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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOSI-
COES FARMACEUTICAS CONTENDO INSULINA E UM PEPTIDEO INSU-
LINOTROPICO".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se ao campo de composigbes farma-

céuticas. Mais especificamente a invengdo refere-se a composigdes farma-
céuticas compreendendo dois peptideos farmaceuticamente ativos diferen-
tes.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Diabetes melito € um distlrbio metabdlico em que a capacidade
para utilizar a glicose é parcial ou completamente perdida. Desde a introdu-
¢ao de insulina na década de 20, esforgos continuos foram feitos para me-
lhorar o tratamento do diabetes melito. Visto que pessoas que sofrem de
diabetes estido sujeitas a tratamento crénico durante varias décadas, existe
uma maior necessidade para formulagdes de insulina seguras, convenientes
e que melhoram a qualidade de vida.

No tratamento de diabetes melito, muitas variedades de formula-
¢bes de insulina foram sugeridas e usadas, tais como insulina regular, insuli-
na isofana (designada NPH), suspensdes de zinco insulina (tais como Semi-
lente®, Lente®, e Ultralente®), e insulina isofana bifasica. Algumas das formu-
lagdes de insulina disponiveis comerciais sdo caracterizadas por um rapido
inicio de agdo e outras formulagdes tém um inicio relativamente lento mas
mostram uma agdo mais ou menos prolongada. Formulagdes de insulina de
acao rapida sdo usualmente solugdes de insulina, enquanto formulagdes de
insulina de agdo retardada podem ser suspensdes contendo insulina na for-
ma cristalina e/ou amorfa precipitadas pela adi¢gdo de sais de zinco sozinhos
ou pela adi¢do de protamina ou por uma combinagdo de ambos. Dentro da
Ultima década, varios anéalogos de insulina humana foram desenvolvidos.
Eles sdo designados para perfis particulares de agao, isto €, agéo rapida ou
acao prolongada.

Um outro peptideo esperado tornar-se muito importante no tra-

tamento de diabetes é peptideo-1 semelhante a glucagon (GLP-1). GLP-1
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humano é um peptideo de residuo de 37 aminoacidos que origina-se do pre-
proglucagon que é sintetizado i.a. nas células L no ileo distal, no pancreas e
no cérebro. GLP-1 & um importante horménio intestinal com fungéo regula-
dora no metabolismo da glicose e secregdo e metabolismo gastrointestinal.
GLP-1 estimula a secregdo da insulina em uma maneira dependente de gli-
cose, estimula a biossintese da insulina, promove o resgate de célula beta,
diminui a secre¢do de glucagon, a evacuagéo gastrica e a entrada de ali-
mento. Visto que a populagdo com diabetes tipo 2 esta crescendo rapida-
mente no mundo, existe uma necessidade muito maior para a administragéo
mais simples de farmacos mais eficazes. Uma formulagéo de combinagao
compreendendo um peptideo de insulina e um peptideo de GLP-1 com uma
razdo fixa dos dois produtos farmacéuticos pode ser um tratamento muito
eficaz assim como um que requer menos inje¢des quando administrado ao
mesmo paciente.

Um tratamento combinado de diabetes que requer insulina com-
preendendo a administragdo de insulina e GLP-1 & descrito na WO
05/31214. A formulagdo pré-mista de compostos de GLP-1 e insulina basal
sdo descritas na WO 03/020201. Composicdes farmacéuticas autoestaveis
compreendendo GLP-1, uma insulina basal e tensoativos sao descritos na
WO 2006/051103.

BREVE DESCRICAQO DOS DESENHOS
A Figura 1 mostra a estabilidade fisica de quatro composigoes

farmacéuticas avaliadas por meio de um teste acelerado com esforgo aplica-
do.

As Figuras 2 a 4 mostram os resultados de um teste de rotagao

As Figuras 5 a 8 mostram as propriedades farmacocinéticas
(PK) das formulagBes de combinag&o fixa com o analogo de insulina NeB29_
(N*-(HOOC(CH>)14CO)-y-Glu) insulina humana desB30 e liraglutida exami-
nados em porcos.
SUMARIO DA INVENCAO

Um objetivo da presente invengéo é fornecer uma combinagdo

fixa autoestavel uma vez por dia de um composto de GLP-1 e um composto
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de insulina basal com propriedades PK/PD inalteradas dos peptideos combi-
nados comparado aos componentes ativos individuais.

Mais especificamente a invengéo € relacionada a uma composi-
cdo farmacéutica autoestavel compreendendo uma combinagao fixa de um
composto de GLP-1 insulinotropico e uma insulina basal composi¢do esta
que contém pelo menos 5 ions zinco por 6 moléculas de insulina basal.

Em uma modalidade, a composigdo farmacéutica contém pelo
menos 6 ions zinco por 6 moléculas de insulina basal.

Em uma outra modalidade, a composigao farmacéutica contém
pelo menos 7 ions zinco por 6 moléculas de insulina basal.

Em uma outra modalidade, a composigao farmacéutica contém
pelo menos 8 ions zinco por 6 moléculas de insulina basal.

Em uma modalidade adicional, a composigdo farmacéutica con-
tém pelo menos 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; ou 16 ions zinco por 6 moléculas
de insulina basal.

Em uma modalidade, o teor de zinco esta entre 5 e 16 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, o teor de zinco esta entre 5 e 15;
5e14:5e13;5e¢12;5e11;5e10;5e 9,5 e 8 ou entre 5 e 7 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, o teor de zinco esta entre 6 e 16
jons zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, o teor de zinco esta entre 6 e 15;
6e14.6e13;6e12;6e 11,6 e 10; 6 e 9 ou entre 6 e 8 ions zinco por 6
moléculas de insulina.

Em uma outra modalidade, o teor de zinco esta entre 7 e 16 ions
zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, o teor de zinco esta entre 7 e 14,
7e15:7e14;7e13;7e12;7e 11,710 10; ou 7 e 9 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina basal.

Em uma outra modalidade, o teor de zinco esta entre 8 e 16 ions

zinco por 6 moléculas de insulina.
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Em uma outra modalidade, o teor de zinco esta entre 8 € 15; 8 e
14: 8 ¢ 13; 8 € 12; 8 e 11; ou 8 e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

O pH da formulagéo farmacéutica em qualquer uma das modali-
dades acima tipicamente sera acima de neutro e tipicamente estara entre
cerca de 7 e cerca de 9.

Em uma modalidade, o pH da composi¢gdo farmacéutica esta
entre cerca do pH 7,4 e cerca do pH 9; entre cerca do pH 7,4 e cerca do pH
8,5 ou entre cerca do pH 7,4 e cerca do pH 8,2.

Em uma outra modalidade, o pH da composi¢gdo farmacéutica
esta entre cerca do pH 7,5 e cerca do pH 8,5; entre cerca do pH 7,5 e cerca
do pH 8,2 ou entre cercade 7,5 e cercade 7,7.

Em uma outra modalidade, o pH da composi¢do farmacéutica é
de cerca do pH 7,6 a cerca do pH 8,2. Em uma modalidade adicional o pH
esta entre cerca de 7,7 e cercade 8,2.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-

cade 9.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8,9.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
ca de 8,8.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8,7.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8,6.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8,5.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8,4.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
ca de 8,3.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
ca de 8,2.
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Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8,1.

Em uma outra modalidade, o pH estara entre cerca de 7,7 e cer-
cade 8.

O composto de GLP-1 insulinotrépico em qualquer uma das mo-
dalidades acima pode ser qualquer composto de GLP-1 sendo eficaz para o
tratamento do tipo 2. O termo "peptideo de GLP-1" como usado aqui signifi-
ca GLP-1(7-37), um analogo de GLP-1(7-37), um derivado de GLP-1(7-37)
ou um derivado de um analogo de GLP-1(7-37). Derivados de GLP-1 podem
ser compostos de GLP1 acilado tal como descrito na WO 98/08871 ou WO
2006/097537.

Em uma modalidade o composto de GLP-1 é um analogo de
GLP-1 acilado tal como Arg*, Lys?®(Nt-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-
37), Aib8,Lys26(OEG-OEG-gama-Glu-C18-diacido),Arg34)GLP-1 H(7-37)-
OH ou (N-epsilon26-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-carbdxi-
heptadecanoilamino)butirilaminoletdxi}etoxi)acetilamino]-etdxi}etodxi)-
acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37).

Em uma outra modalidade o GLP-1 é exendin-3,exendin-4 ou
um analogo de exendin-4. o analogo de exendin-4 pode compreender de 4 a
10, 4 a 8 ou 4 a 6 residuos de aminoacido basico adicionados a extremidade
de terminal C ou a extremidade de terminal N.

A insulina basal em qualquer uma das modalidades acima pode
ser qualquer insulina basal conhecida para o tratamento de diabetes tipo 1 e
tipo 2. Em uma modalidade, a insulina basal € uma insulina acilada no grupo
g-amino no B29Lys na cadeia B de insulina e analogos do mesmo como
descrito na WO 95/07931, WO 2005/012347 e na EP2007/054444.

Em uma outra modalidade, a insulina basal € uma insulina basal
trocada de pl tal como o tipo descrito na patente US 5.656.722 com substitu-
icbes de residuo de aminoacido basicas ou adi¢gdes da molécula de insulina.
Um exemplo de tais insulinas basais é GlyA21, ArgB31, Arg B32 insulina
humana (insulina glargina). Uma outra insulina basal pode ser uma insulina

glargina amidada tais como os compostos descritos na W02008/006496 e
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WO02008/006497.

Em uma modalidade, a insulina basal é a N®*%-tetradecanoil
des(B30) insulina humana.

Em uma modalidade adicional a insulina basal é Lys®?*(N¢ litho-
colil-y-Glu)-des(B30) insulina humana.

Em uma modalidade adicional, a insulina basal é N®%-
tetradecanoil des(B30) insulina humana ou NF?°~(N®-(HOOC(CH2):4CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana.

Em uma modalidade adicional, a insulina basal & N®%*-(-
carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina humana ou N°®%- w-
carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina humana.

Em uma modalidade, a composi¢do farmacéutica compreende
uma combinag&o fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e uma insu-
lina basal acilada selecionada do grupo consistindo em N°®%-tetradecanoil
des(B30) insulina humana, Lys®?°(N¢ lotocolil-y-Glu)-des(B30) insulina huma-
na, NB2°_(N°-(HOOC(CH,)1sCO)-y-Glu) desB30 insulina humana, N®%-w-
carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina humana e N*?°- -
carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina humana junta-
mente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequados composi-
¢ao esta que contém pelo menos 5; 6; 7; 8 ou 9 atomos de zinco por 6 mole-
culas de insulina.

Em uma modalidade adicional a composigdo farmacéutica com-
preende uma combinag3do fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e
uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo em N°%-
tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®?*(N° lotocolil-y-Glu)-des(B30)
insulina humana, N®®Z—(N*(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina hu-
mana, N®2°_y-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina hu-
mana e N82°_ (y-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina
humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequa-
dos composicéo esta que contém entre 5e 16; 5 e 14; 5e 12; 5 e 10; ou en-
tre 5 e 8 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composigao farmacéutica com-
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preende uma combinagdo fixa de um composto de GLP-1 insulinotrépico e
uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo em NEB29_
tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®2°(N® lotocolil-y-Glu)-des(B30)
insulina humana, N*2°—~(N*(HOOC(CH,)1sCO)-y-Glu) desB30 insulina hu-
mana, N®®2°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina hu-
mana e N82°— y-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina
humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequa-
dos composicédo esta que contém entre 6 ¢ 16; 6 e 14, 6 e 12; 6 e 10; ou en-
tre 6 e 8 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢édo farmacéutica com-
preende uma combinagéo fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e
uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo em N%2.
tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®*(N¢ lotocolil-y-Glu)-des(B30)
insulina humana, N*®2°—(N®(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 insulina hu-
mana, N®%—-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina hu-
mana e N®®2°— w-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina
humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequa-
dos composigdo esta que contémentre 7e 16; 7 e 14,7 e 12;ouentre 7 e
10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composicdo farmacéutica com-
preende uma combinagdo fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e
uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo em N®%-
tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®*(N¢ lotocolil-y-Glu)-des(B30)
insulina humana, N®€2°—(N*(HOOC(CH,)14C0O)-y-Glu) desB30 insulina hu-
mana, N®%—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina hu-
mana e N2~ -carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina
humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequa-
dos composigdo esta que contém entre 8 e 16; 8 e 14,8 e 12: ouentre 8 e
10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢ao farmacéutica com-
preende uma combinag&o fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e

uma insulina basal acilada com a formula NF2°~(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-
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Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados composigao esta que contém pelo menos 5, 6,7,8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composigédo farmacéutica com-
preende uma combinagéo fixa de um composto de GLP-1 insulinotrépico e
uma insulina basal acilada N*®2°~(N“-(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 5 e 16 ions zinco por 6 molécu-
las de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢ao farmacéutica com-
preende uma combinag&o fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e
uma insulina basal acilada N*32°~(N®-(HOOC(CH3)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composicdo esta que contémentre6 e 16,6 e 15,6 e 14,6 e 13;6 e
12; 6 e 10; ou entre 6 e 8 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢do farmacéutica com-
preende uma combinagdo fixa de um composto de GLP-1 insulinotropico e
uma insulina basal acilada N®%-(N*-(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composicdo esta que contémentre 7e 16;7e 15;7e 14, 7e 13, 7 e
12: 7e11; 7 e 10; 7 e 9; ou entre 7 e 8 ions zinco por 6 moléculas de insuli-
na.

