado que o
modo de ligacdo de uma cadeia lateral do aminodcido 3 nao exerce

uma influéncia significativa sobre a actividade.

(7) Hidrofobicidade de uma cadeia lateral na 3@ posicéao

Foram preparados derivados em que o grupo Ser(octanoilo) 3

tinha sido substituido por um aminodcido hidrofdébico, a maioria
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quais sdo aminodcidos naturais e a sua actividade
examinada. Os resultados sao resumidos na Tabela 13.

Tabela 13

10. Actividade de derivados da Grelina

Estrutura do Composto ECs0 da

Actividade (nM)

62. [Trp’]-hGrelina 31

GSWFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

63. [Phe’]-hGrelina 2000

GSFFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

64. [Cha’]-hGrelina 19

GS-Cha-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

65. [2-'"Nal’]-hGrelina 8,2

GS-"Nal-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

66. [2-°Nal’]-hGrelina > 10000

GS-"Nal-FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

67. [Ser’(Bzl)]-hGrelina 7,6

GSS (CHy;-Cg¢Hs) FLSPEHQRVQQRKE SKKPPAKLQPR

68. [CyS®(Tritil)]-hGrelina 20

GSC (C-Phs) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

69. [Ser’(4-Metilpentanoil)]-hGrelina 4,4

GSS (CO-CH,CH,CH (CHs) ,) FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

70. [Leu’]-hGrelina 4400

GSLFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

71. [Ile’]-hGrelina > 10000

GSIFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

72. [Lys’]-hGrelina 120

GSKFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

73. [Nle’]-hGrelina 2800

GS-Nle-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

74. [Val®]-hGrelina 1600

GSVFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR
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Os valores de ECsy dos derivados tendo wum aminodcido
hidrofébico aromatico, tais como triptofano, ciclo-hexilalanina
ou naftilalanina na 3@ posicdao foram, respectivamente, 31 nM,
19nM e 8,2 nM, indicando que a actividade de 1libertacao de Ca
foi mantida. Inesperadamente, quando foi introduzida
fenilalanina na 32 posicao, a actividade de libertacdao de Ca foi
ligeiramente Dbaixa, mas mesmo se tiverem sido introduzidos
Ser(Bzl) ou Cys(Tritil), mais hidrofdébicos, na 32 posicao, a
actividade de libertacao de Ca foi mantida, de um modo
semelhante e, deste modo, foi confirmado que é mais preferida a
hidrofobicidade da cadeia lateral na 32 posicdo para a expressao

da actividade.

Por um lado, gquando um aminodcido hidrofdbico alifatico,
tal como, a leucina, 1isoleucina, norleucina ou valina foi
introduzido na 32 posicao, a actividade de libertacdo de Ca dos
derivados foi, geralmente, mantida, mas, ligeiramente, abaixo
dos derivados que introduzem o aminodcido aromatico. A
actividade do Composto 73, tendo norleucina na 32 posicgao
apresentou uma ECso = 2800 nM, enquanto que a actividade da
b—amina-norleucina (lisina; Composto 72), tendo um grupo amina
adicionado a uma cadeia lateral da norleucina, foil aumentada
para 120 nM, em termos de valores de ECsy,, de forma que foi
confirmado que, a semelhanca da basicidade do terminal
carboxilo, descrito acima ¢é, também, preferida a basicidade de

uma cadeia lateral na 32 posicgao.

(8) Derivados grelina de cadeia curta

Como descrito acima, foi wverificado que um fragmento da

grelina dos aminocacidos 1 a 4 do terminal amina apresenta
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actividade significativa e que esta actividade é,
adicionalmente, aumentada pela adicdao de 1leucina na 52 posicéao
do fragmento referido; o 3° residuo de aminodcido &, de um modo
preferido, 0 dque tem uma cadeia lateral Thidrofdbica; a
actividade € aumentada pela introducdo de um residuo bésico; e
0s residuos de aminodcido 1 e 2 podem ser substituidos por um
composto ndo—aminodcido, tendo um comprimento de 2 residuos, tal
como um d—aminodacido. Com Dbase nestes resultados, foram
preparados varios derivados de grelina de cadeia curta, baseados
na regidao do terminal amina (1-5), como mostrado nos Compostos
N° 76 a 87, nas Tabelas 14 e 15 e as suas actividades foram

examinadas. Os resultados sao resumidos nas Tabelas 14 e 15.

O composto 80 é& conhecido (Ipamorerin; K. Raum et al., Eur.

J. of Endocrinol., 139: 552-561, 1998).

Tabela 14
Actividade do derivado da grelina 11
Estrutura do composto EC;y da
Actividade (nM)
75. [Lys’]-Grelina (1-7)-amida 11

H-Gly-Ser-Ser (CO-C7H;5) -Phe-Leu-Ser-Lys—NH;

76. 12

[N-Aminopentanoilo, Ser3(Octil), Lyssl—Grelina (3-5) —amida
NH,- (CH,) ,—CO-Ser (CgH,;) -Phe-Lys—NH,

77. [N-Aminopentanoilo, PSer®(Octil), "Phe*, Lys’]-Grelina 1600
(3-5) —amida
NH,— (CH;) 4CO- PSer (CgH;7) -"Phe-Lys—NH,

78. [Aib', His?®, Ser®(Octil), Lys’]-Grelina (1-5)-amida 34

H-Aib-His-Ser (CgH;;) -Phe-Lys—-NH,

79. 38
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(continuacgao)

Actividade do derivado da grelina 11

Estrutura do composto ECs da

Actividade (nM)

[Aib', His®, PSer’®(Octil), °Phe’, Lys’]-Grelina (1-5)-amida

H-Aib-His-PSer (C4H;;) -"Phe-Lys—NH,

80. [Aib!, His?, PNal®, °Phe®, Lys®]-Grelina (1-5)-amida 2,5

H-Aib-His-"Nal-"Phe-Lys-NH,

Dado que a actividade de libertacdao de Ca do Composto 80
conhecido foi elevada (2,5 nM), foi, também, examinada a
actividade do Composto 79 derivado de Composto 80, ©pela
substituicdo da 2-D-naftilalanina na 3@ posicdo por D-octil
serina e, em resultado, o seu valor de ECsy foli de 38 nM,
indicando que a actividade foi mantida. O Composto 77, tendo
D-octil serina e D-fenilalanina na 32 e 423 posicgdes, tendo a
mesma estrutura de aminodcidos que o Composto 79, excepto o0s
aminocdacidos 1 e 2, apresentou uma actividade mais baixa (1600 nM)
e estes resultados indicam que a seqguéncia ou a estrutura dos
aminocdcidos 1 e 2 afectam, também, a configuracdo estérica das
cadeias laterais do 3° e 4° aminoadcidos, importantes para a

manifestacdo da actividade.

Ou seja, no caso em gue o0s aminodcidos 1 e 2 foram
substituidos pelo 4&cido aminopentandico, a actividade foi
mantida em 34 nM, mesmo se 2-D-naftilalanina na 3% posicdao e a
D-fenilalanina na 423 ©posicdao foram substituidas pelos seus
L-aminodcidos correspondentes (Composto 78) e, deste modo, a
sequéncia de aminodcidos (Gly-Ser) na 1% ao 22 posicgbes da
grelina requer a configuracdo L para os aminodcidos 3 e 4, mas,
mesmo se o0s aminodcidos 3 e 4 tiverem a configuracdo D, a
actividade ¢é tornada significativa, pela introducdo de outra

sequéncia de aminodcidos, tal Ccomo Aib-His. Foil também
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confirmado que, independentemente, da configurag¢do L- ou D- na

32 e 4@ posicgdes, a actividade ¢é expressa pela

dcido aminopentandico na 1% e 22 posicles.

Tabela 15

introducado de

Actividade do derivado da grelina 12

Estrutura do Composto ECsy da
Actividade
(nM)

81. [NLAminopentanoilo,Ser3(Octil)]—Grelina (3-5) —amida 11

NH,- (CH,) ,—CO-Ser (CgH,;) —-Phe-Leu-NH,

82. [N-Aminopentanoilo, Ser’(Octil)]-Grelina 12

(3-5) -metilamida

NH,—- (CH,) ,—CO-Ser (CgH,7) —-Phe-Leu—-NH-CH;

83. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil)]-Grelina(3-5)-etilamida 22

NH,- (CH,) ;,—CO-Ser (CgH,,;) —-Phe-Leu-NH-C,H;

84. [N-Aminopentanoilo, 98

Ser3(0ctil)]—Grelina(3—5)—benzilamida

NH,— (CH;) ,—CO-Ser (CgH,7) -Phe-Leu—-NH-CH,—C¢H;

85. [N-Aminopentanoilo, Ser>(Octil)]-Grelina (3-5), 3,5

aminoetilamida

NH,- (CH,) ,—CO-Ser (CgH,;) -Phe-Leu—-NH- (CH,) ,—NH,

86. [N-Aminopentanoilo, Ser®(Octil), MePhe®, MeLeu’]-Grelina 82

(3-5) —amida

NH2- (CH2) 4,—CO-Ser (CSH17) -MePhe-MeLeu—-NH2

87. ["Leu’]-hGrelina 220

GSS (CO-C+H;i5) F-"L-SPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Foi examinada a correlacdo entre a actividade e a estrutura

da regidao do terminal carboxilo, utilizando [N-Aminopentanoil,

Ser’(Octil)]-Grelina (3-5) baseada na regido do terminal amina

(1-5) da grelina. A actividade dos seus derivados, em que a

leucina do terminal <carboxilo na 5@ posicéo
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modificada com amida, metilamida, etilamida ou benzilamida foi
mantida, mas tendeu a ser reduzida, como mostrado,
respectivamente, por valores de ECsy de 11 nM, 12 nM, 22 nM e
98 nM. Por outro lado, a actividade foi aumentada pela
substituicdo da etilamida por aminoetilamida, como mostrado por
um valor de ECso de 3,5 nM, revelando, deste modo, que &

preferida a comunicacdo de basicidade ao terminal carboxilo da

molécula da grelina.

Estes varios derivados amida do terminal carboxilo séo
compostos uteis, devido a sua resisténcia a decomposicdo in vivo
com carboxipeptidases. O Composto 86 (ECsg = 86 nM) contendo
dcido N-metilamino €, também, um composto util devido a sua

resisténcia as enzimas.

Exemplo 12. Actividade de libertagao de GH dos derivados da

grelina em ratos

(1) Actividade de 1libertacdo de GH de varios derivados da

grelina de cadeia longa em ratos

Foram administrados 18 nmo 1l do Composto 17
([Ser’(Octil)]-hGrelina) /kg, 30 nmol do Composto 18
([Cys3(Octil)]—rGrelina)/kg, 100 nmo 1l do Composto 65
([2-"Nal’]-hGrelina) /kg ou 18 nmol do Composto 15
([Ser’(3-Fenilpropinil)]-hGrelina) /kg, rapidamente e

intravenosamente, em ratos da variedade IGS-SD (com cerca de 7
semanas), sob anestesia com Nembutal, para cada amostra (n = 3).
Quinze minutos apdés a administracadao, foi recolhido plasma e a
concentracdao da GH no plasma foi medida por radioimunoensaio

(Biotrak/Amersham) . Separadamente, foram administrados,
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respectivamente, albumina do soro bovino (BSA) a 0,2%-soro
fisioldgico, 6 nmol de rGrelina e hGrelina/kg ou 80 nmol de
Ipamorelin/kg (Composto 80) a outros ratos, como controlo e as
concentracdes de GH no plasma foram comparadas, 15 minutos apds a

administracado (para cada amostra, n = 3).

