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Relatdrio Descritivo da Patente de Invencao para "DERIVADO
DE INSULINA".

Campo da Invencao

A presente invengao refere-se a novos derivados de insulina
humana, que sao sollveis em valores de pH fisiolégico e tém um perfil de
acdo prolongada. A invengao também refere-se a métodos para proporcionar
tais derivados, a composi¢des farmacéuticos contendo os mesmos, a méto-
dos para tratar diabetes e hiperglicemia usando os derivados de insulina da
invengdo e ao uso de tais derivados de insulina no tratamento de diabetes e
hiperglicemia.

Antecedentes da Invencao

Correntemente, o tratamento de diabetes, ambos o diabetes tipo
1 e o diabetes tipo 2, se baseia, em grau crescente, no assim chamado tra-
tamento intensivo com insulina. De acordo com esse regime, 0s pacientes
séo tratados com inje¢bes de insulina diarias multiplas compreendendo uma
ou duas inje¢des diarias de uma insulina de longa a¢éo para cobrir a exigén-
cia de insulina basal suplementada por inje¢oes de bolo de uma insulina de
acao rapida para cobrir a exigéncia de insulina relacionada a refeigdes.

Composigdes de insulina de longa agdo sdo bem-conhecidas na
técnica. Assim, um tipo principal de composi¢des de insulina de longa agéo
compreende suspensdes aquosas injetaveis de cristais de insulina ou insuli-
na amorfa. Nessas composi¢gdes, os compostos de insulina séo, tipicamente,
insulina protamina, insulina zinco ou insulina zinco protamina.

Certas desvantagens estao associadas com o uso de suspen-
sdes de insulina. Assim, de modo a assegurar uma dose acurada, as parti-
culas de insulina devem ser postas em suspensao homogénea por agitagao
lenta antes de um volume definido da suspenséao ser retirado de um frasco
ou expelido de um cartucho. Também, para a armazenagem de suspensoes
de insulina, a temperatura deve ser mantida dentro de limites mais estreitos
que para solugdes de insulina, para evitar formagao de inchagos grumos ou
coagulagao.

Embora anteriormente acreditassem que as protaminas eram
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nao-imunogénicas, verificou-se agora que as protaminas podem ser imuno-
génicas no homem e que seu uso para propésitos medicinais pode levar a
formacao de anticorpos. Também, encontrou-se evidéncia que o complexo
de protamina-insulina é por si mesmo imunogénico. Portanto, com alguns
pacientes, o uso de composi¢des de insulina de longa agao contendo prota-
minas deve ser evitado.

Um outro tipo de composi¢cdes de insulina de longa agao sao
solugdes tendo um valor de pH abaixo do pH fisiolégico do qual a insulina
precipitara devido ao aumento do valor de pH quando a solugao é injetada.
Uma desvantagem com essas solugdes é a distribuicao do tamanho de par-
ticula do precipitado formado no tecido na injegao, e assim o perfil de libera-
¢ao da medicagao depende do fluxo sanglineo no sitio de injegao e de ou-
tros pardmetros de um modo algo imprevisivel. Uma outra desvantagem ¢
que as particulas solidas da insulina podem agir como um irritante local pro-
vocando inflamacgao do tecido no sitio de injegéao. _

O pedido de patente internacional publicado sob o numero WO
2005/012347 (Novo Nordisk A/S) refere-se a derivados de insulina que tém
uma cadeia lateral ligada ou ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou ao grupo g-amino de um residuo Lys presente na
cadeia B.

O pedido de patente internacional EP2006/050593 (Novo Nor-
disk A/S) refere-se a derivados de insulina tendo um grupo aromatico na ca-
deia lateral. |

O pedido de patente EP2006/050594 (Novo Nordisk A/S) refere-
se a derivados de insulina tendo um PEG na cadeia lateral.

Outros derivados de insulina estao descritos no pedido de paten-
te publicado JP 1-254699 (Kodama Co., Ltd.) e WO 5/07931 (Novo Nordisk
A/S).

Contudo, ha ainda necessidade de insulina tendo um perfil de
acao mais prolongada que os derivados de insulina conhecidos até hoje.
Sumario da Invencéao

Em um aspecto da invengdo, um derivado de insulina € aquele
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tendo a féormula

Ins—Q— X

em que Ins é uma porgao de insulina parente e
Q1—Q2—[CHz]n—X1—[CH2]s-—Q3—[CHz]n—X>—[CH2],—Q4—[CHz]n
—X3—[CH2]r-Qs-[CH2]a-Z € um substituinte e onde Ins é ligado ao substituin-
te através de uma ligagcao de amida entre o grupo a-amino do residuo de
aminoéacido N-terminal da cadeia B de Ins ou um grupo g-amino de um resi-
duo Lys presente na cadeia A ou B de Ins e um grupo CO em Q4 ou Q; do
substituinte;

cada n é independentemente 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;

Q é:

e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral ndo-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo o-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados junta-
mente através de ligagdes amida, cuja cadeia — através de uma ligagdo ami-
da — é ligada ao grupo ao-amino do residuo de aminoacido N-terminal da-ca-
deia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e uma ligagcao

Q é:

e -COCH(CONHy)-

e -COCH;N(CH,CONH.)-

e -COCH2>N(CH>CONH2)COCH>N(CH>-CONHo)

e -COCHCH:N(CH2CH>2CONH>)-

e -COCH,CHoN(CH2CH2CONH,)-COCH2CH2N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH;N(CH2CH,CONH,)-
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e -COCH,CH;N(CH2CONHy,)-

~ e -COCH,OCH;CONH-

e —CO-((CR°R®).6—~NH-CO)1.4~;

¢ —CO-((CR°R®);.c ~CO-NH),.~—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHa, -(CH2)16CHs ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
-CHg, -CH5)1.6CHs; ou

o umavligagéo

com a condicao que ,

- pelo menos um de Q¢ ou Q2 na seja uma ligagéao, e

- que Q2 ndo seja —CO—(CH,).—CO-NH- quando n for 0 ou 1, X; for uma
ligagéo e Q3 for (CH2CH.0)o—, (CH2CH20)3— ou
(CH2CH,O0CH>CH2CH.CH20)- e

- que se uma amina em Q; ou Q2 formar uma ligagao com o resto do substi-
tuinte, a amina deve ser ligada ao resto do substituinte através de um grupo
carbonila; .

Q3, Q4, € Qs podem ser, independentemente um do outro,

e —(CH2)m— onde m € um numero inteiro na faixa de 6 a 32;

« uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH- suficiente para dar um numero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 a 32;

« —-CO—((CR°R®)y.e~NH-CO)—;

« —(CO—(CR°R®);.s~CO-NH);..—, onde R°® pode ser independentemente H,
-CHs, —(CH.)1.6CHs ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
—CHa, —(CHg)1.6CH;

e -CO—(CH2)o-3-Ar—(CH>)o.3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHs, -(CH)1.-CHs, -CONR'R? ou ~SO.NR'R?, onde R' e R?,
podem ser, independentemente um do outro, H, -CH3; ou —(CH)1.6-CHg;

. (CH2CH20)y—; (CH2CH,>CH20),—; (CH2CH>CH,CH20)y—;
(CH2CHOCH,CH>CH.CH20)y— ou  (CH>CH-CHOCH>CH>CH2CH20)y—;
—(CH20CHz),— onde y é 1-20;

« arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
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-CONR'R? ou —SO,NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um
do outro, H, -CH3; ou —(CH)1.6-CHg;
« uma cadeia da formula
—(CH2)s=Y1-(Ar)y1=Y2-(CH2)w—Y3-(Ar)yo—Y 4-(CH2)t—Ys- (Ar)ya—Ye-(CH2).-
em que Ar é definido como acima, Y4 - Yeg podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z, independen-
temente um do outro, sao zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que
a soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vq, vo, € vz podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condigcao que Y1 — Yg Nao se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CH,)1—O— nao ocorra; ou
» uma ligacgao;
com a condi¢ao de que pelo menos um de Qs — Qs nao seja uma ligagao;
X1, X2 € X3 sdo independentemente um do outro,
. O;
«—C=0
» uma ligagao;
« NCOR?, onde R pode ser H, -CH3z ou —(CH)1.6-CHg; or
o) 0
\N/U\ /U\N/
R R
onde R é hidrogénio, Cy.3-alquila, C,.3-alquenila ou Cz.3-alquinila;
com a condicao que Xi, X2 e X3 ndo possam se ligar a Z e quando Xj, Xz e
X3 forem O, entdao X4, X2 e Xz nao se ligam diretamente a O em Q3, Q4, € Qs
e
Zé
~COOH;
—CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
—-CO-Sar;
—~CH(COOH);,
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—N(CH>COOH);;
—-SOsH
-OSOzH
—OPO3H;
—PO3zH, ou
—tetrazol-5-ila ou
-0O-W;,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO03H, —(CHy)1.6-SO3H, -(CHy)1.6-O-PO3H,,—~CONR®R* ou —SO.NR°R*, on-
de R®e R* podem ser, independentemente um do outro, H, —(CHz)1.e—SOsH,
ou —(CH2)1.6-O-PO3Hy; com a condigdo que quando Z for —O-W; entdo Qq
deve estar presente
e qualquer complexo de Zn?* deste.

Em um aspecto da invengéo, Q2 do derivado de insulina € sele-
cionado do grupo que consiste em
e -COCH(CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONHy)-
¢ -COCH2N(CH2CONH_2)COCH>N(CH2CONH>)
¢ -COCH2CH2N(CH2CH>CONHy)-
¢ -COCH2CH2N(CH2CH>CONH,)-COCH,CH>N(CH2CH2CONH_)-
¢ -COCH2N(CH2CH2CONHpy)-
» -COCH2CH2N(CH2CONHy)-
¢ -COCH>,OCH>CONH-;
« ~CO—((CR°R®)1.e-NH-CO)1.4—; ou
o —CO—((CR®°R®);.e—~CO-NH),.4—, onde R® pode ser, independentemente, H,
—CHa, —(CH2)1.sCH3s ou —CONH; e R® pode ser, independentemente, H,
—CHg, —(CHz)1.6CHa.

Em um aspecto da invengdo, Qz é —(CHz)m— onde m é um nume-
ro inteiro na faixa de 6 a32oude 8a20oum é 12, 13, 14, 15 ou 16.

Em um aspecto da invengdo, Q1, Qs4, Qs, X1, X2 € X3 sao ligagoes
e n é zero.
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Em um aspecto da invengao, Qs is —(CHz)m»— onde m é um nu-
mero inteiro na faixa de 6 a32oude8a20oumé 12, 13, 14, 15 ou 16, Qq,
Qs, Qs, X4, X2 € X3 sao ligagdes, n é zero e Z € —COOH.

Em um aspecto da invengdo, um de Q3 Q4 ou Qs é
(CH2CH20),~; (CH2CH2CH20),—; (CH2CH>CH>CH,0)y—;
(CHCH,OCH,CH>,CH,CH20),~ ou (CH2CH2CH,OCH;CH>CH>CH;0) —;
—(CH>OCH,),— onde y é 1-20.

Em um aspecto da invengao, Qs é
« —~CO—((CR°R®)1.6 —=NH-CO)—;

« —(CO—(CR®R®);.s —CO-NH);.4—, onde R® pode ser independentemente H,
—CHs, —(CH.)1.6CHs ou —CONH; e R® pode ser independentemente H,
-CHas, -(CH3)1.6CHg;

e -CO-(CH2)o-3-Ar—(CHz)o-3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? or —-SO.NR'R?, onde R’ e R? po-
dem ser, independentemente um do outro, H, -CH3 ou —(CH)4.s-CHa3; ou

e uma ligacao

Qs é

e —(CH2)m— onde m € um numero inteiro de 4 a 22;

» uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2 ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH>- suficiente para dar um numero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 a 22;

» arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em —CHjs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R?
ou —SO,NR'R?, onde R' e R?, podem ser, independentemente um do outro,
H, -CH3 ou —(CH)4.6-CHs; ou

« uma cadeia da férmula

—(CH2)s=Y 1-(Ar)y1=Y2-(CH2)w~Y3-(Ar)v2—Y s-(CH2)r—Ys- (Ar)ya—Ye-(CHz).-

em que Ar é definido como acima, Y4 — Yg podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligacao; onde s, w, t e z independen-
temente um do outro sdao zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que

quando a soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, Vo, € vz podem
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ser, independentemente um do outro, zero ou 1, com a condi¢gao que Y1 — Yg
nao se liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CHz)1—O— n&o ocorra;
X é
e O;
«—C=0 .
« NCOR', onde R pode ser H, -CH3z ou —(CH)4.s-CHa; ou
@) 0
\N)J\ /lkN/
o A
onde R é hidrogénio, C.z-alquila, Cz.3-alquenila ou C;.z-alquinila;
com a condi¢do que quando X; for O, entdo Xy ndo se ligara diretamente a O
em Qu; '
X2, X3 € Qs sdo ligagdes;
Todos os valores de n séo zero; e
Zé: '
—COOH;
—CO-Asp;
—CO-Gluy;
—CO-Gly;
—-CO-Sar;
—CH(COOH)2;
—N(CH2COOH)y;
-SO3zH
—OSOzH
—~OPO3H>
—PO3H2 ou
—tetrazol-5-ila ou
-O-w;,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO3H, —(CH2)1.e=SO3H, (CHy)1.6-O-POsH,, —-CONR®R* ou —SO.NR®R*, on-
de R®e R* podem ser, independentemente um do outro, H,—~(CH3)1.e—SOsH,
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ou —(CHg)1.6-O-PO3Hy;
e qualquer complexo de Zn** deste.

Em um aspecto da invenc¢ao, Z é —-COOH.

Em um aspecto da invengao, a insulina parente do derivado de
insulina € um analogo de insulina.

Em um aspecto da invengao, a insulina parente é selecionada do
grupo que consiste em: insulina humana desB30, Insulina humana GIyA21,
insulina humana GlyA21desB30, insulina humana GlyA21ArgB31ArgB32,
insulina humana LysB3GluB29, insulina humana LysB28ProB29 e insulina
humana ThrB29LysB30.

Em um aspecto da invengdo, é proporcionada uma composi¢ao
farmacéutica para o tratamento de diabetes em um paciente que necessite
do mesmo, compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
derivado de insulina de acordo com a invengao.

Em um aspecto da invengao, é proporcionado um método para
produzir uma composi¢ao farmacéutica que compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina de acordo com a inven-
¢ao, em que até cerca de 10 &tomos de zinco por 6 moléculas do derivado
de insulina sao adicionados a composigao farmacéutica.

Em um aspecto da invengao, € proporcionado um método para o
tratamento de diabetes em um paciente que necessite de tal tratamento, que
compreende administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente efi- -
caz de um derivado de insulina de acordo com a invengéo.

Em um aspecto da invengao, o derivado de insulina é adminis-
trado via pulmonar.

Em um aspecto da invengao, € proporcionada uma mistura de
um derivado de insulina de acordo com a invengao e um analogo de insulina
de acao rapida selecionado do grupo que consiste em Insulina humana
AspB28; insulina humana LysB28ProB29 e insulina humana LysB3GIluB29.

Em um aspecto da invengéao, o derivado de insulina é seleciona-
do do grupo que consiste em:

N®B2°_»-carbdxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,
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N2y carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

N2%_-carbéxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

N2%_-carbéxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,
N82%_»-carbéxi-pentadecanoil-B-alanil insulina humana desB30,
N2 »-carbéxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida insulina humana desB30,

N®B2%_ - carboxi-pentadecanoil-e-aminohexanoil insulina humana desB30,

NB2%_-carboxi-pentadecanoil-8-aminopentanoila insulina humana desB30,
N®B2°_10-(4-carboxifendxi)-decanoil-y-L-glutamilamida  insulina  humana
desB30,
NtB2°_4.[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirila insulina humana desB30,
N#B28_(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propéxilbutdxi}propilcarbamoil)-
propionil-y-glutamilamida) insulina humana desB30,
N82. -carboxi-tridecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,
N®B2%_»-carbéxi-undecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,
N=®2%.»-carbéxi-tetradecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,
N#B2%_{4.[10-(4-carboxi-fendxi)-decanoilamino]-butiril} insulina desB30,
NEB2°_14.[(14-carbéxi-tetradecanoilamino)-metil]l-benzoil} insulina desB30,
N®B2%_[16-(4-carboxi-fendxi)-hexadecanoil] insulina desB30,
N®2°_{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoill-insulina humana desB30 e
NB29_{4-[(15-carbéxi-pentadecanoilamino)-metil]-benzoil}-insulina desB30.
Definicbes

“Anéalogo de insulina”, como usado aqui, tem o significado de um
polipeptideo que tem uma estrutura molecular, que formalmente pode ser
derivada da estrutura de uma insulina que ocorre na natureza, por exemplo,
aquela da insulina humana, por delegédo e/ou troca de pelo menos um resi-
duo de aminoacido que ocorre na insulina natural e/ou por adigdo de pelo
menos um residuo de aminoéacido. Os residuos de aminoacidos adicionados
e/ou trocados podem ser ou residuos de aminoacidos codificaveis ou outros
residuos naturais ou residuos de aminoacidos puramente sintéticos.

Nos aspectos da invengdo, um maximo de 17 aminoacidos foi
modificado. Nos aspectos da invengdo um maximo de 15 aminoacidos foi
modificado. Nos aspectos da invengado um maximo de 10 aminoacidos foi
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modificado. Nos aspectos da invengdo um maximo de 8 aminoacidos foi mo-
dificado. Nos aspectos da invengdo um maximo de 7 aminoéacidos foi modifi-
cado. Nos aspectos da invengao um maximo de 6 aminoacidos foi modifica-
do. Nos aspectos da invengdo um maximo de 5 aminoacidos foi modificado.
Nos aspectos da invengdo um méaximo de 4 aminoacidos foi modificado. Nos
aspectos da invencao um maximo de 3 aminoacidos foi modificado. Nos as-
pectos da invengao um maximo de 2 aminoacidos foi modificado. Nos aspec-
tos da invengao 1 aminoacido foi modificado.

Com “desB30 insulina”, “insulina humana desB30” significa uma
insulina natural ou um analogo desta que carece do residuo de aminoéacido
B30. Similarmente, “insulina DesB29, desB30” ou “insulina humana desB29,
desB30” significa uma insulina natural ou analogo desta que carece dos re-
siduos de aminoacidos B29 e B30.

Com “B1”, “A1”, etc. significa que o residuo de aminoacido na
posicdo 1 na cadeia B da insulina (contando a partir da extremidade N-
terminal) e o residuo de aminoacido na posigdao 1 na cadeia A da insulina
(contando a partir da extremidade N-terminal), respectivamente. O residuo
de aminoéacidos em uma posicao especifica pode ser também denotado co-
mo, por exemplo, PheB1, que significa que o residuo de aminoacido na po-
sicao B1 é um residuo de fenilalanina.

Com ‘“insulina”, conforme usado aqui, significa uma insulina hu-
mana, insulina de porco ou insulina bovina com pontes de dissulfeto entré
CysA7 e CysB7 e entre CysA20 e Cys B19 e uma ponte de dissulfeto interna
entre CysA6 e Cys A11.

Por “insulina parente” deve ser entendido uma insulina natural tal
como insulina humana ou insulina de porco. Alternativamente, a insulina pa-
rente pode ser um analogo de insulina.

A expressao “nao-carregada” significa que nao estao presentes
grupos ou grupos que assumiriam uma carga no intervalo de pH de 4 a 9.
Por exemplo, acidos carboxilicos livres nédo estao presentes.

“Porgao graxa disfuncionalizada” significa uma cadeia de carbo-
no de 6 a 32 atomos de carbono compreendendo dois grupos funcionais se-
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lecionados de carbdxi, amino ou hidroxila.

O termo “amida nao-ligante” significa descrever uma funcao de
amida presente em uma cadeia lateral ou grupo lateral de um residuo pre-
sente no substituinte, de modo que a dita ligagao de amida nao é usada para
conectar, juntos, os residuos do substituinte. Deve ser entendido que um
residuo do substituinte, além de amida nao-ligante, pode compreender ainda
grupos amida, por exemplo, amidas que se ligam a outros residuos do subs-
tituinte.

“Residuo de amida de aminoacidos” significa que a alfa-carboxi
amida de um aminoacido, ou se o0 aminoacido contém um &acido carboxilico na
cadeia lateral, “amida de aminoacido” significa amida tanto do grupo alfa-
hidréoxi como amida de grupo carbdxi da cadeia lateral, conforme especificado.

Quando um derivado de insulina de acordo com a invencao é es-
tabelecido como sendo “soluvel em valores de pH fisioldgico”, isto significa
que o derivado de insulina pode ser usado para preparar composi¢coes de in-
sulina que sdo completamente dissolvidas em valores de pH fisioldgico. Tal
solubilidade favoravel pode ser tanto devida as propriedades inerentes do de-
rivado de insulina sozinho como um resultado de uma interagao desfavoravel
entre o derivado de insulina € um ou mais ingredientes contidos no veiculo.

O termo “sem “blunting”, como usado aqui, significa que quando
formulada em uma formulagédo, ambas a insulina de agao rapida e a insulina
acilada tém perfil de acdo que é idéntico ou substancialmente idéntico ao
perfil de agcao, quando a insulina de a¢ao rapida e a insulina acilada sao ad-
ministradas em formula¢gdes separadas.

A expressao “insulina de alto peso molecular’ ou “hmw” significa
que o peso molecular de um complexo de insulina humana, de um analogo
de insulina ou de um derivado de insulina estd acima da albumina sérica
humana, acima de um complexo dodecamérico de um analogo de insulina
ou de um derivado de insulina ou mais que cerca de 72 kdaltons.

A expressao “insulina de peso molecular médio” ou “mmw” signi-
fica que o peso molecular de um complexo de insulina humana, de um ana-

logo de insulina ou de um derivado de insulina é de cerca de um hexamero
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de insulina a cerca de um dodecamero de insulina entre 24 e 80 kdaltons.

A expressao “insulina de baixo peso molecular” ou “imw” signifi-

ca que o peso molecular de uma insulina humana, de um analogo de insuli-

na ou de um derivado de insulina esta abaixo de 24 kdaltons.

As seguintes abreviagOes foram usadas no relatério descritivo e

exemplos:
Cv volume de coluna
HPLC Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
HSA albumina sérica humana
Cl cromatografia liquida
MALDI Dessorgcao/lonizacao a Laser Assistida Com Matriz
MS espectrometria de massa
Temp. amb. Temperatura ambiente
SEC cromatografia de excluséo de tamanho
SPA Ensaio de Proximidade de Cintilacao
Tris tris(hidroximetil)aminometano
DO densidade optica = absorbancia
| monémero X2 AspB9 GluB27 insulina humana
DIEA: N,N-diisopropiletilamina
DMF: N,N-dimetilformamida
Sar: Sarcosina (N-metil-glicina)
1 tBu: t-butila
TSTU: tetrafluorborato de O-(N-succinimidil)-1,1,3,3-
tetrametilurénio
| THE: Tetraidrofurano
EtOAc: Acetato de etila
DIPEA Diisopropiletilamina TEA: trietil amina
| TFA: | acido trifluoracético
DCM: Diclorometano
Temp amb.: temperatura ambiente
PEG: polietilenoglicol
GIR: Taxa de infusao de glicose
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Todas as referéncias, incluindo publicagdes, pedidos de patente,
e patentes, citados aqui, sdo aqui incorporados a titulo de referéncia em sua
totalidade, e na mesma extensao como se cada referéncia fosse individual e
especificamente indicada para ser incorporada a titulo de referéncia, e fosse
estabelecida em sua totalidade aqui (na extensao maxima permitida por lei).

Todos os cabecgalhos e subcabegalhos sao usados aqui a titulo
de conveniéncia somente e nao devem, de nenhum modo, ser interpretados
como limitativos da invencao.

O uso de qualquer e todos os exemplos, ou linguagem de exem-
plo (por exemplo, “tal como”) provido aqui, tem o objetivo de apenas mais
bem esclarecer a invengéo e nao significa impor uma limitagdo ao escopo da
invencdo, a menos que de outro modo reivindicado. Nenhuma linguagem no
relatorio descritivo deve ser interpretada como indicando qualquer elemento
nao-reivindicado como essencial para a pratica da invengao.

- A citagéo e a incorporagao de documentos de patente, aqui, sao
feitas tdo-somente por conveniéncia e nao refletem qualquer aspecto de va-
lidade, patenteabilidade, e/ou execugao de tais patentes.

Esta invengdo inclui todas as modificagdes e equivalentes da
matéria mencionada nas reivindicagdes apensas aqui, conforme permitido
pela lei aplicavel.

Descricdo da Invencio

A presente invengdo é baseada no reconhecimento que tendo
um substituinte em uma molécula de derivado de insulina, onde somente o
grupo terminal esta carregado, desempenha um importante papel na dura-
cao in vivo da agao das insulinas de agao prolongada e para a misturabilida-
de da insulina de ag¢édo prolongada com insulina de agao rapida sem “blun-
ting".

Vantajosamente, os derivados de insulina de acordo com a in-
vencgao sdo soluveis em valores de pH fisioldgico, tém uma poténcia que é
comparavel aquela da insulina humana, e sao misturaveis com insulinas de
acéao rapida sem “blunting”. Os perfis individuais de ag¢&o de insulinas basais
mistas e bolo sao retidos em formulagdes contendo concentragdes de Zn(ll) -
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de até ou menos que aproximadamente 3 Zn(ll) por hexadmero de insulina
que limita o risco de precipitagdes na formulagdo, em comparagao com for-
mulagdes contendo mais que 3 Zn(ll) por hexamero de insulina.

A invengao esta sumarizada nos séguintes paragrafos:

Um derivado de insulina tendo a formula

Ins—Q—Q X Q X Q X Q

em que ins é uma porcao de insulina parente e
Q1—Q2—[CHz]lh—X;—[CH2]n—Q3—[CH2]h—Xo—[CH2]n-—Q4—{CHz]n
—X3—[CH2]h,—Qs—[CH2]n—Z é um substituinte e onde Ins é ligado ao subs-
tituinte através de uma ligagao de amida entre o grupo a-amino do residuo
de aminoacido N-terminal da cadeia B de Ins ou um grupo g-amino de um
residuo Lys presente na cadeia A ou B de Ins e um grupo CO em Q4 ou Q
do substituinte; |

cada n € independentemente O, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;

Qi é: I 7

e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo fbrma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligada junta-
mente através de ligagdes amida, cuja cadeia — através de uma ligagao ami-
da — é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da ca-
deia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B delns, ou

e uma ligacao

Qz é:

e -COCH(CONHy)-

e -COCH,N(CH>CONHpy)-
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e -COCH,;N(CH2CONH2)COCH;N(CH>CONH>)
e -COCH,CH2N(CH>CH>CONH,)-
e -COCH,CH;N(CH2CH2CONH,)-COCH2CH2N(CH,CH>CONHy)-
e -COCH;N(CH2CH2CONHpy)-
e -COCH,CH,N(CH>CONHpy)-
o -COCH,OCH,CONH-
«—CO—((CR°R®%)1.6-NH-CO)1.4—;
e —CO—((CR®R®);,.e—~CO-NH);.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHa, -(CH2)1.6CH3 ou —CONH; e R® pode ser independentemente H, -CHg,
-(CH2)1.6CHj3; ou
e uma ligagao
com a condi¢ao que
- pelo menos u.m de Q4 ou Q2 nao seja uma ligagao, e
- que Q2 nao seja —~CO—(CH)>—CO-NH- quando n for O ou 1, X, for uma
ligacao e Qs for (CH2CH2O)o—, (CH2CH20)3— ou
(CH2CH>OCH,CH,CH2-CH20) — e

- que se uma amina em Qs ou Q> formar uma ligagao com o res-
to do substituinte, a amina deve ser ligada ao resto do substituinte através
de um grupo carbonila;
Qs, Q4, € Qs podem ser, independentemente um do outro,
e —(CH2)m— onde m é um nuamero inteiro na faixa de 6 a 32;
e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH,- suficiente para dar um numero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 to 32;
» —-CO—((CR°R®)1.s~NH-CO)—;
e —-(CO—(CR°®°R®);.c~CO-NH),.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHs, —(CH2)1.6CHsz ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
-CHjs, -(CH2)1.6CHs;
e -CO—(CHay)o-3-Ar—(CHy.)o-3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHa, -(CH);.6-CH3, -CONR'R? ou ~SO.NR'R? onde R' e R?,
podem ser, independentemente um do outro, H, -CHz ou —(CH)+.6-CHg;
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o (CH2CH20)y—; (CH2CH>CH20)y—; (CH2CH2CH2CH20)y—;
(CH2CH2OCH,CH,CH,CH20)y~ ou  (CH2CH2CH2OCHCH>CH>CH20),—;
—(CH>-OCHpy),~ onde y é 1-20;
« arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em —CHg, -(CH)1.6-CHa, -CONR'R?
ou —=SO,NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um do outro,
H, -CH3 ou —(CH)4.6-CHj;
e uma cadeia da férmula ‘
—(CH2)s=Y1-(Ar)v1—Y2-(CHz)w=Y3-(Ar)v2—Y 4-(CH2)—Y5- (Ar)va—Ye-(CH2).-
em que Ar é definido como acima, Y1 — Ye podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligacao; onde s, w, t e z, independen-
temente um do outro, séo zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que
a soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e v, v, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condicdo que Y; — Yg N30 se
liguem um ao outro e que a estrutura ~O—(CH>)—O- n&o ocorra; ou
e uma ligagao;
com a condigcao de que pelo menos um de Qs — Qs Ndo seja uma ligacao;
X1, X2 € X3 sao independentemente um do outro,
e O;
«—C=0
e uma ligagao;
«NCOR!, onde R' pode ser H, -CHz ou —(CH);.6-CHs; ou
O 0
o
Vo R
onde R é hidrogénio, C4.s-alquila, Cx.s-alquenila ou Cz.z-alquinila,;

com a condi¢gao que
- X4, X2 € Xz nao possam se ligara Z e

- quando Xj, Xz e X; forem O, entdo X,, X2 € X3 ndo se ligam di-
retamente a O em Q3,Q4, € Qs

e
Zé
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—COOH;
—CO-Asp;
-CO-Glu;
—CO-Gily;
—CO-Sar;
—CH(COOH),.
—N(CH2COOH);;
—-SO;zH
—OSO3H
—OPOB3H:
—PO3zH2 ou
—tetrazol-5-ila ou
-0O-Wj,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO3H, —(CHa)1.6~SOsH, -(CHa)1.6—O—PO3H2,—~CONR®R* ou ~SO.NRR?,
onde R® e R* podem ser, independentemente um do outro, H, —(CHz)1.6—
SOzH, ou —(CHyz)1.e—0—PO3H,; com a condi¢gdo que quando Z for —O-W;
entao Q, deve estar presente;
e qualquer complexo de Zn?*.

