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Descricédo

COMPOSICOES E PROCEDIMENTOS DE UTILIZACAO DE PEPTIDEOS PRO-
ILHOTA E SEUS ANALOGOS

Sdo descritos os peptideos pro-ilhota concebidos para
aumentar a sua solubilidade, biodisponibilidade e
resisténcia em soro a clivagem de protéase, melhorando
deste modo a sua eficédcia como agente terapéutico e métodos

de utilizacdo dos mesmos.

0O documento US 2007/087971 descreve peptideos pro-ilhota

humanos.

Sdo providos os ©peptideos pro-ilhota modificados como

definido na reivindicacédo 1.

Numa forma de realizacdo, os peptideos pro-ilhota sé&o
blogueados com um grupo acetil N-terminal e um grupo amida

C-terminal.

Numa forma de realizacdo, HIP e derivados do mesmo sé&o
blogueados com um grupo acetil N-terminal e um grupo amida
C-terminal (HIP3Blocked (SEQ ID NO: 5), HIPIBlocked (SEQ ID
NO: 6) e HIP2Blocked (SEQ ID NO: 7)). Tais modificacodes
parecem tornar a sequéncia menos suscetivel a clivagem de
protéase no soro com aquelas protéases gue normalmente
reconhecem extremidades livres, aumentando deste modo o
Tmadx e Dbiodisponibilidade do ©peptideo. Os peptideos
modificados nesta forma demonstram maior eficécia,
necessitando deste modo de dosagens menores quando
administrados, por exemplo, por IV, IM, SubQ ou

intraperitonealmente.
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As formas de realizacdo adicionais providenciam compostos
de Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP otimizado
(SEQ ID NOs: 5 a 17 e 19), para administracdo de forma
isolada ou em combinacdo com outros agentes terapéuticos
para estimular a regeneracdo celular pancredtica de ilhota.
Em varias formas de realizacéo, uma quantidade
terapeuticamente eficaz de Peptideo pro-ilhota otimizado
pode ser administrada de forma isolada, em combinacdo com
insulina, em combinacdo com insulina e outro agente e em

combinacdo com um ou mais agentes que ndo insulina.

Outras formas de realizacdo providenciam formulacgdes
farmacéuticas e formas de dose unitdria de compostos de
Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP Otimizado.
Numa forma de realizacéo, a formulacédo farmacéutica
providenciada contém HIP Otimizado isolado ou em combinacéo
com um ou mais ingredientes ativos (API). Numa forma de
realizacdo, os API sdo um ou agentes em preparacdes de
lisossoma soluveis que permitem que o HIP Otimizado seja
administrado através de véarias formas, incluindo de forma
subcuténea, intramuscular, intravenosa € mesmo oral,
dependendo da formulacdo selecionada. Numa forma de
realizacéo, a formulacéao destina-se a administracéao
sistémica geral, mas em outras formas de realizacédo, a
formulacdo compreende um agente de direcionamento para
administracdo especifica em 1locais, recetores, células,
tecidos, o6rgdos ou sistemas de O6rgdo especificos num

sujeito.

Em outras formas de realizacdo, os peptideos podem ser
usados para tratar uma patologia associada a funcéo
pancredtica diminuida num sujeito com necessidade de tal
tratamento. Um ou mais agentes para estimular a regeneracéo

celular de ilhotas pancreédticas pode ser administrado além
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dos compostos de Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo
HIP Otimizado. Num aspeto da forma de realizacdo, o0s
agentes sdo selecionados de HIP ou peptideos relacionados
com HIP que nao HIP Otimizado, amilina/Pramlintida
(SYMLIN™), exendina-4 (EXENATIDE™), GIP, GLP-1, agonistas
do recetor GLP-1, anédlogos do GLP-1, peptideos INGAP do
hamster e peptideos relacionados, Liraglutido (NN2211) e
inibidores da dipeptidil ©peptidase, que Dbloqueia a
degradacdo de GLP-1.

Em outra forma de realizacdo, o0s peptideos podem ser usados
para tratar uma patologia associada a funcdo pancredtica
diminuida num sujeito com necessidade de tal tratamento.
Também é descrito um passo de (1) intensificar o controlo
glicémico; (2) administrar vitamina D3 (colecalciferol)
oral ou vitamina D2 (ergocalciferol) para manter o0s niveis
de 25-hidroxivitamina acima de 40 ng/ml; (3) administrar
uma ou mais terapias imunes para proteger a formacdo de
novas células de 1ilhotas, incluindo administracdo de
agentes imunossupressores; (4) administrar compostos
Peptideos pro-ilhota otimizados incluindo HIP Otimizado em
combinacédo com insulina, mas diminuindo a insulina
administrada ao longo do tempo; e (5) administrar
repetidamente uma terapia para proteger as ilhotas,
preferivelmente com base em 3 a 24 meses, dependendo da
terapia imune selecionada, além do passo de administrar o

HIP Otimizado.

Em outra forma de realizacdo, o0s peptideos podem ser usados
para tratar uma patologia associada a funcdo pancredtica
diminuida num sujeito com necessidade de tal tratamento.
Também & descrito um método gque compreende um ou mais dos
passos de: (1) intensificar o <controlo glicémico; (2)

administrar vitamina D3 (colecalciferol) oral para manter
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0os niveis 25-hidroxivitamina acima de 40 ng/ml; (3)
administrar um agente para estimular a regeneracdo de
ilhotas pancredticas além dos compostos de Peptideos pro-
ilhota otimizados, incluindo HIP Otimizado, incluindo, mas

ndo limitado a HIP e andlogos de HIP que sdo HIP

Otimizados; (4) coadministrar um agente selecionado do
grupo que consiste de anilina/Pramlintida (SYMLIN™),
exendina-4 (EXENATIDE™; BYETTA™) , Gastrina, Fator de

Crescimento Epidérmico e andlogo de Fator de Crescimento
Epidérmico, GIP, GLP-1, agonistas de recetor GLP-1,
andlogos de GLP-1, INGAP, Liraglutido (NN2211) e inibidores
da dipeptidil peptidase IV, que blogueia a degradacido de
GLP-1; e (5) reduzir ou abrandar a administracdo de outra

terapia de diabetes.

Em outra forma de realizacdo, os peptideos podem ser usados
para tratar uma patologia associada a funcdo pancreatica
diminuida num sujeito com necessidade de tal tratamento.
Também ¢é descrito um método gque compreende, além de
administrar compostos Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP Otimizado, o passo de administrar um ou mais
agentes que inibem, blogqueiam ou destroem as células
autoimunes gque tém como alvo as ilhotas pancredticas. Tais
terapias s&do denominadas "terapias imunes" acima. Em varios
aspetos desta forma de realizacdo, os agentes qgque inibem,
blogqueiam ou destroem as células autoimunes que tém como
alvo as ilhotas pancredticas sdo selecionados do grupo qgue
consiste dos seguintes indicados individualmente ou em
combinacdo entre si. Os anticorpos anti CD-3 incluindo
hOKT3yl (Ala-Ala) (teplizumab) ; ChAglyCD3 que visam a
resposta imune e blogueiam especificamente os linfécitos T
que provocam a morte de células beta na diabetes tipo 1; o

antigeno linfdécito T citotdxico-4, CLTA-4 1lg (Abatacept):

Sirolimus (Rapamicina) simples em combinac¢doc com Tacrolimus
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(FK500) ou IL-2 (rapamune) ; Rapamune simples ou em

combinacdo com Proleucina (aldesleucina); uma proteina de
choque térmico 60 (DIAPEP277), uma vacina Anti-
Descarboxilase de Acido Glutamico 65 (GAD65); a vacina de

células dendriticas supressora da diabetes, GSK189075,
diazdéxido e estatinas incluindo atorvastatina utilizadas
como um agente para preservar a funcdo das células beta,
Micofenolato de Mofetil simples ou em combinacdo com
Daclizumab, o agente anti-CD20, Rituximab; Campath-1 H
(Anticorpo Anti-CD52), lisofilina; globulina antilinfdécito
T policlonal (ATG/Timoglobulina), fator de estimulacdo de
coldénia de granulébcito, Neulasta (Pegfilgrastim), 25-
hidroxi e 1,25-hidroxivitamina D suplementar, Vitamina D,
vacina IBC-VSO, que é uma forma sintética, metabolicamente
inativa de insulina concebida para evitar a destruicdo de
células beta pancredticas; interferdo-alfa; uma vacina
usando células T reguladoras especificas de antigeno
CD4+CD25+ ou gualgquer agente ou agentes concebidos para
suprimir o ataque imune sobre as células beta dentro das
ilhotas de Langerhans, Prochymal (Células Estaminais de
Adulto Humano), o agente Anakinra anti-inflamatdério e o
agente anti-inflamatdério, Deoxispergualina, um agente anti-
inflamatério que bloqueia a producdo de citocina prd-
inflamatdéria e inibe as células T e células B. Este ou
agentes semelhantes podem ser usados nas terapias de
combinacdo que utilizam células T reguladoras diretamente
ou através do uso de imunoterapia para parar a destruicéo

de células de producédo de insulina.

Em outra forma de realizacdo, os peptideos podem ser usados
para tratar uma patologia associada a funcdo pancreatica
diminuida num sujeito com necessidade de tal tratamento, em
gue pelo menos um sintoma da patologia associada a funcéo

pancredtica diminuida ¢é tratado ou reduzido como um
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resultado da administracdo dos compostos de Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP Otimizado. Em um aspeto
desta forma de realizacdo, o sintoma ¢é selecionado dos
niveis baixos de insulina ou atividade de insulina,
resisténcia a insulina, hiperglicemia, nivel de hemoglobina
Al1C maior do que 6,0%, politria, sede excessiva, fome
excessiva, perda de peso anormal, cansagco aumentado,
irritabilidade, wvis&o turva, prurido nos o6rgdos genitais,
dores anormais, boca seca, pele seca ou com prurido,
impoténcia, candidiase, fraca cicatrizacdo de cortes e
arranhdes, infecdes excessivas ou anormais, hiperglicemia,
perda de controlo glicémico, oscilacdes na glicose
sanguinea pobs-prandial, oscilagdes no glucagon sanguineo,
oscilacgodes nos triglicéridos sanguineos, com a
hiperglicemia a levar por ultimo a complicacdes
microvasculares e macrovasculares, gque incluem sintomas
visuais que levam a cegueira, deterioracdo acelerada do rim
que pode levar a falha renal, necessitando de didlise e
transplante de rim, e neuropatia que leva a Ulceras dos pés
e amputacdes. Adicionalmente, estudos recentes demonstraram
a reducdo do risco microvascular e macrovascular [/
cardiovascular entre os pacientes com diabetes tipo 1 que

melhoram o controlo glicémico.