Em uma modalidade adicional, a composigdo farmacéutica com-
preende uma combinag&o fixa de um composto de GLP-1 insulinotrdpico e
uma insulina basal acilada N*¥2°-(N°-(HOOC(CH.)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigéo esta que contémentre 8 e 16;8e 15;8e 14;8 e 13;8 e
12: 8 e 11; 8 e 10; ou entre 8 e 9 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade, a invengdo é relacionada a uma composi-
¢ao farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de um composto de GLP-1
insulinotropico e uma insulina basal N*®?-tetradecanoil des(B30) insulina

humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequa-



10

15

20

25

30

dos, em que o teor de zinco ¢ pelo menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15
ou 16 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma outra modalidade a invencdo, é relacionada a uma
composigdo farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de um composto
de GLP-1 insulinotrépico e uma insulina basal N*®#-tetradecanoil des(B30)
insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis
adequados, em que o teor de zinco esta entre 5 e 16; 6 e 16; entre 7 e 16;
ou entre 8 e 16 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional a composi¢ado farmacéutica com-
preende uma combinagao fixa de um GLP-1(7-37) ou um analogo ou deriva-
do do mesmo e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N2_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®?°(N¢ lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N®®®~(N*-(HOOC(CH,)14C0)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N*2°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N¥%°— -carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composicdo esta que contém pelo menos 5 ou 6 ions zinco por 6
moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢éo farmacéutica com-
preende uma combinagao fixa de um GLP-1(7-37) ou um analogo ou deriva-
do do mesmo e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N*82_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®**(N°® lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N*®*~(N®-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N®®%°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N82°_ ()-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 5 e 16; 5e 14;5e 12; 5e 10 ou
entre 5 e 8 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢do farmacéutica com-
preende uma combinag&o fixa de um GLP-1(7-37) ou um analogo ou deriva-
do do mesmo e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo

em N*®%-tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®?*(N° lotocolil-y-Glu)-
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des(B30) insulina humana, N¥°~(N*-(HOOC(CH)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N®2°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N©82°— w-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 6 e 16; 6 e 14; 6e12;oube 10
ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢ao farmacéutica com-
preende uma combinag&o fixa de um GLP-1(7-37) ou um analogo ou deriva-
do do mesmo e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N*®2_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®**(N® lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N*®*~(N*-(HOOC(CH3)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N¥%°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N®¥2°— (-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 7 e 16; 7 e 14; 7 e 12; ou entre 7
e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional a composigéo farmacéutica com-
preende uma combinag&o fixa de um GLP-1(7-37) ou um analogo ou deriva-
do do mesmo e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em NB2°_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®?*(N® lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N®2°~(N*-(HOOC(CH)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N®®%—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N*82°— -carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composicdo esta que contém entre 8 e 16; 8 e 12; ou entre 8 e 10
ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade, a invengéo é relacionada a uma composi-
cdo farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de GLP-1(7-37) ou um
analogo ou derivados do mesmo e N®#-tetradecanoil des(B30) insulina hu-
mana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequados,
em que o teor de zinco é pelo menos 5, 6,7, 8, 9, ou 10 jons zinco por 6 mo-

léculas de insulina.
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Em uma modalidade adicional a invengéo é relacionada a uma
composigdo farmacéutica contendo uma combinagao fixa de GLP-1(7-37) ou
um analogo ou derivados do mesmo e N**?-tetradecanoil des(B30) insulina
humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequa-
dos, em que o teor de zinco estaentre6 e 16, 7e 16 ;8 16;8 e 14; 8 e 12;
ou entre 8 e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composigdo farmacéutica com-
preende uma combinago fixa de Arg*, Lys®*(N*(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N®2_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®?*(N° lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N*®2°~(N*-(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N*®2°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N®®2°— w-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém pelo menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15 ou 16 atomos de zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composi¢do farmacéutica com-
preende uma combinaggo fixa de Arg*, Lys**(N*-(y-Glu(N“-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N®®2_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®*’(N° lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N®##~(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N©®2°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N®®2°— -carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 5 € 16; 5 e 14;5e 12; ou entre 5
e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composigao farmacéutica com-
preende uma combinago fixa de Arg®, Lys®*(N*-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em NB2_tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®**(N° lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N*®*~(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 insu-

lina humana, N82°—w-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
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humana e N82°_ (-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 6 e 16; 6 e 14; 6 e 12; ou entre 6
e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composigao farmacéutica com-
preende uma combinaggo fixa de Arg®, Lys*®(N°(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N®2-tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®°(N® lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N®2°~(N°-(HOOC(CH_)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N®®2°—-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N®¥2°— (-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 7 e 16; 7 e 14; 7 e 12 ou entre 7
e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a composigao farmacéutica com-
preende uma combinagao fixa de Arg*, Lys?®(N*~(y-Glu(N“-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) e uma insulina basal acilada selecionada do grupo consistindo
em N*2-tetradecanoil des(B30) insulina humana, Lys®?°(N° lotocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N**#~(N*-(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu) desB30 insu-
lina humana, N#%°—-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina
humana e N©#%— w-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insuli-
na humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis ade-
quados composigdo esta que contém entre 8 e 16; 8 e 14; 8 e 12 ou entre 8
e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengao é relacionada a uma
composigdo farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de Arg®*, Lys?®(Ne-
(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®#*—~(N*-(HOOC(CH;)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco é pelo menos 5 ions zinco

por 6 moléculas de insulina.
Em uma modalidade adicional, a invengdo é relacionada a uma

composicio farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de Arg™, Lys?é(N¢-
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(y-Glu(N“-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®#*—(N"-(HOOC(CH2)1CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco é pelo menos 6 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengéo é relacionada a uma
composicao farmacéutica contendo uma combinagZo fixa de Arg®, Lys**(N°-
(y-Glu(N*-hexadecanoil))-GLP-1(7-37) e N®#*—~(N*(HOOC(CH2)1aCO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco é pelo menos 7 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengéo é relacionada a uma
composigao farmacéutica contendo uma combinagao fixa de Arg®, Lys®®(N*-
(y-Glu(N*-hexadecanoil))}-GLP-1(7-37) e N®*~(N*-(HOOC(CHz)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco é pelo menos 8 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengao é relacionada a uma
composigao farmacéutica contendo uma combinagao fixa de Arg*, Lys?*(N*-
(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®?~(N*(HOOC(CHz)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco é pelo menos 9 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengéo é relacionada a uma
composigéo farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de Arg*, Lys?*(N°-
(y-Glu(N“-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®*~(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco é pelo menos 10 ions zinco
por 6 moléculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengdo é relacionada a uma
composicio farmacéutica contendo uma combinagdo fixa de Arg®, Lys**(N°-
(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®#*—(N*(HOOC(CH2)1aCO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
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te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco esta entre 5 e 16; 5 e 15; 5
el14:5e13;5e12;5e 11;5e 10; 5e 9; ou entre 5 e 8 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengdo é relacionada a uma
composigdo farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de Arg®*, Lys?®(N*-
(v-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®*~(N*(HOOC(CH;)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco esta entre 6 e 16; 6 e 15; 6
e14:6 e 13; 6 e 12; 6 e 11; ou entre 6 e 10 ions zinco por 6 moléculas de
insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengdo é relacionada a uma
composicdo farmacéutica contendo uma combinagao fixa de Arg™, Lys**(N°-
(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®?N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco estd entre 7 € 16; 7 € 15; 7
e14;7e13;7e12;7e11;7e10; 7 € 9; ou entre 7 e 8 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengéo é relacionada a uma
composicgo farmacéutica contendo uma combinagéo fixa de Arg™, Lys?*(N°*-
(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N®?°~N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana juntamente com adjuvantes farmaceuticamen-
te aceitaveis adequados, em que o teor de zinco esta entre 8 e 16; 8 e 15; 8
e14:8¢e13,8¢e12;8 e 11; 8 e 10; ou entre 8 e 9 ions zinco por 6 moléculas
de insulina.

Em uma modalidade adicional, a invengéo é relacionada a uma
composigdo farmacéutica contendo uma combinag&o fixa de insulina glargi-
na e um analogo de exendin-4, por exemplo, um analogo de exendin-4 com-
preendendo 4 a 6 residuos de amino4cido Lys ou Arg adicionados juntamen-
te com adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis adequados, em que o teor
de zinco é pelo menos acima de 5, 6, 7 ou 8 ions zinco por 6 moléculas de
insulina. Nesta modalidade a insulina glargina também pode ser uma insuli-
na glargina amidada como descrito na W02008/006496 e W0O2008/006497.
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O pH em qualquer uma das modalidade acima pode ser 7,4; 7,5;
7.6:7.8:7.9; 8;8,1; 8,2; 8,3; 8,4 ou 8,5. Em uma outra modalidade, o pH es-
ta entre 7,4 e 8,2 ou entre 7,5 e 8. Ainda em uma outra modalidade, o pH
esta entre 7,6 e 8.

Se o composto de GLP-1 & Arg*, Lys®®(N*-(y-Glu(N*
hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) o pH tipicamente estara entre cerca de 7,7 e
cerca de 8,2.

Um outro aspecto da presente invengao € relacionado a um mé-
todo para a preparagdo de uma composi¢do farmacéutica de acordo com
qualquer uma das modalidades acima compreendendo dissolver a dita insu-
lina basal e mistura-la com um conservante e um modificador de isotonicida-
de, depois adicionar zinco e finalmente misturar com o peptideo insulinotro-
pico dissolvido.

Uma modalidade o método de acordo com a invengdo compre-
ende as etapas seguintes: 1) dissolver a insulina basal em uma solugéo a-
quosa de tampao e agente de isotonicidade, 2) adigdo de zinco opcional-
mente de maneira gradual, 3) ajustar o pH, 4) armazenar a solugdo em uma
temperatura entre cerca de 4 e 5° C e a temperatura ambiente e 5) adicionar
o composto de GLP-1.

Em um outro aspecto, a presente invencdo é relacionada a um
método para o tratamento de hiperglicemia compreendendo a administragao
parenteral de uma quantidade eficaz da composi¢do farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades acima a um mamifero em necessidade
de tal tratamento.

Em um outro aspecto, a presente invengdo é relacionada a um
método para o tratamento de obesidade, deficiéncia de célula beta, IGT ou
dislipidemia compreendendo a administragdo parenteral de uma quantidade
eficaz da composigdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das moda-
lidades acima a um mamifero em necessidade de tal tratamento.

Um outro aspecto da presente invengdo é relacionado ao uso de
uma composigao farmacéutica autoestavel compreendendo uma mistura de

um composto de GLP-1 insulinotropico e uma insulina basal composigao
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esta que contém pelo menos 6 atomos de zinco por 6 moléculas de insulina
para o tratamento de hiperglicemia por administragéo parenteral.