2. Um derivado de insulina tendo a férmula

ns—Q—Q X Q X Q X Q

em que Ins é uma porgdo de insulina parente e Q1-Q2-[CHz]n-X1-[CH2]1-Qa-
[CH2]n-X2-[CH2]hn—Q4—[CH2}n—X3-[CH2]n-Qs-[CH2]n-Z € um  substituinte e
onde Ins é ligado ao substituinte através de uma ligagao de amida entre o
grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de Ins ou
um grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A ou B de Ins e um
grupo CO em Q1 ou Q2 do substituinte;

cada n é independentemente O, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;

Q, é:

e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
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cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou Bde Ins, ou 7

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de a-
aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados junta-
mente através de ligagdes amida, cuja cadeia — através de uma ligacao ami-
da — é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da ca-
deia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e uma ligagao

Q; é:

e -COCH(CONHy)-

e -COCH>N(CH2CONHpy)-

e -COCH;N(CH2CONH2)COCH,;N(CH>CONH)

e -COCH>CH2N(CH2CH>CONH,)-

e -COCH;CHoN(CH2CH2CONH,)-COCH2CH2N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH,N(CH,CH2CONHy)-

e -COCH2CH,;N(CH>CONHpy)-

e -COCH>OCH,CONH-

e —CO—((CR°R®)1.e~-NH-CO)4—;

e —CO—((CR®R®);.s—CO-NH),.«—, onde R® pode ser independentemente H,
—CHjs, -(CHb)1.6CHs ou -CONH, e R® pode ser independentemente H, -CHs,
-(CH3)1.6CHg; ou

e uma ligagcao

com a condicao que

- pelo menos um de Q, ou Q2 ndo seja uma ligagéao, e

- que Q2 nao seja —CO—(CH,), -CO-NH- quando n for O ou 1, X1 for uma
ligagcao e Qs for (CH2CH20) o, (CH2CH20)3— ou
(CH2CH,OCH2CH2CH,CH20) —- e

- que se uma amina em Q4 ou Q; formar uma ligagédo com o resto do substi-
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tuinte, a amina deve ser ligada ao resto do substituinte através de um grupo
carbonila;
Q3, Q4, e Qs podem ser, independentemente um do outro,
e —(CH2)n— onde m é um numero inteiro na faixa de 6 a 32;
e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH.- suficiente para dar um numero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 to 32;
o —CO—((CR°R®);.6~NH-CO)—;
e —(CO—(CR°R®);.s—~CO-NH);4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHs, —(CH.)1.6CH3 ou -CONH; e R® pode ser independentemente H, -CH,
-(CHz)1.6CHa;
e -CO—(CHy)o.3-Ar—(CHy)o.3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHg, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? ou —SO,NR'R?, onde R' e R?
podem ser, independentemente um do outro, H, -CH3; ou —(CH)+.6-CHg;
. (CH2CH20),—; (CH2CH>CH20)y—; (CH2CH2CH>CH>0),—;
(CH2CH,OCH,CH,CH,CH20)y— ou (CH2CH>CH>OCH,CH,CH,CH,0O) ,—;
—(CH>OCHyz),— onde y é 1-20;
« arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em —CHs, -(CH)1.e-CHa, -CONR'R?
ou —SO,NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um do outro,
H, -CHz ou —(CH)+.6-CHs; ou
e uma cadeia da férmula

—(CHa)s=Y 1-(Ar)y1=Y2-(CH2)w—Y3-(Ar)vo—Y 4-(CH2)~Y5- (Ar)ya—Ye-(CH2),-
em que Ar é definido como acima, Y1 — Ye¢ podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z, independen-
temente um do outro, sao zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que
asomade s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e v4, vo, € vz podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condigdo que Y1 — Yg Nao se
liguem um ao outro e que a estrutura -O—(CH;)1—O— nao ocorra; ou
e uma ligagao;

com a condi¢cao que
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- pelo menos um de Qs — Qs ndo seja uma ligagao;
- Q; ndo seja —CO—((CH2)1.e~NH—CO)1.4— quando um de Q3 — Qs for arileno
ou heteroarileno ou uma cadeia da férmula —(CHz)s—Y 1-(CeHa)v1—Y2-(CH2)w—
Y3- (CeHa)vo—Y4-(CH2)—Y5-(CeHa)va—Ye-(CH2)-;
X1, Xz e X3 séo independentemente um do outro
e O;
«—-C=0
e uma ligagao; -
« NCOR?', onde R' pode ser H, -CHz ou —(CH)1.s-CH3; ou
O 0
\N)J\ )j\N/
} R
onde R é hidrogénio, Cy.z-alquila, Cz.z-alquenila ou Cz.z-alquinila;
com a condigao que
- X3, Xo e Xando possam se ligaraZ e _ A
- quando X;, X2 e X3 forem O, entdo X4, X2 e Xz nao se ligam diretamente a O
em Qs, Qu, € Qs |
e
Zé
—COOH;
—CO-Asp;
—-CO-Glu;
—CO-Gly;
—-CO-Sar;
~CH(COOH),
~N(CH>COOH)3;
—-SO3H
—-OSOzH
—OPO3H>
—PO3zH; ou
—tetrazol-5-ila ou
-O-w,,
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onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—~S03H, —(CHa)1.6~SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H,, —CONR®R* ou —SO.NR°R*, on-
de R3e R*, podem ser, independentemente um do outro, H, —(CH5)1.e—~SO3sH,
ou —(CHy)1.e—0O—PO3H2; com a condi¢ao que quando Z for —O-W, entao Q;
deve estar presente;

e qualquer complexo de Zn** deste.

3. Um derivado de insulina tendo a formula

Ins—Q—Q X Q X Q X Q

em que Ins é uma porcao de insulina parente e Q4-Q2-[CH2]n—X1—[CHaz],-
Q3-[CH2]n—X2o—[CH2]n—Q4—[CH2]n-X3-[CH2)-Qs-CH2ln-Z é um substituinte e
onde Ins é ligado ao substituinte através de uma ligagao de amida entre o
grupo o-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de Ins ou
um grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A ou B de Ins e um
grupo CO em Q; ou Q2 do substituinte;

cada n é independentemente 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;

Q, é:

e uma amida de aminoéacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral ndo-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de
a-aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados jun-
tamente através de ligagdbes amida, cuja cadeia — através de uma ligagao
amida — é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da
cadeia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia
A ou B de Ins, ou

e uma ligagcao

Qq é:
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¢ -COCH(CONH,)-

e -COCH,N(CH>CONHy)-

e -COCHoN(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

e -COCH,CH_N(CH,CH,CONHy)-

e -COCH,CH;N(CH2CH2CONHz)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH,)-

o -COCH,N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH,CH:N(CH2CONHy)-

e -COCH,OCH,CONH-

o —CO—((CR°R®)1.6~NH—CO)1.4—;

o —CO—((CR°®°R®),.e—~CO—NH) 1.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHs, -(CH2)1.6CHs ou —CONH; e R® pode ser independentemente H,
—CHs, —(CHz2)1.6CHj3; ou

e uma ligagao

com a condigcao que

- pelo menos um de Q4 ou Q2 n&o seja uma ligagéo, e

- que Q2 nao seja —CO—(CHz)>—CO-NH- quando n for O ou 1, X; for uma
ligacao e Qs for (CH.CH.0)2—, (CH2CH20)5— ou
(CH2CH,OCH,CH,CH.CH,0) - e

- que se uma amina em Q, ou Q. formar uma ligagado com o resto do substi-
tuinte, a amina deve ser ligada ao resto do substituinte através de um grupo
carbonila;

Q3, Qq4, € Qs podem ser, independentemente um do outro,

e —(CH2)m— onde m é um numero inteiro na faixa de 6 a 32;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH,- suficiente para dar um ndmero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 to 32;

¢ —~CO—((CR°R®)1.e~NH-CO)-;

e —(CO—(CR°®°R®);.se~CO-NH);.4+—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHs, —(CH.)1.6CHs ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
—CH3, —(CH>)1.6CHs;

e -CO—(CH2)o.3-Ar—(CHz)o.3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
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consiste em -CHs, -(CH)1.e-CHs, -CONR'R? ou —SO,NR'R?, onde R' e R?,
podem ser, independentemente um do outro, H, -CH3; ou —(CH)1.6-CHz;
. (CH2CH20)y—; (CH2CH2CH20)y—; (CH>CHCH,CH20),~;
(CH2CH2OCH,CH2CH.CH20)y— ou  (CH2CH2CH>OCH>CH>CH2CH20)  y—;
—(CH20CH,),— onde y é 1-20;
e arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em —CHs, -(CH)1.6-CHa, -CONR'R?
ou —SO,NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um do outro,
H, -CHz ou —(CH)4.6-CH3; ou
e uma cadeia da férmula

—(CH2)s—Y1-(Ar)y1—Y2-(CH2)w=Y3-(Ar)vo—Y 4-(CH2)—Ys- (Ar)ys—Ye-(CHz2).-
em que Ar é definido como acima, Y1 — Ye¢ podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z, independen-
temente um do outro, sdo zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que
a soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, vz, € vz podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condigdo que Y1 — Yg N80 se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CH;)1—O— n&o ocorra; ou
e uma ligacao;
com a condigédo que
- pelo menos um de Q3 — Qs ndo seja uma ligagao; e
- que Q4 ou Q2 compreenda uma amida de néo ligagao quahdo um de Q3
— Qs for arileno, heteroariieno ou uma cadeia da formula —(CHz)s—Y4-
(CeHa)v1—Y2-(CH2)w—Y3- (CeHa)va—Y 4-(CH2)1—Y5-(CeHa)vs—Ye-(CH2)-;
X4, X2 € X3 sao independentemente um do outro
e O;
e —C=0
e uma ligagao;
« NCOR', onde R' pode ser H, -CH3 ou —(CH)1.s-CH3; ou

O o)
R ou R
onde R é hidrogénio, Ci.3-alquila, C,.3-alquenila ou Cz.s-alquinila;
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com a condigdo que
- X1, X2 € Xznao possam se ligaraZ e
- quando Xy, Xz e Xz forem O, entao Xy, X, e Xznao se ligam diretamente a O
em Q3,Q4, € Qs
e
Zé
—-COOH;
—CO-Asp;
-CO-Glu;
—CO-Gly;
—CO-Sar;
—CH(COOH)s,
—N(CH2COOH)y;
—-SOzH
—OSO3H
—OPO3H;
—PO3H; ou
—tetrazol-5-ila ou
-O-W;,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO3H, —(CHz)1.6~SO03zH, -(CHa)1.6-O-PO3H2,—CONR3R* ou —SO,NR®R*, on-
de R®e R* podem ser, independentemente um do outro, H, —-(CHz)1.e—SOsH,
ou —(CH.)1.e—O—PO3H,; com a condicao que quando Z for —O-W; entao Q4
deve estar presente;
e qualquer complexo de Zn?* deste.
4. Um derivado de insulina tendo a férmula

Ins—Q;—Q, X, Q, X, Q, Xs Q, z
em que Ins é uma porgao de insulina parente e

Q1—Q2—[CHz]-—X1—[CH2]h—Q3—[CH2z]h—X2—[CH2],—Qs—[CH2]n
—X3—[CH>]n-—Qs—[CH2]n-—Z € um substituinte e onde Ins é ligado ao subs-
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tituinte através de uma ligagdo de amida entre o grupo a-amino do residuo
de aminoacido N-terminal da cadeia B de Ins ou um grupo g-amino de um
residuo Lys presente na cadeia A ou B de Ins e um grupo CO em Q; ou Q2
do substituinte;

cada n é independentemente 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;

Q, é:

e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um &cido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral ndo-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminodacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados junta-

mente através de ligagbes amida, cuja cadeia — atraves de uma ligagao ami-

‘da - é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da ca-

deia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou

e UMa Iigagéo

Q: é:

e -COCH(CONHy)-

e -COCH3;N(CH>CONHjy)-

e -COCH2N(CH2CONH2)COCH,;N(CH>CONH?y)

o -COCH.CH2N(CH>CH2CONHpy)-
¢-COCH2CH2N(CH2CH2CONH,)-COCH>CH>N(CH>CH>CONHy)-

o -COCH2N(CH2CH>CONHy)-

e -COCH,CH2N(CH2CONHy)-

e -COCH,OCH>CONH-

e —~CO—((CR°R®%)1.6~NH-CO)1.4—;

e —CO—((CR®R®);.s—CO-NH)y.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHs, -(CH,)1.6CHs ou -CONH, e R® pode ser independentemente H, -CHa,
-(CHz)1.6CHgs; ou
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e uma ligagao

com a condigcao que

- pelo menos um de Q; ou Q2 nao seja uma ligacao, e

- que Q2 nao seja —CO—(CH,)>—CO-NH- quando n for 0 ou 1, X; for uma
ligagdo e Qs for (CH2CH20)2—, (CH2CH20)3— ou (CHCH>OCH,CH,CH,CH,0)—
e

- que se uma amina em Q; ou Q. formar uma ligagao com o resto do substi-
tuinte, @ amina deve ser ligada ao resto do substituinte através de um grupo
carbonila;

Q3, Q4, e Qs podem ser, independentemente um do outro,

e —(CH2)m— onde m é um numero inteiro na faixa de 6 a 32;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH,- suficiente para dar um nuamero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 to 32;
 —CO—((CR°R°®)1.e-NH-CO)—; |

¢ —(CO—(CR°R®);.s—~CO-NH);.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CH3s, —(CH>)1.sCHs ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
-CHjs, -(CHz)4.6CHs;

e -CO—(CHy)o.3-Ar—(CH2)o-3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHa, -(CH);.s-CHs, -CONR'R? ou —SO2NR'R?, onde R' e R?
podem ser, independentemente um do outro, H, -CH3z ou —(CH)1.6-CHg;

. (CH2CH20)y—; (CH2CH2CH20)y~; (CH2CH2CH2CH0),—;
(CH2CH2OCH>CH>CH2CH20),~ ou (CH2CH2CH2OCH>CH2CH>CH20) —;
—(CH20OCHg),— onde y é 1-20;

 arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em —CHa, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R?
ou —-SO.NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um do outro,
H, -CH3 ou —(CH)1.6-CHg; ou

e uma cadeia da férmula

—(CH2)s=Y1-(Ar)v1i—Y2-(CH2)w=Y3-(Ar)yo—Y 4-(CH2)t—Y5- (Ar)ya—Ye-(CHy),-

em que Ar é definido como acima, Y — Yg podem ser, independentemente
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um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z, independen-
temente um do outro, sdo zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que
a somade s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e v4, v, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condi¢cao que Y1 — Yg NA0 se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CH)1—O- nao ocorra; ou |
e uma ligagao;
com a condigao que
pelo menos um de Q3 — Qs ndo seja uma ligagao;
X1, X2 € X3 sao independentemente um do outro
e O;
e —C=0
e uma ligacao;
e NCOR', onde R’ pode ser H, -CHz ou —(CH)1.¢-CHg; ou
O o]
\N)K )]\N/
; o F
onde R é hidrogénio, C4.3-alquila, Co.3-alquenila ou Cx.z-alquinila;
com a condigcao que
- X1, X2 € Xgnao possam se ligaraZe
- quando X, X2 e X3 forem O, entao X, Xz € X3 nao se ligam diretamente a O
em Q3, Q4, € Qs
e
Zé:
—-COOH;
—CO-Asp;
—CO-Glu;
~CO-Gly;
—CO-Sar;
~CH(COOH),.
—N(CH2COOH),;
-SOzH
-OSO3H
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—OPOB3H;

—POsH2 ou

—tetrazol-5-ila ou

-O-w;,

onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO3H, —(CH2)1.6~S03H, -(CHz)1.6-O-PO3H2,—~CONR®R* ou ~SO,NR®R*, on-
de R%e R*, podem ser, independentemente um do outro, H, —(CHz)1.e—SO3H,
ou —(CHy)1.6-O-PO3sH2; com a condigado que quando Z for —O-W, entao Q
deve estar presente;

e qualquer complexo de Zn?* deste.

5. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 a 4, em
que Q¢ é uma amida de aminoacido de um aminoacido com um &cido carbo-
xilico na cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral carrega-
da, o residuo de amida de aminoacido ou residuo de aminoacido tendo de 2
a 10 atomos de carbono.

6. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos paragrafos
1 a 5, em que Q; é selecionado do grupo que consiste em B-D-Asp-amida,
B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

7. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 a 4, em que
Q; é uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou residuos de aminoacido com uma cadeia lateral nao-
carregada.

8. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 a 4 ou 7, em
que Q; é uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacidos seleciona-
dos do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida- y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amide-B-L-Asp-
amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, +y-L-
Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-
L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida,
v-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-
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Asp-amida.

9. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 a 8, em que Qq € uma ligagao.

10. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 a3 ou 5 a 8, em que Q, é —CO-((CR°R®)1.4-NH-CO)1.4-.

11. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 10, onde Q»
é selecionado do grupo que consiste em —CO—((CH)o—NH-CO)y—, —CO-
((CH2)s—NH-CO)— e —-CO—((CH2)4—NH-CO)1—, —-CO—((CH;) —-NH-CO),-.

12. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 a 3 ou
10 e 11, em que Q¢ é uma ligagao.

13. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 a 3, em
que
Q4 é:
e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou
e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminodacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados junta-
mente através de ligagdes amida, cuja cadeia — através de uma ligagao ami-
da — é ligada ao grupo o-amino do residuo de aminoacido N-terminal da ca-
deia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou
e uma ligagao
Q. é:
e -COCH(CONH,)-
e -COCH,N(CH-CONHy)-
e -COCH,;N(CH>CONH_2)COCH:N(CH2CONHy)
e -COCH,CH2N(CH2CH>2CONH)-
e -COCH,CH2N(CH2CH2CONH,)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH,)-
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¢ -COCH,;N(CH>CH,CONH,)-

e -COCH,CH2N(CH2CONH,)-

e -COCH>OCH>;CONH-

e —CO—((CR®R®)1.6 ~\NH-CO)1.4—;

o ~CO—((CR°R®)1.e~CO-NH) 14—, onde R® pode ser H, -CHs, -(CHa)1.6CHz ou
—CONH, e R® pode ser H, -CHs, -(CH»)1.6CHs; ou

e uma ligagao

com a condi¢gao de que pelo menos um de Q4 ou Q2 nao seja uma ligacao, e
que se uma amina em Qq ou Q, formar uma ligagao com o resto do substitu-
inte, a amina deve ser ligada ao resto do substituinte através de um grupo
carbonila;

Qs é

e —(CH2)m— onde m € um numero inteiro na faixa de 6 a 32;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH>- suficiente para dar um nimero
total de 'étomos de carbono na cadeia na faixa de 4 to 32; ou

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente da férmula —(CH)sCeH4(CH2)w-
em que v € w sa0 numeros inteiros ou um deles € zero de modo que a soma
de s e w fique na faixa de 6 a 30;

X1 pode ser —C=0 ou uma ligagao;

Q4, Qs, X2 e X3 sdo ligagdes;

todos os valores de n sdo zero; e

Zé: |

—COOH;

—CO-Asp;

-CO-Glu;

—CO-Gly;

—-CO-Sar;

—CH(COOH),,

—~N(CH.COOH),;

-SOzH

—-OSOzH
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—OPOB3H:

—PO3zHz ou

tetrazol-5-ila

e qualquer complexo de Zn** deste.

14. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 13, em que
Q; é uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico
na cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
o residuo de amida de aminoacido ou residuo de aminoacido tendo de 2 a
10 atomos de carbono.

15. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 e 14, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-Asp-
amida B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

16. Derivado de insulina, de acordo com paragrafo 13, em que Q é
uma cadeia compostos de dois, trés ou quatro residuos de amida de a-
aminoacido e/ou residuos de aminoacido com uma cadeia lateral nao-
carregada.

17. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 13 ou 16, em
que Q; é uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacido seleciona-
dos do grupo que consiste em pB-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-
amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, vy-L-
Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-
L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida,
v-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida- ay-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-
Asp-amida.

18. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 17, em que Q2 € uma ligagéo.

19. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 13 a 17,
em que Qg é selecionado do grupo que consiste em
e -COCH(CONH_3)-
¢-COCH,;N(CH2CONHy)-
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e -COCH,N(CH>CONH_2)COCH:N(CH-CONH_y)

e -COCH,CH>N(CH.CH>CONHy)-
¢-COCH,CH2N(CH2CH2CONH>)-COCH>CH>N(CH>CH>CONHo)-

e -COCH:N(CH2CH,CONHy)-

e -COCH,CH2N(CH2CONHy)-

¢ -COCH,OCH,CONH-;

+—CO—((CR°R®)1.e~NH-CO)1.4~; ou

—CO—((CR®R®)1.e~CO-NH);..—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHg, -(CH,)1.6CH3s ou -CONH, e R® pode ser independentemente H, —CHa,
—(CH2)1.6CHs.

20. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 19, em que
Q. é selecionado do grupo consiste em —-COCHxOCH,CONH-, —CO—-
((CH2)2—-NH-CQO)4—, —CO—((CH3)3—NH-CO);—, —CO—((CH2).—NH-CO)— e
~CO~((CHz)s ~NH-CO);-.

21. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 13 ou 19
a 21, em que Q: € uma ligagao.

22. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 21, em que Xy € —C=0.

23. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 22, onde Q3 € —(CH,)m-, onde m é um numero inteiro na faixa de
6 a32oude 8 a 20.

24. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 23, onde m
é 12,13, 14, 15, ou 16. |

25. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 13 a 22,
em que Q3 é uma cadeia de hidrocarboneto divalente que compreende 1, 2
ou 3 grupos —CH=CH- e um numero de grupos —CH,- suficiente para dar um
numero total de atomos de carbonos na cadeia na faixa de 4 a 32.

26. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 25, em que Z é —COOH.

27. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 25, em que Z é —CH(COOH)s.

28. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
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grafos 13 a 25, em que Z é —-N(CH2COOH)s.

29. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 25, em que Z é —-SO3H.

30. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 25, em que Z é —-PO;H.

31. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 13 a 30, em que o derivado de insulina é derivado do grupo que con-
sisteem _

N2%_»-carbéxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

N2%_»-carbéxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

N®B2%_»-carbéxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

N®2%_»-carbéxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

NB2%_>-carbéxi-pentadecanoil-B-alanila insulina humana desB30,

N®B2%. »-carbéxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida insulina humana desB30,

N85 »-carbéxi-pentadecanoil-e-aminoexanoila insulina humana desB30,
N#B2%_»-carbéxi-pentadecanoil-8-aminopentanoila insulina humana desB30,

N®82%.p-carboxi-tridecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

N®B2%_»-carbéxi-undecanoil-8-amino-butanoila insulina humana desB30,
NeB25_ o carboxi-tetradecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30.

32. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 2 ou 4, em
que
Qs é:
o —-CO—((CR°R®);.e~NH-CO)—;
e —(CO—(CR®°R®);.~CO-NH);.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CH3, —(CH,)1.6CHs ou -CONH, e R® pode ser independentemente H, -CHa,
-(CH2)1.6CHs;
e -CO-(CHyz)o3-Ar—(CHy: o.3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHa, -(CH);.s-CHa, -CONR'R? ou —SO,NR'R?, onde R' e R?,
podem ser, independentemente um do outro, H, -CHz ou —(CH)4.6-CHgs; ou
e uma ligagao
Q4 é:
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e —-(CH2)m— onde m é um ndmero inteiro de 4 a 22;
e uma cadeia de hidrocarboneto divalente que compreende 1, 2 ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero total de grupos —CH>- suficiente para dar um nume-
ro total de atomos de carbono na faixa de 4 a 22;
» arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em —CHa, -(CH)y.6-CHs, -CONR'R?
ou —SO.NR'R?, onde R' e R?, podem ser, independentemente um do outro,
H, -CH3 ou —(CH)4.6-CH3; ou
e uma cadeia da férmula
—(CH2)s=Y1-(Ar)y—Y2-(CH2)w~Y3-(Ar)yo—Y4-(CH2)—Ys- (Ar)ys—Ye-(CH2).-
em que Ar é definido como acima, Y; — Yg podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z sdo indepen-
dentemente um do outro zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que a
soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, vo, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condigao que Yy — Yg n@o se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CH,),—O- néao ocorra;
X1 €é:
e O;
e —C=0
e NCOR', onde R' pode ser H, -CH3 ou —(CH)1.-CHg; ou
O (o)
\N/[k /lkN/
A W

onde R é hidrogénio, C1.3-alquila, Ca.3-alquenila ou Cx.s-alquinila;
com a condicao que quando X, for O, entdo X; ndo se liga diretamente a O
em Qg
Xz, X3 € Qs sao ligagoes;
todos os valores de n sé&o zero; e
Zé
—COOH,;
—CO-Asp;
—CO-Giy;
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—CO-Gly;
—CO-Sar;
—CH(COOH),;
—N(CH2COOH)y;
-SOzH
-OSOzH
—OPO3H>
—PO3Hz ou
—tetrazol-5-ila ou
-O-Wjy,

onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—S03H, —(CH2)1.6~SOsH, -(CH2)1.6-O-PO3sH,, —-CONR®R* ou —SO,NR®R*, on-
de R®e R*, podem ser, independentemente um do outro, H,—(CHa)1.s—SO3H,
ou —(CHz)1.6-O-POgHy;
€ qualquer complexo de Zn?* deste.

33. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 2, 4 ou
32, em que Q1 é uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido
carboxilico na cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-
carregada, o residuo de amida de aminoacido ou residuo de aminoacido
tendo de 2 a 10 atomos de carbono. |

34. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 2, 4 ou
33, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-Asp-amida, B-L-
Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

35. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 2, 4, ou
34, em que Q; é uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de
amida de o-aminoacido ou residuos de aminoacido com uma cadeia lateral
nao-carregada.

36. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 2, 4 ou
35, em que Q; € uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacidos se-
lecionados do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-
Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida- y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amide-B-L-
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Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, -L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-
L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-
B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, v-D-Glu-amida-y-L-Glu-
amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-
Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-
D-Asp-amida.

37. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 2, 4 ou 32 a 36, em que Q; é uma ligacao.

38. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 2, 4 ou
32 a 36, onde Q; é —CO—CH>—(CHCONH2)—NH—CO; —CO—(CHy>).
—(CHCONH32)—NH—CO)— ou —CO—(CH,)3 —(CHCONH2)—NH—COQO)—.

39. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 2, 4 ou 38,
em que Q1 € uma ligagao.

40. Derivado de insulina,. de acordo com os paragrafos 32 a 39,
em que Qs € —(CHz)s—Y1~(Ar)v1 ~Y2-(CH2)w—Y3-(Ar)v2—Y4-(CH2)—Ys-(Ar)va—Ye-
(CH2)-
em que Ar é definido como acima, Y; — Ye podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligacao; onde s, w, t e z sdo indepen-
dentemente um do outro zero ou um nimero inteiro de 1 a 10 de modo que a
soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, vo, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1, com a condigao que Y1 — Yg Ndo se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CHz)+—O- nao ocorra.

41. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 a 40, em que pelo menos dois de v4, v2 Ou v3 Sa0 zero.

42. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 40 e 41, em que Y, — Yg s@o ligagcoes.

43. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 40 e 41, em que pelo menos um de Yy — Yg sd0 O ou S.

44. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 40 e 41 ou43,emque Y1 €OouSevyséum.

45. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-

grafos 40 a 44, emque s €6, 7,8, 90u 10.
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46. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 40 a 45, em que X;, Xz, X3, Q4, € Qs séo ligagdes e Ar é CgHa.

47. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 46, em que n € zero.

48. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 47, em que Z é —COOH.

49. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 47, em que Z é —CH(COOH)..

50. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 47, em que Z é —N(CH>COOH)s.

51. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 47, em que Z € —SOzH.

52. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 47, em que Z é —PO3H.

53. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 47, em que Z é —O-W4, onde W, é arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em tetrazo-5-lila, -COOH, —SOzH, —(CH2)1.e~SO3H, -(CH2)1.6-O-
POsH,, —-CONR'"R'* ou -SO,NR'"R'¢, onde R' e R'*, podem ser, indepen-
dentemente um do outro, H, —(CH2)1.e—SO3H, ou —(CHy2)1.6—0O—POzH..

54. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 32 a 53, em que o derivado de insulina é N*®2°-10-(4-carboxifenoxi)-
decanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30.

55. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 1, em que
Q; é uma amida de aminoacido de um aminoacido com um &cido carboxilico
na cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral ndo-carregada,
o residuo de amida de aminoacido ou residuo de aminoacido tendo de 2 a
10 atomos de carbono.

56. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 ou 55, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-Asp-
amida B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

57. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 1, em que
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Q; é uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou residuos de aminoacido com uma cadeia lateral nao-
carregada.

58. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 ou 57,
em que Qi € uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacido selecio-
nados do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-
amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, vy-L-
Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-p-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-
L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida,
v-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, pB-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida- ay-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-g-D-
Asp-amida.

59. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 ou 55 a 58, em que Q> é uma ligacgéao. _

60. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 ou 55 a 58, em que Q. é selecionado do grupo que consiste em
—CO—(CR°R®%).6 -NH-CO- e —(CO—~(CR°R®)1. -CO—NH);.4—, onde R® pode
ser independentemente H, —CHgs, —(CH3)1.6CHs ou —CONH; e R® pode ser
indepvendentemente H, —CH3j, —(CH>)1.6CHs.

61. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 ou 60,
onde Q2 é —CO—((CH3)s—NH-CO)—-, —-CO-CHx—(CHCONH2)-NH-CO; —CO-
(CH2)>—(CHCONH2)-NH-CO)- ou —CO—(CH2)3—(CHCONH2)—NH—CO)—.

62. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 ou 60 e
61, em que Q1 é uma ligagéo.

63. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 55 a 62,
em que Q3 é —(CHz)s—Y1-(Ar)vi—=Y2- (CH2)w—Y3-(Ar)vo—Ya4-(CH2)—Ys-(Ar)ya—Ye-
(CHz),-
em que Ar é definido como acima, Y1 — Y podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z sdo indepen-
dentemente um do outro zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que a

soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, v2, € v3 podem ser, inde-
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pendentemente um do outro, zero ou 1, como a condi¢gdo que Y¢ — Yg Nao se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CH>),—O- nao ocorra.

64. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 63, em que
pelo menos dois de vy, v2 OU V3 SA0 zero.

65. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 63 e 64, em que Y, — Yg sao ligagoes.

66. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 63 e 64, em que pelo menos umde Y1 —Yg € O ou S.

67. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 63 e 64 ou 66, em que Y1 € Oou S e vy é um.

68. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 63 a67,em que s é 6,7, 8,9 ou 10.

69. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 68, em que X4, Xz, X3, Q4 € Qs sao ligagdes e Ar é CgHa.

. 70. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 69, em que n é zero.

71. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 70, em que Z é —COOH.

72. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 70, em que Z é —CH(COOH),.

73. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 70, em que Z € —-N(CH>COOH)..

74. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 70, em que Z é —SO;H.

75. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 70, em que Z é —PO3H.

76. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 55 a 70, em que Z é —O-W,, onde W, é arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em tetrazo-5-lila, -COOH, —-SO3H, —(CH2)1.e—~SO3zH, -(CH2)1.6-O-
POsH,, -CONR'¥R' ou —=SO,NR'"R', onde R'3 e R'%, podem ser, indepen-
dentemente um do outro, H, —(CHz)1.e—SO3H, ou —(CH3)1.6-O-PO3H.
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77. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1 ou 55 a 70, em que o derivado de insulina é selecionado do grupo
que consiste em N®®2°-10-(4-carboxifenéxi)-decanoil-y-L-glutamilamida insu-
lina humana desB30, N®2°-4-[11-(4-carboxifenil)lundecanoilaminolbutirila in-
sulina humana desB30. ‘

78. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 3, em que
Q; é uma amida de aminoacido de um aminodacido com um &cido carboxilico
na cadeia lateral tendo de 2 a 10 &tomos de carbono.

79. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 3 ou 77, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-Asp-
amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

80. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 3, em que
Q, é uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacido selecionados do
grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-L-
Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-L-
Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, 7y-L-Glu-amida-y-
D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-amida,
B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-
B-L-Asp-amida, pB-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, f-D-Asp-amida-y-D-Glu-
amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

81. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos paragrafos
3 ou 77-79, em que Q. € uma ligagao.

82. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 3 ou 77 a
80, em que Q. é selecionado do grupo que consiste em
e -COCH(CONHy)-

e -COCH,;N(CH2CONH,)-

e -COCH.N(CH2CONH2)COCH:N(CH2CONHy)

e -COCH,CH,N(CH2CH,CONH,)-

e -COCH,CH2N(CH2CH,CONH,)-COCH>CH>N(CH>CH>CONHy)-
e -COCH,;N(CH,CH>CONH,)-

e -COCH,CH>N(CH>CONH,)-

e -COCH,OCH,CONH-;



10

15

20

25

30

42

e —CO—((CR®R®)y. -NH—CO)1.4—; ou
o —CO—((CR°R®),.e—CO-NH)1.s—, onde R°® podem ser, independentemente um
do outro, H, —CHas,—(CHz)1.6CHs ou —CONH; e R°® pode ser independen-
temente H, —CH3,—(CH.)1.6CH3, com a condi¢ao Q. compreenda uma ami-
da de nao ligagao se Q for uma ligagao.

83. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 3 ou 82,

em que Q, € uma ligagéao.

- 84. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 78 a 83,

em que Qs é —(CH2)s=Y1-(Ar)v1 —=Y2-(CHz)w —Y3-(Ar)y2=Y4-(CHz2)—Ys-(Ar)ya—Ye-
(CH2).- :
em que Ar é definido como acima, Y; — Yg podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t € z sao indepen-
dentemente um do outro.zero ou um nimero inteiro de 1 a 10 de modo que a
soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, vp, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1, com a condigdo que Y1 — Yg NAo se
liguem um ao outro e que a estrutura —O—(CH)1—O- n&o ocorra.

85. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 84, em que
pelo menos dois de vy, V2, OU vz SA0 zero.

86. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 84 a 85, em que Y, — Y sao ligagdes.

87. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 84 e 85, em que pelo menos umde Y —Ygé OouS.

88. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 84 e 85 ou 87, em que Y1 € Oou S e vy € um.

89. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 84 a 88, emque s €6, 7,8, 9ou 10.

90. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 78 a 89, em que Xy, X2, X3, Q4 € Qs sao ligagoes e Ar € CgHa.

91. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 78 a 90, em que n é zero.

92. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 78 a 91, em que Z é COOH.
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93. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 78 a 91, em que Z é —CH(COOH,).

94. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos
paragrafos 78 a 91, em que Z é —N(CH>COOH).,.

95. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos
paragrafos 78 a 91, em que Z € —SO3H.

96. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos

paragrafos 78 a 91, em que Z é —PO3H.

97. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer dos para-
grafos 78 a 91, em que Z é —O-W,, onde W, é arileno ou heteroarileno, que
podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em tetrazo-5-lila, -COOH, —-SOzH, —(CH2)1.s—SO3zH, -(CHz)1-6-O-
PO3H.,~CONR'"R'™ ou —-SO,NR'"R'¢, onde R'® e R', podem ser, indepen-
dentemente um do outro, H, —(CH32)1.e—SO3H, ou —(CH3z)1.e—O—PO3Ho..

98. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 3 ou 78 a 97, em que o derivado de insulina é selecionado do grupo
que consiste em N®2°-10-(4-carboxifenéxi)-decanoil-y-L-glutamilamida insu-
lina humana desB30, N®®2°.4-[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirila in-
sulina humana desB30 e N2°.{4-[10-(4-carboxifenéxi)-decanoilamino]-
butiril}insulina desB30.

99. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1 ou 2,
em que Q; é uma amida de aminoacido com um &cido carboxilico na cadeia
lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral ndo-carregada, o residuo
de amida de aminoacido ou residuo de aminoacido tendo de 2 a 10 atomos
de carbono.

100. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1, 2 ou 99, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-
Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

101. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 1 ou 2, em
que Q, é uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de
a-aminoacido ou de aminoacido com cadeias laterais nao-carregadas.

102. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1, 2 ou
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101, em que Q¢ € uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacido se-
lecionado do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, $-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-
amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, +y-L-
Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-
L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida,
v-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, vy-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, v-D-Glu-amida-3-D-
Asp-amida.

103. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 102, em que Q2 é uma ligagao.

104. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1, 2 ou 99 a 102, em que Q. é selecionado do grupo que consiste
em —CO—((C R°R®)1.e—NH-CO)- e —(CO—(CR°R®);.c~CO—NH);.4—, onde R®
pode ser independentemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs ou -CONH, e R® pode
ser independentemente H, -CHgs, -(CH2)1.6CHs.

105. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1, 2 ou 99 a 104, em que Q; € —CO—CH,;—(CHCONH2)-NH-CO;
—CO—(CH2)>—(CHCONH2)-NH-CO)- ou —CO—(CH2)s—(CHCONH2)—NH-
CO)-.

106. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1, 2 ou
104 e 105, em que Q4 é uma ligagao.

107. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 106, em que um de Qgz, Q4, ou Qs é —(CH2)n- onde m é um
numero inteiro na faixade 1 a32ou 1 a 12.

108. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 107, em
quemé4,5,6,8,9 10ou 11.

109. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 108, em que um de Qs Q4 ou Qs é (CH>CH20),—;
(CH2CH2CH20)y—; (CH2CH2CH2CH,0)y—; (CH2CH,OCH>CH,CH2CH,0),~ ou
(CH2CH>CH>OCH2CH2CH2CH20 y—; -(CH>OCH,),~ onde y é 1 a 20.

110. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 109, em
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que um de Qz, Q4 ou Qs é (CH2CH20)y~ ou (CH2CH,OCHCH,CH,CH20)y ,
em que y esta na faixade 1 a 12,2 a 4 ou 2-3.

111. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 109 e 110,emque y é 1.

112. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 111, em que X;, X2 e X3 s@o independentemente um do outro
e O;
«—C=0
e uma ligagao;
« NCOR?', onde R' pode ser H, -CH3; ou —(CH)1.6-CHs; ou

O )
R ou R
onde R é hidrogénio, C.3-alquila, Cz.3-alquenila ou Cx_3-alquinila.

113. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 112, em que X;, Xz e X3 sao:

O o]
R ou R
onde R é hidrogénio, C4.3-alquila, Cs.3-alquenila ou Cs.3-alquinila.

114. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 113 em que X, é

/U\T/ \,?)l\

R ondeRéHeemqueX;é R onde R é H.

115. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 114,emquené 0, 1, 2 ou 3.

116. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 115, em que Z é —COOH.

117. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 115, em que Z é —-CH(COOH)..

118. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
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ragrafos 99 a 115, em que Z é —N(CH,COOH),.

119. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 115, em que Z é —SO;H.

120. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 99 a 115, em que Z é —PO3H.

121. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1 € 2 ou 99 a 120, em que o derivado de insulina é
N°P2%.(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propoxilbutéxi}propilcarbamoil)-
propionil-y-glutamylamide) insulina humama desB30.

Em um aspecto da invengdo Q¢ € uma amida de aminoacido de
um aminodcido com um acido carboxilico na cadeia lateral, ou um aminoaci-
do com uma cadeia lateral ndo-carregada, o residuo de amida de aminoaci-
do ou o residuo de aminoacido tendo de 3 a 10 atomos de carbono.

Q1 pode ser também composto de dois, trés ou quatro amidas
de aminoéacido de um aminoacido com um acido carboxilico na cadeia lateral
e/ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada. A cadeia de
aminoacidos pode compreender pelo menos um aminoacido contendo uma
amida. Assim, Qq, pode ser, por exemplo, selecionado do grupo que com-
preende B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

Em um aspecto, Qi é uma cadeia composta de dois residuos de
aminoacidos nao-carregados, que tem de 4 a 10 atomos de carbono. Os a-
minoacidos podem compreender uma amida. Exemplos de tais residuos de
aminoacidos sao -L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-L-Glu-
amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, v-L-Glu-amida-y-D-
Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-
D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-
L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-
amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

Em um aspecto da invengao, Q¢ € uma cadeia composta de trés
residuos de aminoacido tendo, independentemente, de 4 a 10 atomos de
carbono, onde pelo menos um dos residuos de aminoacido da cadeia é se-
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lecionado do grupo de residuos tendo uma amida. A combinagcao das trés
amidas de aminoacido pode ser qualquer combinacao de B-L-Asp-amida, B-
D-Asp-amida, y-L.-Glu-amida e y-D-Glu-amida, que significa que 64 combina-
cOes diferentes sao possiveis.

Em um outro aspecto, Q, € uma cadeia composta de quatro re-
siduos de aminoacidos, tendo, independentemente, de 4 a 10 atomos de
carbono, onde pelo menos um dos residuos de aminoacido é selecionado do
grupo de residuos tendo uma amida. A combinagcao das quatro amidas de
aminoacido pode ser qualquer combinagao de B-L-Asp-amida, B-D-Asp-
amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida, que significa que 256 combinag¢oes
diferentes sao possiveis.

122. Derivando de insulina tendo um substituinte ligado a insuli-
na humana desB30 no grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal
da cadeia B ou em um grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia
A ou B da insulina humana desB30, cujo substituinte compreende pelo me-
nos uma porg¢do graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de 32 ato-
mos de carbono e um ligante ndo-carregado da férmula —CO-((CH2)1-6-NH-
CO)1-4, que liga a porgdo graxa difuncionalizada a insulina humana desB30,
em que a por¢ao graxa difuncionalizada compreende um grupo aromatico.

123. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 122, em
que o ligante nao-carregado é selecionado do grupo que consiste em: —CO—
CH>-NH-CO, —CO—(CH2)>—~NH-CO, —CO—(CH2)s—NH-CO e —CO—(CHz)—
NH-CO.

124. Derivado de insulina, de acordo com qualquer dos paragra-
fos 122 ou 123, em que a porgao graxa difuncionalizada é

T—(CH2)s—Y1-(Ar)y1—Y2-(CH2)w~Y3-(Ar)y2—Y4-(CH2)—Ys- (Ar)ya—Ye-(CH2),—T
em que
e Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um
ou dois grupos selecionados do grupo que consiste em —CHyg, -(CH)1.6-CHs,
-CONR'R? ou —SO,NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um
do outro, H, -CH3 ou —(CH)1.6-CHg;
e Y, — Yg podem ser, independentemente um do outro, O, S, S=0O, SO, ou
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uma ligagao;
e s, w, t e z sao independentemente um do outro zero ou um numero inteiro
de 1 a 10 de modo que a soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30.
e Vq, Vo, € V3 podem ser independentemente um do outro zero ou 1 com a
condigdo que Y; — Yg ndo se liguem um ao outro e que a estrutura —O—
(CH2)1—O- nao ocorra; e
o T & um grupo funcional selecionado de grupos carbdxi, amino ou hidroxila.

125. Derivado. de .insulina, de acordo com os paragrafos 122 a
124, em que o derivado de insulina &  N®®2°4-[11-4-
carboxifenil)Jundecanoilamino] butirila ihsulina humana desB30.

126. Um derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
por¢cao insulina parente no grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo g-amino de um residuo Lys presente
na. cadeia A ou B da porgao insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma por¢ao graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante nao-carregado que liga a porcao graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condigao que o ligante nao-
carregado nao compreenda —(CO-(CHy)1.s-NH-CO)1.4 se o substituinte insu-
lina compreender um grupo aromatico e que o substituinte ndo compreenda
um ou mais residuos selecionados do grupo de —CO—(CHz).—CO—-NH-
(CH2CH20)2—, —CO—(CH3)—CO-NH-CH>—(CH>CH20)>—, —CO—(CH;)—CO-
NH—(CH,CH,0)s— e —-CO—(CH,),~CO—-NH-CH,; —(CH,CH,OCH,CH,CH,CH,0)-.

127. Derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
porcao insulina parente no grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo g-amino de um residuo Lys presente
na cadeia A ou B da porg¢ao insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma porgao graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante ndo-carregado que liga a porcdo graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condi¢cao que o substituinte nao
compreenda um ou mais residuos selecionados do grupo de —CO—(CH,)o—
CO-NH—(CH,CH20),—, —CO—(CH2)o—CO-NH-CH>— (CH,CH>0),—, —CO-
(CH2)>—CO-NH—(CH>CH,0)5— e —CO—(CH2)>—CO-NH-CH2>—
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(CH>CH,OCH2CH2CH>CH>0)-.

128. Um derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
porgdo insulina parente no grupo o-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo g-amino de um residuo Lys presente
na cadeia A ou B da porgao insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma porgcao graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante nao-carregado que liga a porgdao graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condicdo que o substituinte nao
compreenda um ou mais residuos selecionados do grupo de —CO-(CHy)—
CO-NH—(CH,CH20),—, —CO—(CHz), —-CO-NH-CH>—(CH>CH;0)>—, -CO-
(CH2)—CO-NH—(CH2CH20)3— e —CO—(CHy)2 ~CO-NH-CH>—
(CH20H200H20H2CHQCH20)— caracterizado pelo fato de que o ligante nao-
carregado é selecionado do grupo que consiste em
e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino de residuo de aminoacido N-terminal da cadeia de B
de Ins ou junto com o grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia
A ouBdelins, ou
e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados juntos
através de ligagbes amida, cuja cadeia — através de uma ligagdo amida — é
ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B
de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A ou B de
Ins
¢ -COCH(CONH,)-
¢ -COCH;N(CH,CONHy)-
e -COCH;N(CH2CONH2)COCH>N(CH2CONH3)
e -COCH,CH2N(CH>CH>,CONHy)-
e -COCH,CHoN(CH>CH2CONH,)-COCHCHoN(CH2CH2CONHo3)-
e -COCH;N(CH2CH,CONHpy)-
e -COCH,;CH;N(CH>,CONHpy)-
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¢ -COCH,OCH,CONH-; ou
e ~CO—((CR°R®);.e—~CO-NH)y.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHs, -(CH3)1.6CH3z ou —CONH; e R® pode ser independentemente H, -CHg,
-(CH2)1.6CH3 com a condicao de que se uma amina no ligante nao-carregado
formar uma ligacado com o resto do substituinte, a amina deve ser ligada ao
resto do substituinte através de um grupo carbonila.

129. Um derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
porgao insulina parente no grupo o-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo g-amino de um residuo Lys presente
na cadeia A ou B da porcao insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma porgao graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante nao-carregado que liga a porgcao graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condigao que o ligante nao-
carregado nao compreenda —(CO)-(CHy)1.s-NH-CO)4.4 se o substituinte insu-
lina compreender um grupo aromatico e que o substituinte ndo compreenda
um ou mais residuos selecionados do grupo de —CO—(CH3)o—CO-NH-
(CH2CH20),—, —-CO—(CHy), —-CO-NH-CH>—(CH>CH,0),—, —CO—(CH5)>—CO-
NH—(CH.CH,0)3— e ' —CO—(CHy)2 —CO-NH-CH_—
(CH2CH,OCH2CH,CH-CH-0)—- caracterizado pelo fato de que o ligante nao-
carregado é selecionado do grupo que consiste em
e uma amida de aminodcido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou
e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados juntos
através de ligacdes amida, cuja cadeia — através de uma ligacdo amida — é
ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B
de Ins ou ao grupo £-amino de um residuo Lys presente na cadeia A ou B de

Ins
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e -COCH(CONH,)-
e -COCH2N(CH,CONHy)-
e -COCH2N(CH>CONH2)COCH;N(CH-CONHy)
e -COCH2CH;N(CH,CH,CONH,)-
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH_2)-COCH2CH2N(CH2CH.CONHy)-
o -COCH:N(CH2CH>-CONHy)-
e -COCH2CH2N(CH2CONH,)-
¢ -COCH,OCH,CONH-
o —CO—((CR®R®);.6~NH-CO);.4—; ou
o —CO—((CR®R®);.s—~CO-NH) ;.4—, onde R® pode ser independentemente H,
—CHs, —(CH2)1.6CH3 ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
-CHs, -(CH2)4.6CHs, com a condicdo de que se uma amina no ligante nao-
carregado formar uma ligacdo com o resto do substituinte, a amina deve ser
ligada ao resto do substituinte através de um grupo carbonila.

130. Derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
porcdo insulina parente no grupo o-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo e-amino de um residuo Lys presente
na cadeia A ou B da porgédo insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma porgao graxa'difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante nao-carregado que liga a porgao graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condi¢cdao de que o substituinte
nao compreenda um ou mais residuos selecionados do grupo de —CO-
(CHz)2 —CO-NH—-(CH>CH20)>—, —CO—(CH3)2 —CO-NH-CH>—(CH2CH20)2—,
~CO—(CH2)2—CO-NH—(CH>CH>0)5— e —CO—(CH2)>—CO-NH-CH>—
(CH2CH,OCH,CH.CH,CH,0)—, caracterizado pelo fato que o ligante nao-
carregado é selecionado do grupo que consiste em
e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino de residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo s-amino de um residuo Lys presente na cadeia A

ou B de Ins, ou
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e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ou de aminoacido conforme especificados acima ligados através
de ligagdes amida, cuja cadeia — através de uma ligagcdo amida — é ligada ao
grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de Ins ou
ao grupo g-amino de um residuo Lys presente na cadeia A ou B de Ins,
¢ -COCH(CONH,)-
e -COCH,N(CH,CONH,)-
e -COCH2N(CH2CONH_2)COCH2N(CH,CONH,)
e -COCH,CH,N(CHsCH>,CONHy)-
e -COCH,CH:N(CH2CH2CONH,)-COCH,CH;N(CH2CH>CONHy)-
e -COCH,N(CH2,CH,CONHpo)-
e -COCH2CH>N(CH,CONHpy)-
e -COCH,OCH,CONH-
e —CO—((CR°R®);.s—~NH-CO)4.4—; ou
e —CO—((CR°R®);.c—CO-NH);.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CHas, -(CH.)1.6CHs ou -CONH; e R® pode ser independentemente H, -CHj,
-(CH2)1.6CH3z com a condigéo de que se uma amina no ligante ndo-carregado
formar uma ligagao com o resto do substituinte, a amina deve ser ligada ao
resto do substituinte via um grupo carbonila.

131. Um derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
porgcao insulina parente no grupo o-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo e-amino de um residuo Lys presente
na cadeia A ou B da porgéao insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma porgédo graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante ndo-carregado que liga a por¢ao graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condicao que uma amida nao-
ligante esta presente no ligante se o substituinte compreender um grupo a-
romatico e que o substituinte nao compreenda um ou mais residuos selecio-
nados do grupo de —CO—(CH2)>—CO-NH—(CH,CH>0)—, —CO—(CH.)—CO-
NH-CHx—(CH2CH20)2—, -CO—(CH3)o—CO-NH—-(CH.CHO);— e —CO-
(CH2)>—CO~-NH-CH;—(CH2CH>OCH,CH>CH,CH,0)-.

132. Um derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma
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porg&@o insulina parente no grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou em um grupo g-amino de um residuo Lys presente
na cadeia A ou B da porc¢ao insulina parente, cujo substituinte compreende
pelo menos uma porgao graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de
32 atomos de carbono e um ligante nao-carregado que liga a por¢ao graxa
difuncionalizada a insulina parente, com a condigao que a por¢ao graxa di-
funcionalizada seja uma cadeia alifatica, uma amida esteja presente no li-
gante.

133. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 121 a
129, em que o substituinte é ligado ao grupo a-amino do residuo de aminoa-
cido N-terminal da cadeia B da insulina parente.

134. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 121 a
129, em que o substituinte é ligado ao grupo e-amino de um residuo Lys pre-
sente na cadeia A ou B da insulina parente.

135. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 121 a
129 ou 131, em que o substituinte é ligado ao grupo e-amino do residuo Lys
na posi¢ao B29 presente na cadeia B da insulina parente.

136. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 132, em
que o substituinte é ligado ao grupo e-amino do residuo Lys na posigao B29
na insulina humana desB30.

137. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 121 a 129, em que o ligante compreende uma amida ou uma amida
N-substituida da férmula —-CONR-R®, onde R’ e R® podem ser, independen-
temente, um do outro hidrogénio, metila, etila, propila ou isopropila.

138. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 134, onde
R’ e R® sdo hidrogénio.

139. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 121 a
129, em que o ligante compreende uma amida nao-ligante.

140. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 121 a 129, em que o substituinte compreende uma ou mais resi-
duos de etilenoglicol, propilenoglicol e/ou butilenoglicol contendo, indepen-

dentemente, em cada uma das terminagdes, um grupo selecionado de —NH:
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e —COOH, que é usado para conectar os componentes individuais do substi-
tuinte.

141. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 121 a
129, em que o substituinte compreende pelo menos um grupo aromatico.

142. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1 a 141, em que a insulina parente é insulina humana ou insulina de
porco.

143._Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1 a 141, em que a insulina parente € um analogo de insulina.

144. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 143, em
que o residuo de aminoacido na posigao B30 da insulina parente é Lys ou foi
deletado.

145. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 143 e
144, em que a insulina parente é insulina humana desB30.

146. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 143 a 145, em que o residuo de aminoéacido na posi¢ao B1 da insu-
lina parente foi deletado.

147. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 143 a 146, em que o residuo de aminoacido na posi¢gdo A21 da in-
sulina parente é Gly ou Asn.

148. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 143 a 147, em que o residuo de aminoacido na posi¢ao B3 da insu- -
lina parente é Lys.

149. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 143 a
148, em que o residuo de aminoacido na posi¢cdo B28 da insulina parente é
Asp ou Lys.

150. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 143 a 149, em que o residuo de aminoacido na posigao B29 da in-
sulina parente € Pro ou Thr.

151. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 149, em
que a insulina parente é Insulina humana AspB28.

152. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 147, em
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que a insulina parente é insulina humana GlyA21 ou GlyA21desB30 ou Insu-
lina humana GlyA21ArgB31ArgB32.

153. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 148, em
que a insulina parente é Insulina humana LysB3GIuB29.

154. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 149 e
150, em que a insulina parente é Insulina humana LysB28ProB29.

155. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 144 e
150, em que a insulina parente é Insulina humana ThrB29LysB30.

156. Complexo de zinco de um derivado de insulina conforme
definido em qualquer um dos paragrafos precedentes, em que dois ions zin-
co, trés ions zinco, quatro ions zinco, cinco ions zinco, seis ions zinco, sete
ions zinco, oito ions zinco, nove ions zinco ou dez ions zinco sao ligados por
seis moléculas de derivado de insulina.

157. Composicao farmacéutica para o tratamento de diabetes
em um paciente que necessite de tal tratamento, compreendendo uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina conforme definido
em qualquer um dos paragrafos 1 a 155 ou um complexo de zinco conforme
definido no paragrafo 156 junto com um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel.

158. Composicdo farmacéutica para o tratamento de diabetes
em um paciente que necessite de tal tratamento, compreendendo uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina conforme definido
em qualquer um dos paragrafos 1 a 165 ou um cémplexo de zinco conforme
definido no paragrafo 156 em mistura com insulina ou um analogo de insuli-
na, que tem inicio de agao rapido, junto com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

159. Método para tratar diabetes em um paciente que necessite
de tal tratamento, compreendendo administrar ao paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina conforme definido nos
paragrafos 1 a 155 ou um complexo de zinco conforme definido no paragrafo
156 junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

160. Método para tratar diabetes em um paciente que necessite
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de tal tratamento, compreendendo administrar ao paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina conforme definido nos
paragrafos 1 a 155 ou um complexo de zinco conforme definido no paragrafo
156 em mistura com uma insulina ou um analogo de insulina que tem inicio
de agao rapido, juntamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

161. Método, de acordo com os paragrafos 138 ou 139 para tra-
tamento pulmonar de diabetes.

162. Uso de um derivado de insulina conforme definido nos pa-
ragrafos 1 a 155 ou um complexo de zinco conforme definido no paragrafo
156, para a fabricacdo de uma composi¢ao farmacéutica para o uso no tra-
tamento de diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros estados que causam
hiperglicemia.

163. Uso de um derivado de insulina conforme definido nos pa-
ragrafos 1 a 155 ou um complexo de zinco conforme definido no paragrafo
156 em mistura com uma insulina ou um analogo de insulina, que tem um
inicio de acdo rapido, para a fabricagao de uma composigdo farmacéutica
para o uso no tratamento de diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros estados
que causam hiperglicemia.

164. Mistura de um derivado de insulina conforme definido nos
paragrafos 1 a 155 ou um complexo de zinco conforme definido no paragrafo
156 e um analogo de insulina de agao rapida selecionada do grupo que con-
siste em Insulina humana AspB28; Insulina humana LysB28ProB29 e Insuli- -
na humana LysB3GluB29.