Em outra forma de realizacdo, o0s peptideos podem ser usados
para tratar uma patologia associada a funcdo pancredtica
diminuida num sujeito com necessidade de tal tratamento. A
patologia associada a funcdo pancredtica diminuida é
qualgquer uma da diabetes tipo 1, surgimento recente de
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes autoimune
latente de adulto, pré-diabetes, glicemia de jejum
alterada, tolerdncia a glicose diminuida, sindrome de
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica/sindrome

dismetabdlica, excesso de peso, obesidade, hiperlipidemia,
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hipertrigliceridemia, disturbios alimentares, ciclos né&o

ovulatdérios e sindrome de ovarios policisticos.

Também s&do descritos anticorpos gque se ligam seletivamente
a compostos de Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo
HIP Otimizado. Num exemplo, o anticorpo é um anticorpo
monoclonal. Num outro exemplo, o anticorpo € um anticorpo
policlonal. Tais anticorpos podem ser usados em métodos de
diagndéstico, cujos métodos compreendem detetar niveis de
HIP Otimizado no soro ou tecido de um mamifero. Numa forma
de realizacéo, o) método diagndstico é usado para
monitorizar o tratamento com HIP Otimizado para garantir
que 08 niveis terapeuticamente eficazes estdo a ser

conseguidos num paciente que receba tal terapia.

As formas de realizacdo da descricdo também providenciam
kits para tratar um paciente com diabetes tipo 1 ou tipo 2
ou outra condicdo na qual existam niveis aberrantes de
insulina, perturbacéio no metabolismo da glicose ou
resisténcia a insulina, compreendendo uma dose
terapeuticamente eficaz de compostos Peptideos pro-ilhota
otimizados, incluindo HIP Otimizado e opcionalmente, pelo
menos, um agente para estimular recetores GLP-1 ou aumentar
0s niveis de GLP-1, promover a regeneracdo celular beta,
aumentar a saciedade, diminuir a absorcdo de alimentos e
perda de peso, quer no mesmo ou em embalagens separadas e
instrucdes de utilizacédo. As formas de realizacédo
adicionais providenciam um kit para medir compostos
Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo niveis HIP
Otimizado numa amostra, o kit compreendendo um anticorpo de
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo um anticorpo
egpecifico de HIP otimizado e compostos Peptideos pro-
ilhota otimizados, incluindo HIP Otimizado e meios de

etiquetagem opcionalmente.
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H. Descricdo dos Desenhos

O ficheiro desta patente contém, pelo menos, uma fotografia
ou desenho a cores. As cbdpias do(s) desenho (s) ou
fotografia(s) serdo providas pelo Departamento de Patentes
e Registo de Marcas dos EUA apds solicitacdo e pagamento da

taxa necesséaria.

Para uma maior compreensdo da natureza e vantagens da
presente invencdo, deve ser feita referéncia a seguinte
descricdo detalhada, relativamente aos desenhos em anexo,

nos quais:

A Fig. 1 ¢é um grafico que demonstra os niveis de
insulina apds incubacdo na cultura com tecido ductal
pancredtico humano em HIP1l, HIP2 e HIP3.

A Fig. 2 é um grafico que demonstra os requisitos de
insulina em camundongos tratados com HIP1, HIP2 e HIP3.
A Fig. 3 é um grafico que demonstra a reducdo média em
glicose a partir da 1linha de base em camundongos
tratados com HIP1l, HIPZ2 e HIP3.

A Fig. 4A é um grafico que demonstra o numero de
ilhotas em camundongos tratados com HIP2 e HIP3. A Fig.
4B providencia imagens representativas de imunomarcacgéo
de insulina em ratos tratados com placebo e com HIP e
as 1ilhotas marcadas com insulina s&o definidas em
amarelo para diferenciar estas estruturas das células
sanguineas auto-fluorescentes. Escala = 50 um em todas
as imagens.

A Fig. 5 é uma marcacdo imunofluorescente para insulina
em ratos com tecido pancreadtico tratado com HIP.

A Fig. 6 é um grafico que demonstra a semivida do HIP
administrado intramuscularmente aos ratos.

A Fig. 7 é um grafico que demonstra a semivida do HIP
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administrado subcutaneamente aos ratos.

A Fig. 8 é um grafico que demonstra a estabilidade in
vitro de HIP 2 e HIP 2B no plasma ao longo do tempo.

A Fig. 9A é uma anadlise Western Blot que demonstra a
expressdo de insulina humana das células PANC-1 sob
condicdes de ndo-reducdo e reducdo em resposta a
incubacdo com varios HIP e HIP Otimizados. A Fig. 9B
mostra Marcacdes Ponceau sob condicdes de ndo-reducdo e
reducdo em resposta a incubacdo com vArios HIP e HIP
Otimizados.

A Fig. 10A demonstra células PANC-1 tratadas com HIPZ,
e Peptideos HIP otimizados durante quatro dias, com
fotografias no dia 7 com 200X de ampliacdo. A Fig. 10B
demonstra o) progresso de alteracdes celulares
morfoldégicas PANC-1 durante 7 dias (controlo, HIP2 e
HIP2B), com fotos tiradas nos dias 1, 2, 3, 5 e 7 a
200X de amplificacdo. A Fig. 10C demonstra o progresso
das alteracgdes morfoldgicas de células PANC-1 tratadas
com controlo e HIP Otimizado (Dimero HIP2 e PEG HIP2).
A Fig. 11 é uma marcacdo para CK19 e DAPl para mostrar
nicleos e insulina em células pancredticas humanas apds
administracdo de HIP2B.

A Fig. 12 é um gréafico que mostra os niveis de glicose
de trés camundongos NOD apds tratamento com placebo e
lisofilina (LSF), HIP 2 e LSF e HIP2B e LSF.

A Fig. 13 ¢é uma marcac¢do imunohistoquimica de
anticorpos duplos Cy3 de células PANC-1 apds tratamento
com 150 uM de HIP e peptideos de HIP otimizado durante
48 horas, que demonstra a translocacdo do recetor HIP
da membrana celular das células PANC-1 para o
citoplasma apds estimulacdo com HIP e HIP Otimizado.

A Fig. 14 demonstra células PANC-1 de exposigéo
ajustada em SFM e TSFM com HIP e peptideos HIP2B

otimizado.

9/137



A Fig. 15 demonstra uma avaliacdo repetida do impacto
dos peptideos HIP2 otimizado das células PANC-1 ao
utilizar anédlises imunofluorescentes que indicam que o
HIP2B interage com o recetor HIP (EXTL) resultando na
absorcdo do recetor de HIP a partir da membrana
citoplasmdtica para o citoplasma para o nucleo apds
estimulacdo com HIP.

A Fig. 16 demonstra uma western blot do HIP2B otimizado
que melhora o tempo de translocacdo (EXTL3) do recetor
HIP da membrana citoplasmética para o nucleo nas
células PANC-1.

A Fig. 17 é& um grafico que mostra os niveis de glicose
didrios médios num Modelo de Camundongo Diabético STZ
apbés administracdo de HIP2, HIP2B e placebo.

A Fig. 18 é um grafico que mostra os niveis de glicose
didrios médios entre o HIP2B tratado (verde) e controlo
(plrpura) e grupos de placebo de camundongos.

A Fig. 19 é& um grafico que mostra os niveis de glicose
entre HIP2B (amarelo), grupos de camundongos tratados
com HIP2 (verde) e controlo (azul) no inicio e fim da
intervencéo.

A Figura 20 demonstra o impacto de HIP2B Otimizado que
restaura os niveis de glicemia em jejum para intervalos
ndo-diabéticos e para niveis abaixo dos niveis de
glicose de linha de base antes do tratamento STZ.

A Figura 21 demonstra os resultados de testes de
tolerdncia de glicose entre grupos de tratamento no
final do estudo com niveis de glicose mais baixos
vistos no grupo de tratamento com HIP2B Otimizado.

A Figura 22 demonstra um estudo de andlise de resposta
a dose do HIP2B Otimizado em camundongos tornados
diabéticos com STZ para comparar os efeitos do HIP2B
Otimizado no controlo de glicose quando administrado em

dosagens distintas num modelo de diabetes em
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camundongos para determinar a dosagem potencial mais
baixa que produz a méxima eficécia.

A Figura 23 mostra o impacto de concentracdo distinta
de HIP2B na atenuacdo da diabetes.

A Figura 24 demonstra a analise farmacocinética da
administracdo pds-cutdnea e intravenosa de HIP2B, HIP2
e INGAP a ratos Sprague Dawley, a 4 mg/kg.

A Fig. 25 demonstra a anédlise farmacocinética do HIP2B

Otimizado administrado subcutaneamente.

1. Descricédo Detalhada

Antes de serem descritas as presentes composicdes e
métodos, deve ser compreendido gque esta invencdo ndo é
limitada as moléculas particulares, composicdes,
metodologias ou protocolos descritos, uma vez que podem
variar. Também deverd ser compreendido que a terminologia
usada na descricdo destina-se a descrever apenas as versdes
ou formas de realizacdo particulares, e ndo pretende
limitar o ambito da presente invencdo gque serd limitado
apenas pelas reivindicacdes em anexo. Exceto se definido de
outro modo, todos os termos técnicos e cientificos aqui
usados tém o mesmo significado como normalmente

compreendido por alguém com experiéncia na técnica.

A insulina tem sido, desde 1922, a principal, sendo mesmo a
unica, terapia disponivel para o tratamento da diabetes
tipo 1 e outras condig¢des relatadas devido a falta de ou
eficdcia diminuida ou producdo de insulina. No entanto, os
pacientes diabéticos a consumir insulina n&do possuem um
metabolismo de glicose normal, porque a insulina é a Unica

parte da funcdo pancredtica em falta ou aberrante.

Até a data, ndo tem existido nenhuma terapia Unica ou em

11/137



combinacdo que tenha sido usada com sucesso para tratar os
mecanismo da doenca subjacente da diabetes tipo 1 ou tipo
2. 0O desenvolvimento de um tratamento bem-sucedido que
estimula a regeneracdo das células que produzem insulina
dentro do péncreas vai representar um marco no tratamento
significativo para pacientes com diabetes. Alguma
literatura usa de forma indevida o termo "células de
ilhotas" para se referir apenas a células beta ou a ilhotas
inteiras. No entanto, é importante distinguir entre células
beta e ilhotas porque algumas alternativas ao tratamento
procuram aumentar o numero de células beta, enquanto néo
existem tratamentos disponiveis para substituir
endogenamente ilhotas inteiras que ndo o transplante de

ilhotas.