Em um outro aspecto, a invengdo é relacionada a um método
para a redugdo do peso compreendendo administrar uma quantidade eficaz
de uma composicdo farmacéutica compreendendo uma mistura de um com-
posto de GLP-1 insulinotrépico e uma insulina basal composigéo esta que
contém pelo menos 6 atomos de zinco por 6 moléculas de insulina.
DESCRICAQ DA INVENCAO

Esta inveng&o refere-se a administragdo de uma mistura fixa de

uma insulina basal e um composto de GLP-1 insulinotrpico para pacientes
com diabetes tipo 2. Quando um composto de GLP-1 e uma insulina basal
sd0 combinados em uma unica formulagdo, os pacientes economizam uma
injecdo comparada as duas injecdes separadas necessarias para administrar
os dois componentes separadamente e mais importantemente, varios efeitos
sinérgicos positivos sdo esperados quando da administragdo tanto de um
analogo de insulina basal quanto de um composto de GLP-1 ao mesmo
tempo.

Em tal mistura, o componente ativo individual, a insulina basal e
o composto de GLP-1, deveriam manter seu perfil PK atrativo conhecido do
mono tratamento. Por exemplo o andlogo de insulina basal insulina N*®%—
(N*-(HOOC(CH,)14CO)~y-Glu) desB30 insulina humana tem um perfil atrativo
apropriado para a administragdo uma vez ao dia. Do mesmo modo, o analo-
go de GLP-1 Arg®, Lys?®(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) & admi-
nistrado uma vez ao dia. Consequentemente, a combinagdo de insulina
N®82°_(N*(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana e liraglutida
constitui uma combinagdo atrativa de um analogo de insulina basal e um
analogo de GLP-1.

Entretanto, a mistura imediata de analogos de insulina acilada
tais como N®Z—(N*(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana com
um composto de GLP-1 tal como Arg®, Lys?(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) resulta tanto em uma formulagdo fisicamente menos estavel

quanto em propriedades PK alterado da insulina acilada. Uma formulagao
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comercial, entretanto, tem que ter uma alta estabilidade fisica. Tambem, se
as propriedades PK da insulina basal sdo alteradas demasiadamente ela
pode resultar na perda de sua cobertura em 24 horas.

A maioria das insulinas basais sera formulada com zinco para ter
um PK e estabilidade fisica satisfatorios. Por exemplo foi mostrado que
NB2_(N®-(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana é capaz de
ligar mais do que os 2 a 3 ions zinco tradicionais por 6 insulina. Um adicional
de 2 a 3 ions zinco (um total de 5 a 6 ions zinco por 6 moléculas de insulina)
sdo necessarios para N®®Z_(N%(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina
humana para ter um perfil ideal uma vez ao dia.

Descobriu-se que Arg*, Lys?®(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-
GLP-1(7-37) tem uma ligagédo de zinco de baixa afinidade e que tanto a ins-
tabilidade fisica quanto as propriedades PK da N®¥®—(N*-(HOOC(CH;)14CO)-
y-Glu) desB30 insulina humana s&o influenciadas por isto em uma mistura
dos dois componentes. Em uma mistura de Arg*, Lys®®(N°-(y-Glu(N*-
hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e N2°~(N*-(HOOC(CH,)14C0)-y-Glu) desB30
insulina humana é na ligagdo destes ions zinco adicionais que Arg®,
LysZ8(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) compete com insulina N*52°~
(N*-(HOOC(CHpa)14CO)~y-Glu) desB30 insulina humana.

Descobriu-se que adicionar outros ions zinco & mistura de N®#2°—
(N*-(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana com Arg>*, Lys®®(N"-
(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) melhora a estabilidade fisica e me-
lhora o perfil PK da N®®—(N®-(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu) desB30 insulina
humana para o perfil desejado obtido com 5 a 6 ions zinco por molécula de
insulina para insulina N°*®2°~(N®-(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina
humana sozinha.

O termo "composto de GLP-1" como usado aqui significa GLP-
1(7-37), analogos insulinotropicos do mesmo e derivados insulinotropicos do
mesmo. Compostos de GLP-1 também incluem compostos de exendina tais
como exendin-3 e exendin-4 e analogos deste tais como ZP10 ou ZP10A
que é um analogo de exendin-4 com 6 residuos de lisina adicionados a ex-

tremidade de terminal C da molécula, ver Cristian Thorkildsen et al, The
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Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, Vol 307, Ne 2
(2003), 490-496.

Uma modalidade da invengdo compreende uma composiG&ao
farmacéutica de acordo com qualquer uma das modalidades acima, em que
o peptideo de GLP-1 insulinotrépico é exendin-4 acilado ou um analogo de
exendin-4 acilado tal como [N-epsilon(acido 17-carboxieptadecanoico)20
exendin-4(1-39)-amida e N-epsilon32-(17-carboxi-
heptadecanoil)[Lys32]exendin-4(1-39)amida.

Um sistema simples é usado para descrever fragmentos e ana-
logos de GLP-1. Assim, por exemplo, Gly®-GLP-1(7-37) designa um analogo
de GLP-1(7-37) formalmente derivado de GLP-1(7-37) substituindo-se o re-
siduo de aminoacido que ocorre naturalmente na posicdo 8 (Ala) por Gly.
Similarmente, Lys**(N°-tetradecanoil)-GLP-1(7-37) designa GLP-1(7-37) em
que o grupo e-amino do residuo de Lys na posigao 34 foi tetradecanoilado.
As publicagdes PCT WO 98/08871 e WO 99/43706 descrevem derivados
estaveis de analogos de GLP-1, que tém um substituinte lipofilico. Estes de-
rivados estaveis de andlogos de GLP-1 tém um perfil prolongado de agéo
comparados aos analogos de GLP-1 correspondentes.

O termo ‘"insulinotropico" como usado aqui referindo-se a um
peptideo ou a um composto significa a capacidade para estimular a secre-
cao de insulina em resposta a um nivel de glicose plasmatica aumentado.
Peptideos e compostos insulinotropicos sao agonistas do receptor de GLP-1.
A propriedade insulinotrépica de um composto pode ser determinada por
ensaios in vitro ou in vivo conhecidos na técnica.

Em uma modalidade da invengdo o GLP-1 tem um residuo de
Arg na posigdo 34. Em uma outra modalidade, o GLP-1 tem residuo de Glu
na posigdo 22. Em uma outra modalidade, da inveng&o o GLP-1 tem um re-
siduo de L-histidina na posi¢do 8. Em uma outra modalidade da invengao o
GLP-1 tem um residuo de Val na posigdo 8. Em uma outra modalidade da
invencgao o derivado de um analogo de GLP-1(7-37) é GLP-1(7-36)-amida.

Em uma modalidade da invengdo o andlogo de GLP-1(7-37) &
selecionado do grupo consistindo em GLP-1(7-36) amida, Arg**-GLP-1(7-
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37), Gly’-GLP-1(7-36)-amida, Gly*-GLP-1(7-37), Val®-GLP-1(7-36)-amida,
Val’-GLP-1(7-37), Val®Asp?-GLP-1(7-36)-amida, Val®Asp*-GLP-1(7-37),
Val®Glu?2-GLP-1(7-36)-amida, Val®GIu??-GLP-1(7-37), Val®Lys**-GLP-1(7-
36)-amida, ValPLys?-GLP-1(7-37), Val’Arg?-GLP-1(7-36)-amida, Val®Arg®*-
GLP-1(7-37), Val®His?2-GLP-1(7-36)-amida, Val®His??-GLP-1(7-37),
ValTrp'®GIu2-GLP-1(7-37), Val*Glu*Vai®>-GLP-1(7-37), ValTyr'®Glu**-
GLP-1(7-37),  Val*Trp'"®GIu®%-GLP-1(7-37),  Val’Leu'®GIu**-GLP-1(7-37),
ValtTyr'8GIu?2-GLP-1(7-37), Val!GluHis¥’-GLP-1(7-37), Val’Glu®lle*-GLP-
1(7-37), ValfTrp'®Glu??val®lle®-GLP-1(7-37), Val*Trp'®Glu?lle**-GLP-1(7-
37), Val*Glu2Vvallle®*-GLP-1(7-37), Val*Trp'®Glu??Val*®>-GLP-1(7-37).

Em uma outra modalidade da presente invengao, o peptideo in-
sulinotrépico é um derivado de GLP-1(7-37) ou um derivado de um analogo
de GLP-1(7-37) tendo um residuo de lisina, tal como uma lisina, em que um
substituinte lipofilico opcionalmente por intermédio de um espagador é ligado
ao grupo amino epsilon da dita lisina. Em uma modalidade da inveng&o, o
dito substituinte lipofilico tem de 8 a 40 atomos de carbono, preferivelmente
de 8 a 24, por exemplo, 12 a 18. Em uma outra modalidade da inveng&o, o
dito espagador esta presente e é selecionado de um aminoacido, por exem-
plo, beta-Ala, L-Glu, aminobutiroila. Em uma outra modalidade da invengéo,
o dito peptideo insulinotrépico é um composto de GLP-1 protegido por dipep-
tidil aminopeptidase V. Em uma outra modalidade da invengéo o dito pepti-
deo insulinotrépico é um composto de GLP-1 estavel em plasma. Em uma
outra modalidade da invengdo o dito derivado de um anélogo de GLP-1(7-
37) é Arg™, Lys®(N°-(y-Glu(N°-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37). Exemplos nao
limitantes de derivados de GLP-1 sdo desamino-His’, Arg®®, Lys*(N°-(y-
Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37),  desamino-His’, Arg®®,  Lys*(N°*
octanoil)-GLP-1(7-37), Arg?®3*, Lys*®(N*-(w-carboxipentadecanoil))-GLP-1(7-
38), Arg?®3  Lys%(N*-(y-Glu(N°-hexadecanoil)))-GLP-1(7-36) e Arg*,
Lys?5(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37). Exemplos néo limitantes de
derivados de GLP-1 sdo desamino-His’, Arg®, Lys*(N°*-(y-Glu(N>-
hexadecanoil)))-GLP-1(7-37), desamino-His’, Arg®, Lys*(N°-octanoil)-GLP-
1(7-37), Arg?®3, Lys®}(N°-(w-carboxipentadecanoil))-GLP-1(7-38), Arg®®*,
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Lys®(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-36) e Arg™, Lys™(N*-(y-Glu(N*-
hexadecanoil)))-GLP-1(7-37).

Em uma outra modalidade, o analogo de GLP-1 é um outro ana-
logo prolongado do tipo descrito na WO 2006/097537, tal como
Aib8,Lys26(0OEG-OEG-gama-Glu-C18-diacido),Arg34)GLP-1(7-37),  N-g%°-
(17-carbéxi-heptadecanoil)-{Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-peptideo,N-e2°-(19-
carboxinonadecanoil)-[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-peptideo,N-e2°-(4-{[N-(2-
carboxietil)-N-(15-carboxipentadecanoil)Jaminojmetil}benzoil)[Arg34]GLP-1-
(7-37), N-£2°-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-Carboxiheptadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etoxi)etdxijacetilamino)etdxiletoxi)-
acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)peptideo,

Em uma modalidade, o derivado de GLP1 é Aib8,Lys26(OEG-
OEG-gama-Glu-C18-diacido),Arg34)GLP-1(7-37). Sua poténcia mais alta
comparado a Arg®, Lys?(N°-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e a do-
se mais baixa necessaria para uma dosagem vez ao dia ao invés de uma
vez por semana resultard em uma concentragdo mais baixa do composto de
GLP-1 necessario em uma formulagdo de combinagdo com a insulina basal.

A insulina basal pode ser uma insulina solivel acilada como
descrito na WO 95/07931, WO 2005/012347 ou EP2007/054444.