Os resultados sao mostrados na Tabela 13. O Composto 17
([Ser’(Octil)]-hGrelina), o Composto 18 ([Cys’(Octil)]-rGrelina)
e o Composto 15 ([Ser®(3-PhPrl)]-hGrelina) apresentam uma
actividade significativa de libertacdo de GH e a actividade de
libertacdo de GH da [2-"Nal’]-hGrelina apresentou uma boa

correlacao com a actividade intracelular de libertacgao de Ca.

Tabela 16

Actividade de libertacdo de GH de varios derivados de grelina de cadeia longa

Composto administrado Valor da dose nivel de GH no plasma, 15 min.
ECso (nM) (nmol/kg) apdés a administracdo (ng/mL)
Rato Rato Rato M + S.D.
1 2 3

Soro fisioldgico — — 32 52 59 49 + 12

hGrelina 1,3 6 1802 1613 2203 1873 = 301

rGrelina 1,5 6 2056 1082 1205 1448 + 530

Ipamorelina (Composto

80) 2,5 80 377 260 1184 607 + 503

[Ser®(Octil) ] —hGrelina 1,2 18 1626 1602 1743 1657 + 75

[Cys®(Octil)]—rGrelina 5,4 30 2786 2342 2354 2494 + 253

[Ser3(Fenilpropionil)]

—hGrelina 1,4 18 2119 | 2078 | 1581 1926 + 299

[2-'Nal®] —hGrelina 8,2 100 1637 1576 1357 1524 + 147
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(2) Modificacdo de GH no plasma por administracdo de

[Cys®(Octil)]-grelina de rato

Apds o Composto 18 ([Cys(Octil)]l-grelina de rato) ter sido
administrado intravenosamente numa dose de 5 ug/cabeca, em ratos
do sexo masculino da variedade Wistar (cerca de 260 a 280 qg),
sob anestesia com Nembutal, foi medida a GH libertada para o
sangue. Foram, também, administrados soro fisioldégico e grelina
de rato (5 ug /cabecga), como controlo e foram comparados com O

Composto 18.

Como mostrado nas Tabelas 17 a 19, a actividade da
[Cys®(Octil)]-grelina de rato promotora da secrecdo da GH foi
equivalente a da grelina natural de rato (ou seja, Cuax da GH
segregada foi cerca de 1100 ng/mL para ambas as grelinas) e,
além disso, o tempo de secrecdao tendeu a prolongar—-se. A
actividade intracelular de libertacgdo de Ca do Composto 18 foi

5,4 nM, em termos de ECjsp.

Tabela 17

Modificacao do nivel de GH no plasma por administracdo de

[Cys®(Octil)]-grelina de rato

[Cys(C18)°]-grelina de Tempo (min)

rato 5 ug/cabeca 0 | 5 ‘ 10 | 15 ‘ 20 | 30 | 60

Nivel de Rato 1 377 338 687 927 900 469 98

GH no Rato 2 101 294 258 300 358 245 86

plasma Rato 3 59 476 949 1229 1417 704 133

(ng/mL) Rato 4 33 530 959 1451 1299 800 220

Rato 5 32 613 1060 1561 1359 726 122

Média + S.D. 120 450 783 1093 1067 = 589 132

+ 146 + 133 + 324 + 506 445 + 229 + 53
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Tabela 18

Modificagcdo do nivel de GH no plasma,

por administracdo de soro fisiolédgico

Soro fisioldégico Tempo (min)
0 5 10 15 20 30 60
Nivel de Rato 1 0 88 129 133 116 107 430
GH no Rato 2 204 122 118 134 128 69 36
plasma Rato 3 77 0 0 0 0 0 11
(ng/mL) Rato 4 0 0 0 0 48 27 110
Rato 5 0 0 0 0 0 0 210
Média + S.D. 56 42 49 53 58 41 159
+ 89 + 58 + 67 + 73 + 61 + 47 + 170
Tabela 19

Modificagdo do nivel de GH no plasma por administracdao de grelina de rato
Grelina de rato 5 Tempo (min)
ug/cabeca 0 | 5 | 10 | 15 ‘ 20 | 30 ‘ 60
Nivel de Rato 1 143 186 425 405 215 56 3
GH no Rato 2 10 1396 2028 1566 876 242 27
plasma Rato 3 838 163 443 681 419 120 36
(ng/mL) Rato 4 348 556 1387 1469 1293 663 100
Rato 5 0 875 1380 1009 1414 452 20
Média + S.D. 268 635 1133 1026 843 306 37
£ 348 £ 517 £ 690 £ 498 + 525 + 250 + 37
Exemplo 13. Accao de aumento do apetite da grelina
(1) Accao de aumento do apetite por administracdo no
ventriculo

Foi administrado soro fisioldgico contendo grelina de rato,

em vAarlas

concentracdes,

as

8:45 da
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cerebrais de ratos do sexo masculino da variedade Wistar (16 a
20 animais por grupo), pesando, cada, 300 a 325 g. Foi
administrado soro fisioldgico isento de grelina aos ventriculos,
como controlo. Apds a administracao, foi permitida a alimentacéao
ad 1libitum dos ratos e foi medida a gquantidade de alimento
ingerido ao longo de 2 horas apds a administracgdo. Como mostrado
na Fig. 6, foi observado um aumento da gquantidade de alimento
ingerido, nos ratos aos quails foram administradas 50 pmol de
grelina, intracerebroventricularmente e foi observado um aumento
da quantidade de alimentos ingeridos, dependente da dose, em
ratos aos quails foram administrados 200 pmol e 500 pmol de
grelina, mas a gquantidade de alimentos ingeridos foi reduzida
nos ratos aos quais foram administrados 2 nmol de grelina.
Normalmente, os ratos alimentam-se a noite, de forma que de
manhd&, os ratos estdao com o estdbmago cheio e raramente se
alimentam (ver o rato ao qual foi administrado soro fisioldgico
como controlo, na Fig. 6) e, deste modo, o aumento da gquantidade
de alimentos ingeridos através da administracdo de grelina no
ventriculo cerebral, indica que grelina tem uma acg¢ao de aumento

do apetite.

(2) Acgdo de aumento do apetite por administracao

intravenosa

Foram administrados 50 ug de grelina de rato/kg,
intravenosamente, nas velas da cauda de ratos SD
(Sprague-Dawley) (5 animais) e de ratos Wister (4 animais) do
sexo masculino, com 9 meses e foi medida a quantidade de
alimentos ingeridos durante 2 horas apdés a administracao
(avaliada das 16:00 as 19:00 da tarde). Como mostrado na Tabela

20, a quantidade de alimentos ingeridos foi aumentada, de um

198



modo evidente, pela administracao intravenosa da grelina, em
comparacao com a quantidade de alimentos ingeridos sem
administragcdo de grelina de rato, a qual foi determinada
utilizando o mesmo animal na mesma hora num outro dia. Ou seja,
foi demonstrado que a grelina tem uma accao de aumento do

apetite, mesmo por administracdo intravenosa.

Tabela 20
Quantidade de alimentos ingerida (g)
estirpe N° do Administracao de Sem administracéao
Rato grelina de grelina
S-D 1 3,2 2,2
2 3,7 1,0
3 3,2 0,1
4 2,7 1,3
5 2,6 0,8
Média 3,1 1,1
S.D. 0,4 0,8
Wister 6 2,3 0,2
7 1,9 1,4
8 1,6 0,1
9 2,1 0,3
Média 2,0 0,5
S.D. 0,3 0,6
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Exemplo 14. Aumento das funcdes gdstrica pela grelina

Foi realizada seguinte experiéncia, para avaliar o efeito
da grelina sobre a funcdo gastrica. Foram submetidos a Jjejum
ratos da estirpe SD do sexo masculino (7 a 8 semanas, pesando
200 a 280 g), durante 20 ou mais horas e foram, depois,
utilizados na experiéncia. Os ratos foram anestesiados pela
administracdo intraperitoneal de uretano (1,25 g/kg) e foram
mantidos quentes, utilizando uma almofada de aquecimento e uma
luz de aquecimento. Foi inserida uma cénula tragqueal, o esdéfago
foi ligado com fio de seda e cada rato foi submetido a seguinte
operacdo de medicdao da secrecdo do &4cido géastrico ou da
motilidade gastrica. Na experiéncia utilizando o) animal
consciente, o rato foi submetido a operacdao da medicdo da
secrecdo de 4&cido géastrico ou da mobilidade géastrica, sob

anestesia leve, por inalacao de éter.

Na experiéncia da secrecao de &acido géastrico sob anestesia
com uretano, a operacadao foi realizada de acordo com o método
proposto por Ohno et al. [Ohno, T., et al., Jpn. J. Pharmacol.
43, 429-439 (1987)]. Resumidamente, o abdémen foi sujeito a
incisdao, na posicao supina e o estdmago e o duodeno foram
expostos. Foi inserido um tubo de polietileno na parte dianteira
do estdmago, para preparar uma fistula géstrica aguda. Foi
inserido outro tubo de polietileno no estdmago, apds divisdo do
duodeno e a parte circundante do piloro foi ligada e fixada. O
conteudo do estémago foi infundido com soro fisioldgico, o qual
foi ajustado para pH 7,0, num reservatdério e foi aquecido a
37 °C. O caudal foi de 1,0 mL/min. O fluido de infusdo foi
ajustado para pH 7,0 por titulagdo com NaOH 100 mM, utilizando
uma unidade fixadora de pH (Hiranuma, Comitite-8). Apds ter sido

confirmado que uma quantidade Dbédsica da secrecdo de 4&acido
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gadstrico estava estdavel, o produto guimico do teste foi
administrado intravenosamente e fol medida a taxa de secrecao de
dcido gdstrico, em intervalos de 5 minutos. Foram utilizadas

quatro ratos em cada grupo.

Na experiéncia durante a vigilia, o rato foi submetido a
mesma operacgao sob anestesia leve, por 1inalacado de éter e,
depois, foil realizado um pequeno corte no flanco e foi extraido
um tubo de infusdo a partir do corpo. 0O estdmago e o duodeno
expostos foram recolocados no abddémen, o local de excisdao foi
suturado e o animal foi imobilizado, deitado de costas, numa
jaula de fixacdo de ratos do tipo Ballman e, apds ter sido
confirmado que o rato recuperou da anestesia, o rato foi

submetido a experiéncia. O esdéfago foi 1ligado, mas ndo foi

inserida uma canula na traqueia.

Na experiéncia para a medicdo da motilidade gastrica sob
anestesia com uretano, foi utilizado um método com um
baldo miniaturizado, de acordo <com o método proposto por
Takeuchi e Nobuhara [Takeuchi, K. e ©Nobuhara, Y., Digestive
Diseases and Sciences 30, 1181-1188 (1985)]. Ou seja, foi
inserido um baldo cheio de 4dgua e um cateter de suporte no
estdmago, apds divisdo da parte dianteira do estdmago. Este foi
fixado de forma a situar-se numa glédndula da linha géstrica e
uma extremidade do cateter foi ligado a um transdutor de pressao
(LPU-0.1-350-0-II, de Nihon Kohoden Corporation). Apds ter sido
confirmado que a motilidada gastrico estava estdvel, o produto
gquimico de teste foi administrado intravenosamente,
cumulativamente, em intervalos de 60 minutos. Para a motilidade
gastrica, foram medidos a amplitude da pressdo interna no
estdmago e o numero de reaccgbes de encolhimento na motilidade

por encolhimento, tendo uma amplitude de H,;O de 20 ou mais cm, em
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intervalos de 10 minutos. Foram utilizados gquatro animais em cada
grupo. Na experiéncia que utilizou animais conscientes, o rato
foi submetido a mesma operacdo sob anestesia leve, por inalacéao
de éter e, apds o local de excisdao ter sido foi suturado, o
animal foi fixado na posicdo de pronacdao numa jaula de fixacao
de ratos do tipo Ballman. Apds ter sido confirmado que o rato
estava recuperado da anestesia, o animal foi submetido a

experiéncia.