Apesar de décadas de pesquisa e o advento do transplante da
ilhota pancredtica em 1974 e reivindicacdes de sucesso mais
recentes que resultam do Protocolo Edmonton para o
transplante de ilhota, estas abordagens ndo foram muito
bem-sucedidas nos Estados Unidos. Por exemplo, nos quatro
anos apds o transplante, menos de 10% dos pacientes qgue
receberam transplantes de ilhotas permanecem
insulinodependentes. Adicionalmente, existe uma taxa de 18%
de efeitos secunddrios graves. Estd bem estabelecido gque no
surgimento da diabetes tipo 1, o0s pacientes j& perderam a
maior parte das suas ilhotas e o numero de ilhotas continua
a diminuir de forma progressiva. No entanto, estudos mais
recentes descobriram que na altura do diagnéstico da
diabetes tipo 2, o0s pacientes exibiram uma perda de, pelo
menos, 50% da massa e nuUmero de ilhotas. Tal como com 0S8
pacientes do tipo 1, o numero e massa de ilhotas continua a
diminuir, ndo do atague autoimune, mas porgque as células
beta tornam-se efetivamente "esgotadas". Apesar de este

declinio ocorrer mais rapidamente nos pacientes do tipo 1,
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ainda existe um declinio de 10-20% por ano entre os

pacientes do tipo 2.

Num pancreas que funciona normalmente, 0SS pequenos numeros
de ilhotas morrem de forma natural diariamente e sé&o
substituidos como requerido para manter o0s niveis de
glicose sob controlo. Em média, este processo regenerativo
conhecido como neogénese das ilhotas substitui as ilhotas a
uma taxa de aproximadamente 2% por més. Em pacientes né&o
diabéticos, a massa de células beta dentro das ilhotas
existentes pode expandir ou contrair dependendo das
necessidades de insulina do individuo. Este processo é
referido como "proliferacdo de células beta" e ndo ocorre
em pacientes com diabetes tipo 1 e é limitado nos pacientes

do tipo 2.

O estudo da neogénese de ilhotas ndo é recente. Em 1920,
foi reportado que uma pedra pancredtica obstrutiva resultou
em atrofia na maior parte do péncreas mas num aumento nas
ilhotas. Foi entdo alvitrado que ligar (unir) os ductos
pancreaticos pode levar a identificacdo de uma substancia
que pode ser Util no tratamento da diabetes. Os cirurgides
ligaram os ductos pancredticos de criancas diabéticas na
esperanca de produzir substédncias que formassem novas
ilhotas. Apesar de os efeitos positivos destes
procedimentos serem de curta duracdo, demonstraram o

potencial de uma restauracdo de ilhotas no homem.

Os estudos de ligacdo ductal pancreatico gue se destinaram
a criar um modelo de hamster para pancreatite resultaram na
formacdo de muitas novas ilhotas. Esta pesquisa levou ao
isolamento de um peptideo de hamster vreferido como a
Proteina Associada a Neogénese das Ilhotas ou INGAP (em

inglés, Islet Neogenesis Associated Peptide). No
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desenvolvimento clinico da INGAP, foi ainda demonstrado que
novas ilhotas humanas podem ser diferenciadas das células
progenitoras de ilhotas tipo células estaminais que residem
em todo o pancreas adulto durante décadas apds o surgimento

da diabetes tipo 1.

Separada do conceito de usar ligacdo ductal para produzir
novas ilhotas, a pesquisa foi realizada relativamente a
potencial regeneracdo de ilhotas durante a gravidez. Foi
reportado que as ilhotas foram formadas no final da
embriogénese e indicou que a populacdo de ilhotas continua
a crescer de forma pds-natal através de um processo de

metamorfose do tecido ductal circundante.

A forma principal na qual os pacientes com diabetes tipo 1
ou no estagio final do tipo 2 lidam com a sua doenca é ao
administrar insulina, guer seja por injecdo subcutédnea ou
ao usar uma infusdo de Dbomba subcuténea. Assim como as
desvantagens de estilo de wvida ¢bvias, a terapia de
insulina ndo corresponde aos mecanismos de controlo normal
do corpo e, por isso, ndo gere na totalidade as oscilacdes
de glicose. Como mostrado pelo grafico adjacente, até mesmo
08 pacientes diabéticos do tipo 1 melhor controlados né&o
tém nada parecido como um metabolismo de glicose normal.
Isto deve-se ao facto de a secrecdo de insulina ser apenas

parte da funcdo pancredtica em falta.

Os 1investigadores avaliaram se a producdo enddgena de
insulina pode ser estimulada por tratamento com féarmaco.
Por exemplo, durante as uUltimas décadas, varias terapias
foram estudadas, nas quais um peptideo envolvido no
metabolismo de glicose, ou andlogos de tais peptideos, foi
administrado a pacientes diabéticos. Estas terapias incluem

a administracdo de peptideos com sequéncias de aminoécido
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semelhantes aquelas do Peptideo-1 similar ao glucagon (do
inglés, Glucagon Like Peptide-1 - GLP-1), e tais peptideos
incluem: 0s andlogos de recetor GLP-1, Exendin-4,
Exenatide/BYETTA™, gque sdo derivados do Gila Monster,
Januvia™, Peptideo inibidor gastrico/Peptideo
insulinotrépico insulino-dependente (do 1inglés, Gastric
Inhibitory Peptide/Glucose-Dependent Insulinoptropic
polypeptide - GIP), compostos homdélogos a GLP-1, tais como
Liraglutido (NN2211), Inibidores da Dipeptidil Peptidase-4,
0s quais inibem a decomposicdo do GLP-1, Gastrina, Fator de
Crescimento Epidérmico e Andlogos do Fator de Crescimento
Epidérmico, e Peptideo Associado a Neogénese das Ilhotas

derivado de Hamster (INGAP).

Nenhum destes tratamentos provou eficédcia na reversdo dos
mecanismos de diabetes subjacentes. A geracdo de novas
ilhotas ndo forma sé as células beta gque produzem insulina,
também forma as outras células envolvidas no metabolismo de
glicose. Consequentemente, se ndo forem geradas novas
ilhotas, o paciente ¢é finalmente capaz de recuperar o
controlo glicémico. Por 1isso, a neogénese de ilhotas
apresenta a possibilidade ndo apenas para tratar, mas

atualmente para reverter a diabetes.

Para qualguer agente de neogénese de células de ilhotas ser
eficaz, o pancreas deve ser "flexivel" com respeito a sua
capacidade de gerar novas células de ilhotas. A prova da
flexibilidade do péncreas com respeito a geracdo de novas
ilhotas pancreédticas durante a vida de alguém em resposta a
morte de ilhotas pancredticas ou apoptose substituiu o
conceito ja& existente de que o numero de estruturas de
ilhotas que produzem insulina ¢é fixo no momento do
nascimento e mantido durante a vida, enquanto a

plasticidade e capacidade de células beta proliferarem
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dentro das ilhotas existentes foram bem estabelecidas. E
atualmente aceite que a neogénese de ilhotas pancredticas
ocorra a partir de células pancredticas preexistentes
através de diferenciacgéo de células progenitoras
descobertas entre as fracdes de enddcrina e exdcrina do
pancreas. 0Os dados demonstram que, mesmo passadas décadas
apbés o surgimento da diabetes tipo 1, as 1ilhotas

pancredticas podem ser regeneradas.

Por exemplo, o0s pacientes com diabetes tipo 1 s&do capazes
de produzir niveis normais de ©peptideo C durante a
gravidez. Varias equipas descobriram um aumento paradoxal
nos niveis de peptideo C durante o primeiro trimestre de
gravidez no intervalo normal em tanto quanto um terco de
todas as pacientes do tipo 1 gréavidas. Este aumento no
peptideo C é acompanhado por uma reducdo significativa nos
requisitos de insulina com alguns pacientes sendo capazes
de descontinuar a 1insulina transientemente durante o
primeiro trimestre de gravidez. Este aumento no peptideo C
durante a gravidez gque ocorre nas 10 semanas de gestacédo
entre as pacientes, apesar de ndo existir nenhum peptideo C
mensuravel antes da gravidez, implica a restauracdo das
estruturas das ilhotas a funcionar. E alvitrado que a
neogénese de ilhotas que ocorra durante a gravidez resulte
no aumento concomitante na producido de esteroides enddgenos
e numa baixa regulacdo do sistema imune que evita o ataque
imune ao feto, o que provavelmente também desempenha um
papel na supressdo do ataque linfdécito nas ilhotas.
Juntamente com a supressdo imune, é também especulado que
exista uma supra-regulacdo da promocgdo do crescimento de
ilhotas maternais que promovem o8 fatores durante a
gravidez para compensar a diminuig¢do do wvalor nominal de
glicose maternal na gravidez. 0Os modelos animais também

demonstraram gque a neogénese de ilhotas ©precede o
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desenvolvimento de expansdo de células beta durante a
gravidez e foi demonstrado que as células progenitoras
pancredticas diferenciam-se para ilhotas. De igual modo, os
pacientes que tém estado numa imunodepressdo a longo prazo
para transplante de rim foram observados para regenerar as

ilhotas que produzem insulina.

Durante a Uultima década, 0os estudos clinicos foram
realizados para avaliar o impacto de um numero de
moduladores imunes que podem parar a destruicdo das células

beta do péancreas. O0Os anticorpos Anti-CD 3, tais como

hOKT3yl (Ala-Ala) e ChAglyCD3, que tém como alvo a resposta
imune e especificamente Dbloquear os 1linfécitos T qgue
provocam a morte das células beta na diabetes tipo 1, foram
utilizados para este efeito, tal como os tratamentos que
envolvem a administracdo de Sirolimus (Rapamicina),
Tacrolimus (FK506), uma proteina de choque térmico 60
(DIAPEP277™), uma vacina Anti-Descarboxilase de Acido
Glutédmico 65 (GAD65), Micofenolato de Mofetil simples ou em
combinacdo com Daclizumab, o agente anti-CD20, globulina
antilinfécito T policlonal (ATG), lisofilina, Rituximab,
Campath-1 H (Anticorpo Anti-CDb52), Vitamina D, vacina IBC-
VSO, que é uma forma sintética, metabolicamente inativa de
insulina concebida para evitar a destruicdo de células beta
pancredticas e vacinacdo interferdo-a usando células T
reguladoras especificas do antigeno CD4+CD25+. [Estas
abordagens terapéuticas destinam-se a serem usadas para
utilizar as células T reguladoras diretamente ou através do
uso de imunoterapia para parar a destruicdo de células que
produzem insulina. O objetivo destes ensaios é determinar a
capacidade de tais agentes para preservar a funcdo de
ilhotas ao evitar o ataque imune adicional nas células beta

das ilhotas do péancreas.
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Adicionalmente, estudos recentes descobriram que a vitamina
D pode desempenhar um papel importante na modulacdo imune
na prevencdo da diabetes tipo 1. Até 54,7% da populacdo dos
Estados Unidos, ndo obstante a latitude, tém baixos niveis
de 25-hidroxivitamina D. A deficiéncia da vitamina D foi
demonstrada, ndo apenas por ser associada ao risco
aumentado da diabetes tipo 1 e wvista no surgimento do
diagnéstico do tipo 1, mas também é comummente vista entre
0s pacientes com diabetes tipo 1 e tipo 2. E recomendado
manter os niveis acima dos 40 ng/ml para manter uma funcdo
imune normal. N&o foram observados efeitos adversos com as

doses até 10 000 IU/dia.