A insulina basal acilada pode ser selecionada da lista seguinte:

N®2°_tridecanoil des(B30) insulina humana,

NE2°_tetradecanoil des(B30) insulina humana,

N*82°_decanoil des(B30) insulina humana,

N®82°_dodecanoil des(B30) insulina humana,

NB2_(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;

N#B2_(N*-(HOOC(CH,)15CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;

N=B2_(N*-(HOOC(CH,)16CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;

NB2_(N*-(HOOC(CH,)17CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;

N®B2_(N*-(HOOC(CH,)1sCO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;

N=B2°_(N*-(HOOC(CH,)16CO)-y-Glu-N°-(y-Glu)) des(B30) insulina
humana;

NB29_(N“-(Asp-OC(CH2)16CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;
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NB2°_(N*-(Glu-OC(CH2)14CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;
NB2°_(N*-(Glu-OC(CH2)14CO-) des(B30) insulina humana;
NB2°(N*-(Asp-OC(CH,)16CO-) des(B30) insulina humana;
N*2~(N°*-(HOOC(CH;)16CO)-a-Glu-N°-(B-Asp)) des(B30) insuli-
na humana;

NB2_(N“-(Gly-OC(CH)13CO)-y-Glu) des(B30) insulina humana;
N#B2_(N®~(Sar-OC(CH,)13C0)~y-Glu) des(B30) insulina humana,
N®B2%_y-carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida desB30 insulina

humana,

N®825_,-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil desB30 insulina
humana,

N#B2%_y-carboxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida desB30 insulina
humana,

NeB2%_y-carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida desB30 insulina
humana,

N®B28_-carboxi-pentadecanoil-B-alanil desB30 insulina humana,

N¢B2%_-carboxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida desB30 insulina
humana,

N¢B2%_y-carboxi-pentadecanoil-c-aminohexanoil desB30 insulina
humana,

NB2%_,-carboxi-pentadecanoil-s-aminopentanoil desB30 insulina
humana,

N®8%%.10-(4-carboxifenoxi)-decanoil-y-L-glutamilamida ~ desB30
insulina humana,

N¢B2°.4-[11-(4-Carboxifenil) undecanoilamino] butiril desB30 insu-
lina humana,

N®B2_(3-(3-{4-[3-(7-
carboxiheptanoilamino)propéxilbutdxi}propilcarbamoil)-propionil-y-
glutamilamida) desB30 insulina humana,

NB2.,-  carbdxi-tridecanoil-y-amino-butanoil desB30 insulina
humana,

NB2%_¢,-carboxi-undecanoil-y- amino-butanoil desB30 insulina
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humana,

N¢B2°_,-carboxi-tetradecanoil-y-amino-butanoil desB30 insulina
humana,

NB2°_{4.[10-(4-Carboxi-fendxi)-decanoilamino]-butiril} ~ desB30
insulina,

N2°_{4-[(14-Carboxi-tetradecanoilamino)-metil]-benzoil} desB30
insulina,

N°B2°_[16-(4-Carboxi-fenéxi)-hexadecanoil] desB30 insulina,

N82°_{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoil]- desB30 insuli-
na humana e

N®32°_{4-[(15-Carbéxi-pentadecanoilamino)-metil}-benzoil}-
desB30 insulina.

A concentragdo do composto de GLP-1 na composigdo farma-
céutica de acordo com a invengdo pode estar entre cerca de 1 e 25, entre
cerca de 2 e cerca de 15, entre cerca de 2 e cerca de 10, entre cercade 2 e
cerca de 8 ou entre cerca de 2 e cerca de 6 mg/ml.

A concentragédo da insulina basal estara entre cerca de 1 e cerca
de 25, entre cerca de 1,5 e cerca de 15, entre cerca de 1,5 e cerca de e 12;
entre cerca de 1,5 e 8; entre cerca de 2 e cerca de 15, entre cerca de 2 e
cerca de 10, entre cerca de 2 e cerca de 8; entre 2 e cerca de 7; e entre cer-
cade 3 e 6 mg/ml.

Em uma modalidade, a concentragdo da insulina basal sera 2
mg/ml.

Em uma outra modalidade, a concentragdo da insulina basal se-
ra 4 mg/mi.

Em uma outra modalidade, a concentragdo da insulina basal se-
ra 8 mg/ml.

Em uma modalidade da invengdo a concentragdo de Arg**,
Lys?%(N*-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) esta na faixa de cerca de 2
mg/ml a cerca de 10 mg/mi e a concentragdo de insulina basal esta na faixa
de cerca de 3 mg/ml a cerca de 5 mg/ml.

Em uma outra modalidade da invengéo a concentragdo de Arg*,
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Lys?8(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) esta na faixa de cerca de 2
mg/ml a cerca de 10 mg/ml e a concentragédo de insulina basal esta na faixa
de cerca de 7 mg/ml a cerca de 9 mg/ml.

Quando da mistura das formulagbes de combinagéo a ordem de
adigdo de cada componente Unico é importante. Como a primeira etapa a-
gua, tampao (se diferente do tampao de fosfato), modificador de isotonicida-
de sdo misturados. Depois uma quantidade apropriada da solugdo de esto-
que de analogo de insulina basal é adicionada e suavemente misturada.
Posteriormente, o conservante, por exemplo, fenol é adicionado e a mistura
¢ suavemente misturada durante cerca de 15 a 60 minutos. Como a etapa
seguinte parte do zinco é adicionada em uma quantidade correspondendo a
uma concentragdo de 3 ions zinco por 6 moléculas de insulina. A mistura
depois é suavemente misturada durante pelo menos 5 minutos. Como a eta-
pa seguinte a quantidade remanescente de ions zinco é adicionada até a
concentracdo desejada. Depois o pH € ajustado se ele estiver for a da faixa
de pH desejada. Depois uma quantidade apropriada da solugdo de estoque
de composto de GLP-1 é adicionada para atingir a concentracéo final dese-
jada e o pH é ajustado ao valor desejado.

Em uma modalidade do processo para preparar a composi¢cao
farmacéutica, o conservante é adicionado antes de adicionar qualquer zinco
a mistura. Assim, em uma modalidade a ordem de adicionar os componen-
tes individuais é: 1) insulina basal, 2) conservante, 3) zinco e 4) composto de
GLP-1. Em uma modalidade o zinco é adicionado em varias etapas, por e-
xemplo, acima de 3 a 4 etapas.

A estabilidade fisica foi avaliada por ensaios de fibrilagdo de Tio-
flavina T e pelo teste de rotagdo de Penfill.

A ligagado de zinco pelo composto de GLP-1 foi estudada usando
1D H-RMN.

O equilibrio de autoassociagdo da insulina na auséncia e pre-
senca do composto de GLP-1 e na presencga de concentragéo de zinco cres-
cente foi estudado usando um método de cromatografia de excluséo por ta-

manho com detecgédo por fluorescéncia (para identificar o composto de GLP-
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1 no cromatograma).

Propriedades PK das formulagbes de combinag&o foram avalia-
das usando modelos de porco de aparéncia padréo.

A composigdo farmacéutica de acordo com a invengéo além dos
componentes ativos conterd os adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis
usuais tais como um agente de isotonicidade, um tamp&o, um conservante e
um estabilizador.

Conservantes farmaceuticamente aceitaveis sdo conservantes
selecionados do grupo consistindo em fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-
hidroxibenzoato de metila, p-hidroxibenzoato de propila, 2-fenoxietanol, p-
hidroxibenzoato de butila, 2-feniletanol, alcool benzilico, clorobutanol, e tio-
merosal, bronopol, acido benzoico, imidureia, cloro-hexidina, desidroacetato
de sddio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etila, cloreto de benzeténio, clor-
fenesina (3p-clorfenoxipropano-1,2-diol) ou misturas dos mesmos.

Em uma modalidade, o conservante € uma mistura de fenol e m-
cresol. Em uma outra modalidade o conservante é fenol. O uso de um con-
servante em composigées farmacéuticas € bem conhecido ao versado na
técnica. Por conveniéncia, referéncia é feita a Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 19 edigédo, 1995.

A formulagdo de acordo com a presente invengédo tipicamente
compreendera um agente isotonico tal como manitol, sorbitol, glicerol, propi-
leno glicol ou uma mistura dos mesmos. Em uma modalidade, o agente de
isotonicidade ndo é um sal. O uso de um agente isotdnico em composi¢oes
farmacéuticas € bem conhecido ao versado na técnica. Por conveniéncia
referéncia é feita a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19°
edicdo, 1995.

A composigdo farmacéutica de acordo com a invengdo também
pode compreender um tamp&o. O tamp&o pode ser selecionado de um tam-
pdo que é um tampao zwitteridnico, glicil-glicina, TRIS, bicina, HEPES,
MOBS, MOPS, TES e misturas dos mesmos. Outros tampdes adequados
s3o acetato de sddio, carbonato de sddio, citrato, histidina, glicina, lisina,

arginina, di-hidrogeno fosfato de sddio, hidrogeno fosfato de dissodio, fosfato
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de sodio, e tris(hidroximetil)-aminometano, tricina, acido malico, succinato,
acido meleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico ou misturas
dos mesmos.

A formulagdo farmacéutica de acordo com a presente invengao
preferivelmente ndo conterd um tampéo de ligagdo de zinco tal como um
tampéao de fosfato.

A composigéo também pode compreender um composto quelan-
te de zinco, que pode agir como um tampao de zinco para ions zinco livres
nas formulagdes. Isto permitird uma concentragdo de zinco aumentada com
formacao de dieptamero de liraglutida inferior relativa. Tais compostos que-
lantes de zinco podem incluir (mas néo se limitam a), histidina, imidazol, ci-
trato ou derivados dos mesmos.

Em uma modalidade, o quelador de zinco € histidina.

Em uma outra modalidade, o quelador de zinco é imidazol.

A adigdo de um tal quelador de zinco é preferivelmente abaixo
de 10 mM, mais preferivelmente abaixo de 5 mM, mais preferivelmente abai-
xo de 2 mM, mais preferivelmente abaixo de 1 mM, mais preferivelmente
abaixo de 0,5 mM.

O termo "composigdo farmacéutica autoestavel” como usado
aqui significa uma composigéo farmacéutica que é estavel durante pelo me-
nos o periodo que & necessario por agéncias reguladoras em conexao com
proteinas terapéuticas. Preferivelmente, uma composigéo farmacéutica au-
toestavel é estavel durante pelo menos um ano a 5°C. A estabilidade inclui
estabilidade quimica assim como estabilidade fisica.

O termo "insulina basal" como usado aqui significa um peptideo
de insulina que tem um agéo do tempo de mais do que 8 horas em modelos
padrdo de diabetes. Preferivelmente, a insulina basal tem uma agéo do tem-
po de pelo menos 9 horas. Preferivelmente, a insulina basal tem uma agao
do tempo de pelo menos 10 horas. Preferivelmente, a insulina basal relacio-
nada a refeigdo tem uma agdo do tempo na faixa de 9 a 15 horas. Preferi-
velmente, a insulina relacionada a refeigdo tem uma ag&o do tempo similar

aquela observada para composigdes farmacéuticas comerciais de insulina
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NPH e N*®%°_tetradecanoil des(B30) insulina humana.

O termo "quantidade eficaz" como usado aqui significa uma do-
sagem que ¢é suficiente de modo a tratar o paciente a ser eficaz comparada
com nenhum tratamento.

O termo "farmaceuticamente aceitavel" como usado aqui signifi-
ca apropriado para aplicagdes farmacéuticas normais, isto €, ndo dando ori-
gem a nenhum evento adverso nas pacientes etc.

O termo "tamp&o" como usado aqui refere-se a um composto
quimico em uma composicgéo farmacéutica que reduz a tendéncia do pH da
composigdo para mudar com o passar do tempo como de outro modo ocor-
reria devido a reagbes quimicas. Tampdes incluem produtos quimicos tais
como fosfato de sédio, TRIS, glicina e citrato de sodio.

O termo "conservante" como usado aqui refere-se a um compos-
to quimico que é adicionado a uma composigdo farmacéutica para impedir
ou retardar a atividade microbiana (crescimento e metabolismo).

O termo "agente de isotonicidade" como usado refere-se a um
composto quimico em uma composigao farmacéutica que serve para modifi-
car a pressdo osmoética da composigao farmacéutica de modo que a presséo
osmética torna-se mais proxima daquela do plasma humano. Agentes de
isotonicidade incluem NaCl, glicerol, manitol etc.