Foram dissolvidas grelina de rato e dicloridrato de
histamina em soro fisioldgico e foram administrados na veia da
cauda, numa dose de 1 mL/kg. Foi administrado, subcutaneamente,
sulfato de atropina, 30 minutos antes da administracdo da
grelina, ©para verificar se a acgdao do nervo vago estava
envolvida na acgao da grelina ou se os feixes de nervo wvago
cervicais tinham sido cortados bilateralmente. Foi administrada,
subcutaneamente, famotidina (Gaster®, produzida por Yamanouchi
Pharmaceutical Co, Ltd.), 30 minutos antes da administracao da
grelina, ©para verificar o envolvimento do receptor H; da
histamina na acg¢do da grelina. Os resultados sao mostrados como
média + erro padrdao. A andlise estatistica foi realizada,
utilizando testes multiplos de comparacao de Dunnett. O valor de

P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Como mostrado na Fig. 7A e na Tabela 21, a secrecgao de
dcido géstrico foi promovida, de uma forma dependente da dose,
apds a administracdo intravenosa de grelina de rato, numa dose

de 0,8 a 20 ung/kg, num rato sob anestesia de uretano.

No rato sob anestesia, a motilidade espontdnea do estdmago
ndao foi, praticamente, observada antes da administracdo da

grelina. Quando foi administrada grelina de rato
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intravenosamente, numa dose de 0,8 a 20 ng/kg, num rato com esta
patologia, tanto a amplitude como a frequéncia da motilidade
gastrica foram promovidas, como mostrado nas Fig. 8A e B e na
Tabela 21. Estas reacc¢des foram observadas, imediatamente, apds
a administracdo da grelina de rato. A secrecdo de acido gdastrico
foi aumentada pela administracdo de 20 ug/kg, atingiu o nivel
maximo ao fim de 20 minutos e diminuiu, gradualmente, durante
90 minutos apdés a administracao. Como mostrado nas Fig. 7 A e B,
a reaccdo maxima na acgdo promotora da secrecdo de Aacido
gastrico pela administracdo de 20 upg de grelina de rato/kg foi
quase comparavel a reaccgao induzida pela administracao
intravenosa de 3 mg de histamina/kg. A accdo de promocdo da
amplitude da motilidade géstrica atingiu a reaccgdo maxima em
10 minutos, em qualquer dose e a accao foi gradualmente reduzida
pela administracdo de 20 ug de grelina/kg, até 50 minutos apds a

administracao.

Além disso, como mostrado na Tabela 21, a accao de promocao
da secrecdo gdastrica induzida pela administracdo de 20 ug de
grelina de rato/kg foi inibida, gquase completamente, pelo
pré-tratamento com atropina ou vasotomia cervical bilateral, mas
esta acgao nao foi afectada pelo pré-tratamento da administracao
subcutdnea de 1 mg de famotidina/kg, 1i. e., um antagonista do
receptor de H, da histamina. Além disso, a accao de promocao da
motilidade gdstrica induzida pela administracdo de grelina de
rato foi completamente inibida pelo pré-tratamento com atropina
ou vagotomia cervical bilateral. A partir destes resultados, foi
confirmado que a acgao de promogao da grelina sobre as fungdes
gadstricas nado ocorre através do mecanismo histaminérgico, mas

sim, através da activacao do sistema do nervo vago.
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A secrecdo de 4cido gastrico foi promovida, em ratos
conscientes, da mesma forma que nos ratos sob anestesia com
uretano, pela administracdo intravenosa de grelina de rato
(4 e 20 pg/kg). Em comparacdo com um rato sob anestesia, um rato
consciente apresentou motilidade gdstrica espontdnea antes da
administracao do produto quimico de teste e, mesmo neste estado,
a motilidade géastrica foi promovida juntamente com a sua
amplitude e frequéncia, pela administracao de 0,8 a 20 ug de
grelina de rato/kg, ao rato. A partir do resultado acima, foi
confirmado que, pela administracdo intravenosa da grelina, a
promocdo da secrecdo de &acido gastrico e promocgdo da motilidade
gadstrica ocorre ndo, apenas, num rato anestesiado mas, também,

num rato consciente.
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Tabela 21

Tratamento Secregédo de &acido Motilidade gdstrica
gdstrico Frequéncia Amplitude
(n (tempos/60 min (cm
equivalente/60 M ) H,0/60 mi
in.) n.)
Soro fisioldgico 17,6 =+ 1,2 1,3 + 1,0 1,7+ 1,0
Grelina de Injecgédo 1i.v. de 24,5 + 2,2 35,5 + 18,1 6,7 + 4,4
rato 0,8 ug/kyg
Injecgdo i.v. de 4 23,5 £ 2,6 60,8 + 25,6 11,1 + 5,3
ug/kg g/kg
Injecgédo i.v. de 43,3 + 4,6 100,5 £ 20,4 21,8 £ 2,5
20 nug/kg (*1) (*1) (*1)
Injecgéo + administracédo 26,1 + 3,9 0 0
intravenosa subcutédnea de 1 mg (*2) (*3) (*3)
de 20 ug de de atropina/kg
grelina de + remogdo do nervo 18,4 + 3,7 0 0
rato/kg vago (*3) (*3) (*3)
Injeccgéo + administracéo 43,0 + 4,2 NT NT
intravenosa | subcutédnea de 1 mg
de 20 ug de de famotidina/kg
grelina de
rato/kg
Os simbolos na tabela indicam:
*1, p <0,01; *2, p <0,05; e *3, p «0,01
NT: Néo testado.
Exemplo 15. Acg¢do promotora do crescimento celular da

grelina e dos derivados da grelina

Foi realizada a seguinte experiéncia, para examinar a accao

promotora do crescimento celular da grelina administrada. Foram

administrados, respectivamente, vinte ug de grelina de rato ou

de grelina de rato do tipo tioéter (Composto 18

[Cys®(octil)]-hGrelina)/kg nas veias da cauda de ratos Wister do
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sexo masculino (7,5 semanas) . Dezassete horas apds a
administracdo, foi administrada °H-timidina nas veias da cauda e,
apdés 1 hora, foram excisados o duodeno, o Jjejuno e a medula
6ssea. Foi medida a incorporacdo “H-timidina nas fraccdes de ADN
destes tecidos, para examinar a acgdao de promoc¢do do crescimento
celular da grelina e dos derivados da grelina. Os tecidos foram
cortados finamente e foram homogeneizados, utilizando um
homogenizador Polytron e, apds a centrifugacdao, o sobrenadante
foli precipitado com 4&cido tricloroacético, para originar uma
fracgcao de ADN. A radioactividade da fracgcao de ADN foi medida

por um contador de cintilacao liguida.

Como mostrado na Tabela 22, a incorporacdo de °“H-timidina
nestes tecidos ou o¢rgaos foi aumentada pela administracao
intravenosa de grelina de rato ou de grelina de rato do tipo
tioéter e foi, deste modo, confirmado que grelina apresenta uma
accado de promocao do crescimento celular, no duodeno, no jejuno

e na medula &ssea.

A duracao do tempo de acgao de promogcao do crescimento
celular, ap6és a administracdo intravenosa de grelina foi
semelhante a da apdés a administracdo de GHRH (hormona de
libertacao da hormona do crescimento), foi, portanto considerado
que a accgao de promogao do crescimento celular da grelina ocorre
através da GH (hormona do crescimento), segregada,
principalmente, a partir da pituitdria. Foi considerado que a
regulacdo da secregdo da GH pela grelina, como um factor
fisioldgico, ¢ razoavel para a regulacdo do organismo e
verificam-se menos efeitos adversos, o0s gquals podem ocorrer por

administracado da GH.
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Tabela 22

Exemplo Grelina de Grelina do tipo
Comparativo rato tioéter
Medula O&ssea 100,0 141,7 144,5
(nos tecidos) +17,8% +30,1% +16,5%
Duodeno 100,0 136,0 114,0
(na fraccao do ADN) +14,2% +17,8% +11, 7%
Jejuno 100,0 159,0 151,0
(na fraccgcao do ADN) +6,8% +7,5% +23,6%
Os valores numéricos mostram a proporcgao (%) da

incorporacdao do isdétopo radioactivo, em relagcdo a média (em

triplicado) do exemplo comparativo (i. e., o grupo ao qual foi

administrado soro fisioldgico).

Exemplo 16. Quantificagcdo da grelina ©por anticorpos

anti-grelina

Foi quantificada a grelina em vAarios tecidos wvivos, por

radioimunocensaio (RIA), utilizando anticorpos produzidos contra

péptidos dos terminais amina e carboxilo da grelina de rato,

como antigénios.

Foram imunizados coelhos com [C-Cys]-grelina de rato [1-11]

(péptido com os aminodcidos 1 a 11 do terminal amina da grelina

de rato, tendo cisteina ligada ao seu terminal carboxilo) e

[C-Cys]—-grelina de rato [13-28] (péptido com os aminodcidos 13 a

28 do terminal amina da grelina de rato, tendo cisteina ligada

ao seu terminal carboxilo), como antigénios, para formar,

respectivamente, o) anticorpo contra o) terminal amina
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(anti-antigénio [C-Cys]-grelina de rato [1-11]) e anticorpo
contra o terminal carboxilo (anti-antigénio [C-Cys]l-grelina de

rato [13-28]).

Como mostrado na Fig. 9a, a ICsy (concentracdo inibitéria a
50%) da grelina de rato foi de 3,1 fmol, para a ligacao entre a
grelina de rato marcada com um isdtopo radioactivo e o anticorpo
contra o terminal amina. Este anticorpo contra o terminal amina,
embora apresentando reactividade cruzada a 100% com a grelina
humana sintetizada quimicamente e a grelina de rato, apresentou,
apenas, uma reactividade cruzada a 0,3% com a n-hexanoil grelina
de rato, em que a 32 serina tinha sido modificada com grupo
n-hexanoilo e reactividade cruzada a 20% com a n-decanoil
grelina de rato, em que a 3?2 serina tinha sido modificada com o
grupo n-decanoilo. Além disso, o anticorpo terminal do amina néao
reagiu com a grelina a partir da qual o 4acido gordo tinha sido

libertado.

0O anticorpo do terminal amina apresentou uma afinidade

semelhante para grelina de rato (28 aminodcidos), grelina humana
(28 aminodacidos) e grelina-27 (grelina, consistindo em
27 aminoéacidos), encontradas em humanos e ratos.

Consequentemente, foi confirmado gque o anticorpo contra o
terminal amina reconhece, especificamente, a grelina natural em

que a 3@ serina foi modificada com um grupo n-octanoilo.

Como mostrado na Fig. 9b, a grelina de rato natural,
modificada com o grupo n-octanoilo e a grelina de rato,
modificada por remogdo de n-octanoilo da grelina de rato
natural, apresentaram um valor de ICys;, semelhante, de 44 fmol,
para a ligagdo entre a grelina de rato marcada com um isdtopo

radicactivo e o anticorpo contra o terminal carboxilo. Ou seja,
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foi confirmado que o anticorpo contra o terminal carboxilo tem a
mesma afinidade para a grelina modificada com um &acido gordo e

para a grelina da qual foi libertado um acido gordo.

Estes resultados revelaram que, no que respeita as grelinas
que ocorrem em varios tecidos num organismo vivo, a grelina em
que a 32 serina foi modificada com um grupo n-octanocilo pode ser
quantificada através de um anticorpo contra o terminal amina,
enquanto que, tanto a grelina modificada com um 4&cido gordo,
como a grelina da qual foi libertado um &cido gordo, podem ser
quantificadas através de um anticorpo contra o terminal

carboxilo.