165. Derivado de insulina, em que o derivado de insulina é sele-
cionado do grupo que consiste em:

N2 - carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

N2 carbéxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

N®2%_y-carbdxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

N®B2%_y-carbdxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,
N®B2%_ - carbodxi-pentadecanoil-B-alanila insulina humana desB30,
N#B2%_ ¢y carboxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida insulina humana desB30,

N#B2%_»-carbédxi-pentadecanoil-e-aminoexanoila insulina humana desB30,
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NeB29.-carboxi-pentadecanoil-8-aminopentanoila insulina humana desB30,
NeB29_10-(4-carboxifenéxi)-decanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,
N529_4.[1 1-(4-Carboxifenil)lundecanoilamino]butirila insulina humana desB30,
NeB2%_(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propéxijbutdxi}propilcarbamoit)- |
propionil-y-glutamilamida) insulina humana desB30,
N®B2%_»-carbéxi-tridecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,
N®B2%_-carbéxi-undecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,
NeB2°. - carboxi-tetradecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,
N#B29_{4-[10-(4-carbdxi-fendxi)-decanoilamino]-butirillinsulina desB30,
N#B29_{4.[(14-carbdxi-tetradecanoilamino)-metil]-benzoil}insulina desB30,
N®529.[16-(4-carboxi-fendxi)-hexadecanoillinsulina desB30,
NB2%_{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoil]-insulina humana desB30 e
NB2°_{4-[(15-carbéxi-pentadecanoilamino)-metil]-benzoil}-insulina desB30.

166. Derivado de insulina conforme descrito nos exemplos.

A invengao serd ainda sumarizada nos seguintes paragrafos:

1a. Derivado de insulina tendo um substituinte ligado a uma por-
¢ao insulina parente no grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal
da cadeia B ou em um grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia
A ou B da porgéo insulina parente, cujo substituinte compreende pelo menos
uma porgéo graxa difuncionalizada com cerca de 6 a cerca de 32 atomos de
carbono e um ligante ndo-carregado que liga a por¢cédo graxa difuncionaliza-
da a insulina parente, com a condi¢ao que o ligante ndo-carregado néo corh-
preenda —CO-(CHa)2.e-NH-CO)+.4 se o substituinte de insulina compreender
um grupo aromatico. _

2a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 1a, em que
o substituinte esta ligado ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B da insulina parente.

3a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 1a, em que
o substituinte esta ligado ao grupo e-amino de um residuo 'Lys presente na
cadeia B da insulina parente.

4a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1a ou 3a,

em que o substituinte é ligado ao grupo g-amino do residuo Lys na posigao
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B29 presente na cadeia B da insulina parente.

5a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 4a, em que
0 substituinté é ligado ao grupo e-amino de residuo Lys na posicao B29 na
LysB29insulina humana desB30.

6a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1a-5a, em que o ligante compreende uma amida ou uma amida
N-substituida da formula ~-CONRRs, onde Ry e Rg podem ser, independen-
temente um do_outro, hidrogénio, metila, etila, propila ou isopropila.

7a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 6a, onde R;
e Rg séo hidrogénio.

8a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 1, em que o
ligante compreende uma amida.

9a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos 1a-7a, em que o substituinte compreende um ou mais residuos de
etilenoglicol, propilenoglicol e/ou butilenoglicol contendo, independentemen-
te, em cada um dos terminais, um grupo selecionado de —NH, e —-COOH.

10a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 1a-7a,
em que o0 substituinte compreendevpelo menos um grupo aromatico.

11a. Derivados de insulina, de acordo com o paragrafo 1a, tendo

a férmula

Ins—Q—Q X Q X Q X Q

em que Ins é uma porg¢ao insulina parente, que, via 0 grupo a-amino do re-
siduo de aminoacido N-terminal da cadeia B ou um grupo g-amino de um
residuo Lys presente na cadeia B da porgéao insulina, € ligada a Q1 ou Q2 no
substituinte; /

cada n é independentemente 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;

Q1 é:

« um residuo de amida de a-aminoacido tendo um acido carboxilico no subs-
tituinte, cujo residuo forma, com um de seus grupos acido carboxilico, um
grupo amida junto com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou junto com o grupo g-amino de um residuo Lys pre-



10

15

20

25

30

59

sente na cadeia B da insulina parente;

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoacido ligados juntamente através de ligagdes amida, cuja cadeia — a-
través de uma ligacdo amida — é ligada ao grupo a-amino do residuo de a-
minoacido N-terminal da cadeia B ou ao grupo e-amino de um residuo Lys
presente na cadeia B da insulina parente, os residuos de aminoéacidos de W
sendo selecionados do grupo de residuos de aminoacido tendo um substitu-
inte neutro e residuos .de aminoacido tendo um grupo acido carboxilico no
substituinte, de modo que W tem pelo menos um residuo de aminodcido,
que tem um grupo acido carboxilico no substituinte; ou

e uma ligagao

Q. é:

e -COCH(CONH_y)-

e -COCH.N(CH2CONHpy)-

e -COCH,N(CH2CONH2)COCHoN(CH>CONHy)

e -COCH,CH,;N(CH>CH,CONHpy)-

e -COCH,CH;N(CH2CH>CONH_)-COCH,CH>N(CH>CH>CONHy)-

e -COCH,N(CH2CH>CONH,)-

e -COCH,CH2N(CH>CONH,)-

e -(CO—(CHz)2.6—~NH-CO) 1.4—;

e —(CO—(CH2)2.6—~CO-NH)1.4—;

e —(CO—(C RgR10)1-s—=CO-NH)1.4—, onde Rg e Ry podem ser, independente-
mente um do outro, H, -CHs, -(CH2)1.sCH3 ou —-—CONHz; ou

e uma ligagao

com a condi¢do de que pelo menos um Q4 ou Q2 ndo seja uma ligagéo;

Q3, Q4, € Qs podem ser, independentemente um do outro

e —(CH2)m— onde m é um numero inteiro na faixa de 1 to 32;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2 ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH.- suficiente para dar um nuamero
total de atomos de carbono na faixa de 4 a 32;

. (CH2CH0)y—; (CH2CH2CH20)y~; (CH2CH2CH>CH»0),—;
(CH2CH;OCH2CH,CH,CH20)y— ou (CH2CH,CH2OCH2CH2CH2CH20)  y—;
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—(CH20CH),~onde y é 1 a 20;

¢ -(CR3R4)1.6-(NHCO-(CR3R4)1.6-NHCO)1.2-(CR3R4) 1.6 0u —(CR3R4)1.6-(CONH-
(CR3R4)1.6-CONH)1.2-(CR3R4)16-, -(CR3R4)1-6-(NHCO-(CR3R4)1.6-CONH)1.2-
(CR3R4)1.6- ou —(CR3R4)1.6-(CONH-(CR3R4)1.6-NHCO)1.2-(CR3R4)1.6 onde Ra
e R4 podem ser, independentemente um do outro, e independentemente pa-
ra cada carbono H, -COOH ou OH,

e -(CRsRe)1-6-, onde Rs € Rg podem ser independentemente um do outro e
independentemente .para cada carbono H, -COOH, (CH;)1.sCOOH;

e -((CR1R2)1.6-NR5-CO);.4-, onde R4, Rz e R1s podem ser, independentemen-
te um do outro, H, -CHj, -CHy.§CH3, —SO3H, —(CH2)1.6—SO3H, -(CH2)1.6-O-
POsH2 ou CONH. e R1s pode ser arileno, que pode ser substituido com um
ou dois grupos de R4, Rz conforme definidos acima;

e NR;5 onde R;5 é como definido acima;

e arileno ou heteroarileno que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em -COOH, -CH;, -CH;.6CHs,
—-SO3H, -(CH2),—SO3H, -CONR Rz ou —SO2:NR1Rz, onde R e R, podem ser,
independentemente um do outro, H, -CHs, -(CH)4.s-CH3, —SO3H, —(CH2)1.6—
SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3zH2 ou CONHj;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente da férmula

—(CH2)s=Y 1-(CeHa)vi—Y2-(CH2)w—Y3-(CsHa)va—Y 4-(CH2)r—Y5-(CeHa)va—Ye-(CHz)-
em que Y — Yg podem ser, independentemente um do outro', O; S ou uma
ligacao; onde s, w, t e z sédo, independentemente um do outro, zero ou um
numero inteiro de 1 a 10 de modo que a soma de s, w, t e z fique na faixa de
4 a 30, e v4, v, € v3 podem ser, independentemente um do outro, zero ou 1
com a condi¢cao que Y, — Ygnao se liguem um ao outro; ou

e uma ligacao;

com a condi¢ao que Q3 — Qs sejam diferentes;

X4, X2 € X3 sao independentemente um do outro:

e O;

e —-C=0

e uma ligagao; ou
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onde R é hidrogénio, C,.3-alquila, Cz.3-alquenila ou Cz3-alquinila;
e
Zé:
—-COOH,;
—CO-Asp; - - . -
—CO-Gluy;
—CO-Gly;
—-CO-Sar;
—CH(COOH),,
~N(CH2COOH)y;
-SO3H
—-OSO3H
—OPO3H:
-PO3zHz ou
—tetrazol-5-ila ou
-0O-W;,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em -COOH, —SOsH,
—(CHy)1.e—S0O3H, —-CONR;3R14 ou —SO2NR12R14, onde Risz € R4, podem ser,
independentemente um do outro, H, —SO3zH, —(CH2)1.e—SO3H, -(CHz)1.6-O-
POsH,;, —CONH: ou tetrazo-5-lila;
e qualquer complexp de Zn?* deste.

12a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 11a, em
que Q; é um residuo de amida de aminoéacido tendo de 4 a 10 atomos de
carbono.

13a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 11a-12a, em que Q; é selecionado do grupo que consiste em B-D-
Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

14a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 11a, em
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que Q4 é uma cadeia de residuos de amida de aminoacido.

15a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 11a-
14a, em que Qy € uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacidos
selecionados do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-
Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-
Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, -
L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-
B-L-Asp-amida, . p-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-
amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-D-
Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-
D-Asp-amida.

16a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 11a a 15a, em que Q. € uma ligagao.

17a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 11a a 15a, em que Q. é selecionado do grupo que consiste em
~(CO—(CH2)2.6~NH-CO)1.4—; -(CO—(CH2)2.6—~CO—NH)1.4-.

18a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 17a, em
que Q. é selecionado do grupo que consiste em —(CO—(CHz)> —NH-CO)—
ou —(CO—(CHz)3—~NH-CO).4—.

19a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 17a-
18a, em que Q; é uma ligagao.

20a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 11a, em
que Qq é:
e um residuo de amida de o-aminoacido tendo um grupo acido carboxilico
no substituinte, cujo residuo forma, com um de seus grupos acido carboxili-
€O, um grupo amida junto com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou junto com o0 grupo g-amino de um residuo Lys pre-
sente na cadeia B da insulina parente;
e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminodcido ligados juntos através de ligacdes amida, cuja cadeia — através
de uma ligacdo amida — é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoaci-
do N-terminal da cadeia B ou ao grupo e-amino de um residuo Lys presente
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na cadeia B da insulina parente, em que os residuos de aminoacidos de W
sao selecionados do grupo de residuos de aminoacidos tendo um substituin-
te neutro e residuos de aminoacidos tendo um grupo acido carboxilico no
substituinte de modo que W tem pelo menos um residuo de aminoéacido, que
tem um grupo acido carboxilico no substituinte; ou

e uma ligagao

Qq é:

o -COCH(CONH,)-

e -COCH,;N(CH2CONHy)-

e -COCH.N(CH2CONH2)COCH,>N(CH2CONH,)

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH,)-

e -COCH;CHzN(CH2CH2CONH3)-COCH>CH2N(CH2CH2CONH>)-

e -COCH2N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH2CH2N(CH2CONH_)-

e —(CO—(CHgz)2.e—NH-CO)1.4—; onde Rge Rso podem ser, independentemente
um do outro, H, -CH3z, —(CH>)1.6CH3 ou -CONH,; ou

e uma ligacao

com a condi¢do de que pelo menos um de Q4 ou Q2 ndo seja uma ligagao;
Qs é

e —(CH2)m— onde m é um ndmero inteiro na faixa de 6 a 32;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2 ou 3 grupos

- —CH=CH- e um numero de grupos —CHz- suficiente para dar um numero

total de atomos de carbono na cadeia de 4 a 32; ou

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente da férmula —(CH2)sCeHa(CH2)w-
em que v € w sao numeros inteiros ou um deles é zero de modo que a soma
de s e w fica na faixa de 6 a 30;

X; pode ser —C=0 ou uma ligagao;

Q4, Qs, X2 € X3 sao ligagdes; e

todos os valores de n sao zero; e

Zé:

—COOH;

—CO-Asp;
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~CO-Glu;

—CO-Gly;

—-CO-Sar;

—CH(COOH)>.

—~N(CH2COOH)y;

—-SO3H ‘

—OSOzH

—OPO3H, . o

—POsHz ou

—tetrazol-5-ila

e qualquer complexo de Zn** deste.
21a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 20a, em

que Q4 é um residuo de amida de aminoacido tendo de 4 a 10 atomos de

carbono.

22a."Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a a 21a, em que Q4 é selecionado do grupo que consiste em B-D-
Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

23a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 20a, em
que Q, é uma cadeia de residuos de amida de aminoacido.

24a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a ou 23a, em que Q; é uma cadeia de dois residuos de amida de
aminoacido selecionados do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp¥
amida, B-L-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-
amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-
Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-
D-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-
v-L-Glu-amida, 7y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-
amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, 7y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, v-D-
Glu-amida-B-D-Asp-amida.

25a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a a 24a, em que Q; é uma ligagao.

26a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
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ragrafos 21a a 25a, em que X; é —-C=0.

27a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a a 26a, em que Q. é selecionado do grupo que consiste em
—(CO—(CH2)—~NH-CO)y—, —(CO—(CHz)—NH-CO)—, —(CO—(CHz2)s—NH-
CO)1— ou =(CO—(CHz)s—NH-CO),—.

28a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a ou 27a, em que Q: é selecionado do grupo que consiste em
—(CO—(CH2)o—NH-CO)y—, —(CO—(CH2)3—NH-CO})—, —(CO—(CH2)s—NH-
CO)4— ou —(CO—(CH2)s—NH-CO)4—.

29a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 27a ou 28a, em que Q é uma ligacgao.

30a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a a 29a, em que Q3 é —(CHz)m-, onde m é um numero inteiro na
faixa de 6 a 32 ou de 8 a 20.

31a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 30a, onde
mé 12,13, 14, 15 ou 16.

32a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a a 31a, em que Z é —COOH.

33a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 20a a 31a, em que Z é —CH(COOH)..

34a. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos
paragrafos 20a a 31a, em que Z é —N(CH>COOH)..

35a. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos
paragrafos 20a a 31a, em que Z é —SO3H.

36a. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos
paragrafos 20a a 31a, em que Z é —PO3H.

37a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-

NEBZQ_

ragrafos precedentes, selecionado do grupo que consiste em -

carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30, N®%-w-
carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30, N®%%-¢-
carboxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30, N®%°--
-

carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida insulina  humana desB30, N2
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carboxi-pentadecanoil--alanila insulina humana desB30,

NB2%_-carboxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida insulina humana desB30,

N£B25. »-carbéxi-pentadecanoil-e-aminohexanoila insulina humana desB30,

NB2°_-carboxi-pentadecanoil-8-aminopentanoila insulina humana desB30.
38a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 11a, em

que Q, é:

e um residuo de amida de a-aminoacido tendo um grupo acido carboxilico

no substituinte, cujo residuo forma, com um de seus grupos acido carboxili-

COo, um grupo junto com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-

terminal da cadeia B ou juntamente com o grupo e-amino de um residuo Lys

presente na cadeia B na insulina parente;

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-

aminodcido ligados juntos através de ligagdes de amida, cuja cadeia — atra-

vés de uma ligagao de amida - é ligada ao grupo o-amino do residuo de a-

minoacido- N-terminal da cadeia B ou ao grupo e-amino de um residuo Lys

presente na cadeia B da insulina parente, os residuos de aminoacido de W

sendo selecionados do grupos de residuos de aminoacido tendo um substi-

tuinte neutro e residuos de aminoacido tendo um grupo acido carboxilico no

substituinte de modo que W tem pelo menos um residuo de aminoacido que

tem um grupo acido carboxilico no substituinte; ou

e uma ligagéao

Qqé:

e -COCH(CONHy)-

e -COCH2;N(CH,CONHy)-

e -COCH,;N(CH,CONH2)COCH;N(CH2CONHy)

e -COCH,CH,;N(CH,CH;CONH,)-

e -COCH,CH,;N(CH2CH2CONH,)-COCH2CH;N(CH2CH-CONHy)-

e -COCH;N(CH,CH>CONH,)- '

¢ -COCH,CH,;N(CH>CONH,)-

e —(CO—(CHz2)2-6—NH—CO)1.4—;

¢ —-(CO—(CHz2)2.6—CO-NH)1.4—;

e —(CO—(C RgR10)1-6—~CO-NH).s—, onde Rg e Ry, podem ser, independente-



10

15

20

25

30

67

mente um do outro, H, -CHs, -(CH2)1.6CH3 ou -CONHy; ou

» com a condi¢do de que pelo menos um de Q4 ou Q; ndo seja uma ligagao;
Qs é

e -((CR4R2)1.6-NR15-CO)1.4-, onde Ry, Rz e Rys podem ser, independentemen-
te um do outro, H, -CHg, -CH1.6CHa, —SO3H, —(CH2)1.6~SO3H, -(CHz)1.6-O-
PO3s;H.> ou CONH: e Rys pode ser arileno, que pode ser substituido com um
ou dois grupos Ry, Rz conforme definidos acima;

¢ NR1s onde R45 € como definido acima,

e uma ligagéao

Qs é

e —(CH2)y— onde m € um numero inteiro de 4 a 22;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2 ou 3
—CH=CH- grupos e um numero de grupos —CH,- suficiente para dar um nu-
mero total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 a 22;

« arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em -COOH, -CHj;, -CHyCHa,
—SO3H, —(CHz)p—SO3H, —-CONR;R2 ou —SO2NR1Rz, onde R; e Rz, podem
ser, independentemente um do outro, H, -CHs, -(CH):.s-CHs, —-SOsH,
—(CHz)1.6~S03H, -(CH2)p-O-PO3zH2 ou CONHz; ou

« uma cadeia de hidrocarboneto divalente da férmula ,
—(CH2)s=Y1-(CeHa)vi—Y2-(CH2)w—Y3-(CeHa)va— Y 4-(CH2)—Ys-(CeHa)va—Ye-
(CH2).-

em que Y; — Yg podem ser, independentemente um do outro, O; S ou uma
ligacdo; onde s, w, t e z sdo, independentemente um do outro, zero ou um
numero inteiro de 1 a 10 de modo que a soma de s, w, t e z fique na faixa de
4 a 30, e v4, Vo, € vz podem ser, independentemente um do outro, zero ou 1
com a condi¢do que Y1 — Ygndo se liguem um ao outro; ou

Xi é

e O;

e —C=0

e uma ligagao; ou
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0 e
A P
o :

onde R é hidrogénio, C1.z-alquila, Cz.3-alquenila ou C2-3-alquinila; e
X2, X3 e Qs s@o ligagoes;
todos os valores de n séo zero; e
o Zé:
—-COOH; - - ——— A -
—CO-Asp;
-CO-Gilu;
—CO-Gly;
—CO-Sar;
—CH(COOH),.
—N(CH>COOH)y;
-SOzH
—OSO3H
—OPO3H;
—PO3H; ou
—tetrazol-5-ila ou
—O-Wj,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em -COOH, —-SO3H,
—(CH2)1.6—~SO3H, —-CONR;13R 14 ou —SO2NR+2R14, onde Ry3 e R4 podem ser,
independentemente um do outro, H, —-SO3zH, —(CH2)1.6—SO3H, -(CH3)1.6-O-
POg3H,, -CONH: ou tetrazo-5-lila;
e qualquer complexo de Zn?* deste.

39a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 38a, em
que Q; é um residuo de amida de aminoacido tendo de 4 a 10 atomos de
carbono.

40a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 39a, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-
Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.
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41a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 38a, em
que Q é uma cadeia de residuos de amida de aminoacido.

42a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 38a ou
41a, em que Q, é uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacido se-
lecionados do grupo que consistem em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-
Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-
Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida,
v-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida,  y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-
amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, v-D-Glu-amida-y-L-
Glu-amida, 7y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida,
B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida,  y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida,  y-D-Glu-
amida-B-D-Asp-amida.

43a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 42a, em que Q. é uma ligagao.

44a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 42a, em que Q. é selecionado do grupo que consiste em
CO(CONH,)CH—; -(CO—(CH2)2.6~NH-COQO)1.4— € —(CO—(CH2)2.6—~CO-NH).4—.

45a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 44a, em
que Q; é uma ligagao.

| 46a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-

ragrafos 38a, 44a ou 45a, em que Qg é selecionado do grupo que consiste
em —(CO—(CHz) 2 ~NH-CO) 1— ou —(CO—(CHz) s~NH-CO) 1. |

47a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 37a, em
que Qg é —(CH2)s—Y1-(CeHa)v1—Y2-(CH2)w—Y3-(CeHa)va—Y 4-(CH2)—Y5-(CsHa)va—
Ye-(CH2).-, em que Y; — Yg podem ser, independentemente um do outro, O;
S ou uma ligacao; onde s, w, t e z sdo, independentemente um do outro, ze-
ro ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que a soma de s, w, t e z fique
na faixa de 4 a 30, e v4, vz, € v3 podem ser, independentemente um do outro,
zero ou 1 com a condigcao que Y4 — Yg nao se liguem um ao outro.

48a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 37a ou 46a, em que pelo menos dois de v,, V2, Ou vz SA0 zero.

49a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
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ragrafos 38a, 47a ou 48a, em que Y4 — Yg Sa0 ligagoes.

50a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a, 47a ou 48a, em que pelo menos um de Y1 — Yg sdo O ou S.

51a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a, 47a ou 48a, em que Y1 € Oou S e vy é um.

52a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 51a, em que Z é -COOH.

53a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 51a, em que Z é —-CH(COOH;)a.

54a. Um Derivado de insulina de acordo com qualquer um dos
paragrafos 38a a 51a, em que Z é ~N(CH>COOH).

55a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a a 51a, em que Z é —SOzH. _

56a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 51a, em que Z é -PO3H.

57a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 38a a 51a, em que Z & O-Wjy,
onde W, é arileno ou heteroarileno, que pode ser substituido com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em —COOH, -SOsH,
-(CH2)16-SO3H, -CONR;3R14 ou SO2NR2R14, onde Ri3 € Ry4 podem ser, in-
dependentemente um do outro, H, -SOzH, -(CH2)1-6-SO;>,H, -(CH2)4.6-O-
PO3H>, -CONH: ou tetrazo-5-ila.

58a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1a-19a ou 38a a 57a, em que o derivado de insulina é selecionado
do grupo que consiste em N%®2°-10-(4-carboxifendxi)-decanoil-y-L-glutamil-
amida insulina humana desB30, N®2°-4-[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]
butirila insulina humana desB30.

59a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 11a, em
que
Q4 é:
e um residuo de amida de a-aminoacido tendo um grupo &cido carboxilico no

substituinte, cujo residuo forma com um de seus grupos acido carboxilico,
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um grupo amida junto com o grupo o-amino do residuo de aminoacido N-
terminal da cadeia B ou junto com o grupo a-amino de um residuo Lys pre-
sente na cadeia B da insulina;

e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de o-
aminoécido ligados juntos através de ligagdes amida, cuja cadeia — atraves
de uma ligagao amida — é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoaci-
do N-terminal da cadeia B ou ao grupo s-amino de um residuo Lys presente
na_cadeia B da insulina parente, os residuos de aminoacidos de W sendo
selecionados do grupo de residuos de aminoacidos tendo um substituinte
neutro e residuos de aminoacido tendo um grupo acido carboxilico no substi-
tuinte de modo que W tem pelo menos um residuo de aminoacido, que tem
um grupo acido carboxilico no substituinte; ou R
e uma ligagéo

Qz é:

e -COCH(CONHy)-

e -COCH,;N(CH,CONHy)-

e -COCH,;N(CH,CONH3)COCH;N(CH,CONHy)

e -COCH,CH2N(CH>CH,CONH,)-

¢ -COCH2CH2N(CH2CH>CONH_2)-COCH>CH>N(CH.CH>CONH_)-
e -COCH,N(CH2CH>-CONHy)-

"o -COCHzCH2N(CH2CONHy)-

e —(CO—(CHy)2.6~NH-CO)1.4—;

e —(CO—(CH2)2.6~CO-NH)1.4—;

e —(CO—(CRgR10)1-e—CO-NH).4—, onde Rg e Ry podem ser, independente-
mente um do outro, H, —CH3,—(CH3)1.6CH3z ou —CONH..; ou

e uma ligacao

com a condicao de que pelo menos um de Q4 ou Q2 ndo seja uma ligagao;

n é independentemente 2 ou 3;

Q3, Q4, e Qs podem ser, independentemente um do outro,

. (CH2CH0)y—; (CH2CH2CH20),—; (CH2CH2CH,CH>0),—;
(CH2CH,OCH>CH>CH,CH0),— ou  (CH>CHCH>OCH2CH>CH2CH20)y~;
—(CH2OCHz),— onde y & 1-20;
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e —(CH2)m— onde m é um numero inteiro na faixa de 1 a 32;
e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2 ou 3 grupos
—CH=CH- e um numero de grupos —CH,- suficiente para dar um numero
total de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 a 32,
e -(CR3R4)1.6-(NHCO-(CR3R4)1-6-NHCO)1.2-(CR3R4) 1.6 ou —(CR3aR4)1.6-(CONH-
(CR3R4)1.6-CONH)12-(CR3R4)1.6-, -(CR3Ra4)1.6-(NHCO-(CR3R4)1.6-CONH)1.2-
(CR3Ra4)1.6- ou —(CR3R4)1.6-(CONH-(CR3R4)1.6-NHCO)1.2-(CR3R4)1.6 onde Rg
e R4 podem ser, independentemente um do outro, H, -COOH ou OH,
¢ -(CRsRe)1-6-, onde Rs e Rg podem ser, independentemente um do outro, e
independentemente para cada carbono H, -COOH, (CHz)1.sCOOH ; ou
e uma ligagao;
com a condi¢gédo Q3 — Qs sejam diferentes;
X1, Xz € X3 sdo independentemente
e O;
e —C=0;
e uma ligagao; ou
O o]
o
b o ;
onde R é hidrogénio, C,.3-alquila, Cx.3-alquenila ou Cz.3-alquinila; e
Zé:
—COOH;
—CO-Asp;
—CO-Glu;
—CO-Gly;
—~CO-Sar;
—CH(COOH),.
—N(CH2COOH);
-SOzH
—-OSOzH
—OPOS3H;
—PO3Hz ou
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—tetrazol-5-ila
e qualquer complexo de Zn®* deste.

60. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 59a, em
que Q; é um residuo de amida de aminoacido tendo de 4 a 10 atomos de
carbono. ,

61a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 60a, em que Q, é selecionado do grupo que consiste em B-D-
Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida e y-D-Glu-amida.

62a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 59a, em
que Q; € uma cadeia de residuos de amida de aminoacido.

63a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 59a a
62a, em que Q; é uma cadeia de dois residuos de amida de aminoacidos
selecionados do grupo que consiste em B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-
Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-
Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida,
v-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida,  y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-
amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, vy-D-Glu-amida-y-L-
Glu-amida, v-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-D-Asp-amida,
B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida,  y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida,  y-D-Glu-
amida-g-D-Asp-amida.

64a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 63a, em que Q2 é uma ligagao.

65a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 63a, em que Q. é selecionado do grupo que consiste em
CO(CONHz)CH—; —(CO—(CH2)2.6—NH-CO)1.4—; —(CO—(CH2)2.6—~CO-NH)1.4—.

66a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a ou 65a, em que Q: € selecionado do grupo que consiste em
—(CO—(CH2)>—=NH—-CO)4— ou —(CO—(CHz)3—NH-CO)1.4—.

67a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 65a ou 66a, em que Q € uma ligagao.

68a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 67a, em que um de Qz, Qs ou Qs é —(CH2)m, onde m € um
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numero inteiro na faixade 1a32ou1a 12.

69a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 67a, em que um de Qz, Q4 ou Qs é (CHxCH20)y;
(CH2CH2CH20)y—; (CH2CH2CH2CH20)y—; (CH2CH2OCH2CH2CH2CH20),— ou
(CH2CH>CH,OCH>CH,>CH>CH,0)y—; -(CH.OCHz),~ onde y é 1 a 20.

70a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 69a, em
que um de Qs, Q4, ou Qs é (CH>CH20),— ou (CH>CH,OCH>CH>CH>CH>0)
onde y esta na faixade2a 12,2a4ou?2a3.

71a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a, 69a ou 70a, emque y é 1.

72a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 71a, em que Z € —COOH.

73a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 71a, em que Z é —CH(COOH)..

74a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 71a, em que Z é —N(CH,COOH)s.

75a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 71a,em que Z é —SOaH; '

76a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 59a a 71a, em que Z € —-PO3H.

77a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1a a 19a ou 59a a 76a, selecionado do grupo que consiste em
NeB29_(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propdxilbutéxi}propilcarbamoil)-
propionil-y-glutamilamida) insulina humana desB30.

78a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1a a 77a, em que a insulina parente € insulina humana ou insulina
de porco.

79a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 1a a 77a, em que a insulina parente € um analogo de insulina.

80a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 78a a 79a, em que o residuo de aminoacido na posi¢do B30 da in-

sulina parente é Lys ou foi deletado.
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81a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 80a, em
que a insulina parente é insulina humana desB30.

82a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 78a a 81a, em que o residuo de aminoéacido na posi¢gao B1 da insu-
lina parente foi deletado. '

83a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 78a a 82a, em que o residuo de aminoacido na posicao A21 da in-
sulina parente é Gly ou Asn.

84a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 78a a 83a, em que o residuo de aminoacido na posi¢ao B3 da insu-
lina parente é Lys.

85a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 78a a 84a, em que o residuo de aminoacido na posi¢gao B28 da in-
sulina parente € Asp ou Lys.