As definigbes seguintes sdo providas para ajudar o leitor.
Exceto se de outro modo definido, todos os termos da
técnica, notacgdes e outros termos médicos ou cientificos ou
terminologia agui usada destinam-se a ter os significados
comummente compreendidos por aqueles com experiéncia nas
técnicas quimica e médica. Em alguns casos, o0s termos com
significados comummente compreendidos sdo aqui definidos
para clareza e/ou para referéncia réapida, e a inclusdo de
tais definicdes aqui ndo devem ser necessariamente
compreendidas para representar uma diferenca substancial
sobre a definicdo do termo, como geralmente compreendido na

técnica.

Também deverd ser notado gque como aqui usado e nas
reivindicacdes em anexo, as formas singulares "um", "uma" e
"o/a"™ incluem referéncia plural, exceto se o contexto
indicar o contrédrio. Deste modo, por exemplo, a referéncia
a um "fibroblasto" é uma referéncia a uma ou mais células e

equivalentes das mesmas conhecidas pelos especialistas na

técnica, e etc.
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Como agui usado, o termo "cerca" significa mais ou menos
10% do valor numérico do numero gque estd a ser usado. Por
isso, cerca de 50% significa estar no intervalo de 45%-55%.
Como aqui usado, "peptideo pro-ilhota” refere-se a
proteinas ou peptideos derivados de tais proteinas gue
estimulam a neogénese de células de ilhota, incluindo, mas
ndo limitado a, REG3A de humano (SEQ ID NO: 1), REG3G de
humano (SEQ ID NO: 28), REGIA de humano, REGIB de humano,
REG4 de humano, INGAP de hamster (SEQ ID NO: 27), REG2 de
hamster, REG3G de hamster, REGl de rato, PAP/REG3B de rato,
PAP3 de rato, REG3G de rato, REGl1 de camundongo, REG2 de
camundongo, REG3A de camundongo, REG3B de camundongo, REG3G
de camundongo, REG3S de camundongo, REG4 de camundongo, PTP
de Dbovino, chimpanzé, wvaca, cdo, ovelha e anédlogos e
homélogos, tais como proteinas, e fragmentos de peptideos
derivados de tais proteinas ou hombdélogos dos mesmos. As
sequéncias de proteina de tais peptideos pro-ilhotas estéo
disponiveis publicamente. 0s peptideos pro-ilhotas incluem
ainda peptideos que sdo fragmentos de REG3A, INGAP ou
proteinas hombélogas que contém a sequéncia de catorze
aminodcidos ativa de HIP2 (ou a seguéncia correspondente
para cada hombélogo) (consultar a Tabela 1 abaixo) e sé&o
menos de 150 aminoédcidos, menos de 125 aminoacidos, menos
de 100 aminodcidos, menos de 75 aminoacidos, menos de 50

aminodcidos ou menos de 25 aminoécidos. Exemplos de tais

peptideos (que providenciam a sequéncia de catorze
aminodcidos ativa) incluem, mas ndo sdo limitados aos
seguintes:

19/137



REG3A de I |G LIH|D|P|T|Q|G|T|[E|P |N/|G SEQ ID
humano NO: 4
Chimpanzé I G LIH|D|P|T|[Q |G]|S |E P D |G SEQ ID
NO: 60
INGAP de I |G LIH|D|P|S|H|G|T|[L|P |N|I|G SEQ ID
hamster NO: 61
REG3A de I G LIH|D|P|T[IM|G|Q|Q|P N |G SEQ ID
camundongo NO: 62
REG3 de I |W|[L)|)H|(D|P|T|M|[G|[Q|Q [P [N |G SEQ ID
rato da NO: 63
Noruega
Vaca I G LIH|D|P|T|E |G]|S |E P DJ|A SEQ ID
NO: 64
cao M |G LIH|D|P|T|E|G|Y|[E]|]P |N/|A SEQ ID
NO: 65
Ovelha I G LIH|D|P|TI|E |G|S |E P N [ A SEQ ID
NO: 66
REG1A de I |G LIH|D|P|K|K|N|R[R|W |H|W SEQ ID
humano NO: 67
REG1B de I |G LIH|D|P|K|K|N|R[R|W |H|W SEQ ID
humano NO: 68
REG1 de I G LIH|D|P|K [N |N|]R|R|w H | W SEQ ID
rato NO: 69
REG1 de T |G LIH|D|P|K|R|N|R[R|wW |H|W SEQ ID
camundongo NO: 70
REG2 de T |G LIH|D|P|K|S|N|R[R|]w |H|W SEQ ID
camundongo NO: 71
REG2 de I |G LIH|D|P|K|N|N|R[R|wWwW |H|W SEQ ID
hamster NO: 72
REG3 de I W LIH|D|P|T|M|[G|QO[Q|P N |G SEQ ID
rato NO: 73
PAP/REG3B I G L{H|D|P|T|L|[G|G|[E |pP N |G SEQ ID
de rato NO: 74
PAP3 de I G LIH|D|P|T|L|[G|O[E |P N [R SEQ ID
rato NO: 75
REG3A de I G LIH|D|P|T|M|[G|O[Q|P N |G SEQ ID
camundongo NO: 76
REG3B de I |G LIH|D|P|T|L|G|A|[E |]p |N|G SEQ ID
camundongo NO: 77
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REG3G de I G LIH|D|P|T|L|[G|Y [E |pP N [ R SEQ ID
camundongo NO: 78
REG3G de I G LIH|D|P|T|L|[G|QI[E |P N [R SEQ ID
rato NO: 79
REG3G de I G L|H|D P|T L G|Q |E ) N G SEQ ID
hamster NO: 80
REG3G de I G L|H|D P|T Q G S E P D G SEQ ID
humano NO: 81
REG3S de I G LIH|DJ|L|S LIG|S |L |p N |E SEQ ID
camundongo NO: 82
PTP de I G LIH|D|P|T|[E|G|S|E|A |N]|A SEQ ID
bovino NO: 83
INGAP de I G LIH|D|P|S|H|G|T]|L|P N |G SEQ ID
hamster NO: 84
REG4 de I G LIH|D|P|Q[K|R|Q|Q |W Q| W SEQ ID
humano NO: 85
REG4 de I G LIH|D|P|Q[K |K|Q |L |W Q| w SEQ ID
camundongo NO: 86
Chimpanzé I G LIH|D|P|T|[Q |G]|S |E P D |G SEQ ID
NO: 87
Vaca I G LIH|D|P|T|E |G]|S |E P DJ|A SEQ ID
NO: 88
cao M |G LIH|D|P|TI|E |G|Y |E P N [ A SEQ ID
NO: 89
Ovelha I G LIH|D|P|T|E |G]|S |E P N [ A SEQ ID
NO: 90

Tais fragmentos de peptideos incluem, mas nédo estéo
limitados a HIP1l, HIP2, HIP3, INGAP (SEQ ID NO: 26), e
hombélogos dos mesmos, identificados abaixo. Foi encontrado
um gene humano similar no gene homem para rato, que é
referido como gene Reg, e é o gene sobre o qual o HIP foi
descoberto em humanos e uma grande homologia entre espécies
dos peptideos pro-ilhota humanos e outras espécies
mamiferas. A seguinte homologia de espécies mostra que a
sequéncia relacionada com HIP ¢é conservada através da
evolucdo. E provavel que cada uma destas sequéncias teré
alguma eficédcia em humanos, mas nenhuma correspondeu

exatamente a sequéncia ativa humana do HIP.
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Espécies Homologia

REG3A de | W I G L H D P T|Q|G|T E PIN G |E | SEQ ID
humano NO: 30
Chimpanzé W I G L H D P T|Q|G|S E P[D G |G| SEQ ID
NO: 31
INGAP de | W I G L H D P S|H|G|T L |PIN G |S|SEQ ID
Hamster NO: 32
REG3A de | W I G L H D P T|M|G|Q Q|PIN G |G| SEQ ID
camundongo NO: 33
REG3 de rato |W I W L H D P T|IM|G|Q Q|P|N G|[G]|SEQ ID
da Noruega NO: 34
Vaca W I G L H D P T|E|G|S E P|D A |G| SEQ ID
NO: 35
Cao W M G L H D P TI|E|G|Y E P|IN A | D | SEQ ID
NO: 36
Ovelha W I G L H D P T|E|G|S E PN A |G| SEQ ID
NO: 37

A tabela acima compara uma cadeia de dezasseis aminoéacidos
de um peptideo humano que contém a sequéncia HIP2 de

catorze aminoédcidos, em comparacdo com outras espécies.

REG3A de|W I G L H D P TI|Q|G|T E PIN G SEQ ID
humano NO: 3
Chimpanzé W I G L H D P T Q G S E PID G SEQ ID
NO: 38
INGAP de|W I G L H D P S H|G|T L PIN G SEQ ID
hamster NO: 39
REG3A de|W I G L H D P T|M|G|Q Q PIN G SEQ ID
camundongo NO: 40
REG3 de|W I W L H D P T|M|G|Q O PIN G SEQ ID
rato da NO: 41
Noruega
Vaca w I G L H D P TI|E|G]|S E P|D A SEQ ID
NO: 42
cao W M G L H D P TI|E|G|Y E PIN A SEQ ID
NO: 43
Ovelha w I G L H D P TI|E|G]|S E PIN A SEQ ID
NO: 44
REG3A de I G L H D P TI|Q|G|T E PIN G SEQ ID
humano NO: 4
Chimpanzé I G L H D P T|Q|G]|S E P|D G SEQ ID
NO: 45
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INGAP de I G L H D P S|H|IG|T L PIN G SEQ ID
Hamster
NO: 46
REG3A de I G L H D P T|M|[G]|QO O PIN G SEQ ID
camundongo NO: 47
REG3 de I w L H D P T |M|G|[Q O PIN G SEQ ID
rato da NO: 48
Noruega
Vaca I G L H D P T G|S E P|(D A SEQ ID
NO: 49
Cao M G L H D P TI|E|G|Y E PIN A SEQ ID
NO: 50
Ovelha I G L H D P T G|S E PN A SEQ ID
NO: 51
REG3A de I G L H D P T|[Q|G|T E PN G |E | SEQ ID
humano NO: 2
Chimpanzé I G L H D P T G|S E P|D G |G | SEQ ID
NO: 52
INGAP de I G L H D P S|H|IG|T L PIN G S | SEQ ID
hamster NO: 27
REG3A de I G L H D P T|M|G|Q O PIN G G | SEQ ID
camundongo NO: 53
REG3 de I w L H D P T |M|G|[QO O PIN G |G | SEQ ID
rato da NO: 54
Noruega
Vaca I G L H D P T|E S E P|D A |G | SEQ ID
NO: 55
Cao M G L H D P TI|E|G|Y E PIN A D | SEQ ID
NO: 56
Ovelha I G L H D P T G|S E PN A |G | SEQ ID
NO: 57