O termo "estabilizador" como usado aqui refere-se a produtos
quimicos adicionados ao peptideo contendo composi¢es farmacéuticas de
modo a estabilizar o peptideo, isto é, para aumentar a vida util e/ou no tem-
po oportuno de tais composigcdes. Exemplos de estabilizadores usados em
formulagdes farmacéuticas sdo L-glicina, L-histidina, arginina, polietileno gli-
col, e carboximetilcelulose.

O termo "peptideo de insulina" como usado aqui significa um
peptideo que é insulina humana ou um analogo ou um derivado do mesmo
com atividade de insulina.

O termo "insulina humana" como usado aqui significa o hormé-
nio humano cuja estrutura e propriedades sdo bem conhecidas. Insulina hu-

mana tem duas cadeias de polipeptideo que séo conectadas por pontes de
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dissulfeto entre residuos de cisteina, isto é, a cadeia A e a cadeia B. A ca-
deia A é um peptideo de 21 aminoacidos e a cadeia B € um peptideo de 30
aminoacidos, as duas cadeias sendo conectadas por trés pontes de dissulfe-
to: uma entre as cisteinas na posigao 6 e 11 da cadeia A, a segunda entre a
cisteina na posigéo 7 da cadeia A e a cisteina na posi¢éo 7 da cadeia B, e a
terceira entre a cisteina na posigdo 20 da cadeia A e a cisteina na posigéo
19 da cadeia B.

O termo "analogo” como usado aqui referindo-se a um peptideo
significa um peptideo modificado em que um ou mais residuos de aminoaci-
do do peptideo foram substituidos por outros residuos de aminoacido e/ou
em que um ou mais residuos de aminodacido foram suprimidos do peptideo
e/ou em que um ou mais residuos de aminoacido foram suprimidos do pep-
tideo e ou em que um ou mais residuos de aminoacido foram adicionados ao
peptideo. Tal adigdo ou supressao de residuos de aminoacido pode ocorrer
no terminal N do peptideo e/ou no terminal C do peptideo.

Os analogos de insulina tipicamente ndo compreenderdo mais
do que cerca de 7 mutagGes, mais tipicamente ndo mais do que 5 e ainda
mais tipicamente no maximo 3 mutagdes comparado a insulina humana.

No decorrer dos anos um numero razoavelmente grande de mo-
dificagdo da cadeia A e/ou B de insulina foi descrito. Assim a posi¢éo 28 da
cadeia B pode ser modificada do residuo de Pro natural para Asp, Lys, ou lle
e Lys na posicdo B29 também pode ser modificada para Pro.

Também, Asn na posicdo A21 pode ser modificado para Ala,
Gin, Glu, Gly, His, lle, Leu, Met, Ser, Thr, Trp, Tyr ou Val, em particular para
Gly, Ala, Ser, ou Thr e em particular para Gly. Além disso, Asn na posigao
B3 pode ser modificado para Lys ou Asp. Outros exemplos de analogos de
insulina sdo des(B30) insulina humana, analogos de insulina em que um ou
ambos de B1 e B2 foram suprimidos; analogos de insulina em que a cadeia
A e/ou a cadeia B tém uma extensido de terminal N e analogos de insulina
em que a cadeia A e/ou a cadeia B tém uma extensédo de terminal C. Tam-
bém, o residuo de aminoacido natural na posi¢cdo A18 pode ser mudado pa-
ra um residuo de GIn ou um ou mais dos residuos de aminoacido nas posi-
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¢des B26-B30 pode ser suprimido.

O termo "derivado" como usado aqui em relagdo a um peptideo
precursor significa uma proteina precursora quimicamente modificada ou um
analogo da mesma, em que pelo menos um substituinte n&o esta é presente
na proteina precursora ou um analogo do mesmo, isto &, uma proteina pre-
cursora que foi covalentemente modificada. Modificagbes tipicas s&o ami-
das, carboidratos, grupos alquila, grupos acila, ésteres, PEGilagbes e simila-
res. Exemplos de derivados de insulina humana s3o treonina metil éster™>
insulina humana e N*®?°-tetradecanoil des(B30) insulina humana.

O termo "ponto isoelétrico" como usado aqui significa o valor de
pH onde a carga liquida global de uma macromolécula tal como um peptideo
é zero. Em peptideos pode haver varios grupos carregados, e no ponto isoe-
létrico a soma de todas estas cargas é zero. Em um pH acima do ponto isoe-
létrico a carga liquida global do peptideo sera negativa, ao passo que nos
valores de pH abaixo do ponto isoelétrico a carga liquida global do peptideo
sera positiva.

O termo "cerca de" como usado aqui em relagdo a concentragéao
de um peptideo em uma composicado farmacéutica significa mais ou menos
10 %. Consequentemente, a concentragdo "cerca de 5 mg/ml de insulina"
significa uma concentragéo de 4,5 mg/ml de insulina a 5,5 mg/ml de insulina.

A invencao envolve as seguintes modalidades:

Modalidade 1: uma composig¢ao farmacéutica sollvel para a ad-

ministragdo parenteral que compreende um composto de GLP-1 insulinotro-
pico, um peptideo de insulina basal, aditivos farmaceuticamente aceitaveis e
zinco, em que o teor de zinco é pelo menos 5 ions Zn por 6 moléculas de
insulina.

Modalidade 2: uma composigao farmacéutica solGvel para a ad-
ministragdo parenteral de acordo com a modalidade 1, que compreende um
composto de GLP-1 insulinotrépico, um peptideo de insulina basal, aditivos
farmaceuticamente aceitaveis e zinco, em que o teor de zinco & pelo menos
6 ions Zn por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 3: a composigdo farmacéutica de acordo com a mo-
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dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 16 ions zinco por 6 molé-

culas de insulina.
Modalidade 4: a composigdo farmacéutica de acordo com a mo-

dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 15 jons zinco por 6 mole-
culas de insulina.
Modalidade 5: a composigado farmacéutica de acordo com a mo-

dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 14 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.
Modalidade 6: a composigédo farmacéutica de acordo com a mo-

dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 13 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.
Modalidade 7: a composi¢do farmacéutica de acordo com a mo-

dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 12 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.
Modalidade 8: a composi¢ao farmacéutica de acordo com a mo-

dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 11 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.

Modalidade 9: a composig¢éo farmacéutica de acordo com a mo-

dalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 10 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.

Modalidade 10: a composigao farmacéutica de acordo com a

modalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 9 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.
Modalidade 11: a composicdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 8 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.
Modalidade 12: a composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 1, em que o teor de zinco esta entre 5 e 7 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.

Modalidade 13: a composicdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 16 ions zinco por 6 mo-

léculas de insulina.
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Modalidade 14: a composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 15 ions zinco por 6 mo-

léculas de insulina.
Modalidade 15: A composigdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 14 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina.
Modalidade 16: A composigdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 13 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina.
Modalidade 17: A composi¢cdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 12 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina.
Modalidade 18: A composigdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 11 ions zinco por 6 mo-
Iéculas de insulina.
Modalidade 19: A composigado farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 10 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina.

Modalidade 20: A composigdo farmacéutica de acordo com a
modalidade,2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 9 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.

Modalidade 21: A composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 2, em que o teor de zinco esta entre 6 e 8 ions zinco por 6 molé-
culas de insulina.
Modalidade 22: A composicdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco esta
entre 7 e 16 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 23: A composi¢do farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco esta
entre 7 e 15 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 24: A composi¢do farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco esta
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entre 7 e 14 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 25: A composi¢do farmacéutica de acordo
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 7 e 13 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 26: A composi¢do farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 7 e 12 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 27: A composicdo farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 7 e 11 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 28: A composigdo farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 7 e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 29: A composi¢cdo farmacéutica de acordo
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 7 e 9 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 30: A composi¢gdo farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 8 e 16 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 31: A composigdo farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 8 e 15 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 32: A composi¢do farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 8 e 14 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 33: A composicdo farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 8 e 13 ions zinco por 6 moléculas de insulina.

Modalidade 34: A composi¢do farmacéutica de acordo

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco
entre 8 e 12 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 35: A composigdo farmacéutica de acordo

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com

esta

com
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qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco esta
entre 8 e 11 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 36: A composicdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o teor de zinco esta
entre 8 e 10 ions zinco por 6 moléculas de insulina.
Modalidade 37: A composi¢do farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o pH da dita composi-
¢ao farmacéutica de cerca do pH 7,4 a cerca do pH 9.

Modalidade 38: A composigdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o pH da dita composi-
¢ao farmacéutica de cerca do pH 7,4 a cerca do pH 8,2.

Modalidade 39: A composicdo farmacéutica de acordo com
qualquer uma das modalidades precedentes, em que o pH da dita composi-
¢ao farmacéutica é de cerca do pH 7,4 a cerca do pH 7,7.

Modalidade 40: A composi¢cdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o pH da dita composi-
¢ao farmacéutica é de cerca do pH 7,6 a cerca do pH 8,2.
Modalidade 41: A composi¢cdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o pH da dita composi-
¢ao farmacéutica é de cerca do pH 7,7 a cerca do pH 8,2.

Modalidade 42: A composi¢do farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes em que o pH da dita composi-
¢ao farmacéutica é de cerca do pH 8,0 a cerca do pH 9.
Modalidade 43: A composi¢cdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o peptideo de GLP-1
insulinotropico é GLP-1(7-37), um analogo de GLP-1(7-37), um derivado de
GLP-1(7-37), ou um derivado de um analogo de GLP-1(7-37).

Modalidade 44: A composi¢cdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o derivado de GLP-
1(7-37) compreende um residuo de lisina.
Modalidade 45: A composigdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 44, em que o dito derivado de um andlogo de GLP-1(7-37) é
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Arg®*, LysZ®(Ne-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37).

Modalidade 46: A composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 44, em que o dito derivado de um analogo de GLP-1(7-37) é
Aib8,Lys26(OEG-OEG-gama-Glu-C18-diacido), Arg34)GLP-1(7-37).
Modalidade 47: A composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 44, em que o dito derivado de um analogo de GLP-1(7-37) é
[desaminoHis’, Arg*GLP-1-(7-37),  [Aib®,Glu?? Arg?® Arg** Lys*'|GLP-1-(7-
37)amida.

Modalidade 48: A composigdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades 1 a 42 precedentes, em que o peptideo de
GLP-1 insulinotrépico € exendin-4 ou um analogo do mesmo.
Modalidade 49: A composi¢cdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que o peptideo de insulina
basal € uma insulina acilada.
Modalidade 50: Uma composicdo farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que a insulina acilada é
acilada na posigao B29 com um grupo lipofilico.

Modalidade 51: A composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 50, em que o grupo lipofilico tem de 8 a 40, 8 a 24, ou 12 a 18
atomos de carbono.
Modalidade 52: Uma composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 50, em que a insulina basal é selecionada do grupo consistindo
em N®%tetradecanoil des(B30) insulina humana, NP2 —(N°-
(HOOC(CH,)14CO)~-Glu) desB30 insulina humana, Lys®?*(N° litocolil-y-Glu)-
des(B30) insulina humana, N°®%_y-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida

£B29

desB30 insulina humana e N**“°- w-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil

des(B30) insulina humana.
Modalidade 53: Uma composi¢do farmacéutica de acordo com a

modalidade 50, em que a insulina basal & N*®*%-tetradecanoil des(B30) insu-

lina humana, N*82°~(N®-(HOOC(CH)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana.
Modalidade 54: Uma composigdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 50, em que a insulina basal & N®2~(N*-(HOOC(CH_)14CO)-y-
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Glu) desB30 insulina humana.

Modalidade 55: Uma composigéo farmacéutica de acordo com a
NEBZQ

modalidade 50, em que a insulina basal € —w-carboxipentadecanoil-y-L-
glutailamida desB30 insulina humana ou N®?°- w-carboxipentadecanoil-y —
amino-butanoil des(B30) insulina humana.

Modalidade 56: A composi¢do farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades 1 a 42 precedentes, em que a insulina basal
é NP2 (N*%-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana e o compos-
to de GLP-1 insulinotropico & Arg*, Lys?(N°-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-
1(7-37).