86a. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos pa-
ragrafos 78a a 85a, em que o residuo de aminoacido na posi¢gdo B29 da in-
sulina parente é Pro ou Thr.

87a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 85a, em
que a insulina parente € Insulina humana AspB28.

| 88a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 83a, em

que a insulina parente é Insulina humana GlyA21 ou GlyA21insulina humana
desB30 ou Insulina humana GlyA21ArgB31ArgB32.

89a. Derivado de insulina, de acordo com o paragrafo 84a, em
que a insulina parente é Insulina humana LysB3GluB29.

90a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 85a a
86a, em que a insulina parente € Insulina humana LysB28ProB29.

91a. Derivado de insulina, de acordo com os paragrafos 80a e
86a, em que a insulina parente é Insulina humana ThrB29LysB30.

92a. Complexo de zinco de um derivado de insulina conforme
definido em qualquer um dos paragrafos precedentes, em que cada hexame-
ro de insulina liga dois ions zinco, trés ions zinco ou quatro zinco.

93a. Composicao farmacéutica para o tratamento de diabetes
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em um paciente que necessite de tal tratamento, compreendendo uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina conforme definido
em qualquer um dos paragrafos precedentes juntamente com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

94a. Composigcao farmacéutica para o tratamento de diabetes
em um paciente que necessite de tal tratamento, compreendendo uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina conforme definido
em qualquer um. dos paragrafos precedentes em mistura com uma insulina
ou um analogo de insulina, que tem um inicio de agao rapido, juntamente
com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

95a. Método para tratar diabetes em um paciente que necessite
de tal tratamento, compreendendo administrar ao paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina, conforme definido em
qualquer um dos paragrafos 1a a 94a, juntamente com um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel.

94a. Método para tratar diabetes em um paciente que necessite
de tal tratamento, compreendendo administrar ao paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina, conforme definido em
qualquer um dos paragrafos 1a a 94a, em mistura com uma insulina ou ana-
logo de insulina, que tem um inicio de ag¢ao rapido, juntamente com um vei-
culo farmaceuticamente aceitavel.

97a. Método, de acordo com os paragrafos 95a ou 96a, para tra-
tamento pulmonar de diabetes.

98a. Mistura de um derivado de insulina conforme definido em
qualquer um dos paragrafos 1a a 92a e um analogo de insulina de acao ra-
pida selecionado do grupo que consiste em Insulina humana AspB28; Insuli-
na humana LysB28ProB29 e Insulina humana LysB3GIluB29.
99a. Derivado de insulina conforme descrito nos exemplos.

O produto de partida para a acilagcao, a insulina parente ou ana-
logo de insulina ou um precursor destes podem ser produzidos ou por sinte-
se de peptideo bem-conhecida ou por produgao recombinante em microrga-
nismos transformados adequados. Assim, o produto de partida de insulina
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pode ser produzido por um método que compreende cultivar uma célula
hospedeira contendo uma sequéncia de DNA que codifica o polipeptideo e é
capaz de expressar o polipeptideo em um meio nutriente adequado, sob
condigdes que permitem a expressdo do peptideo, depois do que o peptideo
resultante € recuperado da cultura.

O meio usado para cultivar as células pode ser qualquer meio
convencional adequado para crescer células hospedeiras, tal como meio
minimo ou complexo, contendo suplementos apropriados. Tais meios estéo
disponiveis de fornecedores comerciais ou podem ser preparados de acordo
com receitas publicadas (por exemplo, em catalogos da American Type Cul-
ture Collection). O peptideo produzido pelas células pode ser entao recupe-
rado do meio de cultura por procedimentos convencionais, incluindo separar
as células hospedeiras do meio por centrifugacdo ou filtragao, precipitar os
componente protéicos do sobrenadante ou do filtrado por meio de um sal,
por exemplo, sulfato de aménio, purificagdo por uma variedade de procedi-
mentos cromatograficos, por exemplo, cromatografia de troca i6nica, croma-
tografia de filtragdo em gel, cromatografia de afinidade, ou similares, depen-
dendo do tipo de peptideo em questao.

A sequéncia de DNA que codifica a insulina pode ser adequa-
damente de origem gendémica ou cDNA, por exemplo, obtida por preparagao
de uma biblioteca gendmica ou de DNA e selecionar as sequéncias de DNA
que codificam todo ou parte do polipetideo por hibridizagdo, usando sondas
de oligonucleotideos sintéticas, de acordo com técnica padrao (vide, por e-
xemplo, Sambrook, J, Fritsch, EF e Maniatis, T, Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nova lorque, 1989). A
sequéncia de DNA que codifica a insulina parente pode ser também prepa-
rada sinteticamente por métodos-padrao estabelecidos, por exemplo, 0 mé-
todo de fosfoamidita descrito por Beaucage e Caruthers, Tetrahedron Letters
22 (1981), 1859 — 1869, ou o método descrito por Matthes et al., EMBO
Journal 3 (1984), 801 — 805. A sequéncia de DNA pode ser também prepa-
rada por reacdo em cadeia de polimerase usando iniciadores especificos,

por exemplo, conforme descrita na Patente US 4.683.202 ou por Saiki et al.,
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Science 239 (1988), 487 — 491.

A sequéncia de DNA pode ser inserida em qualquer vetor, que
pode ser convenientemente submetido a procedimentos de DNA recombi-
nante, e a escolha do vetor dependera, freqientemente, da célula hospedei-
ra na qual ele é para ser introduzido. Assim, 0 vetor pode ser um vetor de
replicagdo autbnoma, isto é, um vetor que existe como uma entidade extra-
cromossOmica, cuja replicacdo é independente da replicagao cromossdmica,
por. exemplo, um. plasmideo. Alternativamente, o vetor pode ser um que,
quando introduzido em uma célula hospedeira, é integrado ao genoma da
célula hospedeira e replicado junto com o(s) cromossomo(s) no(s) qual(ais)
ele foi integrado.

O vetor &, por exemplo, um vetor de expressao no qual a se-
quéncia de DNA que codifica a insulina parente é operavelimente Iigédo a
segmentos adicionais para transcrigdo do DNA, tal como um promotor. O
promotor pode ser qualquer seqiiéncia de DNA que mostra atividade trans-
cricional na célula hospedeira de escolha e pode ser derivado de genes que
codificam proteinas, tanto homdlogas como heterélogas, para a célula hos-
pedeira. Exemplos de promotores adequados, para direcionar a transcrigao
do DNA, que codifica a insulina parente em uma variedade de células hos-
pedeiras, sdo bem-conhecidos da técnica, vide, por exemplo, Sambrook et
al., acima.

A sequéncia de DNA que codifica a insulina parente pode ser
também, se necessario, operavelmente ligada a um terminador adequado,
sinais de poliadenilagdo, sequiéncias de intensificador transcricional, e se-
gléncia de intensificador traducional. O vetor recombinante da inveng¢do po-
de compreender ainda uma sequéncia de DNA que permite que o vetor se
replique na célula hospedeira em questao.

O vetor pode compreender também um marcador selecionavel,
por exemplo, um gene cujo produto complementa um defeito na célula hos-
pedeira ou um que confira resisténcia a um farmaco, por exemplo, ampicili-
na, canamicina, tetraciclina, cloranfenicol, neomicina, higromicina ou meto-

trexato.
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Para direcionar um peptideo da presente invengao na via secre-
tora das células hospedeiras, uma sequéncia de sinal secretora (também
conhecida como uma sequéncia lider, seqiéncia prepro ou sequéncia pre)
pode ser proporcionada no vetor recombinante. A sequéncia de sinal secre-
tora é unida & seqiiéncia de DNA que codifica o peptideo no quadro de leitu-
ra correta. Sequéncias de sinal secretoras ficam comumente posicionadas
em 5’ para a sequéncia que codifica o peptideo. A sequéncia de sinal secre-
tora pode_ser aquela normalmente associada ao peptideo ou pode ser de um
gene que codifica uma outra proteina secretada.

Os procedimentos usados para ligar as sequéncias de DNA que
codificam a insulina parente, o promotor e, opcionalmente, o terminador e/ou
sequéncia de sinal secretora, respectivamente, e para inserir estas nos veto-
res adequados contendo a informac¢ao necessaria para replicagao, sao bem-
conhecidos por aqueles versados na técnica (cf., por exemplo, Sambrook et
al., acima). _

A célula hospedeira na qual a sequéncia de DNA ou o vetor re-
combinante é introduzido pode ser qualquer célula que seja capaz de produ-
zir o presente peptideo e inclui bactérias, levedura, fungos e células eucario-
ticas superiores. Exemplos de células hospedeiras bem-conhecidas e usa-
das na técnica sao, sem limitagao, E. coli, Saccharomyces cerevisae, ou ce-
pas de células mamiferas BHK ou CHO.

A molécula de insulina parente é entao convertida nos derivados
de insulina da invengao por introdugéo do substituinte relevante ou na posi-
¢do B1 ou na posigdo Lys escolhida na cadeia B. O substituinte pode ser
introduzido por qualquer método conveniente e muitos métodos estao descri-
tos na técnica anterior para acilagao de um grupo amino. Mais detalhes apa-
recerdao nos exemplos a seguir.

Os derivados de insulina, de acordo com a inveng¢éo, podem ser
proporcionados na forma de compostos essencialmente isentos de zinco ou
na forma de complexos de zinco. Quando complexos de zinco de um Deri-
vado de insulina de acordo com a invengao, sao proporcionados, dois ions

de Zn?*, trés ion de Zn?*, quatro ions de Zn?*, cinco ions de Zn?*, seis ions
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de Zn?*, sete ions de Zn?*, oito ions de Zn?*, nove ions de Zn?* ou dez ions
de Zn** podem ser ligados por seis moléculas de derivado de insulina. As
solugdes de complexos de zinco dos derivados de insulina conterao misturas
de tais espécies.

Em um aspecto, a invencao é relacionada a uma composicao
farmacéutica que compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um derivado de insulina ou um complexo de zinco do Derivado de insulina
de acordo com a invengao, opcionalmente junto com um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel e/ou um aditivo farmaceuticamente aceitavel, cuja com-
posicao pode ser fornecida para o tratamento de diabetes tipo 1, diabetes
tipo 2 e outros estados que causam hiperglicemia em pacientes que necessi-
tam de tal tratamento.

Em um aspecto da invengao, é proporcionado um método para
tratar diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros estados que causam hipergli-
cemia em ‘um paciente que necessite de tal tratamento, compreendendo
administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
composicao farmacéutica que compreende o derivado de insulina ou um
complexo de zinco do derivado de insulina de acordo com a invengao, op-
cionalmente junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel e/ou aditivos
farmaceuticamente aceitaveis.

Em um aspecto da invencao, é proporcionado um método para a
fabricacdo de uma composicao farmacéutica para uso no tratamento de dia-
betes tipo 1, diabetes tipo 2 e outro estados que causam hiperglicemia, a
composigcao compreendendo um derivado de insulina ou um complexo de
zinco do Derivado de insulina de acordo com a invengao, opcionalmente jun-
to com um veiculo farmaceuticamente aceitavel e/ou aditivos farmaceutica-
mente aceitaveis.

Em um aspecto da invencao, é proporcionada uma composicao
para tratar diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros estados que causam hi-
perglicemia em um paciente que necessite de tal tratamento, em que a com-
posicdo compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um deriva-

do de insulina ou um complexo de zinco do Derivado de insulina de acordo
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com a invengdo, em mistura com uma insulina ou anélogo de insulina, que
tem um inicio de ac¢édo rapido, opcionalmente junto com veiculos e/ou aditi-
vos farmaceuticamente aceitaveis.

Em um aspecto da invengao, é proporcionado um método para
tratar diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros estados que causam hipergli-
cemia em um paciente que necessite de tal tratamento, compreendendo
administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
composigao. farmacéutica que compreende o derivado de insulina ou um
complexo de zinco do Derivado de insulina de acordo com a invengao, em
mistura com uma insulina ou um analogo de insulina que tem inicio de agao
rapido, opcionalmente junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel
e/ou aditivos farmaceuticamente aceitaveis.

Em um aspecto da invengéo é proporcionado um método para a
fabricagao de uma composigao farmacéutica para uso no tratamento de dia-
betes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros estados que causam hiperglicemia, em
que a composi¢cao compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um derivado de insulina ou um complexo de zinco do Derivado de insulina
de acordo com a invengao, em mistura com uma insulina ou um analogo de
insulina que tem inicio de ac¢do rapido, opcionalmente junto com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e/ou aditivos farmaceuticamente aceitaveis.

Em um aspecto, a invengdo proporciona uma composi¢ao far-
macéutica que é uma mistura de um derivado de insulina ou um complexo
de zinco do Derivado de insulina de acordo com a invengdo, e um analogo
de insulina de inicio de acao rapido selecionado do grupo que consiste em
Insulina humana AspB28; Insulina humana LysB28ProB29 e LysB3Glu29
insulina humana.

Um aspecto da invencao esta relacionado a uma composi¢ao
farmacéutica que compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um derivado de insulina ou um complexo de zinco do Derivado de insulina
de acordo com a invengao, opcionalmente junto com um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel e/ou um aditivo farmaceuticamente aceitavel, que pode
ser proporcionada para tratamento pulmonar de diabetes tipo 1, diabetes tipo
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2 e outros estados que causam hiperglicemia em pacientes que necessitam
de tal tratamento.

Em um aspecto, a invengao é relacionada a aplicacao de uma
composi¢cdo farmacéutica para o tratamento pulmonar de diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2, e outros estados que causam hiperglicemia em um paciente
que necessite de tal tratamento, em que a composigdo farmacéutica com-
preende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina
ou um complexo de .zinco do..Derivado de insulina de acordo com a inven-
¢ao, opcionalmente em mistura com uma insulina ou analogo de insulina,
que tem inicio de ag¢ao rapido, e opcionalmente junto com vec’éulos e/ou adi-
tivos farmaceuticamente aceitaveis. '

Em um aspecto da invengao, € proporcionado um meétodo para a
fabricagdo de uma composigédo farmacéutica para uso no tratamento de dia-
betes tipo 1, diabetes tipo 2, e outros estados que causam hiperglicemia, em
que a composicdo € usada para tratamento pulmonar de diabetes e compre-
ende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina ou
um complexo de zinco do Derivado de insulina de acordo com a invencao,
opcionalmente em mistura com uma insulina ou um analogo de insulina, que
tem inicio de ag¢ao rapido, e opcionalmente junto com um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel e/ou aditivos farmaceuticamente aceitaveis.

O derivado de insulina. de acordo com a invengédo e o analogo
de insulina de agao rapida podem ser misturados em uma razao de cerca de
cerca de 90/10%; cerca de 70/30% ou cerca de 50/50%.

Em um aspecto, a invengao é direcionada a uma composicao
farmacéutica compreendendo um Derivado de insulina de acordo com a in-
vencao, que é soluvel em valores de pH fisiolégico.

Em uma aspecto, a invencao refere-se a uma composig¢ao far-
macéutica que compreende uma Derivado de insulina de acordo com a in-
vencao, que € soluvel em valores de pH no intervalo de cerca de 6,5 a cerca
de 8,5.

Em um aspecto, a invencgao refere-se a uma composig¢ao farma-

céutica com um perfil de acado prolongada, que compreende um derivado de
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insulina de acordo com a invengao.

Em um aspecto, a invengao refere-se a uma composi¢ao farma-
céutica, que é uma solugao que compreende de cerca de 120 nmols/mL a
cerca de 2.400 mols/mL, de cerca de 400 nmols/mL a cerca de 2.400
nmols/mL, de cerca de 400 nmols/mL a cerca de 1.200 nmols/mL, de cerca
de 600 nmols/mL a cerca de 2.400 nmols/mL, ou de cerca de 600 nmols/mL

a cerca de 1.200 nmols/mL de um derivado de insulina de acordo com a in-

vengado ou de uma mistura do derivado de insulina de acordo com a inven-

¢ao com um analogo de insulina de ag¢ao rapida.
Composicdes Farmacéuticas

Os derivados de insulina desta invengao da féormula reivindicada
podem ser, por exemplo, administrados via subcuténéa, oral ou pulmonar.

Para administragdo subcutanea, os compostos da féormula sao
formulados analogamente a formulagao de insulinas conhecidas. Além disso,
para administragéo subcuténea, os compostos da férmula sao administrados
de forma analoga a administragao de insulinas conhecidas e, geralmente, os
médicos estao familiarizados com este procedimento.

Os derivados de insulina desta invengao podem ser administra-
dos por inalagdo em um modo eficaz de dose para aumentar os niveis de
insulina circulante e/ou para reduzir os niveis de insulina circulante. Tal ad-
ministracdo pode ser eficaz para tratar disturbios tais como diabetes ou hi-
perglicemia. A obtengao de doses eficazes de insulina requer a administra-
c¢do de uma dose inalada de derivado de insulina desta invengdo de mais
que cerca de 0,5 ug/kg a cerca de 50 pg/kg. Uma quantidade terapeutica-
mente eficaz pode ser determinada por um clinico com conhecimento, que
levard em conta fatores que incluem nivel de insulina, niveis de glicose no
sangue, a condigao fisica do paciente, o estado pulmonar do paciente, ou
similares.

A administragcdo por inalagdo pode resultar em farmacocinética
comparavel a administragdo subcutédnea de insulinas. Dispositivos de inala-
¢ao diferentes proporcionam, tipicamente, farmacocinética similar quando

tamanhos de particula similares, e niveis similares de deposi¢do no pulméao
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sao comparados.

De acordo com a invenc¢ao, o derivado de insulina desta inven-
¢ao pode ser distribuido por qualquer uma de uma variedade de dispositivos
conhecida da técnica para administragao de um agente terapéutico por ina-
lagdo. Esses dispositivos incluem inaladores com dosador, nebulizadores,
geradores de po6 seco, spray e similares. O derivado de insulina desta inven-
cao é distribuido por um inalador de pé seco ou um spray. Existem varias
caracteristicas. desejaveis de um dispositivo de inalagdo para administrar o
derivado de insulina desta invencao. Por exemplo, a distribuicao através do
dispositivo de inalagdo é vantajosamente confiavel, reproduzivel, e acurada.
O dispositivo de inalagao deve distribuir particulas pequenas, por exemplo,
menos que cerca de 10 um, por exemplo, cerca de 1 a 5 um, por exemplo,
para boa respirabilidade. Alguns exemplos especificos de dispositivos de
inalacdo comercialmente disponiveis e adequados para a pratica desta in-
vencdo sdo Turbohaler® (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo), inala-
dor Spiros® (Dura), dispositivos comercializados por Inhale Therapeutics,
AERX® (Aradigm), o nebulizador Ultravent® (Mallinckrodt), o nebulizador A-
corn 11® (Marquest Medical Products), o inalador dosador Ventolin® (Glaxo), o
inalador de p6 Spinhaler® (Fisons), ou similares.

Conforme aqueles versados na técnica reconhecerdo, a formu-
lacao de derivado de insulina desta a invengao, a quantidade da formulagao
distribuida, e a duragao da administracao de uma dose simples dependerao -
do tipo de dispositivo de inalacdo empregado. Para alguns sistemas de dis-
tribuicao de aerosol, tais como nebulizadores, a freqUéncia de administragao
e o periodo de tempo para o qual o sistema é ativado dependerao principal-
mente da concentragdo do conjugado de insulina no aerosol. Por exemplo,
periodos mais curtos de administracao podem ser usados em concentra¢gdes
mais altas de conjugado de insulina na solugdao nebulizadora. Dispositivos,
tais como inalador com dosador, podem produzir concentragdes mais altas
no aerosol, e podem ser operados por periodos mais curtos para distribuir a
quantidade desejada de conjugado de insulina. Os dispositivos, tais como

inaladores de po, distribuem o agente ativo até uma dada carga de agente
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ser expelida do dispositivo. Nesse tipo de inalador, a quantidade do derivado
de insulina desta invengcao, em uma dada quantidade do pd, determina a
dose distribuida em uma administragao unica.

O tamanho de particula do derivado de insulina desta invengao
na formulagédo distribuida pelo dispositivo de inalagé@o € critica com respeito
a capacidade da insulina de chegar aos pulmoes, € as vias aéreas inferiores
ou alvéolos. O derivado de insulina desta invengao pode ser formulado de
modo que pelo.menos '10% do conjugado de insulina distribuido sejam de-
positados no pulmao, por exemplo, cerca de 10 a cerca de 20%, ou mais. E
sabido que a eficiéncia maxima da deposi¢gao pulmonar para humanos respi-
rando pela boca é obtida com tamanhos de particula de cerca de 2 um a
cerca de 3 um. Quando os tamanhos de particula estdao acima de cerca 5
um, a deposigao diminui substancialmente. Tamanhos de particulas abaixo
de cerca 1u causam a redugao da deposi¢ao pulmonar, e fica dificil distribuir
particulas com massa suficiente para serem terapeuticamente eficaz. Assim,
as particulas do derivado de insulina distribuidas por inalagao tém um tama-
nho de particulas menor que cerca de 10 um, por exemplo, na faixa de cerca
de 1 um a cerca de 5 um. A formulagao do derivado de insulina é seleciona-
da para render o tamanho de particula desejado no dispositivo de inalagao
conhecido.

Vantajosamente, para administragdo como um p6 seco, um deri-
vado de insulina desta invencao é preparado em uma forma particulada com
um tamanho de particula menor que cerca de 10 pm, por exemplo, cerca de
1 a cerca de 5 um. O tamanho de particula é eficaz para a distribuigdo aos
aovéolos do pulmao do paciente. O p6 seco € amplamente composto de par-
ticulas produzidas de modo que a maioria das particulas tenha o tamanho na
faixa desejada. Vantajosamente, pelo menos 50% do pd seco sao feitos de
particulas tendo um didmetro menor que cerca de 10 um. Tais formulagoes
podem ser obtidas por secagem com spray, moagem, ou condensa¢ao no
ponto critico de uma solugdo contendo conjugado de insulina e outros ingre-
dientes desejados. Outros métodos também adequados para gerar particu-

las Gteis na corrente invengao sao conhecidos da técnica.
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As particulas sao usualmente separadas de uma formulacéao de
pd seco em um recipiente e entao transportadas para o pulmao de um paci-
ente via uma corrente de ar carreador. Tipicamente, nos inaladores de pdé
seco atuais, a forga para quebrar o sélido é provida somente pela inalagao
do paciente. Em um outro tipo de inalador, o fluxo de ar gerado pela inalagao
do paciente ativa um motor impulsor que desaglomera as particulas. 7

As formulagdes de derivados de insulina desta invencao, para
administracdo.através de um inalador de pé seco, incluem, tipicamente, um
p6 seco finamente dividido contendo o derivado, mas o pd pode incluir tam-
bém um agente avolumador, veiculo, excipiente, um outro aditivo ou similar.
Aditivos podem ser incluidos em uma formulacao de pd seco de conjugado
de insulina para, por exemplo, diluir o pé conforme requerido para distribui-
¢ao a partir do inalador de pé particular, para facilitar o processamento da
formulagédo, para proporcionar propriedades vantajosas a formulagao, para
facilitar a dispersdo do pé do dispositivo de inalagao, para estabilizar a for-
mulacao (por exemplo, antioxidantes ou tampdes), para proporcionar sabor a
formulagao, ou similares. Vantajosamente, o aditivo nao afeta adversamente
as vias aéreas do paciente. O derivado de insulina pode ser misturado com
um aditivo em um nivel molecular ou a formulagdo sdlida pode incluir parti-
culas do conjugado de insulina misturado com, ou revestido sobre as parti-
culas do aditivo. Aditivos tipicos incluem mono-, di-, e polissacarideos; alco-
ois de agucar e outros polidis, tais como, por exemplo, lactose, glicose, rafi-
nose, melezitose, lactitol, maltitol, trealose, sacarose, manitol, amido, ou
combinagdes destes; tensoativos, tais como sorbitdis, difosfatidil colina, ou
lecitina; ou similares. Tipicamente um aditivo, tal como um agente avoluma-
dor, esta presente em uma quantidade eficaz para uma finalidade descrita
acima, freqlientemente em cerca de 50% a cerca de 90% em peso da formu-
lagdo. Agentes adicionais conhecidos da técnica para formulagao de uma
proteina, tal como uma proteina analogo de insulina, podem ser também
incluidos na formulagao.

Um spray incluindo os derivados de insulina desta invengéo po-

de ser produzido forcando uma suspensao ou solu¢ao de conjugado de insu-
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lina através de um bocal sob pressao. O tamanho e a configuragao do bocal,
a pressao aplicada, e a taxa de alimentagao de liquido podem ser seleciona-
dos para obter o rendimento e o tamanho de particula, desejados. Um elec-
troespray pode ser produzido, por exemplo, por um campo elétrico em cone-
xdo com um capilar ou alimentagao de bocal. Vantajosamente, as particulas
do conjugado de insulina distribuido por um spray tém um tamanho de parti-
cula menor que cerca de 10 um, por exemplo, na faixa de cerca de 1 um a
cercade5um. = . .- ,

As formulagdes de derivados de insulina, desta invengédo, ade-
quadas para uso com um spray, incluirao tipicamente o derivado de insulina
em uma solugdo aquosa em uma concentragao de cerca de 1 mg a cerca de
20 mg de conjugado de insulina por mL de solugao. A formulagao pode inclu-
ir agentes, tais como um excipiente, um tampao, um agente de isotonicida-
de, um conservante, um tensoativo e, por exemplo, zinco. A formulagao po-
de incluir também um excipiente ou agente para estabilizagao do derivado
de insulina, tais como um tampao, um agente redutor, uma proteina massi-
ca, ou um carboidrato. Proteinas massicas Uteis na formulacdo de conjuga-
dos de insulina incluem albumina, protamina ou similares. Carboidratos tipi-
cos uteis na formulagao de conjugados de insulina incluem sacarose, mani-
tol, lactose, trealose, glicose, ou similares. A formulagao de derivado de insu-
lina pode incluir também tensoativo, que pode reduzir ou impedir a agrega-
¢ao induzida na superficie do conjugado de insulina causada por atomizagéb
da solugédo na formulagdo de um aerosol. Varios tensoativos convencionais
podem ser empregados, tais como ésteres e alcoois de acidos graxos de
polioxietileno, e ésteres de acido graxo de polioxietileno e sorbitol. Quantida-
des variardo em geral entre cerca de 0,001 e cerca de 4% em peso da for-
mulagao.

As composi¢Oes farmacéuticas contendo um Derivado de insuli-
na de acordo com a presente invengdo, podem ser também administradas
parenteralmente a pacientes que necessitem de tal tratamento. A adminis-
tracao parenteral pode ser realizada por inje¢cao subcutanea, intramuscular

ou intravenosa por meio de uma seringa, opcionalmente uma seringa similar
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a uma caneta. Alternativamente, a administracao parenteral pode ser reali-

zada por meio de uma bomba de infusdo. Outras op¢cdes sao administrar a

“insulina via nasal ou pulmonar, por exemplo, em composicoes, pos, ou liqui-

dos especificamente projetados para o propdsito.

Composigcoes injetaveis dos derivados de insulina da invengéao
podem ser preparadas usando as técnicas convencionais da industria far-
macéutica, que envolvem dissolver e misturar os ingredientes, conforme a-

propriado_para_dar.o.produto final desejado. Assim, de acordo com um pro-

cedimento, um Derivado de insulina de acordo com a invengao, € dissolvido
em uma quantidade de agua que € um pouco menor que o volume final da
composi¢gao a ser preparada. Um agente isotdnico, um conservante e um
tampao sao adicionados, conforme requeridos, e o valor de pH da solugao é
ajustado — se necessario — usando um acido, por exemplo, acido cloridrico,
ou uma base, por exemplo, um hidréxido de sédio aquoso, conforme neces-
sario. Finalmente, o volume da solugao € ajustado com agua para dar a con-
centragao desejada dos ingredientes.

Em um outro aspecto da invengdo, o tampao é selecionado do
grupo que consiste em acetato de sédio, carbonato de sédio, citrato, glicilgli-
cina, histidina, glicina, lisina, arginina, difosfato de sodio, hidrogeno-fosfato
dissédico, fosfato de sédio, e tri(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina,
acido malico, succinato, acido maléico, acido fumarico, acido tartarico, acido
aspartico ou misturas destes. Cada um desses tampdes especificos constitui
um aspecto alternativo da invencgao.

Em um outro aspecto da invencao, a formulagao compreende
ainda um conservante farmaceuticamente aceitavel, que pode ser selecio-
nado do grupo que consiste 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 benzdico, imiduréia, cloroexidina, desidroacetato de
sédio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etila, cloreto de benzetdnio, clorfe-
nesina (3p-clorefenoxipropano-1,2-diol) ou misturas destes. Em um outro

aspecto da invencdo, o conservante esta presente em uma concentracao de
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0,1 mg/mL a 20 mg/mL. Em um outro aspecto da invengao, o conservante
esta presente em uma concentragao de 0,1 mg/mL a 5 mg/mL. Em um outro
aspecto, 0 conservante esta presente em uma concentragcao de 5 mg/mL a
10 mg/mL. Em um outro aspecto da invengao, o conservante esta presente
em uma concentragdo de 10 mg/mL a 20 mg/mL. Cada um desses conser-
vantes especificos constitui um aspecto da invengdo. O uso de um conser-
vante em composi¢gbes farmacéuticas em bem-conhecido daquele versado
na técnica. Por conveniéncia é feita referéncia a Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 192 Edigéo, 1995.