Como agui usado, "Peptideo pro-ilhota Otimizado" refere-se
a variacgdes de um peptideo pro-ilhota, incluindo, mas né&o
limitado a, REG3A humano, REG3G humano, REG1A humano, REGIB
humano, REG4 humano, INGAP de hamster, REG2 de hamster,
REG3G de hamster, REGl de rato, PAP/REG3B de rato, PAP3 de
rato, REG3G de rato, REG1 de camundongo, REG2 de
camundongo, REG3A de camundongo, REG3B de camundongo, REG3G

de camundongo, REG3S de camundongo, REG4 de camundongo,
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PTP, HIP1l, HIP2 e/ou HIP3 de bovino, em que o peptideo foi
modificado para aumentar a estabilidade, solubilidade ou
biodisponibilidade de tais peptideos, como definido na
reivindicacéao 1. Para efeitos desta descricéo, a
estabilidade refere-se a resisténcia de peptideos para
degradacdo por protéases em soro qgue Se destinam a e
degradam Peptideos pro-ilhota nédo-otimizados, peptideo
REG3A, REG3G, INGAP, REG3G, peptideo INGAP, HIP1, HIP2 e/ou
HIP3 ou homdélogos de tais peptideos. Também, para efeitos
desta descricéao, a biodisponibilidade refere-se a
quantidade de peptideo disponivel para uso terapéutico in
vivo pelas células alvo, vias e/ou mecanismos sistémicos
com base na capacidade de peptideo para evitar a degradacéo
por protéases e outras vias sistémicas que degradaram 08
Peptideos pro-ilhota né&o-otimizados, REG3A humano, REG3G
humano, REGl1A humano, REG1B humano, REG4 humano, INGAP de
hamster, REG2 de hamster, REG3G de hamster, REGl de rato,
PAP/REG3B de rato, PAP3 de rato, REG3G de rato, REGL de
camundongo, REG2 de camundongo, REG3A de camundongo, REG3B
de camundongo, REG3G de camundongo, REG3S de camundongo,
REG4 de camundongo, PTP de bovino, chimpanzé, vaca, céao,
ovelha e andlogos e homdélogos de tais proteinas, HIP1l, HIP2
e/ou HIP3 ou hombdélogos de tais peptideos. De preferéncia,
0s Peptideos pro-ilhota n&o-otimizados referem-se ao
peptideo REG3G, peptideo INGAP, HIP3, HIPl e/ou HIP2 ou
hombélogos que s&do bloqueados pela adicdo de um grupo amido
C-terminal e um grupo acetil N-terminal, peguilado, e uma

combinacdo dos mesmos.

Como aqui usado, "HIP Otimizado" refere-se a variacdes de
HIP, HIPl e/ou HIP2, em que o peptideo foi modificado para
aumentar a estabilidade, solubilidade ou biodisponibilidade
de HIP, HIP1 ou HIP2, como definido na reivindicacdo 1.

Para efeitos desta descricdo, a estabilidade refere-se a
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resisténcia do peptideo para degradacdo por protéase em
soro que se destina e degrada HIP3, HIPl1 e/ou HIP2 né&do-
Otimizado. Também, para efeitos desta descricéo, a
biodisponibilidade refere-se a quantidade de peptideo
disponivel para uso terapéutico in vivo pelas células alvo,
vias e/ou mecanismos sistémicos com base na capacidade para
evitar a degradacdo por protéases e outras vias sistémicas
que degradaram HIP3, HIPl1 e/ou HIP2 n&do-Otimizado. De
preferéncia, os HIP Otimizados referem-se ao HIP3, HIP1
e/ou HIP2 que sdo bloqueados pela adicdo de um grupo amido
C-terminal e um grupo acetil N-terminal, peguilado, e uma

combinacdo dos mesmos.

Como aqui usado, "tratar" uma condicdo ou paciente refere-
se a tomar medidas para obter resultados benéficos ou
desejados, incluindo resultados <c¢linicos. Para efeitos
desta descricéo, 0os resultados clinicos Dbenéficos ou
desejados incluem, mas ndo sdo limitados a alivio ou
melhoria de um ou mais sintomas de diabetes, diminuicdo da
disseminacdo da doenca, atraso ou abrandamento do progresso
da doenca, melhoria, paliacdo ou estabilizacdo do estado da
doenca, e outros resultados benéficos descritos abaixo. Os
sintomas da diabetes incluem niveis baixos ou inadequados
de insulina ou atividade de insulina, politria, sede
excessiva, fome excessiva, perda de peso anormal, cansacgo
aumentado, irritabilidade, wvis&do turva, prurido nos dérgédos
genitais, dores anormais, boca seca, pele seca ou com
prurido, impoténcia, candidiase, fraca cicatrizacdo de
cortes e arranhoes, infecdes excessivas ou anormais,
hiperglicemia, perda de controlo glicémico, oscilagdes na
glicose sanguinea pdbs-prandial, oscilag¢des no glucagon
sanguineo, oscilag¢des nos triglicéridos sanguineos. A
diabetes pode ser diagnosticada através de métodos bem

conhecidos de alguém com conhecimento na técnica. Por
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exemplo, habitualmente, os diabéticos tém um resultado de
glicose no plasma do sangue superior a 126 mg/dL de
glicose. A Pré-diabetes, que pode também ser tratada pelas
composicgdes e métodos aqui descritos, € habitualmente
diagnosticada em pacientes com um nivel de glicose no
sangue entre 100 e 125 mg/dL de glicose. Outros sintomas
podem também ser usados para diagnosticar a diabetes,
doencas relacionadas e disturbios, e doencas e disturbios

afetados pela diminuicdo da funcdo pancreédtica.

Como aqui utilizado, "reducdo" de um sintoma ou sintomas (e
equivalentes gramaticais desta frase) significa diminuir a
gravidade ou frequéncia do(s) sintoma(s), ou eliminacédo

do(s) sintoma (s).

O termo "inibir" inclui a administracdo de um composto da
presente descricdo para evitar o surgimento dos sintomas,
aliviar os sintomas ou eliminar a doenca, condicdo ou

disturbio.

Como aqui wutilizado, a "patologia associada a funcéo
pancredtica diminuida™ ¢é uma na qual a patologia ¢é
associada a uma menor capacidade de um paciente para que o
seu péncreas produza e/ou segregue hormonas e/ou citocinas.
Preferencialmente, esta hormona ou citocina é insulina. A
patologia associada a funcdo pancredtica diminuida ¢é
qualgquer uma da diabetes tipo 1, surgimento recente de
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes autoimune
latente de adulto, pré-diabetes, glicemia de jejum
alterada, tolerdncia a glicose diminuida, sindrome de
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica/sindrome
dismetabdlica, excesso de peso, obesidade, hiperlipidemia,
hipertrigliceridemia, disturbios alimentares, ciclos né&o

ovulatdérios e sindrome de ovarios policisticos.
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Como aqui utilizado, "administrar" ou "administracdo de" um
farmaco ou terapéutica a um paciente (e equivalentes
gramaticais desta frase) inclui administracdo direta,
incluindo autoadministracdo, diretamente dentro ou num
tecido alvo, ou administrar uma terapéutica a um paciente
em que a terapéutica afeta positivamente o tecido alvo, e
administracdo indireta, incluindo o ato de prescrever um
farmaco. Por exemplo, como aqui utilizado, um médico que
instrua um paciente a autoadministrar um farmaco e/ou
providencie a um paciente uma prescricdo de um férmaco,

estd a administrar o farmaco ao paciente.

Como aqui usado, um "paciente" ou "sujeito" é um mamifero,
tipicamente um humano, mas opcionalmente um animal mamifero
de importédncia veterinédria, incluindo, mas ndo limitado a,

cavalos, gado, ovelhas, cdes e gatos.

Como aqui utilizado, uma "manifestac&do" de doenca refere-se
a um sintoma, sinal, estado anatdédmico (por exemplo, falta
de células de ilhota), estado fisioldbgico (por exemplo,
nivel de glicose) ou caracteristica de anadlises (por
exemplo, nivel de triglicéridos) de um paciente com a

doenca.

Como aqui usado, uma "quantidade terapeuticamente eficaz"
de um farmaco ou agente é uma quantidade de um férmaco ou
agente que, quando administrado a um paciente com uma
doenca ou disturbio terd o efeito terapéutico pretendido,
por exemplo, alivio, melhoria, paliacdo ou eliminacdo de
uma ou mais manifestacdes da doenca ou condigdes no
paciente. 0 efeito terapéutico total nao ocorre
necessariamente pela administracdo de uma dose e pode
ocorrer apenas apds administracdo de uma série de doses.

Deste modo, uma quantidade terapeuticamente eficaz pode ser
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administrada em uma ou mais administracdes.

Como aqui usado, uma "quantidade profilaticamente eficaz"
de um fadrmaco é uma quantidade de um farmaco que, quando
administrado a um paciente, terd o efeito profildtico
pretendido, por exemplo, evitar ou atrasar o surgimento (ou
recorréncia) de uma doenca ou sintomas, ou reduzir a
probabilidade do surgimento (ou recorréncia) de doenca ou
sintomas. 0 efeito terapéutico total nao ocorre
necessariamente pela administracdo de uma dose e pode
ocorrer apenas apds administracdo de uma série de doses.
Deste modo, uma quantidade profilaticamente eficaz pode ser

administrada em uma ou mais administracdes.

Por "farmaceuticamente aceitével", quer dizer-se que o
portador, diluente ou excipiente tem de ser compativel com
0s outros ingredientes das formulacdes e ndo prejudicial ao

destinatédrio das mesmas.

Como aqui usado, "TID", "OD" e "QHS" tém o0s seus
significados habituais de "trés vezes por dia", "uma vez

por dia" e "uma vez antes do deitar", respetivamente.

A administracdo de um agente "em combinacdo com" inclui
administracdo paralela (administracdo de ambos 0s agentes
ao paciente durante um periodo de tempo, tal como
administracdo de um anticorpo monoclonal e uma hormona de
peptideo, tal como hormona incretina ou andlogo em dias
alternados durante um més), coadministracdo (na gqual os
agentes sdo administrados, aproximadamente ao mesmo tempo,
por exemplo dentro de alguns minutos até algumas horas
entre si), e co-formulacéo (na qual os agentes sé&o
combinados ou compostos numa Unica forma de dosagem

adequada para administracéo oral, subcuténea ou
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parenteral) .

Os "Inibidores DPP-4" sdo inibidores da dipeptidil
peptidase-4.

"INGAP de hamster" é um peptideo associado de neogénese de
ilhota ndo-humana tendo a sequéncia 1lle-Gly-Leu-His-Asp-
Pro-Ser-His-Gly-Thr-Leu-Pro-Asn-Gly-Ser (SEQ ID NO: 26).
Este peptideo é um fragmento da proteina INGAP de hamster
com a sequéncia lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Ser-His-Gly-Thr-

Leu-Pro-Asn-Gly-Ser (SEQ ID NO: 27).

"GIP" & o Peptideo Inibidor Géastrico, também conhecido como

Peptideo Insulinotrdépico Insulino-dependente.