A Tabela 23 mostra o resultado do exame dos conteudos da
grelina modificada com um &cido gordo e os conteldos da grelina
modificada com um &cido gordo e da grelina da qual foi libertado

um acido gordo, em varios tecidos de um organismo vivo.

Tabela 23
Tecidos Quantidade de grelina de rato que reage
com anticorpo (fmol/mg tecidos)

C-RIA N-RIA

Hipotéalamo 1,8 £ 0,3 <0, 05

Pituitaria 8,5 + 3,1 <0, 05

Tirdide 3,5 + 2,0 <0,05

Glandula da mandibula 8,8 + 1,3 <0, 05

Timo 3,5 £ 0,4 <0, 05

Glandula adrenal 3,1 + 0,4 <0, 05
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(continuacéao)

Tecidos Quantidade de grelina de rato que reage
com anticorpo (fmol/mg tecidos)
C-RIA N-RIA
Atrio 2,3 £ 0,2 0,07 + 0,01
Ventriculo 2,1 + 0,1 <0, 05
Aorta 2,4 + 0,7 0,14 = 0,03
Pulmao 3,1 £ 0,4 <0, 05
Figado 2,8 + 0,5 <0,05
Pancreas 2,6 = 0,6 0,15 + 0,05
Estdmago 1779,8 + 533,9 377,31 £+ 55,83
Duodeno 106,7 £ 7,3 20,57 £ 0,69
Jejuno 60,2 =+ 17,2 10,73 = 5,44
Ileo 20,5 + 5,1 0,16 + 0,08
Ceco 15,1 = 2,5 1,70 = 5,44
Cdlon 10,4 = 0,7 <0, 05
Rim 5,4 + 0,3 <0,05
Esperméario 2,83 £ 0,2 <0, 05
Plasma (1 mL) 219,06 « 71,8 4,02 +£ 1,91

Na tabela, C-RIA indica o resultado da quantificacdo por

radioimunoensaio, wutilizando o anticorpo contra o terminal

carboxilo, enquanto que N-RIA indica o resultado da

quantificacdo com anticorpo contra o terminal amina.

Os wvalores numéricos na tabela i1indicam “média =+ desvio

padrao”.
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Exemplo 17. Produgdo de grelina de rato (1-28) por um

método de semi-sintese

Esquema de sintese

Neste exemplo, foi produzida rGrelina a partir dos
fragmentos rGrelina (6-28) e Grelina (1-7), anteriormente
preparados, respectivamente, por métodos de engenharia genética

e de sintese quimica, como se segue.

Especificamente, foi expressa B—galactosidase
97-(QFE-SRHRR) -rGrelina (6-28) ou seja, uma proteina de fuséao
entre a f-galactosidase 97 e a rGrelina (6-28), no interior da
qual estd presente uma sequéncia de aminocdcidos (-QFE-SRHRR-),
tendo um local de quebra pela protease V8 e pela protease KexIT,
em E. coli. Esta proteina de fusdao foi tratada com a protease V8,
para excisar SRHRR rGrelina (6-28). Em seguida, todos o0s grupos
amina da SRHRR rGrelina (6-28) foram protegidos com grupos Boc e
o péptido resultante foi tratado com a protease KexII, para

)11,16,19,20,24]

originar [Lys(Boc -rGrelina (6-28) da qual o grupo

amina do terminal amina da Ser 6 tinha sido 1isolado. Este

fragmento protegido foi condensado [com N*-Boc]-rGrelina
(1-5) -0su, obtida por sintese quimica e a
[Lys (Boc) '1716:1%:20:24) _rGrelina resultante, foi tratada com um

dcido, pelo que, foi produzida rGrelina.

Neste exemplo, foi descrita a semi-sintese da rGrelina, mas

pode ser, também, sintetizada hGrelina, através deste método.

Além disso, neste exemplo, o fragmento (1-5) foi condensado

com o fragmento (6-28), mas os fragmentos (1-2), (1-3) e (1-7)
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do terminal amina, sintetizados guimicamente, podem  ser,
respectivamente, condensados com os fragmentos (3-28), (4-28) e
(8-28) do terminal carboxilo, com um comprimento arbitréario,
consistindo em aminodcidos da 282 posicdo até a 3@ posicao,
construidos através de engenharia genética, para producdo de
grelina como uma proteina de fusdao. Para a reducdao do numero de
passos na sintese quimica, é vantajosa a condensacdo entre (1-2)
e (3-28) ou entre (1-3) e (4-28). Do ponto de vista da prevencao
completa da racemizacao causada pela condensacgao, é,
particularmente preferida a condensacdao entre (1-7) e (8-28),

utilizando Pro 7.

Construcao de vector de expressao pG97s rGR e expressao da

grelina (6-28) como uma proteina de fusao

Foi obtido um fragmento de ADN da rGrelina (6-28) tendo uma
sequéncia de aminodcidos QFE-SRHRR na regido pré-prd, com base
na sequéncia nucleotidica do ADNc da grelina de rato, por

emparelhamento, utilizando um oligdmero totalmente sintético.

Para inserir este fragmento de ADN em pG97SnPPH34 (JP-A
9-296000), o pPGY97SnPPH34 foi tratado com Sall e Smal,
eliminando, deste modo, o0 seu gene precursor da hormona
paratirdide humana. O produto foi tratado com fosfatase alcalina
e fol ligado com ligase de T4, ao fragmento do gene derivado da
rGrelina, anteriormente tratado com Sall e cinase. O plasmideo
ligado foi transformado na estirpe DHS de E. coli, para originar

o plasmideo pG97s rGR.

0O plasmideo pG97s rGR foi transformado em E. coli M25

(ompT) e o transformante resultante foil cultivado em 3 placas,
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contendo, cada uma, 200 mL de meio de liquido Terrific Broth
(triptona a 1,2%, extracto de levedura a 2,4%, glicose a 0,4%) e
foi cultivado sob agitacdo, a 37 ©°C. Quando a concentracao
(ODggp) das célula Dbacterianas atingiu 0,8, foi ai adicionado
isopropil-l-tio-B-D-galactopirandésido (IPTG), numa concentragao
final de 2 mM, para a expressao da proteina de fusdo rGrelina
(6-28). Além disso, as células Dbacterianas foram cultivadas
durante 4 horas e, depois, foram recolhidas por centrifugacdo. A

estrutura da proteina de fusao rGrelina (6-28) é como sSe segue:

Proteina de fusdo rGrelina 6-28:

(B-Galactosidase-97S) -QFE-SRHRR rGrelina (6-28)

Processamento da proteina de fusdo rGrelina 6-28 e

purificacdo de [SRHRR]-rGrelina (6-28)

Foram suspensos 20 mL das células bacterianas resultantes,
em tampao TE e as células bacterianas foram rebentadas com uma
prensa francesa. Depois, os corpos de inclusadao foram recolhidos
por centrifugacdo a 3000 rpm, durante 15 minutos, foram
suspensos, novamente, em 10 mL de tampdo TE e &gua desionizada e
foram centrifugados, pelo que, o corpo de inclusao foi lavado. O
corpo de inclusao foi diluido com &gua desionizada de forma a
que a sua ODggy fosse reduzida para 50,0 e foi ai adicionado
Tris-HCl1 (pH 8,2), numa concentracao final de 50 mM e o corpo de
inclusdao foi dissolvido em ureia (concentracadao final: 3,5 M).
Foi adicionado derivado V8D5 da protease rvV8 (abreviado, depois,
como V8D5) (JP-A9-47291), numa concentracdao final de 10 g/mL, a
esta solugcao mantida a 30 °C e a solucao foi tratada com a
enzima a 30 °C, durante 20 minutos. A reacc¢ao foli terminada pela

adicdo de acido acético a 3% (AcOH).
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Foi adicionado um excesso de 1,5 vezes de agua desionizada
a solucdo da reaccdo terminada da enzima V8D5, contendo
[SRHRR] -rGrelina (6-28), depois, esta solucdo foli ajustada para
pH 5,0 com NaOH 5 N, para precipitar o fragmento derivado da
B-galactosidase que foi, entdao, removido por centrifugacdo a

5000 rpm, durante 10 minutos.

0 sobrenadante contendo [SRHRR]-rGrelina (6-28) foi
aplicado a uma coluna TSK-0DS 80Ts (didmetro das particulas de
resina de 20 uym, 50 mm I.D. x 100 mm, TOSOH Co., Ltd.),
previamente equilibrada com TFA a 0,1%. O péptido pretendido foi
eluido com um gradiente linear, de tampdo A a 100% [0,8 mL/min.,
acetonitrilo 1%, TFA a 0,1%] até tampdo B a 100% [acetonitrilo a
50%, TFA a 0,095%], a qual foil programada para terminar num
volume de 5 colunas. Foram recolhidas as fracgdes contendo o

péptido pretendido [SRHRR]-rGrelina (6-28) (cerca de 50 mg).

Purificacao da [Boc-SRHRR] - [Lys (Boc) 11711929241 _rGrelina

(6-28)

Foram adicionadas 6 moles equivalentes (19,2 mg,
6 x 15 umol) de bicarbonato de di-t-butilo, a solucgdo aguosa de
acetonitrilo a 50%, contendo <cerca de 50 mg (15 mumol) de
[SRHRR]-rGrelina (6-28), depois, foili ajustada para pH 9 com
trietilamina e deixada a temperatura ambiente, durante
15 minutos. Foi adicionado &cido acético a solucdao de reaccéo,
numa concentracao final de 0,5% e, apds o acetonitrilo ter sido
evaporado, a solucdo foi adicionada a coluna pré-empacotada
EMPORE-Octil (C8) HD 4 mm/l1 mL, previamente equilibrada com
acetonitrilo a 10%, contendo de TFA a 0,1% e, apds a coluna ter

sido lavada com solucao de equilibracao, a
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[Boc-SRHRR] - [Lys (Boc) 117161929241 _rGrelina (6-28) foi eluida com
acetonitrilo a 90%, contendo TFA a 0,095%. O acetonitrilo foi
evaporado e foram obtidos 6 mL de solucdo contendo cerca de 30 mg

do péptido pretendido.

A espectrometria de massa indicou, principalmente, dois

péptidos, cujo peso molecular apds a modificacdo Boc foi

aumentado em 500 (peso molecular determinado, 3895) ou em
600 (peso molecular determinado, 3995) em relacdo ao peso
molecular (peso molecular determinado = 3396, peso molecular

tedrico = 3398) antes da modificacédo Boc.

) 11,16,19,20, 24,

Quebra de [Lys(Boc -rGrelina (6-28) pela protease

Kex2 e sua purificacao.

Foram adicionados uma solucdo de cloreto de calcio e
Tris-HCl, pH 8,2, em concentragdes finais de, respectivamente,
0,3 mM e 20 mM, a solucéao aguosa resultante da
[Boc—SRHRR] - [Lys (Boc) 11711929241 _rGrelina (6-28) (30 mg, 6 mL).
Apds ter sido aili adicionada uma solugdo da protease Kex2 (JP-A
10-229884), numa concentracao de 1 x 10° unidades/mL, a amostra

foi tratada com a protease a 30 °C, durante 60 minutos.

Em HPLC, desapareceu um pico da [Boc—-SRHRR] - [Lys (Boc)

11,16,19,20,241 _yGrelina (6-28), foi deslocado um pico da [Lys(Boc)

11,16,19,20,241 _rGrelina (6-28) em direccao a regido da
hidrofobicidade e foi observado um pico de um fragmento

hidrofilico correspondente a Boc-SRHRR.