Em um outro aspecto da invengao, a formulagdo compreende
ainda um agente isotbnico que pode ser selecionado do grupo que consiste
em um sal (por exemplo, cloreto de sdédio), um agucar ou alcool de agucar,
um aminoacido (por exemplo, glicina, L-histidina, lisina, isoleucina, acido as-
partico, triptofano, treonina), um alditol (por exemplo, glicerol (glicerina), 1,2-
propanodiol (propileno glicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol), polietilenogli-
col (por exemplo, PEG400), ou misturas destes. Qualquer agucar, tais como
mono-, di-, ou polissacarideos, ou glicanas soluveis em agua, incluindo, por
exemplo, frutose, manose, sorbose, xilose, maltose, lactose, sacarose, trea-
lose, dextrana, pululano, ciclodextrina, amido soluvel, hidroxietil amido e car-
boximetilcelulose-Na podem ser usados. Em um aspecto, o aditivo de agucar
é sacarose. Alcool de acucar é definido como um hidrocarboneto C4-C8 ten-
do pelo menos um grupo -OH e inclui, por exemplo, manitol, sorbitol, inositol,
galactitol, dulcitol, xilitol e arabitol. Em um aspecto o aditivo de alcool de a-
cucar € manitol. Os agucares e alcoois de agucar mencionados acima po-
dem ser usados individualmente ou em combinagdo. Nao ha limite fixado
para a quantidade usada desde que o agucar ou alcool de agucar seja solu-
vel na preparacgao liquida e nao afete adversamente os efeitos estabilizado-
res usando os métodos da invencdo. Em um aspecto, a concentragao de
acucar ou de alcool de agucar esta entre cerca de 1 mg/mL e cerca de 150
mg/mL. Em um outro aspecto da invencao, o agente isotdnico esta presente
em uma concentracdo de 1 mg/mL a 50 mg/mL. Em um outro aspecto da

invencdo, o agente isotdnico estd presente em uma concentragédo de 1
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mg/mL a 7 mg/mL. Em um outro aspecto da inveng¢do, o agente isoténico
esta presente em uma concentragdo de 8 mg/mL a 24 mg/mL. Em um outro
aspecto da invengdo, o agente isotdnico esta presente em uma concentra-
¢ao de 25 mg/mL a 50 mg/mL. Cada um desses agentes isotdnicos constitui
um aspecto alternativo da invengao. O uso de agente isotdénico em composi-
¢Oes farmacéuticas é bem-conhecido do versado na técnica. Por convenién-
cia, referéncia é feita a Remington: The Science and Practice of Pharmacy,

198 Edigédo,.1995. . ... . . _

Agentes isotdnicos tipicos sao cloreto de sédio, manitol, dimetil
sulfona e glicerol, e conservantes tipicos sao fenol, m-cresol, p-
hidroxibenzoato de metila e alcool benzilico.

Exemplos de tampdes adequados sao acetato de sédio, HEPES
acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanossulfénico) e fosfato de sédio.

Uma composigcao para administracao nasal de um Derivado de
insulina de acordo com a presente invengdo, pode ser, por exemplo, prepa-
rada conforme descri¢ao na Patente EP 272097 (Novo Nordisk A/S).

Composicdes contendo derivados de insulina desta invengao
podem ser usadas no tratamento de estados que sdo sensiveis a insulina.
Assim, ela pode ser usada no tratamento de diabetes tipo 1, diabetes tipo 2
e hiperglicemia, por exemplo, algumas vezes vista em pessoas seriamente
lesionadas e pessoas que foram submetidas a uma cirurgia grande. O nivel
de dose 6tima para qualquer paciente dependera de uma variedade de fato-
res, inclusive a eficacia do derivado de insulina especifico empregado, a ida-
de, peso corpdéreo, atividade fisica, e dieta do paciente, de uma combinagao
possivel com outros farmacos, e da gravidade do estado a ser tratado. E
recomendado que a dosagem diaria do derivado de insulina desta invengao
seja determinada, para cada individuo, por aquele versado na técnica, em
um modo similar como para as composi¢gdes de insulina conhecidas.

Quando conveniente, os derivados de insulina desta invencao
podem ser usados em mistura com outros tipos de insulina, por exemplo,
analogos de insulina com um inicio de acdo mais rapido. Exemplos de tais

anédlogos de insulina sao descritos, por exemplo, nos pedidos de patente
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europeus publicados como EP 214826 (Novo Nordisk A/S), EP 375437 (No-
vo Nordisk A/S) e EP 383472 (Eli Lilly & Co.).

A presente invengao € ainda ilustrada pelos seguintes exemplos,
que, contudo, ndo sdo para serem interpretados como limitativos do escopo
da invengao.

Descricado dos Desenhos

Fiﬂgura 1: cromatografia de exclusdo de tamanho do derivado de

insulina no exemplo 2 em mistura com a .insulina Aspart (B28Asp insulina

humana). O teor de insulina, em cada pico individual, € quantificado por
HLPC. O derivado de insulina e Aspart em formulagdes com 2,1 Zn(ll) por
hexamero ou 6 Zn(ll) por hexamero elui como duas porgdes separadas (in-
sulina de alto peso molecular e insulina de baixo peso molecular, respecti-
vamente). Os experimentos SEC sao realizados de acordo com o exemplo
20.

Figura 2: perfil de agdo de gancho (“clamp”) depois da inje¢céo
subcutanea do derivado de insulina descrito no exemplo 2, em diferentes
concentragdes e com diferentes concentragdes de Zn(ll), demonstrando que
o perfil de agdo do derivado de insulina é similar se o derivado de insulina for
administrado com 2,3 ou 6 Zn(ll) por seis insulinas ou como formulagcdes
GOOuM ou 1.200uM. O experimento de gancho é realizado de acordo com o
Exemplo 21. -~

Figura 3: perfil de agao de gancho depois da inje¢ao subcutanea
descrito no exemplo 2 em mistura com a insulina Aspart, ou como injecoes
individuais, demonstrando que nao ha "blunting” dos perfis de acdo de insu-
lina individuais. O experimento de gancho é realizado de acordo com o e-
xemplo 21.

Figura 4: perfil de acdo de gancho depois de inje¢do subcutinea
do derivado de insulina no exemplo 2 em trés doses demonstrando efeito
longo da acgdo de insulina. O experimento de gancho é realizado de acordo

com o exemplo 21.
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Exemplos

Exemplo 1
Sintese de N?°-w-carbdxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana

desB30 A
O O

N
HO NH,

6]

o OH
insulina humana DesB29, DesB30—ﬁ

Etapa 1: hexadecandioato de mono-terc-butila

Acido hexanodiéico (40,0 g, 140 mmols) foi suspenso em tolue-
no (250 mL) e a mistura foi aquecida para refluxo. N,N-dimetiulforamamida
di-terc-butil acetal (76,3 g, 375 mmols) foi adicionado, gota-a-gota, durante 4
horas. A mistura foi refluxada durante a noite. O solvente foi removido a va-
cuo a 50°C, e o material bruto foi suspenso em DCM/AcOEt (500 mL, 1:1) e
agitado por 15 minutos. Os sdélidos foram coletados por filtragao e triturados
com DCM (200 mL). O filtrado foi evaporado, a vacuo, para dar o hexade-
candioato de mono-terc-butila bruto, 30 gramas. Esse material foi suspenso
em DCM (50 mL), resfriado com gelo por 10 minutos, e filtrado. O solvente
foi removido a vacuo para deixar 25 gramas de hexacandioato de mono-terc-
butila, que foram recristalizados de heptano (200 mL) para dar hexandecan-
dioato de mono-terc-butila, 15,9 g (33%).

RMN H' (CDCl3) &: 2,35 (t, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,65-1,55 (m, 4H),
1,44 (s, 9H), 1,34-1,20 (m, 20H).

Etapa 2: Hexandecandioato de mono-terc-butila

O éster mono-terc-butilico (2 g, 5,8 mmols) foi dissolvido em
THF (20 mL) e tratado com TSTU (2,1 g, 7,0 mmols) e DIEA (1,2 mL, 7,0
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mmols) e agitado durante a noite. A mistura foi filtrada, e o filtrado foi evapo-
rado a vacuo. O residuo foi dissolvido em AcOET e lavado com HCI gelado
e agua a 0,1M. Secagem sobre MgSO, e evaporagao a vacuo deu ter-
hexadecandioato de succinimidil terc-butila, 2,02 g (79%).

RMN H' (CDCls) &: 2,84 (s, 4H), 2,60 (t, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,74
(p, 2H), 1,56 (m, 2H), 1,44 (s, 9H), 1,40 (m, 2H), 1,30-1,20 (m, 18H).
Etapa 3: w-terc-butil-carbdxi-pentadecanoil-L-glutamilamida

Hexandecandioato de mono-terc-butil - succinimidila (100 mg,
0,277 mmol) foi dissolvido em DMF (2 mL) e tratado com L-glutamilamida
(837 mg, 0,25 mmol) e DIEA (58 pL, 0,34 mmol) e a mistura foi agitada duran-
te a noite. O solvente foi evaporado a vacuo, e o produto bruto foi dissolvido
em AcOEt, e lavado duas vezes com HCI a 0,2M, com agua e salmoura. Se-
cagem sobre MgSO, e evaporagao a vacuo renderam renderam w-terc-butil-
carboxi-pentadecanoil-L-glutamilamida, 85 mg (80%).

RMN H' (CDCls) &: 6,98 (s, 1H), 6,60 (d, 1H), 5,88 (s, 1H), 4,69
(m, 1H), 2,55-2,41 (m, 2H), 2,25-2,18 (m, 2H), 2,14 (m, 1H), 1,93 (m, 1H),
1,65-1,54 (m, 4H) 1,44 (s, 9H), 1,27 (br, 20H).

Etapa 4: éster vy-succinimidilico de w-terc-butil-carbdxi-pentadecanoil-L-

glutamilamida

w-terc-butil-carbéxi-pentadecanoil-L-glutamilamida (85 g, 0,181
mmol) foi dissolvida em THF (1 mL) e tratado com TSTU (65 g, 0,217 mmol)
e DIEA (37 uL, 0,217 mmol) e agitada durante a noite. A mistura foi fiItradé,
e o filtrado foi evaporado a vacuo. O residuo foi dissolvido em AcOEt e lava-
do duas vezes com HCI a 0,1M gelado e agua. Secagem sobre MgSO4 e
evaporagdo a vacuo renderam éster y-succinimidilico de pentadecanoil-L-
glutamilamida, 91 mg (89%).

RMN H' (CDCly) &: d: 6,59 (s, 1H), 6,41 (d, 1H), 5,56 (s, 1H),
4,62 (m, 1H), 3,02-2,94 (dd, 2H), 2,84 (s, 4H), 2,71-2,58 (m, 2H), 1,76 (m,
1H), 1,63-1,63 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,25 (br, 20H).

Etapa 5: N®®?°.-carbéxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida _insulina_humana
desB30

Insulina humana desB30 (500 mg, 0,088 mmol) foi dissolvida em
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Nazcoz 100Mm (5 mL, pH 10,2), a temperatura ambiente. Ester de Y-
succinimidilico de pentadecanoil-L-glutamilamida, (57 mg, 0,105 mmols), foi

“dissolvido em acetonitrila (5 mL) e, subsequentemente, adicionado a solugao

de insulina. Depois de 30 minutos, metilamina a 0,2M (0,5mL) foi adicionada.
O pH foi ajustado com HCI para 5,5, e o precipitado isoelétrico foi coletado
por centrifugagdo e seco a vacuo para dar 423 mg. O rendimento de' aco-
plamento foi de 42% (RP-HPLC, e, uma coluna C4; Tampao A: 10% de
MeCN em 0,1% de TFA-agua, Tampéao B: 80% de MeCN em 0,1% de TFA-
agua; gradiente de 20% a 90% B em 16 minutos). O produto protegido foi
dissolvido em 95% de TFA (12 mL), deixado 30 minutos, e evaporado a va-
cuo. O produto bruto foi dissolvido em agua e liofilizado.
NB2%_»-carboéxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida insulina huma-
na desB30 foi purificada por RP-HPCL em coluna C4, tampao A: 20% de

EtOH + 0,1%, tampao B: 80% de EtOH + 0,1% de TFA; gradiente de 15% a

' 60% B, seguido por HPLC em coluna C4, tampao A: 10mM de Tris + 15mM

de sulfato de aménio em 20% de EtOH, pH 7,3, tampao B: 80% de EtOH,
gradiente de 15 a 60% de B. As por¢des coletadas foram dessalgadas em
Sep-Pak com 70% de acetonitrila + 0,1% de TFA, neutralizadas por adicao
de amodnia e liofilizadas. O rendimento ndo-otimizado foi de 50 mg, 12%. A
pureza conforme avaliada por HPLC foi >98%; LCMS 6102,8;
C274H412Ne6Os0Se requer 6.103,1.

Exemplo 2

Sintese de N®®?°.-carbdxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana

desB30
O (@]

H\/\/U\
HO N NH

O

OH
o

insulina humana DesB29, DesB30—N

Este composto foi preparado de acido hexadecandidico e acido

y-aminobutirico, em analogia com o Exemplo 1.
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Ester _succinimidilico de &acido _w-t-butil-carbéxi-pentadecanoil-y-amino-

butirico
RMN H' (CDCls) &: 5,80 (m, 1H), 3,36 (dd, 2H), 2,84 (s, 4H), 2,65
(t, 2H), 2,21-2,13 (m, 4H), 1,99 (p, 2H), 1,44 (s, 9H), 1,66-1,51(m, 6H), 1,25
5  (br, 20H). |
NfB29. oy carbdxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30
LCMS 6059,9; C273H411NesO79Ss requer 6060,1.

Exemplo3 . _.
Sintese_de N2 carbéxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida_insulina_humana
10 desB30
O O

o OH
insulina humana DesB29, DesB30 ~—N

O
Este composto foi preparado a partir de acido pentadecandidico
e L-glutamilamida em analogia com o Exemplo 1.
LCMS 6088,2; C273H410N6608086 requer 6089,1.
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Exemplo 4
Sintese de N2°-g-carbdxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida insulina _humana
‘desB30
O
HO Ho §
NI
=" “NH,
o) :

Bl

- O NH

insulina humana DesB29, DesB30 —N OH

O

Este composto foi preparado a partir de acido tetradecandi6ico
5 de L-glutamilamida em analogia com o exemplo 1.
LCMS 6075,3; C272H403N6608086 requer 6075,1.

Exemplo 5

Sintese de -w-carboéxi-pentadecanoil-B-alanila insulina humana desB30

O O

HO /\/lk
Y\/\/\/\/\/\/\/U\N
H NH

O

N8829

insulina humana DesB29, DesB30 —-H OH

, @)
Este composto foi preparado a partir de acido hexadecandidico e

10 B-alanina em analogia com o Exemplo 1.
LCMS 6044,8; 0272H409N6507986 requer 6046,1.



97

Exemplo 6
Sintese de N2°.-carbdxi-pentadecanoil-y-L -aspartilamida insulina humana

desB30

Ho’“\/\/\/\/\_/\/\/\n/ j\/\/Cd\
O
NH

insulina humana DesB29, DesB30 —N
H O

Este composto foi preparado a partir de acido hexadecandidico e
5 L-aspartiiamida em analogia com o Exemplo 1.
LCMS 6088,8; C273H410NesOs0S6 requer 6089,1.
Exemplo 7 ]
Sintese de N*®?°--carbéxi-pentadecanoil-e-aminoexanopila insulina humana
desB30
O

N
. o ) NH

insulina humana DesB29, DesB30 —N OH

O
10 Este composto foi preparado a partir de acido hexadecandidico e
acido e-amino-hexandico em analogia com o exemplo 1.
LCMS 6086,1; C275H415N6507986 requer 6088,1.
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Exemplo 8
Sintese de N¢®?°-»-carbdxi-pentadecanoil-8-aminopentanoila _insulina huma-
na desB30

OH
insulina humana DesB29, DesB30 —lf:l!

O

Este composto foi preparado de acido hexadecandidico e acido
3-amino-pentandico em analogia com o exemplo 1.
LCMS 6074,2, Cz74H413N6507986 requer 6074,1.

Sintese _de N®2°-10-(4-carboxifendxi)-decanoil-y-L-glutamilamida _insulina

humana desB30
O

HO

insulina humana DesB29, DesB30 '——H OH

Etapa 1: éster terc-butilico do acido 4-hidroxi-benzdico

Acido 4-hidroxi-benzéico (3 g, 21,7 mmols) foi agitado em tolue-
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no (35 mL, seco sobre peneiras moleculares). A solucao foi aquecida para
80°C, sob N5, e N,N-dimetilformamida di-terc-butil acetal (10,42 mL, 43,4
mmols) foi adicionado durante cerca de 5 minutos. A mistura foi agitada a
80°C, por 1 hora e 10 minutos, e resfriada a temperatura ambiente. A solu-
¢ao foi lavada com agua, duas vezes com NaHCOj3; saturado e NaCl satura-
do (15 mL, cada), seca sobre MgSO,4, e concentrada para render um éleo
amarelo (2,77 g). O produto foi purificado por cromatografia instantanea (380
g de silica, eluente: 4:6 de AcOEtheptano (2 L) e 1:1 de AcOEtheptano, 700
mL) para render cristais brancos (2,07 g, 49% de rendimento).

HPLC-MS m/z: 217 (M+23).

RMN H' (CDCls, 400 mHz) &: 7,90 (d, 2H), 6,85 (d, 2H), 6,10 (s,
1H), 1,59 (s, 9H).
Etapa 2: éster terc-butilico do acido 4-(9-metoxicarbonilnoniléxi)benzdico

Ester terc-butilico do acido 4-hidréxi-benzéico (500 mg, 2,57
mmols) e éster metilico do acido 10-bromodecandico (683 mg, 2,57 mmols)
foram dissolvidos em acetonitrila, e K;CO3 (712 mg, 5,15 mmols) foi adicio-
nado. A mistura foi refluxada sob nitrogénio por 16 h, e resfriada a tempera-
tura ambiente. Os sélidos foram filtrados, e o filtrado foi concentrado a va-
cuo. O residuo resultante foi dissolvido em AcOEt (50 mL) e agua (25 mL).
As fases foram separadas e a fase organica foi seca sobre MgSO, e concen-
trada para render um o6leo incolor (874 mg, 90% de rendimento).

HPLC-MS m/z: 402 (M+23).

RMN H' (CDCls, 400 MHz) 7,92 (d, '2H), 6,87 (d, 2H), 3,99 (i,
2H), 3,67 (s, 3H), 2,31 (t, 2H), 1,72-1,83 (m, 2H), 1,59-1,69 (m, 2H), 1,58 (s,
9H), 1,40-1,50 (m, 2H), 1,23-1,40 (br, 8H).

Etapa 3: éster terc-butilico do acido 4-(9-carboxinonildxibenzdico

Ester terc-butilico do acido 4-(9-metoxicarbonilnoniléxi) (858 mg,
2,27 mmols) foi dissolvido em THF (5 mL), e NaOH a 1N (2,27 mmols) foi
adicionado. A mistura foi agitada por 16 horas. AcOEt (40 mL) e HCl a 1N
(2,38 mL) em agua (25 mL) foram adicionados. As fases foram separadas, e
a fase orgénica foi seca sobre MgSQ,, e concentrada a vacuo para render

um sélido branco (781 mg, 95% de rendimento).
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HPLC-MS m/z: 387 (M+23).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 7,92 (d, 2H), 6,87 (d, 2H), 3,99 (t,
2H), 2,35 (t, 2H), 1,73-1,84 (m, 2H), 1,60-1,69 (m, 2H), 1,58 (s, 9H), 1,39-
1,51 (m, 2H), 1,24-1,39 (br, 8H).
Etapa 4: éster terc-butilico do acido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-

iloxicarbonil)nonildxilbenzdico

Ester terc-butilico do acido 4-(9-carboxinoniléxi)benzéico (779
mg, 2,14 mmols) foi dissolvido em THF (15 mL), e DIEA (366 uL, 2,14
mmols) foi adicionada. A mistura foi resfriada a 0°C, e colocada sob nitrogé-
nio, e HSTU foi adicionado. A mistura foi agitada a 0°C, por 30 minutos, e a
temperatura ambiente por 16 horas. A amostra foi concentrada a vacuo e A-
cOEt (40 mL) foi adicionado. A mistura foi lavada com HCl a 0,2N ( 2 x 25
mL), seca sobre MgSQ,, e concentrada a vacuo para render um sdlido ligei-
ramente amarelo. O sélido foi recristalizado de AcOEt para render um pé
branco (276 mg, 28% de rendimento). O licor-mée foi concentrado para render
o residuo cristalino (430 mg, 43% de rendimento). Os dados para o p6 branco:

HPLC-MS m/z: 484 (M+23).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 7,93 (d, 2H), 6,88 (d, 2H), 3,99 (1,
2H), 2,83 (s, 4H), 2,61 (t, 2H), 1,67-1,88 (m, 4H), 1,58 (s, 11H, teor. 9H +
agua), 1,27-1,52 (m, 10H).

Ftapa 5: éster terc-butilico do acido 4-[9-((S)-1-carbamoil-3-carboxipropilcar-

bamoil)noniléxilbenzdico

Ester terc-butilico do acido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbo-
nil)noniléxilbenzdico (200 mg, 0,433 mmol) foi agitado em DMF (2 mL) e H-
Glu-NH; (63 mg) foi adicionado. A mistura nao-homogénea foi agitada a tem-
peratura ambiente por 16 horas. Analise de LC/MS indicou que a reagao nao
havia se completado. H-Glu-NH; (20 mg) e mais DMF (2 mL) foram adiciona-
dos e a mistura foi agitada por 2 dias a temperatura ambiente. A amostra foi
concentrada a vacuo e AcOEt (50 mL) foi adicionada. A solugdo foi lavada
com HCl a 0,2N (2 x 25 mL) e agua (25 mL), seca sobre MgSQO,, e concentra-
da a vacuo para render um solido branco (180 mg, 86% de rendimento).

HPLC-MS m/z: 493 (M+1)
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Etapa 6: éster terc-butilico do acido 4-{9-[(S)-1-carbamoil-3-(2,5-
dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)propilcarbamoillnoniléxilbenzdico

A ativacdo de HSTU foi realizada de modo similar aquela descri-
ta para éster terc-butiico do acido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-
iloxicarbonil)noniloxiloenzéico. O produto foi purificado por cromatografia
instantanea (1:1 de AcOEt:heptano e AcOEt) para render 18 mg.

HPLC-MS m/z: 590 (M+1).

Etapa _ 7: N®2°.10-(4-carboxifendxi)decanoil-y-L-glutamilamida __insulina
desB30

Insulina DesB30 (126 mg, 0,022 mmol) foi dissolvida por adigéao
de Na,CO3 a 100mM (1,5 mL) e acetonitrila (1,5 mL) em um frasco de fundo
redondo de 10 mL. Ester terc-butilico do acido 4-{9-[(S)-1-carbamoil-3-(2,5-
dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)propilcarbamoillnoniloxijbenzdico (14 mg, 0,022
mmol) foi adicionado em acetonitrila (750 pulL) e NaxCO3 (750 uL) foi adicio-
nado de modo que a solugdo final ficou 50:50 de Na>COg/acetonitrila a
100mM. A solucdo foi agitada, a temperatura ambiente, por uma hora.
A solucéo foi transferida para um tubo de centrifuga de 15 mL, lavagem com
agua Milli-Q (6 mL). A solugéo foi resfriada em gelo, e o pH foi ajustado para
5,1 por adicao de HCIl a 1N, que levou a precipitacdo. O tubo foi centrifuga-
do, a 5.000 rpm, por 10 minutos, a 10°C. O solvente foi decantado do sélido.
95:5 de TFA-agua (2,5 mL) foi adicionado ao sdlido. A solugao foi vertida em
um frasco de fundo redondo com mais 95:5 de TFA/agua (2,5 mL). A solu-
cao foi agitada por 30 minutos, a temperatura ambiente, e concentrada a
vacuo. DCM foi adicionado e removido duas vezes, e o frasco foi colocado a
vacuo, a temperatura ambiente. O produto foi purificado por HPLC preparati-
va (coluna C18, acetonitrila/agua/0,05% de TFA). As porg¢des relevantes fo-
ram agrupadas (duas bateladas) e diluidas para 1:1 com agua. A solugdes
foram resfriadas sobre gelo, e a precipitagao foi induzida por ajuste do pH
para cerca de 5 com NaOH a 1N. As amostras foram centrifugadas (5.000
rpm, 10 minutos, 5°C). O liquido foi decantado e os precipitados foram liofili-
zados para render um sdélido branco (22 mg + 12 mg).

MALDI-MS (acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico) m/z: 6128,7 (M =
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6125,1).
HPLC-MS m/z: 15632,8 ((M+4)/4 = 1532,2).

Exemplo 10
Sintese da Nt£2°.4-[11-(4-Carboxifenil) undecanoilamino] butirila insulina

humana desB30

@]
HO e)
H
V/Y NH
O
insulina humana DesB29, DesB30 ———}N‘ OH
@]

Etapa 1: éster terc-butilico do acido 4-iodobenzdico

Acido 4-iodobenzdico (10 g, 40,3 mmols) foi dissolvido em tolue-
no seco (100 mL, seco sobre peneiras moleculares). A solugao foi aquecida
para 70°C sob fluxo de nitrogénio. Uma solugdo de N,N’-dimetilformamida di-
terc-butil acetal (25,6 g, 121 mmols) em tolueno (25 mL) foi adicionada por
cerca de 30 minutos. A reagédo foi misturada por 16 horas. Em algum ponto,
a unidade de aquecimento falhou, de modo que a reagao resfriou de 70°C
para a temperatura ambiente. A solugao foi aquecida para 70°C e misturada
por 5 horas. A amostra foi concentrada a vacuo, e AcOEt (400 mL) foi adi-
cionado. A solugao foi entdo lavada com 1:1 de NaHCOj; saturado/agua (150
th) e NaHCOj; saturado, agua e NaCl saturado (75 mL cada). A fase orga-
nica foi seca (MgSQO,) e concentrada a vacuo para render um um éleo mar-
rom claro.

HPLC-MS m/z: 327 (M+23).

RMN 'H (CDClsz, 400 MHz) & 7,77 (d, 2H), 7,69 (d, 2H), 1,58 (s,
9H).

Etapa 2: éster metilico do 4cido 11-iodo undecandico

Ester metilico do &cido 11-bromo undecanéico (20,2 g, 72,3
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mmols) foi dissolvido em acetona (200 mL). lodeto de sédio (54 g, 361
mmols) foi adicionado e a reacgéo foi refluxada sob nitrogénio, por 16 horas.
Depois de resfriamento a temperatura ambiente, os sais foram filtrados. O
filtrado foi concentrado a vacuo e agua (200 mL) foi adicionada. A solugao foi
extraida com AcOEt (2 x 100 mL) adicionando um pouco de NaCl saturado
para auxiliar a separacao de fase. Os extratos orgéanicos foram agrupados e
lavados com &gua (100 mL), mais um pouco de NaCl saturado, e NaCl satu-
rado (50 mL). Secagem sobre MgSO,. A solucao.era de uma cor laranja a-
vermelhada. Trés colheres de cha de carvao ativado foram adicionadas. De-
pois de misturada, a solucao foi filtrada em um leito de Celite. O filtrado foi
concentrado a vacuo para render um 6leo branco claro (20,96 g, 89%).

HPLC-MS m/z: 327 (M+1).

RMN H' (CDCls, 300 MHz) § 3,67 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 2,30 (t,
2H), 1,74-1,89 (m, 2H), 1,53-1,70 (m, 2H), 1,34-1,46 (m, 2H), 1,28 (br, 10H).

Etapa 3: éster terc-butilico do acido 4-(10-metoxicarbc_)nildeci|)_benzéico

Toda a vidraria foi seca antes do uso. THF foi seco sobre penei-
ras moleculares. LiCl foi seco a 150°C, por uma hora, entao armazenado em
uma garrafa fechada. Todas as solugdes reacionais foram preparadas sob
nitrogénio, e as solugdes foram transferidas via seringa. Ester terc-butilico do
acido 4-iodobenzdico (1,2 g, 3,95 mmols) foi dissolvido em THF (3 mL) e
resfriado para -30°C. Cloreto de isopropil magnésio (4,34 mmols, em THF a
2M) foi adicionado por 5 minutos, e a solugao foi agitada por uma hora, a
uma temperatura entre -18°C e -25°C. A solugio foi resfriada para -22°C, e
uma mistura de CuCN (0,389 ¢, 4,34 mmols) e LiCl (0,368 g, 8,68 mmols)
em THF (4,2 mL) foi entao adicionada. O vaso de reagao foi removido do
resfriamento e deixado aquecer para a temperatura ambiente (cerca de 10
minutos). Fosfito de trimetila (0,95 mL) foi adicionado, e depois de agitacao
por 5 minutos a temperatura ambiente, uma solugao de éster metilico do a-
cido 11-iodo-undecandico (1,0 g, 3,16 mmols) em THF (3 mL) foi adicionada.
A solugao foi misturada a temperatura ambiente por 16 horas. NH,Cl satura-
do (8 mL) foi adicionado, e a solugao foi vertida em agua (60 mL). A solugcéao
foi extraida com AcOEt (3 x 35 mL). Os extratos orgénicos foram agrupados
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e lavados com agua (30 mL) usando um pouco de NaCl saturado para auxi-
liar a separacao de fases. O solvente foi removido a vacuo para render um
residuo bifasico. AcOEt (cerca de 2 mL) foi adicionado e o frasco foi girado
lentamente. Nem todo o residuo branco espesso se dissolveu. A porgao que
se dissolveu foi adicionada a um coluna de silica (50 g) e eluida com AcO-
Et:heptano 1:11. As porgdes apropriadas foram concentradas a vacuo para
render um 6leo (1,25 g). O dleo foi dissolvido em acetona (30 mL), e piperi-
dina (1 mL) foi adicionada. Nal (0,8 g) foi adicionado e a mistura foi agitada e
refluxada por 16 horas. A mistura foi concentrada a vacuo e particionada
entre AcOEt (50 mL) e HCl a 1N (25 mL). A fase orgéanica foi lavada com HCI
a 1N (2 x 25 mL), seca sobre MgSO,, e concentrada a vacuo para render um
oleo incolor (1,1 g). O produto foi purificado por cromatografia instantanea
(eluente: AcOEt:heptano 1:1, 150 g de silica) para render um o6leo incolor
(0,72 g, 61%).
| HPLC-MS m/z: 399 (M+23).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & 7,90 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 3,66(s,
3H), 2,64 (t, 2H), 2,70 (t, 2H), 1,8-1,30 (m, 13H), 1,27 (br, 12H).
Etapa 4: éster terc-butilico do écido 4-(10-carboxidecil)benzdico

O composto foi preparado de um modo anélogo ao procedimen-
to usado na preparagdo do éster terc-butiico do acido 4-(9-
carboxinoniléxi)benzdico para render um sélido branco (0,68 g).