Modalidade 57: A composi¢do farmacéutica de acordo com

qualquer uma das modalidades precedentes, em que a concentragdo da in-
sulina basal esta na faixa de cerca de 1,5 a cerca de 8 mg/ml e a concentra-
¢éo do composto de GLP-1 esta na faixa de cerca de 2 a cerca de 10 mg/ml.

Modalidade 58: A formulagdo farmacéutica de acordo com as

modalidades 1 a 36, em que a insulina basal é insulina glargina e o compos-
to de GLP-1 insulinotropico é ZP10. Modalidade de acordo com a modalida-
de 57, em que o pH é cerca de 4.

Modalidade 59: A formulagdo farmacéutica de acordo com a

modalidade 58, em que o teor de zinco esta entre 4 a 5 ions zinco por 6 mo-
léculas de insulina glargina.
EXEMPLOS
EXEMPLO 1

Uma formulag&o tipica da combinag&o fixa que consiste no ana-
logo de insulina N*®2°—(N*-(HOOC(CH,)14CO)~y-Glu) desB30 insulina huma-
na e no andlogo de GLP-1 Arg*, Lys?®(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-
1(7-37), liraglutida, foi preparada como segue. Solugdes de estoque apropri-
adas em agua foram preparadas do andlogo de insulina e do analogo de
GLP-1. As concentragdes de peptideo de ambos os estoques foram tipica-
mente em torno de 10 mM e o pH foi ajustado para aproximadamente pH 7,7
para o analogo de insulina e aproximadamente pH 8,2 para as soluges de

estoque de liraglutida. Estes ajustes de pH foram feitos usando solugdes de
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NaOH ou HCIO, com concentragdes maximas de 1,0 N.

Os seguintes excipientes foram misturados a partir de solugdes
de estoque apropriadas em agua nesta ordem: 1) agua 2) glicerol (modifica-
dor de isotonicidade) 3) analogo de insulina 4) fenol. A adigdo de fenol antes
de zinco foi critica; de outro modo um gel foi formado. Depois de 15 minutos
o acetato de zinco foi adicionado em trés porgdes: primeiramente, uma
quantidade de zinco correspondendo a uma concentragéo de 3 zincos/6 mo-
léculas de analogo de insulina; em segundo lugar, uma quantidade de zinco
correspondendo a uma concentragdo de 3 zincos/6 moléculas de analogo de
insulina; e em terceiro lugar qualquer zinco adicional. A solugéo foi equilibra-
da 5 minutos depois de cada adigdo. O pH foi medido e ajustado ao pH 8,2
como descrito acima. Esta solugao foi deixada equilibrar durante aproxima-
damente 48 horas a 4° C antes que uma quantidade apropriada da solugdo
de estoque de liraglutida fosse adicionada. Finalmente, o pH foi medido e se
necessario ajustado para pH 8,2. Seguindo este procedimento uma formula-

¢ao foi preparada como descrito na Tabela 1.

Tabela 1
Composto | Concentragdo de | Concentragdo | Volume adi- | Ordem de
estoque (mM) final (mM) cionado (ml) | mistura
Analogo de 8,64 0,60 0,972 3
insulina
Acetato de 9,54 0,80" 1,174% 52)
zinco
Fenol 500 50 1,4 4
Glicerol 200 16 1,12 2
Liraglutida 9,95 1,6 1,6 6%
Agua n.a. n.a. 7.083 1

") Correspondendo a 8 Zn?*/6 moléculas de analogo de insulina.

2) Foi adicionado em trés porgoes: 0,441 ml, 0,440 ml, 0,293 ml, cada com 5
minutos entre e depois da ultima adig&o.

% A solugao foi equilibrada a 4° C durante aproximadamente 48 horas antes

da adigao de liraglutida.
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EXEMPLO 2
O mecanismo de prolongamento do analogo de insulina
(N*-(HOOC(CH>)14C0)-y-Glu) desB30 insulina humana foi descrito para de-

pender da formagéo de autoassociados na presenga de mais do que 3 ions

N<B29_

zinco por 6 moléculas de analogo de insulina. Consequentemente, se uma
formulagdo de andlogo de insulina N®*~(N*-(HOOC(CH;)14CO)-y-Glu)
desB30 insulina humana contém uma fragéo significante do anéalogo na for-
ma monomérica, a formulagdo é esperada exibir um componente de agéo
rapida indesejavel. Além disso, um alto teor de monémero de analogo de
insulina pode comprometer a estabilidade fisica da formulagéo. A presenga
do anéalogo de GLP-1 liraglutida em uma combinagao fixa com o analogo de
insulina N*82°—~(N°-(HOOC(CH>)14C0)-y-Glu) desB30 insulina humana pode
perturbar o equilibrio de auto-associagéo do analogo de insulina para o es-
tado monomérico com uma formagao simultdnea de um complexo de ligagao
de zinco de liraglutida. Foi demonstrado que liraglutida forma uma automon-
tagem heptamérica sob condigdes relevantes de formulagéo, e na presenca
de concentragdes equimolares de ions zinco, um dieptdmero de liraglutida
de ligagdo de zinco é formado.

Formulagdes contendo tanto o analogo de insulina N2°—(N*-
(HOOC(CH,)14CO)+y-Glu) desB30 insulina humana quanto liraglutida foram
analisadas por um método de cromatografia por exclusédo de tamanho (SEC)
com detecgéo por fluorescéncia. O método de SEC usou uma coluna Supe-
rose 12 10/300GL, amostras de 50 ul foram injetadas e o fluxo foi de 0,8
ml/min. Dois métodos incluindo e excluindo fenol foram usados com o sol-
vente NaCl a 140 mM, Tris/HCl a 10 mM, pH 7,7, fenol a +/- 2 mM. A detec-
cdo foi feita por um canal com absorgdo a 276 nm (medindo a quantidade
total do peptideo) e um outro canal com detecgéo por fluorescéncia (excita-
¢do a 310 nm, emiss&o a 380 nm), que foi especifico para liraglutida.

Sob algumas condigdes a quantificacédo especifica foi impossivel
devido a condigdes experimentais. Aqui, a quantidade de analogo de insulina
na forma monomérica foi quantificada em relagdo a quantidade total de pep-

tideo.
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As formulagdes foram preparadas como descrito no Exemplo 1.
Quatro formulagdes cada com 0,3 mM e 0,6 mM de analogo de insulina, res-
pectivamente, foram preparadas com teores de zinco correspondendo a 6, 8,
10, e 12 ions zinco por 6 moléculas de andlogo de insulina. Estas oito formu-
lacdes foram armazenadas tanto a 4° C quanto a 37° C.

Toda a formulagdo continha analogo de insulina a 0,3 ou 0,6
mM, acetato de zinco, liraglutida a 1,6 mM, fenol a 50 mM, glicerol a 174
mM, pH 8,2.

As formulagbes armazenadas foram analisadas usando tanto os
métodos de SEC com fenol quanto de SEC sem fenol depois de 0, 2, 4, e 8
semanas de armazenamento. A Tabela 2 e a Tabela 3 mostram as quanti-
dades de analogo de insulina na forma monomérica. As areas sombreadas
indicam condigdes onde uma quantificagdo exata ndo foi possivel. Portanto,
a quantificagdo também foi feita para o0 monémero de analogo de insulina em
relagédo ao teor de peptideo total. Isto é mostrado na Tabela 4 e Tabela 5.

Tabela 2

SEC com fenol % de mondémero de Ins
0,3mMiIns 0,6 mM Ins
4°C 37°C 4°C 37°C
6 Zn/6 ins ow 25,1 25,1 7.9 7.9
2W 59,7 55,1 19,4 17,8
4w
8 Zn/6 ins ow 16,1 16,1 2,8
2W 49,0 42,6 10,3
4w
10 Zn/6 ins ow 7.9 7,9 1,5
2W 36,8 32,2 2,2
4W
12 Zn/6 ins ow 6,0 6,0
2W 24,3 23,8
4w
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Tabela 3
SEC com fenol % de mondmero de Ins
0,3 mM Ins 0,6 mM Ins
4°C 37°C 4°C 37°C
6 Zn/6 ins oW 66,4 66,4 27,9 27,9
2W 86,3 80,9 29,8 33,6
4w
8 Zn/6 ins oW 51,9 51,9 7,0
2W 72,8 68,5 16,1
4W
10 Zn/6 ins oW 28,3 28,3 2,0
2W 56,7 55,1 3,1
A
12 Zn/6 ins 0w 14,5 14,5
2W 35,0 39,9
4w
Tabela 4
SEC com fenol % de monémero de Ins de peptideo total
0,3 mM Ins 0,6 mM Ins
4°C 37°C 4°C 37°C
6 Zn/6 ins ow 3,8 3,8 2,0 2,0
2W 8,2 7,0 4,8 4,2
4W 12,4 54 4,7 2,9
8W 7,8 5,5 4,5 3,4
8 Zn/6 ins ow 2,2 2,2 0,8 0,8
2W 7,0 5,6 2,6 2,5
A 6,8 4,2 2,3 1,8
8W 6,5 4,3 2,8 1,9
10 Zn/6 ins oW 1,1 1,1 0,4 0,4
2W 5,2 4,3 0,6 0,8
4W 4,9 2,9 0,4 0,6
8W 5,0 3,5 0,8 1,1
12 Zn/6 ins oW 0,9 0,9 0,8 0,8
2W 3,6 3,3 0,5 0,7
4w 3,2 2,3 0,2 0,4
8W 42 2,9 0,4 0,5
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Tabela 5
SEC com fenol % de mondmero de Ins de peptideo total
0,3 mM Ins 0,6 mM Ins

4°C 37°C 4°C 37°C

6 Zn/6 ins ow 16,3 16,3 7,5 7,5
2W 16,6 12,1 8,3 8,8

4W 10,1 8,8 6,3 5,5

8W 13,1 10,8 9,1 8,1

8 Zn/6 ins oW 8,4 8,4 2,0 2,0
2W 11,3 10,1 4,3 5,0

4W 8,3 7,4 2,9 3,0

8W 11,1 9.1 4,9 4,9

10 Zn/6 ins ow 4,5 4,5 0,5 0,5
2W 8,5 8,3 0,8 1,3

4W 6,3 5,6 0,4 0,8

8W 8,7 7,3 1,3 2,4

12 Zn/6 ins oW 2,3 2,3 0,7 0,7
2W 5,6 6,1 0,8 1,1

4W 43 41 0,2 0,5

8W 6,9 7,0 0,6 1,4

A quantidade de dieptamero de liraglutida de ligagéo de zinco foi
facilmente medida usando a detecgdo por fluorescéncia. A Tabela 6 e a Ta-
bela 7 mostram as quantidades medidas nas amostras analisadas.