Apds o desaparecimento do material de partida ter sido

confirmado, a solugao de reacgao foi ajustada para pH 3,5 com
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dcido acético aquoso e fol aplicada na coluna ODS-80Ts de
cromatografia de fase reversa (volume da coluna de 1,66 cc,
didmetro das particulas da resina 20 um, TOSOH Co., Ltd.),
previamente equilibrada com acetonitrilo a 1,0%, contendo &cido
acético a 1%. Apds a coluna ter sido lavada com um volume de
5 colunas de solucao de equilibracao, a

[Lys(Boc)1L1&1%2m24]

-rGrelina (6-28) foi eluida com um gradiente
linear de acetonitrilo a 1,0% até acetonitrilo a 90,0%,
contendo, ambas, acido acético a 1%, a qual foil programada para
terminar num volume de 5 colunas. As fraccgdes principais foram

liofilizadas, para originar 6,2 mg do péptido protegido

pretendido.

Condensacao do fragmento e desproteccgao

Foram adicionados trietilamina (51,0 uL, 0,366 mmol) e uma
solucao de bicarbonato de di-t-butilo (78,0 mg, 0,0356 mmol), em
TFE (4,00 mL), respectivamente, a uma solucdo de Grelina (1-5)
(190 mg, 0,0301 mmol, Composto 31), em trifluoroetanol (TFE)
(6,00 mL) e foram misturados, a temperatura ambiente, durante
13 horas. O solvente foi evaporado e foi adicionado éter
(20,0 mL) aos residuos resultantes, pelo gque, foram obtidos

180,5 mg de [N"-Boc]-rGrelina (1-5).

Depois, foi adicionado HOSu (5,20 mg, 0,0452 mmol) a uma
solucdo de [N*-Boc]-rGrelina (1-5) (22,0 mg, 0,0301 mmol), em DMF
(1,00 mL) e foi ai adicionado DIPCI (7,30 uL, 0,0466 mmol), num
banho a -30 °C. Apds a mistura ter sido agitada no banho a -30
°C, durante 1 hora e, depois, a temperatura ambiente, durante 18
horas, o solvente foi evaporado e os residuos resultantes foram

convertidos em pd, com éter, para originar 14,1 mg de
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[N®*~Boc]-rGrelina (1-5)-0Osu, sob a forma de um éster de

succinimida da [N*-Boc]-rGrelina (1-5).

Depois, foram adicionados [N*-Boc]-rGrelina (1-5)-0Su (3,3
mg, 3,96 umol) e trietilamina (2,5 uL, 17,9 umol) a uma solucgao
de [Lys(Boc)'1/16:1%:20:241 _rGrelina (6-28) (6,10 mg, 2,18 umol), em
DMF (0,6 mL), preparada pelo método recombinante e foram
misturados a temperatura ambiente, durante 24 horas. O solvente
foi evaporado, foi adicionado TFA (2,00 mL), sob arrefecimento
em gelo, directamente aos residuos resultantes e foi misturado a
temperatura ambiente, durante 1,5 horas. O TFA foi evaporado e
foi adicionado éter aos residuos, pelo que, foram obtidos 6,2 mg

de péptido bruto, contendo Grelina (1-28).

Este produto foi dissolvido em 2 mL de 4acido acético a 5%
(AcOH), foi aplicado a YMC-Pack-ODS-A (5 um, 20 mm x 250 mm) e
foi eluido com um gradiente linear de 0 a 95% de acetonitrilo em
dcido trifluorocacético a 0,1% (caudal: 10 mL/min.), durante
60 minutos. As fracgdes pretendidas foram recolhidas, foram
liofilizadas, foram aplicadas a YMC-PackPROTEIN-RP
(C4, 10 mm x 250 mm) e foram eluidas com um gradiente linear de
7,5 a 21,3% de acetonitrilo em 4&cido trifluoroacético a 0,1%

(caudal: 4,7 mL/min.), durante 30 minutos.

As fracgdes pretendidas foram recolhidas, foram
liofilizadas, foram aplicadas a YMC-PackPROTEIN-RP
(C4, 10 mm x 250 mm) e foram eluidas com um gradiente linear de
7,5 a 21,3% de acetonitrilo em &cido trifluorocacético a 0,1%
(caudal: 4,7 mL/min.), durante 30 minutos. As fraccgdes
pretendidas foram recolhidas e liofilizadas, para originar
2,1 mg de rGrelina (1-28). Este produto apresentou um tempo de

retengdo em HPLC analitico concordante com o do padrao de
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rGrelina (1-28) e apresentou uma actividade intracelular de
libertacdao de Ca de ECs=1,5 nM, a qual fol equivalente a da
grelina natural. ESI-MS 3315,0 (tedrico: 3314,8), composicdao em
aminodcidos: Ser; 3,74 (4), Glx; 5,69 (6), Gly; 1,18 (1), Ala;
2,05 (2), Leu; 2, Phe; 0,98 (1), Lys; 4,98 (5), His; 1,03 (1),
Arg; 1,96 (2), Pro; 4,01 (4)

Composto 87 [Pleu’]-rGrelina (1-28)

Foram obtidas 0,8 mg de [Pleu’]-rGrelina (1-28), como
sub-produto na esterificacdo da [N*-Boc]-rGrelina (1-5) com
succinimida ou na condensacao dos fragmentos. A sua actividade

intracelular de libertacdo de Ca foi ECsp = 220 nM.

ESI-MS 3315,0 (tedrico: 3314,8), composicdo em aminodcidos:
Ser; 3,80 (4), Glx; 5,92 (6), Gly; 1,23 (1), Ala; 2,07 (2), Leu;
2, Phe; 0,97 (1), Lys; 4,92 (5), His; 1,02 (1), Arg; 1,97 (2),
Pro; 4,11 (4)

Andlise de GC-MS da leucina, apdés hidrdlise em D,0/DCl:
L-Leu; 1,17 (1), D-Leu; 0,83 (1)

Aplicabilidade Industrial

Pela administracdo do novo composto do tipo peptidico da
presente invencao ou de um seu sal farmaceuticamente aceitavel,
em humanos ou animais, este demonstra um efeito de actividade
excelente como uma preparacao farmacéutica para a promocao do
crescimento de criancas e melhoria do defeito de fungdes

metabdlicas causadas pela deficiéncia em GH, pela inducdao da
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secrecdo da GH, sem causar efeitos secunddrios substanciais e o
seu anticorpo demonstra um efeito de actividade excelente como
um agente de diagndstico de doencas atribuiveis a deficiéncia em

GH e como um instrumento de investigacdo no campo da ciéncia.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> KANGAWA, Keniji

<120> Novos Péptidos

<130> DS03F216 (EP)

<150> Documento JP 1999/210002
<151> 1999-7-23

<150> Documento JP 1999/338841
<151> 1999-11-29

<150> Documento JP 2000/126623
<151> 2000-4-26

<160> 39

<210> 1
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Sequéncia de aminocdcidos para uma regido nuclear de

péptidos enddégenos do secretagogo da hormona do crescimento
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<400> 1

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro
1 5

<210> 2
<211> 28
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do

secretagogo da hormona do crescimento de rato

<400> 2

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys
1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25

<210> 3
<211> 28
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do

do secretagogo da hormona do crescimento humana

<400> 3

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys
1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gin Pro Arg
20 25
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<210> 4
<211> 117
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<223> Sequéncia de aminodcidos para a forma pré-prd de
péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do crescimento

de rato

<400> 4

Met Val Ser Ser Ala Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu Ser Met Leu
1 5 10 15

Trp Met Asp Met Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His

20 25 30
Gln Lys Ala Gln G1ln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu
35 40 45
Gln Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu His Pro Glu Asp Arg Gly Gln
50 55 60

Ala Glu Glu Ala Glu Glu Glu Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Pro Phe

65 70 75 80

Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Ala Gln Tyr Gln Gln His Gly Arg
85 90 95

Ala Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Val Lys Glu

100 105 110
Ala Pro Ala Asn Lys
115

<210> 5
<211> 117
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<223> Sequéncia de aminodcidos para a forma pré-pré de
péptidos enddégenos do secretagogo da hormona do crescimento

humana

<400> 5

Met Pro Ser Pro Gly Thr Val Cys Ser Leu Leu Leu Leu Gly Met Leu
1 5 10 15
Trp Leu Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His
20 25 30
Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu
35 40 45
Gln Pro Arg Ala Leu Ala Gly Trp Leu Arg Pro Glu Asp Gly Gly Gln
50 55 60
Ala Glu Gly Ala Glu Asp Glu Leu Glu Val Arg Phe Asn Ala Pro Phe
65 70 75 80
Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Val Gln Tyr Gln Gln His Ser Gln
85 90 95
Ala Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Ala Lys Glu
100 105 110
Ala Pro Ala Asp Lys
115

<210> o
<211> 501
<212> ADNcC

<213> Rattus norvegicus

<220>
<221> CDS
<222> (31)...(381)

<223> Sequéncia de bases de ADNc codificando a forma
pré-prd de péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do

crescimento de rato
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<400> 6

tccagatcat ctgtcctcac caccaaggcc atg gtg tct tca gcg act 48
Met Val Ser Ser Ala Thr
1 5
atc tgc agt ttg cta ctc ctc agc atg ctc tgg atg gac atg gcc atg 96
Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu Ser Met Leu Trp Met Asp Met Ala Met
10 15 20
gca ggt tcc agc ttc ttg agc cca gag cac cag aaa gcc cag cag aga 144
Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg
25 30 35
aag gaa tcc aag aag cca cca gct aaa ctg cag cca cga gct ctg gaa 192
Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg Ala Leu Glu
40 45 50

ggc tgg ctc cac cca gag gac aga gga caa gca gaa gag gca gag gag 240
Gly Trp Leu His Pro Glu Asp Arg Gly Gln Ala Glu Glu Ala Glu Glu

55 60 65 70

gag ctg gaa atc agg ttc aat gct ccc ttc gat gtt ggc atc aag ctg 288
Glu Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Pro Phe Asp Val Gly Ile Lys Leu

75 80 85
tca gga gct cag tac cag cag cat ggc cgg gcc ctg gga aag ttt ctt 336
Ser Gly Ala Gln Tyr Gln Gln His Gly Arg Ala Leu Gly Lys Phe Leu
90 95 100
cag gat atc ctc tgg gaa gag gtc aaa gag gcg cca gct aac aag 381
Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Val Lys Glu Ala Pro Ala Asn Lys
105 110 115
taaccactga caggactggt ccctgtactt tcctcctaag caagaactca catccagectt 441

ctgcctcctc tgcaactcce agcactctcc tgectgactta caaataaatg ttcaagctgt 501

<210> 7
<211> 511
<212> ADN

223




<220>

<221> CDS

<222> (34)...(384)

<213> Homo sapiens

<223> Sequéncia de Dbases de ADNc <codificando a forma
pré-pré de péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do

crescimento humana

<400> 7

gcaggcccac ctgtctgcaa cccagctgag gcc atg ccc tcc cca 45
Met Pro Ser Pro
1
ggg acc gtc tgc agc ctc ctg ctc ctc ggc atg ctc tgg ctg gac ttg 93
Gly Thr Val Cys Ser Leu Leu Leu Leu Gly Met Leu Trp Leu Asp Leu
5 10 15 20
gcc atg gca ggc tcc agc ttc ctg agc cct gaa cac cag aga gtc cag 141
Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln
25 30 35
cag aga aag gag tcg aag aag cca cca gcc aag ctg cag ccc cga gct 189
Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg Ala
40 45 50
cta gca ggc tgg ctc cgc ccg gaa gat gga ggt caa gca gaa ggg gca 237
Leu Ala Gly Trp Leu Arg Pro Glu Asp Gly Gly Gln Ala Glu Gly Ala
55 60 65
gag gat gaa ctg gaa gtc cgg ttc aac gcc ccc ttt gat gtt gga atc 285
Glu Asp Glu Leu Glu Val Arg Phe Asn Ala Pro Phe Asp Val Gly Ile
70 75 80
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aag ctg tca ggg gtt cag tac cag cag cac agc cag gcc ctg ggg aag 333
Lys Leu Ser Gly Val Gln Tyr Gln Gln His Ser Gln Ala Leu Gly Lys
85 90 95 100
ttt ctt cag gac atc ctc tgg gaa gag gcc aaa gag gcc cca gcc gac 381
Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Ala Lys Glu Ala Pro Ala Asp