"GLP-1" & Peptideo-1 similar ao glucagon.

"HIP3" (l1le-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-
Asn-Gly-Glu (SEQ ID NO: 2)) & um Peptideo pro-ilhota Humano
na forma purificada, sintética ou recombinante. HIP3 tem um

peso molecular de cerca de 1564,6.

"HIPL1" (Trp-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-
Pro-Asn-Gly (SEQ ID NO: 3)) é um Peptideo pro-ilhota Humano

na forma purificada, sintética ou recombinante.

"HIP2" (lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-
Asn-Gly (SEQ ID NO: 4)) é um Peptideo pro-ilhota Humano na
forma purificada, sintética ou recombinante. HIP2 tem um

peso molecular de cerca de 1435,5.
HIP3Rlocked ou HIP3B (Ac-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-

Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Glu-NH2) (SEQ ID NO: 5)) é um

Peptideo pro-ilhota humano que foi blogqueado com um grupo
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acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na forma
purificada, sintética ou recombinante. HIP3B tem um peso

molecular de cerca de 1605,7.

HIP1Blocked (Ac-Trp-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-
Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-NH2 (SEQ ID NO: 6)) é um Peptideo pro-
ilhota humano que foi bloqueado com um grupo acetil N-
terminal e um grupo amida C-terminal, na forma purificada,

sintética ou recombinante.

HIP2Blocked ou HIP2B (Ac-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-
Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-NH2) (SEQ ID NO: 7)) é um Peptideo
pro-ilhota humano que foi bloqueado com um grupo acetil N-
terminal e um grupo amida C-terminal, na forma purificada,
sintética ou recombinante. HIP2B tem um peso molecular de

cerca de 1476,6.

Peptideo INGAP Blocked ou INGAPB é um Peptideo INGAP que
foi Dblogqueado com um grupo acetil N-terminal e um grupo
amida C-terminal, na forma purificada, sintética ou

recombinante.

HIP3Cys (lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-
Asn-Gly-Glu-Cys) (SEQ ID NO: 8)) é& um Peptideo pro-ilhota
Humano que tem um residuo cisteina C-terminal, em forma

purificada, sintética ou recombinante (comparativa).

HIP1Cys (Trp-1lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-
Pro-Asn-Gly-Cys) (SEQ ID NO: 9)) é um Peptideo pro-ilhota
Humano que tem um residuo cisteina C-terminal, em forma

purificada, sintética ou recombinante (comparativa).

HIP2Cys (lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-
Asn-Gly-Cys) (SEQ ID NO: 10)) é um Peptideo pro-ilhota
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Humano que tem um residuo cisteina C-terminal, em forma
purificada, sintética ou recombinante (comparativa).

Peptideo INGAPCys ou INGAPCys é um Peptideo INGAP que tem
um residuo cisteina C-terminal, em forma purificada,

sintética ou recombinante (comparativa).

HIP3CysDimer (lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-
Pro-Asn-Gly-Cys), (SEQ ID NO: 11)) é um dimero peptideo
pro-ilhota humano onde cada mondémero foi modificado para
incluir um residuo cisteina C-terminal, na forma
purificada, sintética ou recombinante. O dimero forma-se
através da criacdo de uma ligacdo de dissulfureto entre os

residuos cisteina dos mondmeros individuais (comparativa).

HIP1CysDimer (Trp-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-
Glu-Pro-Asn-Gly-Glu-Cys), (SEQ 1ID NO: 12)) ¢é um dimero
peptideo pro-ilhota humano onde cada mondémero foi
modificado para incluir um residuo cisteina C-terminal, na
forma ©purificada, sintética ou recombinante. O dimero
forma-se através da criacdo de uma ligacdo de dissulfureto
entre o0s residuos cisteina dos mondmeros individuais

(comparativa) .

HIP2CysDimer (lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-
Pro-Asn-Gly-Cys), (SEQ ID NO: 13)) ¢é um dimero peptideo
pro-ilhota humano onde cada mondémero foi modificado para
incluir um residuo cisteina C-terminal, na forma
purificada, sintética ou recombinante. O dimero forma-se
através da criacdo de uma ligacdo de dissulfureto entre os
residuos cisteina dos mondémeros individuais. HIP2 tem um

peso molecular de cerca de 1435.5 (comparativa).

INGAPCysDimer ¢ um dimero peptideo INGAP em que cada

mondémero foi modificado para incluir um residuo cisteina N-
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terminal, na forma purificada, sintética ou recombinante

(comparativa) .

HIP3CysRlocked (Ac-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-
Glu-Pro-Asn-Gly-Glu-Cys-NH2) (SEQ ID NO: 14)) é um Peptideo
pro-ilhota humano que foi modificado para incluir um
residuo cisteina C-terminal e foi blogqueado com um grupo
acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na forma

purificada, sintética ou recombinante.

HIP1CysBlocked (Ac-Trp-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-
Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Cys-NH2) (SEQ ID NO: 15)) é um Peptideo
pro-ilhota humano que foi modificado para incluir um
residuo cisteina C-terminal e foi blogueado com um grupo
acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na forma

purificada, sintética ou recombinante.

HIP2CysBRlocked (Ac-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-
Glu-Pro-Asn-Gly-Cys-NH2) (SEQ ID NO: 16)) & um Peptideo
pro-ilhota humano que foi modificado para incluir um
residuo cisteina C-terminal e foi blogqueado com um grupo
acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na forma

purificada, sintética ou recombinante.

INGAPCysBlocked é peptideo INGAP gque foi modificado para
incluir um residuo cisteina C-terminal e foi bloqueado com
um grupo acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na

forma purificada, sintética ou recombinante.

HIP3CysBlockedDimer (Ac-1le-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-
Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Glu-Cys-NH2), (SEQ ID NO: 17)) é um
Peptideo pro-ilhota humano que foi modificado para incluir
um residuo cisteina C-terminal e foi blogqueado com um grupo

acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na forma
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purificada, sintética ou recombinante. O dimero forma-se
através da criacdo de uma ligacdo de dissulfureto entre os

residuos cisteina dos mondémeros individuais.

HIP1CysBlockedDimer (Ac-Trp-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-
Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Cys-NH2), (SEQ ID NO: 18)) & um
Peptideo pro-ilhota humano que foi modificado para incluir
um residuo cisteina C-terminal e foi bloqueado com um grupo
acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, na forma
purificada, sintética ou recombinante. O dimero forma-se
através da criacdo de uma ligacdo de dissulfureto entre os

residuos cisteina dos mondémeros individuais.

HIP2CysBRlockedDimer ou HIP2B Cys Dimer (Ac-lle-Gly-Leu-His-
Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Cys-NH2), (SEQ ID
NO: 19) é um Peptideo pro-ilhota humano que foi modificado
para incluir um residuo cisteina C-terminal e foi bloqueado
com um grupo acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal,
na forma purificada, sintética ou recombinante. O dimero
forma-se através da criacdo de uma ligacdo de dissulfureto
entre os residuos cisteina dos mondmeros individuais. HIP2B

Cys Dimer tem um peso molecular de cerca de 3157,5.

INGAPCysBlocked Dimer é um Dimero de Peptideo INGAP que foi
modificado para incluir um residuo cisteina C-terminal e
foi bloqueado com um grupo acetil N-terminal e um grupo
amida C-terminal, na forma purificada, sintética ou
recombinante. O dimero forma-se através da criacdo de uma
ligacdo de dissulfureto entre os residuos cisteina dos

mondémeros individuais.
HIP3CysPEG (l1le-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-

Pro-Asn-Gly-Glu-Cys (PEG)) (SEQ ID NO: 20) ¢é um peptideo

pro-ilhota humano que foi modificado para incluir um
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residuo cisteina C-terminal ao qual foi wunido de forma
covalente um constructo de dimero maleimida ativado 40Kd
PEG, na forma purificada, sintética ou recombinante

(comparativa) .

HIP1CysPEG (Trp-1lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-
Glu-Pro-Asn-Gly-Cys (PEG)) (SEQ ID NO: 21) ¢é um peptideo
pro-ilhota humano que foi modificado para incluir um
residuo cisteina C-terminal ao qual foi wunido de forma

covalente um constructo de dimero maleimida ativado 40Kd

PEG, na forma purificada, sintética ou recombinante
(comparativa) .

HIP2CysPEG (l1le-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-
Pro-Asn-Gly-Cys (PEG)) (SEQ ID NO: 22) é um peptideo pro-

ilhota humano que foi modificado para incluir um residuo
cisteina C-terminal ao qual foi unido de forma covalente um
constructo de dimero maleimida activado 40Kd PEG, na forma

purificada, sintética ou recombinante (comparativa).

INGAPCysPEG ¢é Peptideo INGAP que foi modificado para
incluir um residuo cisteina C-terminal ao gqual foi unido de
forma covalente um constructo de dimero maleimida ativado
40Kd PEG, na forma purificada, sintética ou recombinante

(comparativa) .

HIP3CysBlockedPEG (Ac-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-Gly-
Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Glu-Cys (PEG) -NH2) (SEQ ID NO: 23)) é& um
Peptideo pro-ilhota humano que foi bloqueado com um grupo
acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, e modificado
para incluir um residuo cisteina C-terminal ao qual foi
unido de forma covalente um constructo de dimero maleimida
ativado 40Kd PEG, na forma purificada, sintética ou

recombinante.
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HIP1CysBlockedPEG (Ac-Trp-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Thr-Gln-
Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Cys (PEG) -NH2) (SEQ ID NO: 24)) é um
Peptideo pro-ilhota humano que foi bloqueado com um grupo
acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal, e modificado
para incluir um residuo cisteina C-terminal ao qual foi
unido de forma covalente um constructo de dimero maleimida
ativado 40Kd PEG, na forma purificada, sintética ou

recombinante.

HIP2CysBRlockedPEG ou HIP2B Cys-PEG (Ac-1lle-Gly-Leu-His-Asp-
Pro-Thr-Gln-Gly-Thr-Glu-Pro-Asn-Gly-Cys (PEG) -NH2) (SEQ ID
NO: 25)) é um Peptideo pro-ilhota humano que foi blogqueado
com um grupo acetil N-terminal e um grupo amida C-terminal,
e modificado para incluir um residuo cisteina C-terminal ao
qual foi unido de forma covalente um constructo de dimero
maleimida ativado 40Kd PEG, na forma purificada, sintética
ou recombinante. HIP2B Cys(PEG) tem um peso molecular de

cerca de 44,782.

INGAPCysBlocked PEG é Peptideo INGAP que foi blogueado com
um grupo acetil C-terminal e um grupo amida N-terminal, e
modificado para incluir um residuo cisteina C-terminal ao
qual foi ligado um constructo de dimero maleimida ativado
40Kd PEG, na forma purificada, sintética ou recombinante

(comparativa) .