HPLC-MS m/z: 385 (M+23).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & 7.90 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 2,64 (t,
2H), 2,34 (t, 2H), 1,53-1,71 (m, 13H), 1,28 (br, 12H).
Etapa 5: éster terc-butilico do acido 4-[10-(2,5-dioxopirrolidin-1-

iloxicarbonil)ldecillbenzdico

O composto foi preparado de um modo analogo ao procedimen-
to usado na preparacdo do éster terc-butilico do acido 4-[9-(2,5-
dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniléxi]benzdico.

HPLC-MS m/z: 482 (M+23).

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) & 7,89 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 2,76-2,93
(m, 4H), 2,54-2,68 (m, 2H), 1,67-1,81 (M, 2H), 1,52-1,66 (m, 11H), 1,35-1,43
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(M, 2H), 1,19-1,35 (br, 10H).

Etapa 6: éster terc-butilico do acido 4-[10-(3-carbdxi-propilcarbamoil)-

decillbenzdico

Ester terc-butilico do acido 4-[10-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbo-
nil)decillbenzéico (300 mg, 0,65 mmol) foi dissolvido em DMF (3 mL) e acido
4-amino butirico (67 mg, 0,65 mmol). A mistura foi agitada por 16 h sob ni-
trogénio. O solvente foi removido a vacuo e AcOEt (35 mL) foi adicionado. A
solugao foi lavada com HCI a 0,2N e agua (15 mL cada). NaHCOj3; saturado
foi adicionado (ndo pretendido) a fase organica. DCM (50 mL) foi adicionado.
Um pouco da fase organica foi removida e DCM (100 mL) foi adicionado a
fase aquosa e deixada repousar durante a noite. A mistura foi resfriada so-
bre gelo e o pH foi ajustado para 1,9 com HCI a 4N. A fase orgénica foi iso-
lada, seca sobre MgSO, e concentrada a véacuo para render um 6leo (220
mg, 76% de rendimento).

HPLC-MS m/z: 470 (M+23). )

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 7,89 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 5,79 (br,
1H), 3,27-3,40 (m, 2H), 2,64 (t, 2H), 2,40 (1, 2H), 2,18 (t, 2H), 1,78-1,91 (m,
2H), 1,51-1,61 (m, 13H), 1,35-1,43 (M, 2H), 1,17-1,36 (br, 12H).

Etapa 7: éster terc-butilico do acido 4-{10-[3-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-

iloxicarbonil) propilcarbamoilldecillbenzdico

O composto foi preparado de um modo analogo ao procedimen-
to usado na preparagcdo do éster terc-butilico do acido 4-[9-(2,5-
dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniléxilbenzéico, mas TSTU foi usado no lugar
de HSTU. Preciptagdo (DCM/Heptano) rendeu cristais brancos (180 mg,
70% de rendimento).

HPLC-MS m/z: 568 (M+23).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 7,89 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 5,83 (br,
1H), 3,30-3,43 (m, 2H), 2,85 (br, 4H), 2,57-2,73 (m, 4H), 2,15 (t, 2H), 1,92-
2,07 (m, 2H), 1,56-1,64 (m, 13H), 1,18-1,36 (br, 12H).

Etapa 8: N*®2°.4-[11-(4-carboxifenil) undecanoilamino]butirila_insulina_huma-

na desB30

O composto foi preparado de um modo analogo ao procedimen-
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to usado na preparagao do exemplo 9 para render 30 mg.

MALDI-MS (acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico) m/z: 6067 (M =
6080, padrao de referéncia (M=5706) mostrou M-13).

HPLC-MS m/z: 1520,9 ((M+4)/4 = 1521).

Exemplo 11
Sintese _de N°®B2°.(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propdxilbutdxilpropil-

carbamoil}-propionil-y-glutamil-amida) insulina humana desB30

o) - _—

s o) o
H i H
HO/U\/\/\/\H/N\/\/O\/\/\O/\/\NIU\/YN\/U\NH
H H 2
(¢] NH

insulina DesB29, DesB30 —N OH
H
o}
Etapa 1: Acido N-{3-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropdxi)-butdxil-
propillsuccindmico
_ CH, O H 0
HC’{\ JLN/\/\O/\/\/O\/\/N\{(\)LOH
3¥ C 3 H S

' 1-(ter-Butoxicarbonilamino)-4,9-dioxa-12-dodecanamina (5,0 g,
16,45 mmols) foi dissolvida em THF (30 mL), anidrido succinico (1,81, g,
18,1 mmols) em acetonitrila (10 mL) foi adicionado e a mistura foi aquecida |
para 60°C, por 4 horas, e, subseqlientemente, agitada a temperatura ambi-
ente durante a noite.

A mistura foi evaporada a secura e EtAc (50 mL) foi adicionado.

A fase de EtAc foi lavada com HCI (a 0,1M) trés vezes, seca
com MgSO;, e, subsequentemente, a fase organica foi evaporada a secura,
que deu 5,86 g (88%) de 6leo espesso.

LCMS: Rt 2,86 min;m/z (M+1) 405. Calculado: 405.

Este produto foi usado sem posterior purificagao.
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Etapa 2: éster terc-butilico éster 2. 5-dioxo-pirrolidin-1-ilico do acido octano-

didico
o) O
o) o H,C CH,

Ester mono-terc-butilco do acido octanodidico (3,14 g, 13,63
mmols) foi dissolvido em THF (100 mL). TSTU (4,9 g, 16,3 mmols) foi adi-
cionado e o pH foi ajustado para 8,5 com DIPEA (2,85 mL).

A mistura foi agitada sob nitrogénio durante a noite, evaporada a
secura, dissolvida em EtAc (50 mL), que foi, subseqlientemente, extraida
duas vezes com HCI (a 0,1 M). A fase organica foi seca com MgSOQO,, filtrada
e evaporada, resultando em um Odleo ligeiramente amarelo (5 g, contendo
pequenas quantidades de solvente).

LCMS: Rt 6,56 min; m/z (M+1) 328. Calculado: 328.

Etapa 3: éster terc-butilico do écido 7-(3-{4-[3-(3-carboxipropionilamino)pro-

poxilbutdxilpropilcarbamoil)heptandico
123-000-3012

o

R o] N
PN JK/\/\/\g/H’v\“W ~T "
H,C” YO

Acido N-{3-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropdxi)-butdxi]-
propil}succinamico (4.60 g, 11.37 mmols) foi agitado com TFA (20 mL), a
temperatura ambiente, por 60 minutos, depois da evaporagao, o residuo foi
extraido com DCM (30 mL x2) e evaporado a secura.

O o6leo resultante foi dissolvido em acetonitrila (30 mL) e éster
terc-butilico éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico do acido octanodidico (4,46 g,
13,6 mmols) em DMF (20 mL) foi adicionado. O pH foi ajustado para 8,5 com
DIPEA e a mistura foi agitada durante a noite sob nitrogénio. A mistura foi
subseqlientemente evaporada a secura e re-dissolvida em EtOAc (50 mL). A
fase de EtOAc foi extraida, trés vezes, com HCI (a 0,1M), a camada orgéanica
seca sobre sulfato de magnésio, filtrada, e evaporada, resultando em um

6leo cristalino ligeiramente amarelo (6,5 g, teor de residuos de solvente).
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LCMS: Rt 4,31 min; m/z (M+1) 517. Calcualdo: 517
O produto bruto foi usado para posterior reacdo sem purificagao
subsequente.
Etapa 4: éster terc-butilico do acido 7-[3-(4-{3-[3-((S)-1-carbamoil-3-carboxi-
propilcarbamoil)propionilamino]propdxi}butdxi)propiicarbamoillheptandico
0123-0000-3078

OH
@)

o) H it
>L J\/\/\/\‘/N/\/\O’\/\’O‘/\’NNN
O S H O H o
H,N

Ester terc-butilico do acido 7-(3-{4-[3-(3-carboxipropionilamino)-
propoxilbutdxitpropilcarbamoil)heptandico (2,4 g), o produto bruto da etapa
3, foi dissolvido em THF (60 mL), TSTU (2,11 g, 6,97 mmols) foi adicionado
juntafnente com DMF (10 mL), o pH foi ajustado para 8,2 com DIPEA (0,8
mL). A mistura foi agitada, durante a noite, sob nitrogénio.

A mistura foi evaporada e o residuo dissolvido em EtOAc, que foi
extraido com HCI (a 0,1M), 3 vezes. A camada organica foi seca com sulfato
de magnésio, filtrada e o filtrado evaporado para dar 3,2 g de dleo.

LCMS: Rt 4,57 min; m/z 614, correspondente ao acido ativado.

Esse produto bruto foi dissolvido em acetonitrila (40 mL) e amida
de acido L-glutamico (0,6 g, 4,1 mmols) foi adicionado juntamente com DMF
(5 mL), o pH foi ajustado para 8,2 com DIPEA (1,4 mL).

A mistura foi agitada a temperatura ambiente, durante a noite; fil-
tragdo seguida por evaporagao produziu um 6leo amarelo espesso.

Esse foi extraido entre EtOAc e HCI (a 0,1M) conforme reporta-
do acima, e a camada de EtOAc seca resultante deu 1,66 g de produto bruto
mediante evaporacao.

LCMS: Rt 3,62 min; m/z (M+1) 645. O produto bruto foi purifica-
do por HPLC preparativa usando acetonitrila/agua/0,1% de TFA como eluen-
te em coluna C18 (Jones, Kromasil RP18, 5 ug 15x225 mm) Gradiente: 0,0 a
10,0 min 35% de acetonitrila A; 10,0 — 30,0 min 35-90% A; o produto foi cole-
tado em porcdes de 16-18 minutos. As porcdes combinadas foram evapora-
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das rendendo o produto desejado (1,0 g). LCMS: Rt 3,59 min; m/z (M+1)
645, calculado: 645.
Etapa 5: N°82°.(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propdxilbutdxilpropil-

carbamoil)propionil-y-L-glutamilamida) insulina humana desB30

Ester terc-butilico do acido 7-[3-(4-{3-[3-((S)-1-carbamoil-3-carboxipro-
pilcarbamoil)propionilamino]propdxi}butéxi)-propilcarbamoil]heptandico da
etapa 4 (1,0 g, 1,55 mmol) foi dissolvido em THF (20 mL), TSTU (0,51 g, 1,7
mmol) foi adicionado e o pH foi ajustado para >8 com DIPEA (0,27 mL).

A mistura foi agitada durante a noite sob nitrogénio. Evaporagao
seguida por extragao entre EtOAc em HCI (a 0,1M), secagem da fase orga-
nica (MgSO,) seguida por evaporagdo a secura rendeu 21 mg de 6leo,
LCMS: Rt 4,34 min, m/z 742.

Esse produto bruto foi dissolvido em acetonitrila (10 mL), o pH
ajustado para 8 com Na,COj3 (a 0,1M) e adicionado a uma solugao de insuli-

na humana desB30 (1 g) dissolvida em solugdo de NaxCOs (15 mL, pH

10,2).

A mistura foi agitada sob nitrogénio, a temperatura ambiente, por
uma hora. Entdao o pH foi ajustado para 5,4 com HCI (a 2M), resultando em
precipitacdo. A mistura foi filtrada, o filtrado liofilizado, e o precipitado seco a
vacuo durante a noite.

Ambas as por¢cdes foram purificadas em Gilson usando acetoni-
trila/dgua/0,1% de TFA como eluente em coluna C18 (Jones, Kromasil RP18
5 um 15x225 mm).

Gradiente: 0,0-5,0 min 35% de acetonitrila (A); 5,0 — 25,0 min
35-90% A; o produto foi coletado em porgdes de 12-15 min. As porgdes
combinadas foram evaporadas, redissolvidas em agua e liofilizadas, renden-
do 27 mg do produto desejado.

LCMS: Rt. 7,76 min, m/z 1570

MALDI-MS (4cido sinapinico): 6277; CosoH422NesOs4Se requer
6277.
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Exemplo 12
Sintese de NP2°--carbdxi-tridecanoil-y-amino-butanoila insulina humana
desB30

OH 0O

insulina humana DesB29, DesB30 ——-H OH

O
Este composto foi preparado de acido tetradecandidico e acido
5 y-amino-butirico em analogia com o exemplo 1.
LCMS 6032,1, C271H407NesO79Se requer 6032,0.
Exemplo 13
Sintese de N®*-w-carboxi-undecanoil-3-amino-butanoila_insulina_humana
desB30 |

OH ®)

insulina humana DesB29, DesB30 —N OH

O

10 Este composto foi preparado de acido dodecandidico e &cido vy-
amino-butirico em analogia com o0 exemplo 1.

LCMS 6003,8, CzegH4o3N6507986 requer 6004,0.



111

Exemplo 14 v
Sintese de N%°.-carbdxi-tetradecanoil-y-amino-butanoila insulina_ humana
desB30

H O

\/\/U\NH

insulina humana DesB29, DesB30 —N OH

O

Este composto foi preparado de acido pentadecandidico e acido
5 +y-aminobutirico em analogia com o exemplo 1. '

LCMS 6045,6, C272H409N6507986 requer 6046,1.

Exemplo 15
. Sintese de N®2°.{4-[10-(4-Carboxi-fenéxi)-decanoilamino]-butiril} desB30
/
/ insulina
O
HO
N
O/\/\/\/\/\[(
O
HN O
insulina humana DesB29, DesB30 —N T—OH
10 Este composto foi preparado do éster terc-butilico do acido 4-(9-

metoxicarbonilnoniléxi) benzdico em analogia com os exemplos 9 e 10.
LCMS: 6095,6, C276H409N6507986 requer 6094,1 .
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Exemplo 16
Sintese de N2°-{4-[(14-Carboxi-tetradecanoilamino)-metil]-benzoil} desB30

insulina
O

o .
@

NH
insulina humana DesB29, DesB30 —NJ{IOH
H O

Este composto foi preparado a partir do acido 4-aminometilico
5 em analogia com o exemplo 1.
LCMS 6082,0, C275H405N56081 Ss requer 6082,1.

Exemplo 17
Sintese de N2°.[16-(4-Carbdxi-fendxi)-hexadecanoil] insulina desB30

O
O\/\/\/\/\/\/\/\/ll\
NH
HO
O )
insulina humana DesB29, DesB30 —N OH
H o

Etapa 1: éster metilico do acido 16-bromoexadecandico

10 Acido 6-bromoexadecanéico (6 g, 17,9 mmols) foi dissolvido em
metanol (35 mL), tolueno (100 mL) e ortoformiato de trimetila (20 mL). Am-
berlyst 15 foi adicionado e a mistura foi agitada sob nitrogénio por 16 horas a
55°C. A mistura foi concentrada, e dissolvida em metanol (cerca de 50 mL) e

DCM (30 mL). A resina foi filtrada, e o filtrado foi concentrado. O volume foi
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aumentado para cerca de 40 mL. Resfriamento produziu cristais que foram
filtrados, lavados com metanol gelado e seco para render cristais brancos
(5,61 g, 90% de rendimento).

RMN 'H (DMSO, 300 MHz) 3,57 (s, 3H), 3,52 (t, 2H), 2,28 {,
2H), 1,78 (m, 2H), 1,50 (m, 2H), 1,37 (m, 2H).

As demais etapas foram realizadas em analogia com o exemplo

LCMS: 6081 ,2, Cz7eH41 0N64O7936 requer 6081,1.

Exemplo 18
Sintese de N2°_{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoill-insulina_huma-

na desB30

O
HO

NH

O I N

[ " /
O NH
insulina humana DesB29, DesB30 —N OH

H O

15

20

Etapa 1: Acido 4-(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)-benzdico

Acido decadidico do hexadecandioato de mono-terc-butila (400
mg, 1,17 mmol) foi dissolvido em NMP (6 mL). Cloridrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (223 mg, 1,17 mmol) e 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (156 mg, 1,17 mmol) foram adicionados e a mistura foi a-
quecida para 50°C, por 90 minutos. Acido 4-aminobenzéico (320 mg, 2,34
mmols) e DIEA (0,6 mL, 3,51 mmols) foram adicionados e a mistura foi agi-
tada sob fluxo de nitrogénio, durante a noite. A mistura é transferida, é sepa-
rada entre NaHCOQOj3; aquoso saturado (50 mL) e éter dietilico (100 mL). NaH-
S04 (50 mL, 10% em agua) foi adicionado e a fase orgénica isolada, seca
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(MgS0Q,) e o solvente removido a vacuo. O produto bruto foi recristalizado de
etanol para dar o acido 4-(15-terc-butoxipentadecanoilamino)-benzdico.

RMN 'H (DMSO-dg) d: 10,18 (s, 1H), 7,87 (d, 2H), 7,69 (d, 2H),
2,33 (t, 2H), 2,15 (t, 2H), 1,58 (t, 2H), 1,46 (t, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,31-1,20 (m,
20H).

Etapa 2: éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico do acido 4-(15-terc-butoxicarbonil-

pentadecanoilamino)-benzdico

Acido 4-(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)-benzdico
(29 mg, 0,063 mmol) foi convertido no éster succinimidilico usando TSTU
similar ao descrito acima.

HPLC-MS, m/z = 559 (M+23, M+Na).
Etapa 3: N®®2°-{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoill-insulina_humana
desB30

Insulina humana desB30 (355 mg, 0,062 mmol) foi dissolvida em
DMSO (3,5 mL), trietilamina (0,622 mmol, 0,087 mL) foi adicionada. Ester
2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico do acido 4-(15-terc-butoxicarbonil-
pentadecanoilamino)-benzdico (28,3 mg, 0,051 mmol) foi dissolvido em DM-
SO (0,5 mL, e adicionado). A mistura foi cuidadosamente agitada por 30 mi-
nutos, a temperatura ambiente. A mistura foi congelada por resfriamento em
um banco de gelo e 4gua (7 mL) foi adicionada e a mistura deixada em re-
pouso na temperatura ambiente até que a mistura congelada tivesse se dis-
solvido. O pH foi ajustado para pH = 5,3 usando HC!| a 1N e o precipitado
isolado por centrifuga, lavado uma vez com agua, seguido por centrifuga.
Acido trifluoracético (15 mL) foi adicionado e a mistura foi agitada por 30 mi-
nutos, vertida em éter dietilico (50 mL), enquanto o resfriamento era mantido
em banho de gelo. O produto bruto foi isolado por centrifuga e dissolvido em
Tris a 10mM + (NH4)2S04 a 15 mM em 20% de EtOH, pH 7,3 e submetido a
purificagdo em um purificador AKTA empregando HPLC de fase reversa,
Jupiter 5269, C4 250/20 mm, 300 angstrons a 15 pM. O tampé&o consistiu em
um tampao A TRIS a 10 mM + (NH4)2SO4 a 15 mM em 20% de EtOH, pH 7,3
e um tampao B de 80% de EtOH. O produto foi eluido com um gradiente de
15-60% B com 8 mL/min. Porgdes contendo o produto foram coletadas e o
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pH ajustado para pH = 5,2. N®2

-{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)-

benzoil]- insulina humana desB30 foi isolada por centrifuga e liofilizada.
LCMS: 6092,0, Cz76Ha0oNssO79Se requer 6094,1.

Exemplo 19

Sintese de N®®?°-{4-[(15-carbéxi-pentadecanoilamino)-metill-benzoil}-insulina

desB30

0O

N
HO ... : . h

O

o ' OH
insulina humana DesB29, DesB30 '—m

O

Etapa 1: Acido 4-[(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)metillbenzdico

Ester terc-butilico de éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico do &cido
hexadecanodidico (370 mg, 0,842 mmol) foi dissolvido em NMP (8 mL), &ci-
do 4-aminometil benzdico (127,2 mg, 0,842 mmol) foi adicionado, a mistura
foi agitada a temperatura ambiente, durante a noite, seguido por aquecimeh-
to por duas horas, a 50°C. Depois de resfriamento a temperatura ambiente,
a mistura foi vertida em agua. O produto isolado por filtragao, seco e usado
na etapa seguinte sem qualquer purificagao posterior.

RMN 'H (DMSO-dg) (sinais selecionados) &: 7,88 (d, 2H), 7,34 (d,
2H), 4,31 (d, 2H), 2,15 (m, 4H), 1,47 (m, 4H), 1,38 (s, 9H), 1,23 (br s, 2H), 1.,
8 (s, 9H).

HPLC-MS: m/z = 498 (M+Na)

Etapa 2: N®2-{4.[(15-Carbéxi-pentadecanoilamino)-metill-benzoil}-insulina
desB30

O acido 4-[(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)metil]-
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benzdico foi convertido no éster succinimidilico e reagido com Insulina hu-
mana desB30 similar ao descrito acima. O produto foi purificado em um puri-
ficador AKTA empregando um HPLC de fase reversa, Jupiter 5269, C4
250/20 mm, 15uM, 300 angstrons. O tampao consiste em um tampao A
TRIS a 10mM + (NH4).SO4 a 15mM em 20% de EtOH, pH 7,3 e um tampéao

~ B de 80% de EtOH. O produto foi eluido com um gradiente de 15-60% B

com 8 mL/min. Seguido por purificagdo com RP-HPLC em um Waters Prep
LC 2000, em 5 cmx20 cm, vazao de 20 mL/min usando acetonitrila/agua, 36-
42% de gradiente contendo 0,1% de TFA. As por¢cdes contendo o produto
forém coletadas e liofilizadas. Ao material liofilizado, agua foi adicionada (7,2
mL) e o pH ajustado para 8,98 com 1N + 0,1N de NaOH. O pH foi ajustado
novamente para 5,2-5,5 com HCI a 0,1N. O produto foi precipitado, isolado
em centrifuga e liofilizado para dar o composto do titulo.

LCMS 6108,0, C277H411NesO79Ss 6108, 1

Exemplo 20:

Hidrofobicidade, afinidade com albumina, auto-associaciao e misturabilidade .

de insulinas de longa acao e de curta aciao

Andlise das propriedades de auto-associacdo dos derivados de insulina da

invencao

A capacidade dos derivados de insulina da invengao de se auto-
associarem em complexos grandes, mas soluveis, é analisada usando SEC

(cromatografia de exclusdo de tamanho):

Coluna: Superose® 6 PC3,2/30, CV = 2,4 mL
(Amerham Biosciences)
Temperatura: 37°C
Tampao de SEC: 140mM de NaCl, 10mM de TrisHCI, 0,01% de NaNj, pH 7,5
Volume de injecdo: 20 ulb
Vazao: 0,05 mL/min
Tempo de corrida: 60 min e equilibrio de 100 min adicionais

Para esta andlise, os derivados de insulina da invengao estao
em uma solugdo que consiste em 0,06mM de derivado, 2,1 de
Zn**/hexamero, fenol a 16mM, fosfato a 7mM pH 7,8. O tempo de retengio
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do derivado é entao comparado aos tempos de retencao das seguintes mo-
léculas padrao: dextrana azul (> 5 Mda, Kay 0,0), Tiroglobulina (669 kDa, Kav
0,28), Ferritina (440 kDa, Kay 0,39), Ovalbumina (44,5 kDa, Kay 0,56), Ribo-
nuclaease (13,7 kDa, K,y 0,69) e um segunda referéncia de Albumina (66
kDa, Kav 0,53), Co(lll)insulina-hexdmero (35 kDa, Kav 0,61), e insulina mo-
nomérica X2 (6kDa, Kay 0,73).

A seguinte equacao é usada para determinar o valor de K,, para
o derivado:

Kav = (t-to)/(VY/(f+14-10))

onde t é tempo de retengdo para um determinado pico, to € o tempo de re-
tencdo para a Dextrana azul, V; € o volume total da coluna (aqui 2,4 mL), f é
a vazéo (aqui 0,04 mL/min), e t4 € 0 tempo de retencao para a Dextrana azul
sem a coluna no sistema.

O valor de Kay indica o grau de auto-associagéo de um derivado,
isto €, um Kay grande similar a Kay para o Co(lll) hexdmero de insulina e X2
mondémero de insulina mostra uma baixa ou nenhuma propensao do deriva-
do para formar grandes complexos auto-associados, enquanto Kay muito
pequeno, perto de zero ou mesmo negativo, mostra uma alta propenséao do
derivado para auto-associagao para complexos grandes e soluveis.

Dados de hidrofobicidade dos derivados de insulina de acordo com a inven-

cao

A hidrofobicidade (indice hidrofébico)' dos derivados de insulina
da invengao com relagao a insulina humana, K're, foi medida em uma coluna
de HPLC LiChrosorb RP18 (5ug, 250x4mm) por eluigdo isocratica, a 40°C,
usando misturas de A) tampao de fosfato de sédio a 0,1M, pH 7,3, contendo
10% de acetonitrila, e B) 50% de acetonitrila em agua como eluentes. A elui-
c¢ao foi monitorada seguindo absor¢ao de UV do eluato em 214 nm. Tempo
vazio, to, foi encontrado por inje¢cao de nitrato de sédio a 0,1mM. Tempo de
retencao para insulina humana, thumana, fOi ajustado para pelo menos 2t por
variagao de razdo entre as solugdes A e B. K'e= (tgerivado-t0)/(thumana-to). K'rel

encontrado para varios derivados de insulina de acordo com a invengédo é
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dado na Tabela 1.
Ensaio de Afinidade de Albumina Sérica Humana

A constante de ligag¢ao relativa do analogo 1251-TyrA14 para al-
bumina sérica humana em particulas Minileak e medida a 23°C (detemir = 1
em tampao de solugdo salina).

misturabilidade das insulinas de longa acao e de curta acao conforme anali-

se por cromatografia de exclusao de tamanho de misturas de insulina

SEC: Misturabilidade de 30:70 de Insulina Aspart (3 Zn/6 insuli-
na, glicerol 1,6%, fenol a 16mM e m-cresol a 16mM, cloreto de sdédio a
10mM, fosfato a 7mM, pH 7,4) e insulina de ag¢ao prolongada (2,1 ou 6 Zn/6
insulina), conforme medida por coleta de porgdes de SEC (conforme descri-
¢ao acima) e quantificacao por HPLC da presenca de insulinas de agao pro-
longada e acgao rdpida na porgcao de alto peso molecular (por¢ao 2, MW >
HSA) é na porgcao de baixo peso molecular (porcao 3, MW = HSA), respecti-
vamente.

Quatro porgcdes sao coletadas no tamanho de 16 min depois da
demora, cuja porcdo 2 [16-32min] (pico 1) contém forma associada maior
que a albumina (32 min correspondem ao Kay 0,46) e a porgao 3 (pico 2)
contém formas diexaméricas, hexaméricas, diméricas e monoméricas de
insulina. .