105 110 115
aag tgatcgccca caagccttac tcacctctct ctaagtttag aagcgctcat 434

Lys

ctggcttttc gcttgcttct gcagcaactc ccacgactgt tgtacaagct caggaggcga 494
ataaatgttc aaactgt 511

<210> 8
<211> 4
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Sequéncia de aminodcidos para uma regido nuclear de

péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do crescimento

<400> 8

Gly Ser Ser Phe
1

<210> 9
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Sequéncia de aminocdcidos para uma regido nuclear de

péptidos enddégenos do secretagogo da hormona do crescimento
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<400> 9

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln
1 5 10

<210> 10

<211> 27

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos
(27 aminodcidos) do secretagogo da hormona do crescimento

de rato

<400> 10

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Arg Lys Glu
1 5 10 15
Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25

<210> 11
<211> 27
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos

(27 aminodcidos) do secretagogo da hormona do crescimento

humana
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<400> 11

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Arg Lys Glu

1

5

10

Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg

<210> 12
<211> 116
<212> PRT

20

<213> Rattus norvegicus

<223>

péptidos

Sequéncia

de

enddgenos

hormona do crescimento de

<400> 12

Met Val Ser
1
Trp Met Asp

Gln Lys Ala
35

Pro Arg Ala
50

Glu Glu Ala

65

Val Gly Ile

Leu Gly Lys

Pro Ala Asn
115

Ser Ala

Met Ala
20
Gln Arg

Leu Glu

Glu Glu

Lys Leu

85
Phe Leu
100
Lys

Thr

Met

Lys

Gly
Glu
70

Ser

Gln

Ile

Ala

Glu

Trp
55
Leu

Gly

Asp

25

aminodacidos

(27

para

aminodcidos)

rato

Cys

Gly

Ser

40

Leu

Glu

Ala

Ile

227

Ser

Ser

25
Lys

His

Ile

Gln

Leu

105

Leu
10

Ser

Lys

Pro

Arg

Tyr

90
Trp

Leu

Phe

Pro

Glu

Phe

75

Gln

Glu

a

do

Leu

Leu

Pro

Asp
60
Asn

Gln

Glu

15

forma pré-pré

secretagogo

Leu

Ser

Ala
45

Ala

His

Val

Ser

Pro

30
Lys

Gly

Pro

Gly

Lys
110

Met
15
Glu

Leu

Gln

Phe

Arg

95
Glu

Leu

His

Gln

Ala
Asp
80

Ala

Ala

de
da




<210> 13
<211> 116
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<223> Sequéncia de aminodcidos para a forma pré-prd de
péptidos enddgenos (27 aminodcidos) do secretagogo da

hormona do crescimento humana

<400> 13

Met Pro Ser Pro Gly Thr Val Cys Ser Leu Leu Leu Leu Gly Met Leu
1 5 10 15
Trp Leu Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His
20 25 30
Gln Arg Val Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln
35 40 45
Pro Arg Ala Leu Ala Gly Trp Leu Arg Pro Glu Asp Gly Gly Gln Ala
50 55 60
Glu Gly Ala Glu Asp Glu Leu Glu Val Arg Phe Asn Ala Pro Phe Asp
65 70 75 80
Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Val Gln Tyr Gln Gln His Ser Gln Ala
85 90 95
Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Ala Lys Glu Ala
100 105 110
Pro Ala Asp Lys
115

<210> 14
<211> 498
<212> ADNc

<213> Rattus norvegicus
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<220>

<221>

<222>

<223>

CDS

(31)...(378)

Sequéncia

pré-prod

secretagogo da hormona do crescimento de rato

<400> 14

tccagatcat ctgtcctcac caccaaggcc atg gtg tct tca gcg act

atc

Ile

gca

Ala

gaa

Glu

tgg
Trp

55
ctg

Leu

gga
Gly

tgc
Cys

ggt
Gly

tcc
Ser
40

ctc

Leu

gaa
Glu

gct
Ala

agt

Ser

tcec
Ser
25

aag

Lys

cac

His

atc

Ile

cag
Gln

de

ttg

Leu
10

agc

Ser

aag

Lys

cca

Pro

agg
Arg

tac
Tyr
90

de

bases

péptidos

cta

Leu

ttc
Phe

cca

Pro

gag
Glu

ttc

Phe
75

cag

Gln

ctc

Leu

ttg

Leu

cca

Pro

gac

Asp
60

aat

Asn

cag
Gln

ctc

Leu

agc

Ser

gct

Ala
45

aga

Arg

gct
Ala

cat

His

de ADNc

enddgenos

agc

Ser

cca

Pro
30

aaa

Lys

gga
Gly

cCcC

Pro

ggc
Gly

(27

codificando

Met Val Ser Ser Ala Thr

1

5

a

aminodcidos)

atg ctc tgg atg gac atg gcc atg

Met Leu Trp Met Asp Met Ala Met

15

20

gag cac cag aaa gcc cag aga aag

Glu His Gln Lys Ala Gln Arg Lys

ctg cag cca

Leu Gln Pro

caa gca gaa
Gln Ala Glu
65
ttc gat gtt
Phe Asp Val
80
cgg gcc ctg
Arg Ala Leu
95

35
cga gct
Arg Ala

50
gag gca
Glu Ala

ggc atc
Gly Ile

gga aag
Gly Lys

ctg

Leu

gag
Glu

aag

Lys

ttt
Phe
100

gaa

Glu

gag
Glu

ctg

Leu
85

ctt

Leu

ggc
Gly

gag
Glu
70

tca

Ser

cag

Gln

forma

do

48

96

144

192

240

288

336

gat
Asp

atc

Ile

ctc
Leu

105

tgg
Trp

gaa
Glu

gag
Glu

gtc
Val

aaa
Lys
110

taaccactga caggactggt ccctgtactt

ctgcctecte tgcaactcecece agcactctcee

gag gcg cca
Glu Ala Pro

gct aac
Ala Asn
115

aag

Lys

tcctcctaag caagaactca catccagett

tgctgactta caaataaatg ttcaagctgt

229

378

438
498



<210> 15
<211> 508
<212> ADN

<220>

<221> CDS

<222> (34)...(381)

<213> Homo sapiens

<223> Sequéncia de Dbases de ADNc <codificando a forma
pré-pré para péptidos enddgenos (27 aminoacidos) do

secretagogo da hormona do crescimento humana

<400> 15

gcaggcccac ctgtctgcaa cccagctgag gcc atg ccc tcc cca 45
Met Pro Ser Pro
1

ggg acc gtc tgc agc ctc ctg ctc ctc ggc atg ctc tgg ctg gac ttg 93
Gly Thr Val Cys Ser Leu Leu Leu Leu Gly Met Leu Trp Leu Asp Leu

5 10 15 20
gcc atg gca ggc tcc agc ttc ctg agc cct gaa cac cag aga gtc cag 141
Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln

25 30 35
aga aag gag tcg aag aag cca cca gcc aag ctg cag ccc cga gct cta 189
Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg Ala Leu
40 45 50
gca ggc tgg ctc cgc ccg gaa gat gga ggt caa gca gaa ggg gca gag 237
Ala Gly Trp Leu Arg Pro Glu Asp Gly Gly Gln Ala Glu Gly Ala Glu
55 60 65
gat gaa ctg gaa gtc cgg ttc aac gcc ccc ttt gat gtt gga atc aag 285
Asp Glu Leu Glu Val Arg Phe Asn Ala Pro Phe Asp Val Gly Ile Lys
70 75 80
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ctg tca ggg gtt cag tac cag cag cac agc cag gcc ctg ggg aag ttt

Leu Ser Gly Val Gln Tyr Gln Gln His Ser Gln Ala Leu Gly Lys Phe

85 90 95 100

ctt cag gac atc ctc tgg gaa gag gcc aaa gag gcc cca gcc gac aag

Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Ala Lys Glu Ala Pro Ala Asp Lys
105 110 115

tgatcgccca caagccttac tcacctctct ctaagtttag aagcgctcat

ctggcttttc gcttgcttct gcagcaactc ccacgactgt tgtacaagct caggaggcga
ataaatgttc aaactgt

<210> 16
<211> 28
<212> PRT

<213> Sus scrofa (porco)

333

381

431

491
508

<223> Sequéncia de aminocacidos para péptidos enddgenos do

secretagogo da hormona do crescimento porcina

<400> 16

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln Gln Arg Lys

1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys Leu Lys Pro Arg
20 25
<210> 17
<211> 27
<212> PRT

<213> Sus scrofa (porco)
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<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos
(27 aminoédcidos) do secretagogo da hormona do crescimento

porcina

<400> 17

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln Arg Lys Glu
1 5 10 15
Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys Leu Lys Pro Arg
20 25

<210> 18
<211> 118
<212> PRT

<213> Sus scrofa (porco)
<223> Sequéncia de aminodcidos para a forma pré-pré de
péptidos enddégenos do secretagogo da hormona do crescimento

porcina

<400> 18

Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu Ser Val Leu
1 5 10 15
Leu Met Ala Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu
20 25 30
His Gln Lys Val Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys
35 40 45
Leu Lys Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu Gly Pro Glu Asp Ser Gly
50 55 60
Glu Val Glu Gly Thr Glu Asp Lys Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Pro
65 70 75 80
Cys Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Ala Gln Ser Asp Gln His Gly
85 90 95
Gln Pro Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Val Thr
100 105 110
Glu Ala Pro Ala Asp Lys
115
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<210> 19

<211> 117
<212> PRT
<213> Sus scrofa (porco)
<223> Sequéncia de aminoadcidos para a forma pré-pré de
péptidos enddgenos (27 aminodcidos) do secretagogo da
hormona do crescimento porcina
<400> 19
Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu Ser Val Leu
1 5 10 15
Leu Met Ala Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu
20 25 30
His Gln Lys Val Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys Leu
35 40 45
Lys Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu Gly Pro Glu Asp Ser Gly Glu
50 55 60
Val Glu Gly Thr Glu Asp Lys Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Pro Cys
65 70 75 80
Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Ala Gln Ser Asp Gln His Gly Gln
85 90 95
Pro Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Val Thr Glu
100 105 110
Ala Pro Ala Asp Lys
115
<210> 20
<211> 494
<212> ADN
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<220>
<221> CDS
<222> (9)...(362)

<213> Sus scrofa (porco)

<223> Sequéncia de Dbases de ADNc codificando a forma
pré-pré de péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do

crescimento porcina

<400> 20

ctgaggcc atg ccc tcc acg ggg acc att tgc agc ctg ctg ctc ctc 47
Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu
1 5 10
agc gtg ctc ctc atg gca gac ttg gcc atg gcg ggc tcc agc ttc ttg 95

Ser Val Leu Leu Met Ala Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu
15 20 25
agc ccc gaa cac cag aaa gtg cag cag aga aag gag tcc aag aag cca 143
Ser Pro Glu His G1ln Lys Val Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro
30 35 40 45
gca gcc aaa ctg aag ccc cgg gcc ctg gaa ggc tgg ctc ggc cca gaa 191
Ala Ala Lys Leu Lys Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu Gly Pro Glu
50 55 60
gac agt ggt gag gtg gaa ggc acg gag gac aag ctg gaa atc cgg ttc 239
Asp Ser Gly Glu Val Glu Gly Thr Glu Asp Lys Leu Glu Ile Arg Phe
65 70 75 -
aac gcc ccc tgt gat gtt ggg atc aag ttg tca ggg gct cag tcc gac 287
Asn Ala Pro Cys Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Ala Gln Ser Asp
80 85 90
cag cac ggc cag ccc ctg ggg aaa ttt ctc cag gac atc ctc tgg gaa 335
Gln His Gly Gln Pro Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu
95 100 105
gag gtc act gag gcc ccg gcc gac aag tgattgtccc tgagaccagce 382
Glu Val Thr Glu Ala Pro Ala Asp Lys
110 115

cacctctgtt ctcccagect cctaagggcet cacctggctt ccaggacgct tccactatca 442

cacccagctc tgagggatgc tagcctggga ggtgaataaa cattcagact gg 494



<210> 21
<211> 491
<212> ADN
<220>
<221> CDS

<222> (9)...(359)