REG3G é um precursor 3 gama de proteina derivada de ilhota
regenerante humana com a sequéncia

MLPPMALPSVSWMLLSCLILLCQVQGEETOKELPSPRISCPKGSKAYGSPCYALFLEPKS
WMDADLACGKRPSGKLYSVLSGAEGSFYSSLVREISNSYSYIWIGLHDPTQGSEPDGDG
WEWSSTOVMNYFAWEKNPSTILNPGHCGSLERSTGFLKWKDYNCDAICLPYVCKFKD (SEQ 1D NO: 28).

O peptideo REG3G é um peptideo precursor 3 gama de proteina
derivada de ilhota regenerante humana derivado de REG3G com
a sequéncia IGLHDPTQGSEPDG (SEQ IDNO: 29} Outros peptideos REG3G
S50 WIGLHDPTQGSEPDG (SEQ ID NO: 58) o
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IGLHDPTQGSEPDGD (SEQ ID NO: 59).

As formas de realizacdo da presente descricdo providenciam
estratégias detalhadas para otimizar a estabilidade e
solubilidade de peptideos pro-ilhota, incluindo HIP, para
utilizacdo melhorada como agente terapéutico. HIP & um
fragmento de peptideo da proteina alfa 3 derivada de ilhota
regenerante humana (REG3A) (NM 138937.1), também conhecida
como precursor da proteina associada a pancreatite (NP-
002571) 1localizada no cromossoma 2, local 2pl2, posicédo
79240075 (SEQ ID NO: 1). O HIP3, HIPl e HIP2 reduzem ou
estimulam a neogénese da ilhota das células progenitoras
residentes no péncreas. Estes agentes de neogénese usados
de acordo com os métodos da atual descricdo resultam em
formas otimizadas de peptideos pro-ilhota, incluindo HIP,
os quais demonstram melhor estabilidade in vivo,
solubilidade e eficéacia quando usados como agente
terapéutico para tratar doencas. Estas doencas incluem, mas
ndo estdo limitadas a diabetes mellitus (diabetes tipo 1),
diabetes tipo 2 (diabetes mellitus ndo dependente da
insulina e surgimento de diabetes no adulto que necessite
de insulina, diabetes na infédncia e adolescéncia) e

Diabetes Autoimune Latente em Adultos (LADA).

As formas de realizacdo da invencdo também providenciam
composicgdes farmacéuticas e terapias para o tratamento de
disfuncdo pancreédtica, incluindo diabetes tipo 1 e 2, com
tais composicdes. Numa forma de realizacéo, estas
composicdes compreendem Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP otimizado, como definido na reivindicacdo 1.
Em outras formas de realizacdo, estas composicdes incluem
Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP Otimizado e
outros agentes que afetam o metabolismo da glicose.

Incluidos entre estes outros agentes estdo agentes qgue
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estdo envolvidos na neogénese de 1ilhota pancredtica e
agentes que inibem, Dbloqueiam ou destroem as células
autoimunes que tém como alvo as células de ilhota
pancredtica. Numa forma de realizacdo, as terapias aqui
descritas s&o praticadas ao administrar uma dose
terapeuticamente eficaz e Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP Otimizado, a um mamifero com necessidade de
tal terapia. Numa outra forma de realizacdo, as terapias
descritas aqui sdo praticadas ao administrar uma dose
terapeuticamente eficaz de Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP Otimizado, a um mamifero com necessidade de
tal terapia em combinacdo com outro agente (tal como uma
hormona ou composto), que afeta o metabolismo da glicose,
incluindo mas ndo limitado a hormonas ou compostos que s&o
envolvidos em regeneracdo de células beta, saciedade e
esvaziamento géstrico, tal como GLP-1, GIP, anédlogos de
recetores GLP-1, que evitam a destruicdo de GLP-1 e agentes
que inibem, bloqueiam ou destroem as células autoimunes que
tém como alvo as células pancredticas. Nesta ultima forma
de realizacdo, o HIP Otimizado e o outro agente podem ser
administrados separadamente ou podem, em primeiro lugar,
ser misturados para providenciar uma composicdo de

combinacdo e administrados simultaneamente.

A andlise de microarranjo (do inglés, microarray) de
expressdo de genes em ratos NOD mostrou a supra-regulacédo
de genes REg especificamente em neogénese de ilhota.
Adicionalmente, os genes Reg sdo conhecidos por supra-
regular no desenvolvimento fetal tardio para popular o
pancreas de um humano em desenvolvimento para manter o seu
metabolismo de glicose pods-parto. A co-transplantacdo de
tecido fetal com células epiteliais pancredticas nédo-
enddécrinas (NEPEC) mostrou resultar na estimulacdo de novas

estruturas de ilhota da populacdo NEPEC. A supra-regulacéo
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de Reg no material fetal co-transplantado foi provavelmente

o0 estimulo para este efeito.

Os estudos in vivo mostraram que HIP1l, HIP2 e HIP3, quando
introduzidos nos ratos diabéticos, estimularam a
diferenciacdo das células progenitoras dentro do péncreas

para as novas estruturas de ilhotas.

Apesar de eficazes na neogénese de estruturas de ilhotas,
permanece a necessidade de otimizar os peptideos pro-
ilhota, incluindo variantes HIP, de modo a melhorar a sua
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade para
administracdo como agentes terapéuticos. As modificacdes
aos peptideos pro-ilhota, incluindo variantes HIP, que iré&o
diminuir as suas hipdteses de degradacdo protéase, irdo
aumentar a sua eficédcia reduzindo deste modo a necessidade
de dosagem para um efeito terapéutico positivo. Estas
modificagdes resultam no que foi denominado como "Peptideos

pro-ilhota otimizados™ ou "HIP Otimizado".

Numa forma de realizacéo, 0s Peptideos pro-ilhota
otimizados, incluindo HIP Otimizado, s&o providenciados
pela presente descricdo na forma purificada, sintética ou
recombinante e sdo Uteis para administracdo como aqui

divulgado para induzir a neogénese de ilhota pancreéatica.

Adicionalmente, 0s Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP Otimizado, podem ser guardados de forma
estédvel durante longos periodos de tempo. O HIP Otimizado é
estdvel durante meses quando guardado a 20 °C em soro

isotdénico.

Numa forma de realizacdo especifica, os Peptideos pro-

ilhota otimizados, incluindo HIP Otimizado, sdo
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funcionalmente hiperativos, capazes de exibir maior
atividade de uma ou mais das atividades funcionais
associadas a REG3A, outros peptideos HIP e hombélogos HIP

ndo humanos, tais como hamster INGAP.

Devido a degeneracdo das sequéncias de codificacdo de
nucledétidos, uma variedade de sequéncias de ADN, as guais
codificam as mesmas sequéncias de aminoacidos ou
semelhantes como o0s Peptideos ©pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP otimizado, pode ser wusada na préatica da
presente 1invencdo para preparar os vetores de expressdo
para a producdo de Peptideos pro-ilhota otimizados
recombinantes, incluindo variantes de HIP Otimizados. Estas
incluem, mas ndo sdo limitadas a, sequéncias de 4&cido
nucleico compreendendo todos ou porcgdes dos Peptideos pro-
ilhota otimizados, incluindo HIP otimizado, que sé&o
alterados pela substituicdo de diferentes coddes que
codificam o mesmo residuo aminodcido ou um funcionalmente
equivalente dentro da sequéncia, produzindo deste modo uma
carga silenciosa. O0Os Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP Otimizados, incluindo HIP Otimizado, e
derivados do mesmo incluem, mas ndo estdo limitados aqueles
que contém, como sequéncia primdria de aminoadcido, todas ou
partes das sequéncias de aminoacidos de Peptideos pro-
ilhota otimizados, incluindo variantes de HIP Otimizado,
incluindo sequéncias alteradas nas quais os residuos
funcionalmente equivalentes s&do substituidos por residuos
dentro da sequéncia que resulta numa alteragdo silenciosa.
Por exemplo, um ou mais residuos aminocadcidos dentro da
sequéncia podem ser substituidos por outro aminocdcido de
polaridade similar que aja como um equivalente funcional,
resultando numa alteracdo silenciosa. Os substitutos para
um aminodcido dentro da sequéncia podem ser selecionados de

outros membros da classe a qual o aminoadcido pertence. Por
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exemplo, os aminodcidos ndo polares (hidrofdébicos) incluem

alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina,
fenilalanina, triptofano e metionina. Os aminoé&cidos
neutros polares incluem glicina, serina, treonina,

cisteina, tirosina, asparagina e glutamina. Os amino&cidos
carregados positivamente (bédsico) incluem arginina, lisina
e histidina. Os aminoécidos carregados negativamente
(acidicos) dincluem &cido aspéartico e &cido glutdmico. Os
Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo derivados de HIP
Otimizados, também incluem, mas ndo estdo limitados aqueles
contendo, como sequéncia de aminodcido primaria, toda ou
parte da sequéncia de aminoidcido do peptideo pro-ilhota,
incluindo HIP, incluindo sequéncias alteradas nas quais os
residuos aminodcidos s&do substituidos por residuos com
propriedades guimicas similares. Em formas de realizacéo
egpecificas, 1, 2, 3, 4 ou 5 aminodcidos de HIP Otimizado
sdo substituidos resultando em andlogos e/ou derivados de

HIP Otimizado.

Também s&do descritas proteinas quiméricas ou de fusdo. Como
aqui utilizado, uma "proteina quimérica" ou "proteina de
fusao" compreende Peptideos pro-ilhota otimizados,
incluindo HIP Otimizado, ou um anédlogo ou derivado do mesmo
ligado operativamente a um peptideo ndo pro-ilhota ou
polipeptideo HIP ou um anadlogo ou derivado dos mesmos.
Dentro das proteinas de fusdo, o Peptideo pro-ilhota
otimizado ou HIP e os polipeptideos ndo pro-ilhota ou HIP
sdo "operativamente ligados™, isto ¢, sdo fundidos in-frame
entre si. Os polipeptideos nédo pro-ilhota ou HIP podem ser
fundidos ao N-terminal ou C-terminal do Peptideo pro-ilhota
otimizado ou HIP. Por exemplo, a proteina de fusdo pode ser
HIP Otimizado contendo uma sequéncia de sinal heterdloga no
seu N-terminal. Em certas células hospedeiras (por exemplo,

células hospedeiras mamiferas), a expressdo e/ou segregacdo
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de HIP Otimizado ou um anédlogo ou derivado do mesmo pode
ser aumentada através da utilizacdo de uma sequéncia de
sinal heterdélogo. Ainda em outro exemplo, a proteina de
fusdo & uma proteina de fusdo imunoglobulina HIP Otimizado,
na qual a sequéncia HIP Otimizado é fundida com sequéncias
derivadas de um membro de uma familia de proteina de
imunoglobulina. A proteina de fusdo de imunoglobulina HIP
Otimizado pode ser incorporada em composicdes farmacéuticas
e administrada a um paciente para inibir uma resposta

imunoldgica de acordo com a presente descricgéo.