Tabela 6

SEC com fenol % de dieptamero de Liraglutida total
0,3 mM Ins 0,6 mM Ins
4°C 37°C 4°C 37°C

6 Zn/6 ins ow 0 0 0 0
2W 0 0 0 0
4W 0 0 0 0
8W 0 0 0 0

8 Zn/6 ins ow 0 0 0 0
2W 0 0 0 0,3
4W 0 0 0 0,4
8w 0 0 0 0,4

10 Zn/6 ins ow 0 0 0 0
2W 0 0 0 1,2
4W 0 0 0 1,56
8W 0 0 0,1 2,1
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SEC com fenol

% de dieptamero de Liraglutida total

0,3mMIns 0,6 mM Ins
4°C 37°C 4°C 37°C
12 Zn/6 ins ow 0 0 0,4 0,4
2W 0 0 0,6 15,4
4w 0 0 0,4 15,2
8W 0 0,1 0,8 15,6
Tabela 7
SEC com fenol % de dieptamero de Liraglutide
0,3 mM Ins 0,6 mM Ins
4°C 37°C 4°C 37°C
6 Zn/6 ins oW 0 0 0 0
2W 0 0 0 0
4w 0 0 0 0
8W 0 0 0 0,1
8 Zn/6 ins ow 0 0 0 0
2W 0 0 0 0,3
4w 0 0 0 0,2
8W 0 0 0 0,4
10 Zn/6 ins oW 0 0 0 0,1
2W 0 0 0 1,3
4W 0 0 0 1,1
8W 0 0 0 2,4
12 Zn/6 ins ow 0 0 0,3 0,3
2W 0 0 0,5 16,7
4W 0 0 0,3 13,5
8W 0 0,1 0,8 17,7
EXEMPLO 3

Seguindo o procedimento no Exemplo 1 quatro formulages fo-

5 ram preparadas com as composicdes mostradas na Tabela 8. Na Formula-

¢do 3 o tampdo de glicilglicina foi adicionado juntamente com a agua. Na

Formulagdo 4 o tampao de fosfato foi adicionado depois que o acetato de

zinco foi adicionado. Isto foi feito de modo a minimizar a precipitagédo de zin-
co-fosfato. O analogo de insulina usado foi N¥2°~(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-

10  Glu) desB30 insulina humana.

A estabilidade fisica das quatro composigdes farmacéuticas foi

avaliada por meio de um teste acelerado com esforgo aplicado. O teste com
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esforgo aplicado foi realizado como um teste de rotagéo. 50 uL de ar foram
adicionados a cada um de 5 cartuchos (frascos de vidro) de cada formula-
¢do. Os cartuchos foram girados com uma frequéncia de 30 rotagdes por
minuto durante 4 horas por dia. A inspegdo dos cartuchos foi seguida diari-
amente ou conforme necessario. A turvagdo da formulagdo foi caracterizada
por medicdo nefelométrica e especificada em "Unidade de Turvagéo Nefe-
lométrica” (NTU). A instabilidade fisica da proteina foi caracterizada por me-
dicbes de turvagéo elevada.

Este teste de rotagdo € mostrado na Figura 1. Ele revelou que a
formulagdo com o analogo de insulina e liraglutida combinados e formulados
no pH 7,7 (Formulagdo 3) foi menos estavel do que o anélogo de insulina
formulado sozinho no pH 7,4 (Formulagdo 1) e provavelmente teve uma es-
tabilidade inaceitavel para outro desenvolvimento. A Formulagéo 4 tambéem
continha a combinagdo de analogo de insulina e liraglutida mas foi formulada
no pH 8,2. Esta formulag&o teve uma Unica estabilidade fisica marginalmen-
te mais baixa do que o andlogo de insulina sozinho. Consequentemente,
esta comparagao ilustrou que a combinagédo do analogo de insulina e liraglu-
tida sem nenhuma otimizagéo resultou em uma formulagdo instavel. O au-
mento do pH para o pH 8,2, entretanto, resultou em estabilidade fisica muito
melhorada comparavel aquela do analogo de insulina sozinho.

Tabela 8

Formula- | Formula- | Formula- | Formula-
céo 1 cao 2 ¢ao 3 cao 4

Analogo de insulina (mM) 0,6 n.a. 0,6 0,6

Acetato de zinco (mM) 0,6 n.a. 0,6 0,6

Liraglutida (mM) n.a. 1,6 1,6 1,6
Fenol (mM) 16 58 40 40

m-cresol (mM) 16 n.a. n.a. n.a.

Glicerol (mM) 174 174 174 174
NaCl (mM) 10 n.a. 10 10
Fosfato (mM) n.a. 8 n.a. 8

Glicilglicina (mM) n.a. n.a. 8 n.a.

pH 7.4 7,7 7,7 8,2
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EXEMPLO 4

Em um outro teste de rotagao realizado como descrito no Exem-
plo 3, quatro formulagdes de combinagéo contendo tanto o analogo de insu-
lina NEZ_(N®-(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana quanto
liraglutida e duas referéncias com o analogo de insulina e liraglutida sozi-
nhos foram testadas.

As formulagdes foram preparadas como descrito no Exemplo 1 e

suas composigdes sdo mostradas na Tabela 9.

Tabela 9
Form.1 | Form.2 | Form.3 | Form. 4 | Form.5 | Form. 6
Analogo de 0,6 n.a. 0,6 0,6 0,6 0,3
insulina
(mM)
Acetatode | 0,6 (=6 n.a. 0,8(=8 [1,0(=10}1,2(=12{0,5(=10
zinco (mM) | zn?'/6 zn26 | zn?'/6 | Zn*'16 | Zn*'I6
ins) ins) ins) ins) ins)
Liraglutida n.a. 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
(mM)
Fenol (mM) 16 58 50 50 50 50
m-cresol 16 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(mM)
Glicerol 174 174 174 174 174 174
(mM)
NaCl (mM) 10 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Fosfato n.a. 8 n.a. n.a. n.a. n.a.
(mM)
pH 7.4 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2
Os resultados do teste de rotagdo sdo mostrados nas Figuras 2
a4

A Formulagdo 3 continha 8 zincos/6 moléculas de analogo de
insulina e teve uma estabilidade comparavel tanto as referéncias com o ana-
logo de insulina (com 6 zincos/6 moléculas de analogo de insulina) quanto
de liraglutida sozinho. A Formulagdo 6 apenas continha analogo de insulina

a 0,3 mM mas requereu 10 zincos/6 moléculas de andlogo de insulina de
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modo a exibir uma estabilidade similar como a referéncia. Isto indicou que o
teor de zinco mais alto em relagdo a quantidade de analogo de insulina foi
necessario de modo a obter a mesma estabilidade como a referéncia de
analogo de insulina sozinha com 6 ions zinco/6 moléculas de analogo de
insulina.
EXEMPLO 5

As propriedades famacocinéticas (PK) das formulagbes de
combinaggo fixa com o analogo de insulina N*®°~(N*-(HOOC(CH_)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana e liraglutida foram examinadas em porcos. As
aparéncias dos dois peptideos na corrente sanguinea foram medidas por
técnicas de ensaio padrédo durante até 72 horas depois da inje¢do. Para cla-
reza, entretanto, apenas as primeiras 24 horas sdo mostradas para o analo-
go de insulina. Os resultados sdo mostrados na Figura 5 e Figura 6 como
médias das seis réplicas e mostrados com erro padrdo da média. Trés for-
mulagdes de combinagdo e duas referéncias foram preparadas como esbo-
cado no Exemplo 1. Suas composi¢des sdo mostradas na Tabela 10. A cur-
va de aparéncia PK para o analogo de insulina € mostrada na Figura 5 e a
curva de aparéncia PK para liraglutida é mostrada na Figura 6.
Tabela 10

Form. 1 Form. 2 Form. 3 Form. 4 Form. 5
Analogo de 0,6 n.a. 0,6 0,6 0,6
insulina (mM)
Acetato de zin- 0,6 n.a. 0,8 1,0 1,2
co (mM) (=6 (=8 (=10 (=12
Zn?*/6 ins) Zn2'/6 ins) | Zn?'/6 ins) | Zn*'/6 ins)
Liraglutida n.a. 1,6 1,6 1,6 1,6
(mM)
Fenol (mM) 50 50 50 50 50
Glicerol (mM) 174 174 174 174 174
pH 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2

A aparéncia do analogo de insulina na combinagéo € criticamen-
te por varias razdes: Um componente de agdo rapida dara origem a um ini-

cio precoce inesperado de efeito. Uma biodisponibilidade aumentada tam-
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bém resultara em um maior efeito de redugédo de glicose sanguinea e con-
sequentemente um ajuste da dose seria necessario. E interessante concluir
que a formulagdo da combinagéo 3 (formulada com 8 zincos/6 moléculas de
analogo de insulina) exibiu uma curva de aparéncia de insulina muito similar
comparada a curva para o analogo de insulina sozinho (Formulagéo 1). Con-
sequentemente, uma formulagdo de combinagdo com 8 zincos/6 moléculas
de analogo de insulina exibiu propriedades PK de insulina muito similares
quando comparadas ao analogo de insulina sozinho. Todas as formulagoes
de combinago exibiram curvas de aparéncia de liraglutida muito similares
(Formulagdes 3 a 5).
EXEMPLO 6

As propriedades farmacocinéticas (PK) de outras formulagGes de
combinagdo fixa com o analogo de insulina N°®*®—~(N*-(HOOC(CHz)14CO)-y-
Glu) desB30 insulina humana e liraglutida em uma razao diferente foram do
mesmo modo examinadas em porcos. Esta razdo permite que uma maior
quantidade do analogo de insulina em relagéo a liraglutida seja liberada ao
paciente em uma Unica injegdo. Uma dose igual de insulina foi administrada
aos porcos tanto da referéncia de analogo de insulina (Formulagéo 1) quanto
das combinagdes (Formulagdes 3 a 5). As aparéncias dos dois peptideos na
corrente sanguinea foram medidas por técnicas de ensaio padréo durante
até 72 horas depois da inje¢do. Para clareza, entretanto, apenas as primei-
ras 6 horas e 24 horas, respectivamente, sdo mostradas. Os resultados séo
mostrados na Figura 7 e Figura 8 como médias das seis réplicas € mostra-
dos com erro padrdo da média. Trés formulagbes de combinagdo e duas
referéncias foram preparadas como esbogado no Exemplo 1. Suas composi-
¢Bes sdo mostradas na Tabela 11. A curva de aparéncia PK para o analogo
de insulina é mostrada na Figura 7 e a curva de aparéncia PK para liragluti-

da é mostrada na Figura 8.
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Tabela 11
Form. 1 Form.2 | Form.3 | Form.4 | Form.5
Analogo de insu- 0,6 n.a. 1,2 1,2 1,2
lina (mM)
Acetato de zinco 0,6 n.a. 1,2 1,4 1,6
(mM) (=6 (=6 (=7 (=8
Zn?*/6 ins) Zn?"/6 ins) | Zn?*/6 ins) | Zn*"/6 ins)

Liraglutida (mM) n.a. 1,6 1,6 1,6 1,6
Fenol (mM) 50 50 50 50 50
Glicerol (mM) 214 214 214 214 214
pH 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2

Comparada a referéncia de analogo de insulina (Formulagéo 1)
a combinacgdo com 6 Zn?*/6 moléculas de insulina (Formulagéo 3) exibiu um
menor rebaixo com um inicio mais precoce do que o pico principal da refe-
réncia. O aumento do teor de zinco para 7 Zn**/6 moléculas de insulina
(Formulagéo 4) resultou em uma curva de aparéncia de analogo de insulina
muito mais similar aquela da referéncia de insulina (Formulagdo 1). O au-
mento do teor de zinco ainda mais para 8 Zn?*/6 moléculas de insulina (For-
mulagao 5) ndo resultou em nenhuma melhora adicional. Nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi encontrada entre as curvas de aparéncia PK
para liraglutida nas trés combinagdes (Formulagdes 3 a 5) e liraglutida sozi-
nho (Formulag&o 2). Isto indicou que um teor de zinco de 7 Zn*'/6 moléculas
de insulina para a combinag&o de analogo de insulina a 1,2 mM —liraglutida a
1,6 mM foi preferivel de modo a obter uma curva de aparéncia PK similar
para o analogo de insulina na combinag&o comparado ao analogo sozinho.
EXEMPLO 7

A influéncia do pH sobre o teor de monémero de analogo de in-
sulina NB2—(N*(HOOC(CH.)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana em
combinagdes com liraglutida foi investigada. Trés formulagoes foram prepa-
radas como esbogado no Exemplo 1 mas ajustadas para pH 82, pH 7,7, €
pH 7,4. A composigdo de todas as trés formulagdes foi: analogo de insulina a

0,6 mM, acetato de zinco a 0,8 mM (8 zincos por 6 moléculas de analogo de
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insulina), liraglutida a 1,6 mM, fenol a 50 mM, glicerol a 214 mM. Depois da
preparacdo, as formulagdes foram armazenadas a 4° C durante algumas
semanas antes da primeira medi¢do nas semanas de ponto no tempo 0. De-
pois, as formulagdes foram armazenadas tanto a 5° C quanto a 37° C e ana-
lisadas depois de 2 e 4 semanas adicionais de armazenamento nas duas
temperaturas. As formulagdes foram analisadas usando o método de SEC
descrito no Exemplo 2. Ambas as versdes com e sem fenol foram usadas.
Os teores relativos de mondmero de analogo de insulina compa-
rado ao analogo de insulina total medido pela analise de SEC com fenol e
sem fenol sdo mostrados na Tabela 12 e Tabela 13, respectivamente. Em
ambos os métodos de SEC e em ambas as temperaturas, a diminuigdo do
pH resultou em teor de monémero de analogo de insulina mais baixo em
cada ponto no tempo de medigao. Isto indicou que o pH é um fator importan-
te para controlar e modular o teor de mondémero de insulina nas combina-
coes com liraglutida. Um teor de mondmero de insulina mais baixo pode ser
obtido usando-se um pH mais baixo do que o pH 8,2, por exemplo, pH 7,7.