~ HPLC: cromatografia de fase reversa em Zorbax Eclipse XDB-
C18 2,1*15 mm (1,8 um), gradiente eluido com tampao A: sulfato de sédio a
0,2M, fosfato de sddio a 0,04M, 10% de acetonitrila, pH 7,2 e tampao B: 70%
de acetonitrila a 30°C, 19 a 34% de B em 4,5 min lineares, condi¢do inicial
rapida aos 5 min, tempo de corrida de 7 min, vazao de 0,5 mL/min, volume
de injecao de 14 uL e detecgdao UV em 276 nm usando a referéncia insulina
Aspart de 609uM para ambos os analogos.
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Composto | Hidrofobicida- | Afinidade de receptor | Afinidade de albumi- | Auto-associagdo:
de relativa a|de insulina relativa a|na sérica relativa a | Kay (% de area de pico)
insulina  hu- | insulina humana insulina detemir
mana
++ +4++
Exemplo 1 | ++ ++
1,9 0,0 (87%)
1,366 37%
0,74 (13%)
++ +++
Exemplo2 |++ ++
2,2 0,0 (94 %)
1,933 35%
0,75 (6 %)
+ +++
Exemplo3 |++ ++
0,37 0,08 (76 %)
1,095 30%
0,74 (24 %)
+ ++
Exemplo 4 |+++ +++ -
0,069 0,15 (77 %)
0,716 52 %
0,74 (23%)
++ +++
Exemplo5 |++ ++
1,93 0,02 (93%)
1,75 30 %
0,76 (7%)
Exemplo6 |++ 1++ - ++ +++
1,617 33% 1,36 0,01 (90 %)
Exemplo7 |++ ++ +++ +++
2,936 37% 2,62 0,01 (90 %),
Exemplo 8 |++ ++ ++ n,a,
2,461 38% 1,95
+ +++
Exemplo9 | +++ ++
0,06 0,05 (90 %)
0,738 58%
0,75 (10%)
Exemplo 10 | ++ ++ + ++
1,803 43% 0,33 0,26 (48%)
Exemplo 11 | +++ ++
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0,435 43% n.a. n.a.
+ ++
Exemplo 12 | +++ +++
0,25 0,17 (44 %)
0,989 49%
0,7 (56%)
Exemplo 13 | +++ +4++ + +
0,552 59% 0,03 0,69 (100%)
Exemplo 14 | ++ ++
- - a n.a. ] n,a,
1,61 48%
+ ++
Exemplo 15 | ++ ++
0,14 0,28 (42%)
1,09 47%

0,72 (58%)

++

Exemplo 16 | ++ | +++
++ 0,3 (28%)
2,21 88%
1,9 0,52 (72%)
++
Exemplo 17 | + ++
+++ 0,12 (87 %)
15,9 12%
2,97 0,79 (13%)
+++ ++
Exemplo 18 | ++ ++
5,83 0,33 (24%)
4,16 . 36%
: 0,5 (76%)
+++ ++
Exemplo 19 | ++ ++
5,27 0,33 (24%)
3,73 42%
0,51 (76%)
Legenda da Tabela:

Hidrofobicidade relativa a insulina humana: K're) <1: +++, 1-10: ++, >10: + (HI
= 1)

Afinidade de receptor de insulina relativa a insulina humana: <5%: +, 5-50%:
++, >50%: +++

Afinidade da albumina sérica humana relativa a insulina detemir: <0,5: +,
0,5-2: ++, >2: +++

Auto=associagao: Kay <0,1: +++, Kay <0,55: ++ e Kay 20,55: =
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Kav = 0,55 para albumina sérica humana, Kay = 0,63 para insulina humana
Co(lll) hexamero,
Kav = 0,72 para o analogo de insulina monomérica X2

Exemplo 21:
Gancho de glicose euglicémica depois da administracio s.c. de preparacoes

de insulina a porcos

Porcas, com 60 a 90 kg, jejuadas por 18 horas. Durante os expe-
rimentos, as porcas ficam livres para se movimentarem em seus currais.
Uma dose de insulina é administrada s.c., dependendo do tamanho da dose
freqlientemente se dividiam em dois depésitos. Cada porca foi mantida eu-
glicémica em seus niveis de jejum individuais por até 24 horas, por uma in-
fusao intravenosa de taxa variavel de uma solugao de glicose a 20%. A infu-
séo é dada através de um cateter inserido na veia jugular. Dependendo das
alteragoes das concentragbdes de glicose no plasma observada durante o
monitoramento da glicose no plasma, os ajustes necessarios da infusao de
glicose sao feitos empiricamente. Amostras de sangue séo coletadas em
tubos de vidro com EDTA a cada 15-30 minutos, plasma é separado para
medicoes de glicose € insulina. Glicose é determinada dentro de 1,5 min de
amostragem do sangue com um analisador de glicose YSI (Yellow Spring
Instruments) (método de glicose oxidase). Os perfis médios de taxas de infu-
sdo de glicose (GIR) e perfis médios de insulina no plasma sao feitos para
cada preparagao de insulina. (Figuras 2-4 mostram a média + SEM).
Métodos Farmacéuticos

Ensaio (|
Ligacao de receptor de insulina dos derivados de insulina da invencao

A afinidade dos analogos de insulina da invengao para o recep-
tor de insulina foi determinada por ensaio SPA (Ensaio de Proximidade de
Cintilagdo), ensaio de captura de anticorpos em microplacas de titulagéo.
Contas de ligacdo a anticorpo SPA-PVT, reagente anti-camundongo (Amer-
sham Biosciences, Cat. N° PRNQO0Q7) foram misturados com 25 mL de tam-
pao de ligagdo (HEPES a 100mM pH 7,8; cloreto de soédio a 100mM, MgSO4
a 10mM, 0,025% de Tween-20). Mistura reagente para um Packard Optiplate
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simples (Packard N° 6005190) é composta de 2,4uL de uma diluigdo 1:5.000
de receptor de insulina humana recombinante purificado — exon 11, uma

quantidade de solugdo de estoque de A14Tyr['?°

J-insulina humana corres-
pondente a 5.000 cpm por 100 uL de mistura reagente, 12 pL de uma dilui-
¢ao 1:1.000 de anticorpo F12, 3 mL de contas para SPA e tampao de ligagao
para um total de 12 mL. Um total de 100 uL foi entdo adicionado e uma série
de diluicdes é feita de amostras apropriadas. Para a série de diluigdes, foram
entao adicionados 100 uL da mistura reagente e as amostras foram incuba-
das por 16 horas, com agitagcao brénda. As fases foram entao separadas por
centrifugagdo por 1 min e as placas contadas em um Topcounter. Os dados
de ligacdo foram ajustados usando algoritmo de regressdao néao-linear no
GraphPad Prism 2.01 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Ensaio (i

Poténcia dos derivados de insulina da invencao relativa a insulina humana

Ratos machos Sprague Dawley pesando de 238 a 383 g no dia
experimental sdo usados para o experimento de gancho. Os ratos tém aces-
so livre a alimentagao sob condigdes ambientais controladas de jejum duran-
te a noite (a partir das 15 horas) antes do experimento de gancho.

Protocolo de Experimento

Os ratos sdo aclimatizados nas unidades para animais por pelo
menos 1 semana antes do procedimento cirdrgico. Aproximadamente 1 se-
mana antes do experimento de gancho, cateteres Tygon séao inseridos sob -
anestesia com halotano na veia jugular (para infusdao) e a artéria carétida
(para amostragem de sangue) e exteriorizados e fixados na nuca. Aos ratos
é dada estreptocilina veterinaria (Boeringer Ingelheim; 0,15 ml/rato, i.m.),
pods-cirurgicamente e colocados em uma unidade de cuidado animal (25°C)
durante o periodo de recuperagdao. De modo a obter analgesia, Anorfina
(0,06 mg/rato, s.c.) € administrada durante a anestesia e Rimadil (1,5 mg/kg,
s.c.) é administrado depois da recuperagao completa da anestesia (2 a 3 h)
e de novo uma vez diariamente por 2 dias.

A técnica de gancho empregada é adaptada de (1). As 7 horas
da manha do dia experimental, os ratos jejuados durante a noite (a partir das
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15 horas do dias anterior) sdo pesados e conectados as seringas de amos-
tragem e sistema de infusdo (bombas Harvard 22 Basic, Harvard, e seringas
de vidro hipodérmicas Perfectum, Aldrich) e entao colocados em gaiolas de
gancho individuais, onde eles descansaram por cerca de 45 minutos antes
do inicio do experimento. Os ratos sdo capazes de se moverem livremente
nos forros das instalagdes durante todo o experimento e tiveram acesso livre
a agua de beber. Depois de um periodo basal de 30 minutos, durante o qual
0s niveis de glicose no plasma foram medidos em intervalos de 10 minutos,
o derivado de insulina a ser testado e a insulina humana (um nivel de dose
por rato, n= 6-7 por nivel de dose) foram infundidos (i.v.) em uma taxa cons-
tante por 300 minutos. Niveis de glicose do plasma sao medidos em interva-
los de 10 minutos e abinfuséo de glicose aquosa a 20% ¢, por conseguinte,
ajustada de modo a manter a euglicemia. Amostras de eritrécitos ressuspen-
sos foram agrupadas de cada rato e retornaram em cerca de volumes de 12
mL via o cateter na cardétida. .

Em cada dia experimental, as amostras das solu¢gdes dos deri-
vados de insulina individuais a serem testados e a solugao de insulina hu-
mana sao tiradas antes e no final dos experimentos de gancho e as concen-
tracdes dos peptideos foram confirmadas por HPLC. Concentragdes plasma-
ticas da insulina do rato e do C-peptideo, bem como do derivado de insulina
a ser testado e da insulina humana sao medidas em pontos de tempo rele-
vantes, antes e no final dos estudos. Os ratos sdao mortos no final do experf-
mento usando uma superdosagem de pentobarbital.

Compostos e dose de teste: as insulinas a serem testadas séao
diluidas de uma solugdo de estoque contendo 97uM do derivado de insulina
em fosfato a 5mM pH 7,7. A concentragao final na solugao pronta para uso é
de 0,45uM do derivado de insulina, 5mM de fosfato, 100mM de cloreto de
sédio, 0,007% de polissorbato 20. O pH era de 7,7 e a taxa de infusdo era
de 15 e 20 pmol.min™'.kg™.

Uma solugao de estoque de insulina humana que € usada como
composto de referéncia foi formulada em um meio similar e infundida i.v., em

6, 15 ou 30 pmol.min™ kg™.
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Ambas as solugdes de estoque sdao armazenadas a -20°C e
descongeladas durante a noite a 4°C, antes do uso. As solu¢des sdo giradas
gentilmente de cabega para baixo, varias vezes, 15 minutos antes de serem
transferidas para as seringas de infuséao.

Ensaio (Il

Determinacdo em porcos de Tsgpe. dos derivados de insulina da invencao

Ts0e, € 0 tempo em que 50% de uma quantidade injetada do de-

rivado de insulina marcado com A14Tyr['?®

] a ser testado desapareceram do
sitio de injecao conforme medido com um contador gama externo.

Os principios de cuidado com animais de laboratério sao segui-
dos, LYYD livre de patégeno especifico, porcas nao diabéticas, hibridas de
Danish Landrace, Yorkshire e Duroc, sao usadas (Holmenlund, Haarloev,
Dinamarca) para estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos. As porcas
estdo conscientes, tém de 4 a 5 meses de idade e pesam de 70-95 kg. Os
animais jejuaram durante a noite por 18 horas antes do experimento.

As preparagoes formuladas de derivados de insulina marcadas
em Tyr*** com '?%| s3o injetadas s.c. nas porcas como previamente descrito
(Ribel, U., Jorgensen, K,. Brange, J, e Henriksen, U. The pig as a model for
subcutaneous insulin absorption in man. Serrano-Rios, M e Lefebvre, P. J.
891-896. 1985. Amsterdam; Nova lorque; Oxford, Elsevier Science Publi-
shers. 1985 (Conference Proceeding)).

No inicio dos experimentos, uma dose de 60 nmols do derivado
de insulina de acordo com a invengao {composto de teste) e uma dose de 60
nmols de insulina detemir (ambas marcadas com '2° em TyrA14) sao injeta-
das em dois sitios separados no pescogo de cada porca.

O desaparecimento da marcag¢ao radiativa do sitio de injegao
s.c. € monitorado usando uma modificagcdo do método de contagem gama
externa, tradicional (Ribel, U. Subcutaneous absorption of insulin analogues.
Berger, M. e Gries, F. A. 70-77 (1993). Stuttgart; Nova lorque, Georg Thime
Verlag (Conference Proceeding)). Com esse método modificado é possivel
medir continuamente o desaparecimento da radioatividade de um depdsito

subcutaneo por varios dias usando um dispositivo portavel sem fio (Scancys
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Laboratorieteknik, Veerlose, DK-3500, Dinamarca). As medigdes sio realiza-
das em intervalos de 1 minuto, e os valores contados sao corrigidos quanto
a atividade residual.
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1. Derivado de insulina tendo a férmula

Ins—Q— X X
Q—Q, \[\,}n/X1 \{v}n/Qs \{\,]n/ 2\[\/]“/04\[\/}“/ amn/Qs\{v]n/z

em que Ins é uma porgcao de insulina parente e
Q1—Q2—[CH2]n—X1—[CHz]n-—Q3—[CHz]n—X>—[CH2]n—Q4—[CH2]
—X3—[CH2]h—Qs—[CH2],—Z € um substituinte e onde Ins é ligado ao subs-
tituinte via uma ligagao de amida entre o grupo a-amino do residuo de ami-
nodacido N-terminal da cadeia B de Ins ou um grupo s-amino de um residuo
Lys presente na cadeia A ou B de Ins e um grupo CO em Q; ou Q2 do subs-
tituinte;
cada n é independentemente 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6;
Q é:
e uma amida de aminoacido de um aminoacido com um acido carboxilico na
cadeia lateral, ou um aminoacido com uma cadeia lateral nao-carregada,
cujo residuo forma, com seu grupo acido carboxilico, um grupo amida junto
com o grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da cadeia B de
Ins ou junto com o grupo e-amino de um residuo Lys presente na cadeia A
ou B de Ins, ou
e uma cadeia composta de dois, trés ou quatro residuos de amida de -
aminoacido ou de aminoéacido conforme especificados, acima ligados junta-
mente através de ligagcdes amida, cuja cadeia — através de uma ligagao ami-
da — é ligada ao grupo a-amino do residuo de aminoacido N-terminal da ca-
deia B de Ins ou ao grupo e-amino de um residuo Lys na cadeia A ou B de
Ins, ou '
e uma ligagao
Q é:
o -COCH(CONHy)-
e -COCH;N(CH,CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONH2)COCH;N({CH,CONH?y)
e -COCH,CH2N(CH,CH>CONHy)-
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e -COCH,CH,N(CH,CH>CONH5)-COCH>CH2N(CH,CH>CONH,)-

e -COCH,N(CH>CH,CONH,)-

e -COCH2CH2N(CH2CONH,)-

¢ -COCH,OCH,CONH-

e —CO—((CR°R®)1.e-NH-CO)1.4—;

o —CO—((CR°R®);.6 —-CO-NH),.s—, onde R® pode ser independentemente H,
—CHs, —(CH2)1.6CHs ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
—CHgs, —(CH2)1.6CHg; ou

e uma ligagao

com a condicao que

- pelo menos um de Q, ou Q2 na seja uma ligagao, e

- que Q2 ndo seja —CO—(CH3)>~CO-NH- quando n for 0 ou 1, X, for uma
ligagao e Qs for (CH2CH20)2-, (CH2CH20)3— ou
(CH2CH>OCH,CH>CH,CH>0)— e

- que se uma amina em Q, ou Q. formar uma ligagédo com o resto do substi-
tuinte, a amina deve ser ligada ao resto do substituinte via um grupo carboni-
la;

Q3, Q4, € Q5 podem ser, independentemente um do outro,

e —(CH2)m— onde m é um numero inteiro na faixa de 6 a 32;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2, ou 3 grupos
~CH=CH- e um numero de grupos -CH3- suficiente para dar um ndmero total
de atomos de carbono na cadeia na faixa de 4 to 32; |
o —-CO—((CR°R®)1.s~-NH-CO)—;

o —(CO-(CR®R®);.s~CO-NH);.4—, onde R® pode ser independentemente H,
-CH3s, —(CH»)1.6CH3s ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,
—CHs,—(CH2)1-6CHj;

e -CO—(CHy)o-3-Ar—(CHz)o-3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que
pode ser substituido com um ou dois grupos selecionados do grupo que
consiste em -CHa, -(CH);.6-CHs, -CONR'R? ou —SO:NR'R?, onde R' e R?
podem ser, independentemente um do outro, H, -CH; ou -(CH)4.6-CHgs;

. (CH2CH20)y—; (CH2CH2CH20)y~; (CH2CH2CH2CH20)y—;
(CH2CH,OCH,CHL,CH.CH0)y~  ou  (CH2CH2CH>OCH2CH2CH2CH20)y—;
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—(CH20CHy)y— onde y é 1-20;

« arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-
pos selecionados do grupo que consiste em -CHa, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R?2
ou —-SO:NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um do outro,
H, -CH3 ou -(CH)4.6-CHg;

e uma cadeia da férmula
—(CH2)s—Y1-(Ar)y1—Y2-(CH2)w—Y3-(Ar)v—Y4-(CH2)~Ys- (Ar)ys—Ye-(CHz).-
em que Ar é definido como acima, Y - Y¢ podem ser, independentemente
um do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagédo; onde s, w, t e z, independen-
temente um do outro, sdo zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que
a soma de s, w, t e z fica na faixa de 4 a 30, e vy, v2, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condi¢ao que Y4 - Yg Nao se

liguem um ao outro e que a estrutura -O—(CH,)—O- nao ocorra; ou
e uma ligagao;
com a condi¢gdo de que pelo menos um de Q3 — Qs ndo seja uma ligacao;
X4, X2 € X3 sao independentemente um do outro,
e O;
e —C=0
euma ligagao;
e NCOR?, onde R' pode ser H, -CH3 ou -(CH)1.6-CHs; ou
(@) .0
\N/U\ )J\N/
Lo
onde R é hidrogénio, C4.3-alquila, Cz.3-alquenila ou C,.3-alquinila;
com a condi¢ao que
- X1, X2 € Xagndo possam se ligaraZe
- quando X,, X2 e Xzforem O, entdo X;, Xz € X3 néo se ligam diretamente a O
em Q3,Q4, e Qs
e
Zé
—COOH,;
—CO-Asp;
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—CO-Glu;
—CO-Gily;
—-CO-S8ar;
—CH(COOH)..
—N(CH2COOH),;
-SOzH
—-0OS0O3H
—OPO3H>
—PO3Hz ou
—tetrazol-5-ila ou
-O-W4,
onde W, € arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO3H, —(CHa)1.6-SO3H, -(CHz)1.6-O-PO3H2,—CONR3®R* ou —SO,NR3R*, on-
de R®e R* podem ser, independentemente um do outro, H, -(CH2)1.e—SO3H,
ou -(CHz)1.6-O-PO3H2; com a condicao que quando Z for —O-W; entao Q;
deve estar presente e
qualquer complexo de Zn?* deste.
2. Derivado de insulina, de acordo com a reivindicacao 1, em
que Q; é selecionado do grupo que consiste em
e -COCH(CONHy)-
e -COCH,N(CH>CONHy)-
e -COCH,N(CH2CONH2)COCH>N(CH>CONHy)
e -COCHCHaN(CH2CH>.CONHy)-
e -COCH,CH2N(CH2CH2CONH,)-COCH>CH2N(CH2CH2CONHy)-
e -COCH2N(CH2CH,CONHpy)-
e -COCH2CH2N(CH2CONHYy)-
e -COCH,OCH,CONH-;
e —CO—((CR°R®)y. -NH-CO);.4—; ou
e —CO—((CR°R®);.s—CO-NH),.4.—, onde R°® pode ser independentemente H,
—CH3, —(CH3)1.6CH3 ou —CONH:; e R® podem ser, independentemente, H,
-CHas, -(CH2)1.6CHa.
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3. Derivado de insulina, de acordo com qualquer um dos para-
grafos de 1 a 9, em que Q3 é —(CH2)m-, onde m é um numero inteiro na faixa
de6a32oude8a20oumeé 12, 13, 14, 15 ou 16.

4. Derivado de insulina, de acordo com as reivindicagdes de 1 a
3, em que Q4, Q4, Qs, X4, X2 € X3 s@o ligacoes e n é zero.

5. Derivado de insulina, de acordo com a reivindicagao 1, em
que um de Qa3 Q4 ou Qs é (CH2CH20),— (CH2CH2CH-O)y—;
(CH2CH2CH2CH20)y—; (CH2CH2OCH>CH>CH,>CH20),~ ou
(CH2CH2CH2OCH2CH,CH,CH20) y—; —(CH-OCH,),— onde y é 1-20.

6. Derivado de insulina, de acordo com a reivindicagao 1, em
que
Qs é
e —-CO—((CR°R®);.s—~NH-CO)—;

o —(CO—(CR®R®)1.s—~CO-NH)y.s—, onde R® pode ser independentemente H,

-CHg, -(CHy)1.6CH3 ou —CONH, e R® pode ser independentemente H,

—CH3, —(CH>)1.6CHg;

e -CO-(CH2)o.3-Ar—(CH>)o.3- onde Ar pode ser arileno ou heteroarileno, que

podem ser substituidos com um ou dois grupos selecionados do grupo que

consiste em -CHg, -(CH)y.6-CHs, -CONR'R? ou —SO.NR'R?, onde R' e R?

podem ser, independentemente um do outro, H, -CHjz ou -(CH)4.6-CHgs; ou

e uma ligagcao

Q4 é

e —(CHz)m— onde m é um ndmero inteiro de 4 a 22;

e uma cadeia de hidrocarboneto divalente compreendendo 1, 2 ou 3 grupos

—CH=CH- e um numero de grupos -CH,- suficiente para dar um nimero total

de 4tomos de carbono na cadeia na faixa de 4 a 22;

 arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou dois gru-

pos selecionados do grupo que consiste em CHs, -(CH)y.6-CHs, -CONR'R?

ou -SO:NR'R?, onde R' e R? podem ser, independentemente um do outro,

H, -CH3 ou -(CH)4.s-CHa3; ou

e uma cadeia da férmula
—(CH2)s=Y1-(Ar)v1—Y2-(CHz2)w—Y3-(Ar)\2—Y4-(CH2)—Ys- (Ar)ys—Ye-(CHz),-
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onde Ar é definido como acima, Yy - Ye¢ podem ser independentemente um
do outro, O, S, S=0, SO, ou uma ligagao; onde s, w, t e z sdo independen-
temente um do outro zero ou um numero inteiro de 1 a 10 de modo que a
soma de s, w, t e z esta na faixa de 4 a 30, e vy, vz, € v3 podem ser, inde-
pendentemente um do outro, zero ou 1 com a condi¢ao que Y1 - Yg N0 se
liguem um ao outro e que a estrutura -O—(CH,),—0O— nao ocorra;
X, é
e O;
«—C=0
« NCOR!', onde R' pode ser H, -CH3 ou -(CH)4.6-CHa; ou
O o]
\NJ\ )kN/
-
onde R é hidrogénio, C,.3-alquila, C,.3-alquenila ou Cz.3-alquinila;
com a condigdo que quando X; for O, entdo Xy nao se ligara di-

retamente a O em Qq;
X2, X3 e Qs sao ligagdes;
todos os valores de n sao zero; e
Zé:
—COOH;
—CO-Asp;
—CO-Gilu;
—CO-Gly;
—CO-Sar;
—CH(COOH).,
—N(CH2COOH);;
~S0OsH
—-OSO3H
—OPO3H;
—PO3H; ou
—tetrazol-5-ila ou

-O-W;,
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onde W, é arileno ou heteroarileno, que podem ser substituidos com um ou
dois grupos selecionados do grupo que consiste em tetrazo-5-lila, -COOH,
—SO3H, —(CHa)1.6~SO3H, -(CHy)1.6-O-PO3H,, -CONR®R* ou —~SO.NR°R*, on-
de R®e R* podem ser, independentemente um do outro, H,—~(CH2)1.e—~SOsH,
ou -(CHz)1.e—O—POsH;; '

e qualquer complexo de Zn?* deste.

7. Derivado de insulina, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbes de 1 a 6, em que Z € —COOH.

8. Derivado de insulina, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes de 1 a 7, em que a insulina parente é um anéalogo de insulina.

9. Derivado de insulina, de acordo com a reivindicagcao 8, em
que a insulina parente é selecionada do grupo que consiste em: insulina hu-
mana desB30, insulina humana GlyA21, insulina humana GlyA21desB30,
insulina humana GlyA21ArgB31ArgB32, insulina humana LysB3GIuB29, in-
sulina humana LysB28ProB29 e insulina humana ThrB29LysB30.

10. Composi¢cao farmacéutica para o tratamento de diabetes em
um paciente que necessita de tal tratamento, compreendendo uma quanti-
dade terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina como definido em
qualquer uma das reivindicagdes precedentes, juntamente com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

11. Método para produzir uma composi¢dao farmacéutica como
definida na reivindicagdao 10, em que até cerca de 10 atomos de zinco por 6
moléculas de derivado de insulina sdao adicionados a composi¢cao farmacéu-
tica.

12. Método para tratar diabetes em um paciente que necessita
de tal tra{amento, compreendendo administrar ao paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um derivado de insulina como definido em qual-
quer uma das reivindicagdes de 1 a 10.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 12, para o tratamen-
to pulmonar de diabetes.

14. Mistura de um derivado de insulina como definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 9 e um analogo de insulina de agao rapida
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selecionado do grupo que consiste em insulina humana AspB28; insulina
humana LysB28ProB29 e insulina humana LysB3GIluB29.
15. Derivado de insulina, em que o derivado de insulina é sele-

cionado do grupo que consiste em:

N5329-(0-carbéxi-pentadecanoiI-y—L-‘glutamilamida insulina humana desB30,

N®P2%. »-carbéxi-pentadecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

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

NB2%. - carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida insulina humana desB30,

NB29_»-carbodxi-pentadecanoil-B-alanil insulina humana desB30,

NB2.-carbéxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida insulina humana desB30,

N2%_»-carbdxi-pentadecanoil-e-aminoexanoil insulina humana desB30,

N®29-@-carbéxi-pentadecanoil-§-aminopentanoila insulina humana desB30,

N®B2%_10-(4-carboxifendxi)-decanoil-y-L-glutamilamida  insulina  humana
desB30,

N®%29-4-[11-(4-carboxifenil)Jundecanoilamino]butirila insulina humana desB30,
NeB29_(3-(3-{4-[3-(7-carboxieptanoilamino)propdxi]butéxi}propilcarbamoil)-

propionil-y-glutamilamida) insulina humana desB30,

N2%_»-carbéxi-tridecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

N®B2%_»-carboxi-undecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

N®2%_-carbéxi-tetradecanoil-y-amino-butanoila insulina humana desB30,

NeB2%_{4.[10-(4-carbdxi-fendxi)-decanoilamino]-butiril} insulina, desB30

NB29_{4.[(14-carbéxi-tetradecanoilamino)-metil]-benzoil} insulina desB30,

NB2%_[16-(4-carbéxi-fendxi)-hexadecanoil] insulina desB30,

NB2%_{4.[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoil}- insulina humana desB30 e

NeB29_{4.[(15-carbdxi-pentadecanoilamino)-metil]-benzoil}- insulina desB30.
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Analise SEC de uma mistura do derivado de insulina do exemplo 2 com
insulina aspart em uma razao de 70/30 com 2,1 Zn(ll) por 6 derivados de insulina

Exemplo 2 Aspart
0,20
~\ 969%
D 0,107 -~

] 1 2 4
O'U[ILIIII]TIﬂiIIIIIIIIIII|III[|IAIII

0.00 16,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Minutos

Analise SEC de uma mistura do derivado de insulina do exemplo 2 com
insulina aspart em uma razéo de 70/30 com 6 Zn(ll) por 6 derivados de insulina

Exemplo 2 Aspart
0.101 2\ 97% i 100%
g ] : 5 e
] 1 | | 4
0'00 i 1 i 1 I i 1 ": T I 1 i 1 1] | ,‘: I 1 T I I T 1 i I 1 - T I I
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Minutos

FIG. 1
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Perfil de agao do derivado de insulina do exemplo 2 em
diferentes concentragdes e formulagdes de Zn

GIR mg/kg min
()

=== Derivado de insulina do exemplo 2: 2:216 nmols, 360ulL, 600uM,
2,3 Zn/6 derivados de insulina
n=6

ocoo  Derivado de insulina do exemplo 2: 2:216 nmols, 360uL, 600uM,
6 Zn/6 derivados de insulinan =5

mmm w Derivado de insulina do exemplo 2: 2:216 nmols, 180uL, 1.200uM,
2,3 Zn/6 derivados de insulina. n =6

Derivado de insulina do exemplo 2: 2:216 nmols, 180uL, 1.200uM,
6 Zn/6 derivados de insulina. n = 5

= N

FIG. 2
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Gancho depois da injegdo subcutanea em porcos de insulina aspart misturada
com um derivado de insulina do exemplo 2, ou insulina aspart e o derivado
de insulina do exemplo 2 injetados separadamente.

meemmm Dose de 324 nmols, derivado de insulina do exemplo 2
com 2,3 Zn/6 derivados de insulina, insulina aspart 3Zn/6 derivados
de insulina, concentragdo de 600uM

ssnunn Dose de 324 nmols, derivado de insulina do exemplo 2 com 3,6 Zn/6
derivados de insulina, concentragdo de 180 + 420uM

= mmmm Dose de 324 nmols, derivado de insulina do exemplo 2 com 4,6 Zn/6
derivados de insulina, concentragdo de 180 + 420 uM

FIG. 3



GIR mg/kg min

4/4

Gancho depois da inje¢ao subcutanea em porcos do
exemplo 2, em trés doses diferentes

24
22
20 n=12
18
16
14
12
10

£ ¥
LLLLI.E

s 3

O N b O

Tempo (hora)

maesmms Dose de 648 nmols, concentragao de 1.200uM, derivado de insulina
do exemplo 2 com 3 Zn/6 derivados de insulina

snauwn Dosede 432 nmols, concentragao de 1.200uM, derivado de insulina
do exemplo 2 com 3 Zn/6 derivados de insulina

B mmm Dose de 216 nmols, concentragdo de 1.200uM, 3 Zn/6
derivados de insulina

FIG. 4
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Patente de Invencéo: “DERIVADO DE INSULINA“ E e

- A presente invengao refere-se a novos denvados de msullna
humana que sao soluvels em valores de pH f|5|o|og|co e tém um’ perﬁl de

5 Aagao prolongada A mvengao também refere-se a metodos para propormonar

Vtals denvados a composu;oes farmacéuticas contendo os mesmos, a méto- ’
dos para tratar dlabetes e hapergllcemna usando os denvados de insulina da
mvengao e ao uso de tals denvados de msullna no tratamento de dlabetes e

hlpergllcemla
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