<213> Sus scrofa (porco)

<223> Sequéncia de Dbases de ADNc <codificando a forma
pré-pro de péptidos enddgenos (27 aminoédcidos) do

secretagogo da hormona do crescimento porcina

<400> 21

ctgaggcc atg ccc tcc acg ggg acc att tgc agc ctg ctg ctc ctc 47

Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu
1 5 10
agc gtg ctc ctc atg gca gac ttg gcc atg gcg ggc tcc age ttc ttg 95
Ser Val Leu Leu Met Ala Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu
15 20 25
agc ccc gaa cac cag aaa gtg cag aga aag gag tcc aag aag cca gca 143
Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Ala
30 35 40 45
gcc aaa ctg aag ccc cgg gcc ctg gaa ggc tgg ctc ggc cca gaa gac 191
Ala Lys Leu Lys Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu Gly Pro Glu Asp
50 55 60
agt ggt gag gtg gaa ggc acg gag gac aag ctg gaa atc cgg ttc aac 239
Ser Gly Glu Val Glu Gly Thr Glu Asp Lys Leu Glu Ile Arg Phe Asn
65 70 75
gcc ccc tgt gat gtt ggg atc aag ttg tca ggg gct cag tcc gac cag 287
Ala Pro Cys Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Ala Gln Ser Asp Gln
80 85 90
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cac ggc cag ccc ctg ggg aaa ttt ctc cag gac atc ctc tgg gaa gag 335
His Gly Gln Pro Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu

95 100 105
gtc act gag gcc ccg gcc gac aag tgattgtccc tgagaccagce 379
Val Thr Glu Ala Pro Ala Asp Lys
110 ) 115

<210> 22
<211> 27
<212> PRT

<213> Bos taurus

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos
(27 aminocdcidos) do secretagogo da hormona do crescimento

bovina

<400> 22

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Glu Leu Gln Arg Lys Glu
1 5 10 15

Ala Lys Lys Pro Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg
20 25

<210> 23
<211> 89
<212> PRT

<213> Bos taurus
<223> Sequéncia aminodcidos parcial para a forma pré-prd de

peptidos enddgenos (27 aminodcidos) do secretagogo da

hormona do crescimento bovina
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<400> 23

Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Glu
1 | 5 10 is
Leu Gln Arg Lys Glu Ala Lys Lys Pro Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg

20 25 30
Thr Leu Glu Gly Gln Phe Asp Phe Glu Val Gly Ser Gln Ala Glu Gly
35 40 45
Ala Glu Asp Glu Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Phe Phe Asn Ile Gly
50 55 60
Ile Lys Leu Ala Gly Ala Gln Ser Leu Gln His Gly Gln Thr Leu Gly
65 70 75 80
Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu
85

<210> 24
<211> 267
<212> ADN

<220>
<221> CDS
<222> (1) ...(267)

<213> Bos taurus
<223> Sequéncia de Dbases de ADNc <codificando a forma

pré-pro de péptidos enddgenos (27 aminoédcidos) do

secretagogo da hormona do crescimento bovina
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<400> 24

gac ttg gcc atg gcg gge tcc age ttt ctg agc cce gaa cat cag gaa 48
Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Glu
1 5 10 15
ctg cag aga aag gaa gct aag aag cca tca ggc aga ctg aag ccc cgg 96
Leu Gln Arg Lys Glu Ala Lys Lys Pro Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg
20 25 30
acc ctg gaa ggc cag ttt gac ccg gag gtg gga agt cag gcg gaa ggt 144
Thr Leu Glu Gly Gln Phe Asp Phe Glu Val Gly Ser Gln Ala Glu Gly
35 40 45
gca gag gac gag ctg gaa atc cgg ttc aac gce ccc ttt aac att ggg 192
Ala Glu Asp Glu Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Phe Phe Asn Ile Gly
50 55 60

atc aag cta gca ggg gct cag tcc ctc cag cat ggec cag acg ttg ggg 240
Jle Lys Leu Ala Gly Ala Gln Ser Leu Gln His Gly Gln Thr Leu Gly

65 70 75 80
aag ttt ctt cag gac atc ctc tgg gaa 267
Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu
85
<210> 25
<211> 24
<212> PRT

<213> Gallus domesticus

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do

secretagogo da hormona do crescimento de galinha

<400> 25

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Thr Tyr Lys Asn Ile Gln Gln Gln Lys
1 5 10 15
Gly Thr Arg Lys Pro Thr Ala Arg
20

238




<210> 26
<211> 21
<212> PRT

<213> Anguilla japonica

<220>
<221> AMIDACAO

<222> 21
<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do
secretagogo da hormona do crescimento de enguia
<400> 26
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Arg Pro Gln Gly Lys Asp Lys

1 5 10 15
Lys Pro Pro Arg Val

20

<210> 27
<211> 28
<212> PRT
<213> Rana cafesbeiana
<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do

secretagogo da hormona do crescimento de ra

<400> 27

Gly Leu Ser Phe Leu Ser Pro Ala Glu Met Gln Lys Ile Ala Glu Arg
1 S 10 15
Gln Ser Gln Asn Lys Leu Arg His Gly Asn Met Arg
20 25
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<210> 28
<211> 27
<212> PRT

<213> Xenopus laevis
<223> Sequéncia de aminocdcidos para péptidos enddgenos do
secretagogo da hormona do crescimento de ra (Xenopus

laevis)

<400> 28

Gly Leu Thr Phe Leu Ser Pro Ala Asp Met Gln Lys Ile Ala Glu Arg

1 5 10 15
Gln Ser Gln Asn Lys Leu Arg His Gly Asn Met
20 25
<210> 29
<211> 23
<212> PRT

<213> Oncorhynchus mykiss

<220>

<221>AMIDACAO

<222> 23

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos
(23 aminodcidos) do secretagogo da hormona do crescimento

da truta arco-iris

<400> 29

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro Gln Val Arg Gln Gly
1 5 10 15
Lys Gly Lys Pro Pro Arg Val
20
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<210> 30
<211> 20
<212> PRT

<213> Oncorhynchus mykiss

<220>
<221> AMIDACAO
<222> 20

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos
(20 aminocdcidos) do secretagogo da hormona do crescimento

de truta arco-iris

<400> 30

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro Gln Gly Lys Gly Lys
1 5 10 15
Pro Pro Arg Val
20

<210> 31

<211> 28

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do

secretagogo da hormona do crescimento de cao

<400> 31

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Leu Gln Gln Arg Lys
1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25

241



<210> 32
<211> 108
<212> PRT

<213> Anguilla japonica

<223> Sequéncia de aminodcidos para a forma pré-prd de
péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do crescimento

de enguia

<400> 32

Met Lys Arg Thr Ala Tyr Ile Ile Leu Leu Val Cys Val Leu Ala Leu
1 S 10 15
Trp Met Asp Ser Val Gln Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln
20 25 30
Arg Pro Gln Gly Lys Asp Lys Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg Arg Asp
35 40 45
Ser Asp Gly Ile Leu Asp Leu Phe Met Arg Pro Pro Leu Gln Asp Glu
50 55 60
Asp Ile Arg His Ile Thr Phe Asn Thr Pro Phe Glu Ile Gly Ile Thr
65 70 75 80
Met Thr Glu Glu Leu Phe Gln Gln Tyr Gly Glu Val Met Gln Lys Ile
85 90 95
Met Gln Asp Leu Leu Met Asp Thr Pro Ala Lys Glu
100 105

<210> 33
<211> 114
<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<223> Sequéncia de aminodcidos para péptidos enddgenos do
secretagogo da hormona do crescimento de ra (Xenopus

laevis)

242




<400> 33

Ala Ala Ile Phe Gly Val
10

Met Asn Phe Gly Lys
1 5

Val Leu Phe Cys Leu

15

Ala Gln Ala Gly Leu Thr Phe Leu

25

Glu Gly
20

Leu Trp Thr

Ile Ala Glu Arg Gln Ser Gln Asn Lys

Asp Met Gln Lys

35 40 45

Leu Ala
60
Thr Gln

Val Glu Asp Asp

Asn Gly

55

Gly Asn Met
50

Ile Gly Val

65

Gln Lys Gln

Arg Arg

Met

Phe Pro Leu Asp Met Lys

70
Ala

Thr
75

Leu Tyr Ser

Ala val
85

vVal

Gln Asp Phe
90

Arg

Ser Leu Gly Ser Gln Asp Thr Glu Asp Lys Asn Glu

100 105
Ser Gln
<210> 34
<211> 82
<212> PRT
<213> Oncorhynchus mykiss
<223> Sequéncia de aminodcidos para a
péptidos enddgenos (23 aminodcidos) do

hormona do crescimento de truta arco-iris

243

Ser Pro Ala
30
Leu Arg His

Gly Glu Glu

Glu Gln Phe
80
Ser Leu Leu
95
Asn Pro Gln
110

forma pré-prd

secretagogo




<400> 34

Met Ile Leu Met Leu Cys Thr Leu Ala Leu Trp Ala Lys Ser Val Ser

1 5 10 15
Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro Gln Val Arg Gln
20 25 30
Gly Lys Gly Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg Arg Asp Ile Glu Ser Phe
35 40 45
Ala Glu Leu Phe Glu Gly Pro Leu His Gln Glu Asp Lys His Asn Thr
50 55 60
Ile Lys Ala Pro Phe Glu Met Gly Ile Thr Met Ser Glu Glu Glu Phe
65 70 75 80
Gln Glu
<210> 35
<211> 99
<212> PRT

<213> Oncorhynchus mykiss
<223> Sequéncia de aminodcidos para a forma pré-prd de

péptidos enddgenos (20 aminodcidos) do secretagogo da

hormona do crescimento de truta arco-iris

244



<400> 35

Met Ile Leu Met Leu Cys Thr Leu Ala Leu Trp Ala Lys Ser Val Ser
1 5 10 15
Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro Gln Gly Lys Gly

20 25 30
Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg Arg Asp Ile Glu Ser Phe Ala Glu Leu
35 40 45
Phe Glu Gly Pro Leu His Gln Glu Asp Lys His Asn Thr Ile Lys Ala
50 55 60
Pro Phe Glu Met Gly Ile Thr Met Ser Glu Glu Glu Phe Gln Glu Tyr
65 70 . 75 80
Gly Ala Val Leu Gln Lys Ile Leu Gln Asp Val Leu Gly Asp Thr Ala
85 90 95
Thr Ala Glu
<210> 36
<211> 503
<212> ADN
<220>
<221> CDS
<222> (66)...(389)