Tabela 12
SEC com fenol % de Ins de monémero
ow 2W 4w
pH 8,2 (4° C) 12,4 8,1 8,8
pH 7,7 (4° C) 2,5 2,8 2,8
pH 7,4 (4° C) 1,1 1,2 1,1
pH 8,2 (37° C) 12,4 8,2 7.8
pH 7,7 (37° C) 2,5 3.1 2,3
pH 7,4 (37° C) 1,1 1,5 1,1
Tabela 13
SEC sem fenol % de Ins de monémero
ow 2W aw
pH 8,2 (4° C) 12,5 13,7 13,6
pH 7,7 (4° C) 1,7 3,5 4,3
pH 7.4 (4° C) 0,7 1,3 1,6
pH 8,2 (37° C) 12,5 15,2 17,6
pH 7,7 (37° C) 1,7 4.1 4,6

pH 7,4 (37° C) 0,7 1,9 2,0
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Os teores de dieptdmero de liraglutida também foram medidos
em uma forma similar e estes resultados sdo mostrados na Tabela 14 e Ta-
bela 15 para o método de SEC com fenol e sem fenol, respectivamente.

Tabela 14
SEC com fenol % de dieptamero de Liraglutida
ow 2W 4W
pH 8,2 (4° C) 0,0 0,1 0,1
pH 7,7 (4° C) 0,1 0,1 0,1
pH 7,4 (4° C) 0,8 0,4 0,4
pH 8,2 (37° C) 0,0 0,4 0,6
pH 7,7 (37° C) 0,1 4,6 6,1
pH 7,4 (37° C) 0,8 18,0 21,6
5 Tabela 15
SEC sem fenol % de dieptamero de Liraglutida
ow 2w 4W
pH 8,2 (4° C) 0,0 0,0 0,0
pH 7,7 (4° C) 0,1 0,1 0,1
pH 7,4 (4° C) 0,9 0,4 0,3
pH 8,2 (37° C) 0,0 0,3 0,5
pH 7,7 (37° C) 0,1 4,4 5,2
pH 7,4 (37° C) 0,9 16,6 19,0
EXEMPLO 8

O estudo descrito no Exemplo 7 também continha uma formula-

¢do de combinagdo de analogo de insulina N®#—(N*-(HOOC(CH,)14CO)-y-

Glu) desB30 insulina humana - liraglutida contendo uma baixa concentragao

10 de histidina. O aminoacido foi intencionado a agir como um tamp&o de zinco
na presenga de um teor de zinco aumentado. A Formulagéo 1 foi composta

de analogo de insulina a 0,6 mM, acetato de zinco a 0,8 mM (8 zincos por 6
moléculas de analogo de insulina), liraglutida a 1,6 mM, fenol a 50 mM, glice-

rol a 214 mM, com pH ajustado para pH 8,2. A Formulag&o 2 foi composta

15 de analogo de insulina a 0,6 mM, acetato de zinco a 1,0 mM (10 zincos por 6
moléculas de analogo de insulina), liraglutida a 1,6 mM, fenol a 50 mM, glice-

rol a 214 mM, histidina a 0,5 mM, pH ajustado para pH 8,2. Ambas as formu-

lagdes foram basicamente produzidas como esbogado no Exemplo 1, a his-
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tidina foi adicionada como o excipiente final depois de liraglutida. As formu-
lagbes foram analisadas como descrito no Exemplo 2 e Exemplo 7.

Os teores relativos de mondmero de analogo de insulina compa-

rado ao analogo de insulina total medido pela analise de SEC com fenol e

5 sem fenol sdo mostrados na Tabela 16 e Tabela 17, respectivamente. A

Formulagdo 2 com 10 zincos/6 moléculas de insulina e histidina a 0,5 mM

presente continha menos monémero de insulina com o passar do tempo em

ambas as temperaturas do que a Formulagdo 1 com apenas 8 zincos/6 mo-

léculas de insulina.

10 Tabela 16
SEC com fenol % de Ins de mondémero
ow 2W 4w
Formulagao 1 (4° C) 12,4 8,1 8,8
Formulagao 2 (4° C) 3,2 3,0 3,1
Formulagao 1 (37° C) 12,4 8,2 7,8
Formulagao 2 (37° C) 3,2 3,7 3,4
Tabela 17
SEC sem fenol % de Ins de monémero
ow 2W 4w
Formulagéo 1 (4° C) 12,5 13,7 13,6
Formulagéo 2 (4° C) 24 4,0 4,5
Formulagao 1 (37° C) 12,5 15,2 17,6
Formulagéo 2 (37° C) 24 5,1 6,3

Os teores de dieptdmero de liraglutida também foram medidos
em uma forma similar e estes resultados sdo mostrados na Tabela 18 e Ta-

bela 19 para o método de SEC com fenol e sem fenol, respectivamente.

15 Tabela 18
SEC com fenol % de dieptamero de Liraglutida
ow 2W 4W
Formulagéo 1 (4° C) 0,0 0,1 0,1
Formulacéo 2 (4° C) 0,1 0,2 0,2
Formulagdo 1 (37° C) 0,0 0,4 0,6

Formulagéo 2 (37° C) 0,1 1,9 3,6
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Tabela 19
SEC sem fenol % de dieptamero de Liraglutida
ow 2W 4W
Formulagao 1 (4° C) 0,0 0,0 0,0
Formulagéo 2 (4° C) 0,1 0,1 0,1
Formulagdo 1 (37° C) 0,0 0,3 0,5
Formulagado 2 (37° C) 0,1 1,8 3,0
EXEMPLO 9

O estudo descrito no Exemplo 7 também continha uma combi-
nacdo de analogo de insulina N®2°~(N°(HOOC(CH)14CO)-y-Glu) desB30
insulina humana — liraglutida composta de analogo de insulina a 0,3 mM,
acetato de zinco a 0,8 mM (16 zincos por 6 moléculas de analogo de insuli-
na), liraglutida a 1,6 mM, fenol a 50 mM, glicerol a 214 mM, ajustada para o
pH 8,2.

Os teores relativos do mondémero de analogo de insulina compa-
rado ao analogo de insulina total medido pela analise de SEC com fenol e
sem fenol (como descrito no Exemplo 2) sdo mostrados na Tabela 20 e Ta-

bela 21, respectivamente.

Tabela 20
SEC com fenol % de insulina monomeérica
ow 2W 4W
4°C 7.9 7,0 6,8
37°C 7.9 6,2 59
Tabela 21
SEC sem fenol % de insulina monomérica
ow 2W 4W
4°C 7.1 8,3 8,6
37°C 7.1 8,6 10,0

Os teores de dieptamero de liraglutida também foram medidos
em uma forma similar e estes resultados sdo mostrados na Tabela 22 e Ta-

bela 23 para o método de SEC com fenol e sem fenol, respectivamente.
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Tabela 22
SEC com fenol % de dieptamero de liraglutida
ow 2W 4W
4°C 0,1 0,1 0,1
37°C 0,1 1,8 2,7
Tabela 23
SEC sem fenol % de dieptamero de liraglutida
ow 2W 4w
4°C 0,1 0,1 0,1
37°C 0,1 1,9 2,5
EXEMPLO 10

As formulag6es que combinam insulina glargina e o analogo de
exendin-4 ZP10 (também conhecido como AVE0010) foram preparadas. O
analogo de exendin-4 ZP10 é descrito em Thorkildsen et al. (2003), JPET
307:490-496 e tem o nome sistematico [des-Pro38]exendin-4-(1-39)il-Lys-
Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-NH2. A partir das solugées de estoque apropriadas as
seguintes composi¢des foram preparadas por diluigdo em agua: a Formula-
¢ao 1 consistiu em insulina glargina a 0,6 mM, acetato de zinco a 0,46 mM
(4,6 zinco/6 insulina glargina), ZP10 a 60 uM. A Formulagéo 2 consistiu em
insulina glargina a 0,6 mM, acetato de zinco a 0,6 mM (6 zinco/6 insulina
glargina), ZP10 a 60 uM. Ambas as formulagdes foram ajustadas em torno
do pH 4,0 usando HClI e NaOH e armazenadas na temperatura ambiente
durante trés dias. Depois de armazenamento ambas as formulagGes ainda
estiveram em torno do pH 4,0. As duas formulagdes mantiveram as solugoes
claras imediatamente depois da preparagao e depois do armazenamento em

temperatura ambiente.
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REIVINDICAGOES

1. Composigao farmacéutica soluvel para administragao parente-
ral, que compreende um composto de GLP-1 insulinotrépico, um peptideo de
insulina basal, aditivos farmaceuticamente aceitaveis e zinco, em que o teor
de zinco é pelo menos 5 ou pelo menos 6 ions Zn por 6 moléculas de insuli-
na.

2. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 1,
em que o teor de zinco esta entre 5 e 16 ions zinco por 6 moléculas de insu-
lina.

3. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 1,
em que o teor de zinco esta entre 6 e 16 ions zinco por 6 moléculas de insu-
lina.

4. Composigao farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes precedentes, em que o pH da dita composigao farmaceéutica &
de cerca do pH 7,4 a cerca do pH 8,2.

5. Composigédo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que o pH da dita composigéo farmacéutica é
de cerca do pH 7,4 a cerca do pH 7,7 ou esta entre cerca de 7,7 e cerca de
8,2.

6. Composigédo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes precedentes, em que o peptideo de GLP-1 insulinotropico é
GLP-1(7-37), um analogo de GLP-1(7-37), um derivado de GLP-1(7-37), ou
um derivado de um analogo de GLP-1(7-37).

7. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 6,
em que o dito derivado de um analogo de GLP-1(7-37) é Arg, Lys?®(N°-(y-
Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37).

8. Composigéao farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que o peptideo de insulina basal € uma insu-
lina acilada.

9. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagéao 8,
em que a insulina acilada é acilada na posigdo B29 com um grupo lipofilico.

10. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 9,
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em que a insulina basal é selecionada do grupo consistindo em N*%-

tetradecanoil des(B30) insulina humana, N®2°~(N*-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu)
desB30 insulina humana, Lys®?°(N® lotocolil-y-Glu)-des(B30) insulina huma-
na, N*82°_y-carboxipentadecanoil-y-L-glutailamida desB30 insulina humana
e NB2°_ (y-carboxipentadecanoil-y — amino-butanoil des(B30) insulina huma-
na.

11. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 10,
em que a insulina basal é N*®*%-tetradecanoil des(B30) insulina humana,
N®B2_(N®-(HOOC(CH;,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana.

12. Composigdo farmacéutica de acordo com qualquer um das
reivindicacdes precedentes, em que a insulina basal & NP —(N*
(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 insulina humana e o composto de GLP-1
insulinotrépico é Arg**, Lys?%(N°-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37).

13. Composigao farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes precedentes, em que a concentragdo da insulina basal esta
na faixa de cerca de 1,5 a cerca de 8 mg/ml e a concentragido do composto
de GLP-1 esta na faixa de cerca de 2 a cerca de 10 mg/ml.

14. Composigédo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes precedentes, em que a insulina basal é um peptideo de insu-
lina glargina ou peptideo de insulina glargina amidada e o composto de GLP-
1 insulinotropico é exendin-4 ou um analogo do mesmo com até 8 residuos
de aminoacido basico adicionados.

15. Composigdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes do precedente compreendendo ainda histidina.
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FIG. 8

15000-

Liraglutide (pM)
)
o
o
<

Tempo (h)

-o—- Formulagédo 2
-©- Formulagdo 3
- Formulagao 4

—— Formulagdo 5