<213> Anguilla japonica

<223> Sequéncia de bases de ADNc <codificando a forma
pré-prd de péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do

crescimento de enguia
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<400> 36

tccaagaggc actgggtttc ctcttaaagt gcaaaactcc actgtgagct tcagacatga 60

ggcag atg aaa cgc acc gca tac atc atc ctg ctg gtc tgc gtc ctg
Met Lys Arg Thr Ala Tyr Ile Ile Leu Leu Val Cys Val Leu

gcg ctg
Ala Leu
15

tca cag

Ser Gln

cga gac

Arg Asp

gat gaa
Asp Glu

atc acc
Ile Thr
§0
aag atc
Lys Ile
95

tgacaagagt ggatatgatc tggacttcat aaaaccctgce

1

tgg
Trp

aga

Arg

tca

Ser

gac
Asp
65
atg
Met

atg
Met

atg
Met

ccg

Pro

gat
Asp
50
atc
Ile

act
Thr

cag

Gln

gac
Asp

cag
Gln
35

ggg
Gly

aga
Arg

gag
Glu

gat
Asp

tct
Ser

20
ggg
Gly

atc

Ile

cac
His

dgag
Glu

ttg
Leu
100

5

gtc cag
Vval Gln

aag gat

Lys

ctg

Leu

att
Ile

ctg

Leu

Asp

gac

Asp

acg
Thr
70
ttc
Phe

85 - -

ctg

Leu

atg
Met

10
gct ggc tcc agc ttc ¢ctc agc cce
Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro
25 30
aag aag cct ccec agg gtt ggc aga
Lys Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg
40 45
ctg ttt atg agg ccc cca ttg cag
Leu Phe Met Arg Pro Pro Leu Gln
55 60
ttt aac act cct ttt gag atc ggg
Phe Asn Thr Pro Phe Glu Ile Gly
75
cag caa tat gga gaa gtg atg cag
Gln Gln Tyr Gly Glu Val Met Gln
90
gac aca cct gcc aaa gag
Asp Thr Pro Ala Lys Glu
105

attgcatgca taattcaacc aattgttaaa catttaataa aattttgcaa acgce

<210>

<211> 484
<212> ADN

<220>

<221> CDS

<222>

37

(47)...(388)

<213> Xenopus laevis

246

107

155

203

251

299

347

389

gtcccatata ttcctgcatt 449

503




<223>

Sequéncia

de Dbases

de

ADNCc

codificando a

forma

pré-prd de péptidos enddgenos do secretagogo da hormona do

crescimento de ra (Xenopus laevis)

<400> 37

tttcactttt atctegecagg cggcaccggt gaccaggacce ttcagg

atg aat ttt ggt aaa gcc gec atc ttt ggg gtt gte ttg
Met Asn Phe Gly Lys Ala Ala Ile Phe Gly Val Val Leu

1

ctg tgg acg gag ggg gcc cag gect gge ttg ace tte ctg
Leu Trp Thr Glu Gly Ala Gln Ala Gly Leu Thr Phe Leu

gac

‘Asp

dggc
Gly

atce
" Ile
65
cag
Gln

tct

" ‘Ser

agc

Ser

atg
Met

aat
Asn

50

999
Gly

aag

Lys-

ctc

Leuw

-caa

Gln

cag
Gln
35

atg

‘Met

gtg
Val

cag
Gln

g99

Gly Ser Val-

20

aag

Lys

aat

Asn

ace
Thr

agg
Arg

tca

100

5

att
Ile

cgc
Arg

tte
Phe

gct

-Ala -

85
gtg

gcg gag
Ala Glu

agg ggt
Arg Gly
55

cct ctg

Pro Leu.

70
gcg gtg

Ala Val.

cag gat
Gln Asp

agg

Arg
40

gtg

‘Val-

gat

Asp-

cag

‘Gln

aca

Thr.

25

caa

Gln

gag
Glu

atg
Met

gac

Asp

gaa
Glu

10

tca

Ser

gat
Asp

aag

Lys

tte
Phe

90
gac

Asp

105

cag

Gln

gac

Asp

atg

Met
75

ctg

Leu

aag

Lys

aat

Asn

ctg
Leu
60
acg
Thr

tac

Tyr

aat

Asn

30

aag ctg
Lys Leu
45

gcc ggg
Ala Gly

cag gag
Gln Glu

tce. tee

Ser Ser

gaa aat
Glu Asn
110

ttc tgc ctg

Phe Cys Leu
15

agt cca gcc

Ser Pro Ala

aga cac

Arg His

gag gag
Glu Glu

cag ttc
Gln Phe
80
ctc ctc
Leu -Leu
95
cct cag
Pro Gln

tgagaatgat-gaaaatccge-tcgtctctga tgcccctcece cgatctgtgt

gtctttatta tctctgtgta acccagaaat aaatcttatt tatggce

247

46

94

142

190

238

286

334

382

438

484




<210> 38
<211> 462
<212> ADN

<220>
<221> CDS
<222> (12)...(257)

<213> Oncorhynchus mykiss

<223> Sequéncia de Dbases de ADNc codificando a forma
pré-pro de péptidos enddgenos (23 aminodacidos) do

secretagogo da hormona do crescimento de truta arco-iris

<400> 38
tcacaggtct ¢ atg ata ctg atg ctg tgt act ctg get ctg tgg gcc 47
‘ Met Ile Leu Met Leu Cys Thr Leu Ala Leu Trp Ala

1 5 10

aag tca gtc agt gct ggc tec age ttc ctc age ccc tce cag aaa cca 95

Lys Ser Val Ser Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro
15 20 25

cag gta aga cag ggt aaa ggg aag ccc cct cga gtt ggt cgg cga gac 143
Gln Val Arg Gln Gly Lys Gly Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg Arg Asp

30 35 40
att gag agc ttt gct gag ctg ttt gag ggt ccc ctt cac cag gaa gac 191
Ile Glu Ser Phe Ala Glu Leu Phe Glu Gly Pro Leu His Gln Glu Asp
45 50 55 60
aaa cac aat acg atc aag gct cct ttt gag atg ggc atc acc atg agt 239
Lys His Asn Thr Ile Lys Ala Pro Phe Glu Met Gly Ile Thr Met Ser

65 70 75
gag gag gag ttc cag gag tatggtgccg tgctgcagaa gatcctgcag 287
Glu Glu Glu Phe Gln Glu

80
gacgtcctgg gagacactgc cactgcagaa tgatcacaac ttggcataga cacggaatac 347
aaagaacctc cattccctgt tctccaactt tcctttctca acttgtctta tacccaatgt 407

actgtgtgaa catcgtttga attgtaaaag atgaataaaa taaccgcggc cgcta 462

248



<210> 39
<211> 453
<212> ADN

<220>
<221> CDS
<222> (12)...(308)

<213> Oncorhynchus mykiss

<223> Sequéncia de Dbases de ADNc codificando a forma
pré-pro de péptidos enddgenos (20 aminodacidos) do

secretagogo da hormona do crescimento de truta arco-iris

<400> 39

tcacaggtct ¢ atg ata ctg atg ctg tgt act ctg gct ctg tgg gcc 47
Met Ile Leu Met Leu Cys Thr Leu Ala Leu Trp Ala
1 5 10

aag tca gtc agt gct ggc tcc agc ttc ctc agc ccc tcc cag aaa cca 95
Lys Ser Val Ser Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro

15 20 25
cag ggt aaa ggg aag ccc cct cga gtt ggt cgg cga gac att gag agc 143
Gln Gly Lys Gly Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg Arg Asp Ile Glu Ser

30 35 40
ttt gct gag ctg ttt gag ggt ccc ctt cac cag gaa gac aaa cac aat 191
Phe Ala Glu Leu Phe Glu Gly Pro Leu His Gln Glu Asp Lys His Asn
45 50 ) 55 60
acg atc aag gct cct ttt gag atg ggc atc acc atg agt gag gag gag 239
Thr Ile Lys Ala Pro Phe Glu Met Gly Ile Thr Met Ser Glu Glu Glu
65 70 75
ttc cag gag tat ggt gcc gtg ctg cag aag atc ctg cag gac gtc ctg 287
Phe G1ln Glu Tyr Gly Ala Val Leu Gln Lys Ile Leu Gln Asp Val Leu
80 85 90

249




gga gac act gcc act gca gaa tgatcacaac ttggcataga cacggaatac 338
Gly Asp Thr Ala Thr Ala Glu

95
aaagaacctc cattccctgt tctccaactt tcctttctca acttgtctta tacccaatgt 398

actgtgtgaa catcgtttga attgtaaaag atgaataaaa taacactgct tcctt 453

Lisboa, 28 de Dezembro de 2009
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1.

REIVINDICACOES

Utilizacdao de um composto do tipo peptidico,

(a) em que o segundo ou terceiro residuo de aminodcido do
terminal amina é um aminodcido modificado seleccionado de
serina, treonina, tirosina e oxiprolina, em gque um &acido
gordo contendo 2 a 35 dtomos de carbono € ligado ao grupo

hidroxilo de cadeia lateral através de uma ligacdo éster,

(b), o qual compreende uma seqgquéncia de aminodcidos
estabelecida na SEQ ID N°: 31, em gque o segundo ou
terceiro aminodcido do terminal amina € substituido com o

referido aminodcido modificado e

(c), o gual tem uma actividade de aumentar a concentracao
intracelular de ido de cédlcio em consequéncia de ligacao
ao receptor secretagogo da hormona do crescimento ou os
seus sals farmaceuticamente aceitdveis, para a preparacao

de um agente farmacéutico promotor do apetite.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o &acido
gordo € seleccionado de acidos gordos contendo 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16 ou 18 &atomos de carbono ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 2, em que o acido
gordo é seleccionado do acido octandico, um seu acido gordo
monoeno e um sSeu Aacido gordo polieno ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.



Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 2, em que o acido
gordo é seleccionado do acido decandico, um seu acido gordo
monoeno e um seu A4acido gordo polieno ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque O
referido composto do tipo peptidico compreende a sequéncia
de aminodcidos estabelecida na SEQ ID N°: 31, em gque O
grupo hidroxilo da cadeia lateral da serina ou da treonina
na terceira posicdo do terminal amina na referida sequéncia
de aminodcidos estd acilada com um grupo acilo contendo 2 a
35 4atomos de carbono ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.

Utilizacgcdo como reivindicado na reivindicacgcdo 1, em que o
composto tem adicionalmente uma actividade de indugao da

secrecdo da hormona do crescimento.

Utilizacdo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 6, em qgue o composto compreende um aminocdcido basico
ligado a ao terminal carboxilo ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.

Utilizacdo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 7, em gque o terminal amina é modificado com um alqguilo
saturado ou nao saturado ou um grupo acilo contendo um ou
mais &tomos de carbono e/ou o grupo hidroxilo no grupo
carboxilo no terminal carboxilo é 0Z ou ¢ substituido por
NR2R3, em que Z é um catido farmaceuticamente aceitédvel ou
um grupo alquilo inferior ramificado ou linear e R2 e R3

sdo 1iguais ou diferentes e representam H ou um grupo



algquilo inferior ramificado ou linear ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.
Utilizacdao de qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, em que
o referido agente promotor do apetite é um medicamento para

o tratamento da anorexia ou da sitofobia.

Lisboa, 28 de Dezembro de 2009
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Absorvéncia (210 nm)
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Fig. 3
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Fig. 4
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A quantidade de alimento para 2 horas (g)
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Fig. 7

Débito de éqido (M Eq/5 min)

Débito de acido (1 Eq/5 min)

=0O= 1 mL de soro fisiologico/kg
7 e —A — 1 mg de Histamina’kg
6 bF---ooeoaoe —A— 3 mg de Histamina’kg

—®— 0,8 pug de rGrelina/kg

—0— 4 pg de rGrelina/kg

______________ - -—H— 20 ug de rGrelina/kg

=O= 1 mL de soro fisiologico/kg




8/9

Fig. 8
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Fig. 9
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RESUMO

“NOVOS PEPTIDOS”

A presente invencado proporciona um composto novo do tipo
peptidico, o qual induz a secrecgao da hormona do crescimento e
tem a actividade de aumento da concentracdo intracelular de ides
de cdalcio, em que, pelo menos, um aminocdcido é substituido por
um aminodcido modificado e/ou um composto ndo-aminodcido ou um

seu sal farmaceuticamente aceitavel.
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