Os Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP
Otimizado, para utilizacdo como aqui descrito, podem ser
quimicamente modificados para o efeito de melhorar a
biodisponibilidade e/ou aumentar a eficécia, solubilidade e
estabilidade. Por exemplo, a proteina pode ser ligada de
forma covalente ou ndo covalente a partes de albumina,

transferina ou polietilenoglicol (PEG) adicional.

Os Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP
Otimizados, para utilizacdo como aqui debatido, podem ser
reproduzidos através de técnicas de ADN recombinante padréo
de acordo com o0s ensinamentos aqui e conhecidos na técnica.
Por exemplo, a codificacdo de fragmentos de ADN para
diferentes sequéncias de polipeptideos pode ser ligada em
conjunto in-frame de acordo com técnicas convencionais, por
exemplo, ao utilizar terminais rombos ou colantes para
ligacdo, digestdo de enzima de restricdo para providenciar
o terminal adequado, preenchimento de terminais coesivos
como adequado, tratamento de fosfatase alcalina para evitar
unido ndo desejada e ligacdo enzimédtica. Além disso, o gene
de fusdo ©pode ser sintetizado através de técnicas
convencionais, incluindo sintetizadores de ADN

automatizados. Alternativamente, a amplificacdo PCR dos
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fragmentos do gene pode ser realizada usando iniciadores
ancora que s&ao a origem de cadeias secundarias
complementares entre dois fragmentos de genes consecutivos
que podem subsequentemente ser anelados e reamplificados
para gerar uma sequéncia de gene guimérico. Adicionalmente,
estdo comercialmente disponiveis muitos vetores de
expressdo que ja codificam uma parte de fusdo (por exemplo,
um polipeptideo GST). Um &cido nucleico de codificacdo HIP
Otimizado pode ser clonado num vetor de expressdo de modo
que a parte de efusdo seja ligada in-frame para HIP
Otimizado. A proteina de fusdo pode ser um HIP Otimizado
fundido num marcador His ou marcador epitope (por exemplo,
V5) para ajudar na purificacdo e detecdo do HIP Otimizado
recombinante, ou para mascarar a resposta imune num
paciente. As sequéncias de aminoadcido <curtas de HIP
otimizado tornam também a producdo sintética destes
valiosos peptideos prontamente praticédvel, e uma variedade
de instrumentos automatizados para sintese de peptideos
estd comercialmente disponivel, e os métodos sintéticos
para a sintese de peptideos ndo requerendo automacdo sdo jéa
conhecidos e podem ser usados de acordo com o0s ensinamentos

aqui indicados para preparar HIP Otimizado.

Em algumas formas de realizacdo, os Peptideos pro-ilhota
otimizados, incluindo HIP Otimizado, podem ser modificados
de modo que tenham uma semivida prolongada in vivo usando
quaisquer métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, oS
fragmentos Fc do IgG humano ou moléculas de polimero
inerte, tais como polietilenoglicol (PEG) de elevado peso
molecular podem ser ligados ao HIP Otimizado com ou sem um
ligador multifuncional através de conjugacdo especifica do
local do PEG ao N-terminal ou c¢ da proteina ou através dos
grupos amino ipsilon presentes nos residuos de lisina. A

derivacdo linear ou ramificada que resulta em perda minima
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de atividade bioldgica serd utilizada. O grau de conjugacao
pode ser monitorizado de perto por SDS-PAGE e espetrometria
de massa para garantir uma conjugacdo adequada das
moléculas PEG com HIP Otimizado. O PEG que ndo reagiu pode
ser separado dos conjugados PEG-HIP Otimizado através de
exclusdo de tamanho ou por cromatografia de troca de ides.
Os conjugados de PEG derivatizados podem ser testados em
termos de eficdcia in vivo wusando métodos conhecidos

daqueles com competéncia na técnica.

As formas de realizacdo da presente invencdo providenciam
formulacdes de Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo
formulacdes de HIP Otimizado, e Pro-ilhota otimizada com
base em HIP para utilizacdo no tratamento da diabetes e
vdrias outras indicacdes envolvendo funcdo pancredtica

diminuida.

Numa forma de realizacdo, um peptideo pro-ilhota &
otimizado através da adicdo de um grupo amida C-terminal e
um grupo acetil N- terminal, Dblogqueando deste modo
eficazmente a atividade proteolitica por essas protéases
que reconhecem e degradam extremidades livres de peptideos
no soro e resultando nos compostos de Peptideos pro-ilhota

otimizados.

Numa forma de realizacdo, HIP3, HIPl e/ou HIP2 é otimizado
pela adicdo de um grupo amida C-terminal e um grupo acetil
N-terminal blogueando deste modo eficazmente a atividade
proteolitica dessas protéases que reconhecem e degradam as
extremidades livres dos peptideos no soro e resultando nos
compostos HIP Otimizado HIP3Blocked (SEQ ID NO: b),
HIP1Blocked (SEQ ID NO: 6) e HIP2Blocked (SEQ ID NO: 7),
respetivamente. Estes grupos de bloqueio adicionados foram

preparados por Sintese Peptidica em Fase Sdlida (SPPS). A
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premissa fundamental da sintese em fase sdélida & que os
aminodcidos podem ser unidos num peptideo de gualquer
sequéncia, se desejado, enquanto uma extremidade da cadeia
¢ ancorada num suporte insoltivel. Como acima mencionado, na
SPPS préatica, o terminal de carbono do peptideo estd ligado
ao polimero. Apds a sequéncia desejada de aminoidcidos ter
sido ligada em conjunto ao suporte, o reagente pode ser
aplicado para clivar a cadeia de peptideo do suporte e
libertar o peptideo bruto na solucdo. Todas as reacdes
envolvidas na sintese sdo realizadas até a conclusdo caso
possivel, de modo a que o produto homogéneo possa ser

obtido.

Quando o C-terminal de um peptideo foi uma amida, o
derivado ¢é uma amida peptidica. As amidas peptidicas sé&o
derivados extremamente importantes, uma vez dgue muitas
hormonas peptidicas naturalmente ocorrentes estdo presentes
como a amida. Para sintetizar as amidas peptidicas, foram
desenvolvidas resinas de fase sélida que resultam em amidas
peptidicas diretamente apds clivagem. Quando o N-terminal &
um grupo acetil, o peptideo é unido ao C-terminal para o N-
terminal. O N-terminal é entdo acetilado usando anidrido

acético na presenca de uma base.

O Peptideo pro-ilhota otimizado ou HIP pode ser usado para
tratar qualquer mamifero, incluindo humanos e animais, que
sofrem de uma doenca, sintoma ou condicdo relacionada com
uma producdo ou segregacdo diminuida de insulina devido a
perda de ou funcdo celular beta diminuida ou necessidade de
maior producdo de insulina que pode ser providenciada para
0 sujeito através de diferenciacdo de novas estruturas de
ilhota das células progenitoras utilizando compostos HIP
Otimizado e métodos de tratamento. Tais doencas e condicdes

incluem diabetes mellitus tipo 1, diabetes tipo 2, pré-
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diabetes, glicemia de jejum alterada, hiperinsulinemia de
jejum, incluindo mas ndo limitado a pacientes com pacientes
de diabetes tipo la ou pacientes com Diabetes Autoimune
Latente em Adulto que podem manifestar anticorpos
(anticorpos anti-GAD6bD, anticorpos anti-ilhota, ou
anticorpos anti-insulina) ou aqueles pacientes com diabetes
tipo 1 com deficiéncia de insulina sem autoimunidade
dirigida para as células beta (diabetes tipo 1b). Além
disso, as formas de realizacdo da presente descricdo podem
ser realizadas com beneficios terapéuticos para pacientes
recém-diagnosticados como tendo diabetes tipo 1, os irméos
e familiares de primeiro grau de pacientes com diabetes
tipo 1 e pessoas com anticorpos positivos e outras
condicdes autoimunes gque indicam uma predilecdo da diabetes
tipo 1. Numa forma de realizacdo, os peptideos aqui
descritos sdo providenciados para inverter a diabetes tipo

1 num paciente com necessidade de tal tratamento.

As terapias de combinacdo e composicdes relacionadas podem
também ser utilizadas como terapias adjuntas a terapia da
insulina em diabetes tipo 1 em criancas e adultos, para
melhorar as alteracdes de glicose em pacientes com
diabetes, e em pacientes com diabetes n&o controlada,
hipoglicemia né&o conhecida e hipoglicemia recorrente em

diabetes tipo 1.

O Peptideo pro-ilhota otimizado ou HIP e composicgdes
relacionadas podem ser usados para tratar pacientes com
diabetes tipo 2 recém-diagnosticada, diabetes tipo 2 em
criancas e adultos com hiperglicemia, diabetes tipo 2 sendo
concorrentemente tratada com insulina, diabéticos orais ou
outras terapias diabéticas subcutdneas e diabetes tipo 2
ndo controlada. Em alguns pacientes, criancas e adultos, as

composicgdes aqui descritas podem inverter a diabetes tipo 1
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e 2. As composicdes aqui descritas podem também ser usadas
para tratar criancas e adultos com formas atipicas de
diabetes e pacientes com as condic¢des de hiperglicemia pds-

prandial.

Os Peptideos pro-ilhota otimizados ou HIP e composicdes
relacionadas também podem ser usados para tratar pacientes
que sdo criancas, bem como, pacientes adultos, em
necessidade de perda de peso, reducdo de triglicéridos,
colesterol LDL, incluindo, mas ndo limitado a conseguir
perda de peso ou tratar a obesidade, excesso de peso em
paciente com diabetes, bem como aqueles gue nado tém
diabetes tipo 1 ou 2. Numa forma de realizacdo, as
composicgdes aqui descritas sdo usadas ©para tratar um
paciente com obesidade mérbida. Em outras formas de
realizacdo, as composicdes aqui descritas sdo usadas para
tratar um paciente com obesidade mérbida ou pacientes com

anorexia, bulimia ou outros distuirbios alimentares.

As terapias otimizadas de agente Unico e composicdes
relacionadas podem também ser usadas para tratar criancas e
adultos com sindrome dismetabdélico ou sindrome metabdlica,
bem como pacientes que exibem as condic¢des de sindromes de
dor neuropdtica secundaria para metabolismo de glicose
alterado, e aqueles com hipertrigliceridemia com ou sem
diabetes, e hiperglicemia pds-prandial. Numa forma de
realizacdo, estes peptideos sdo providos para tratar
sindrome de ovarios policisticos numa paciente com

necessidade do mesmo.

Outros pacientes que podem beneficiar do Peptideo pro-
ilhota otimizado ou HIP incluem criancas e ©pacientes
adultos diagnosticados como tendo disturbios, tais como

hiperglicemia de Jjejum, pré-diabetes, glicemia em jejum
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diminuida, tolerdncia a glicose diminuida e condicdes

hiperglicémicas no geral.

O Peptideo pro-ilhota otimizado ou HIP e composigdes
relacionadas podem também ser usados para tratar pacientes
com sindromes de dor neuropdtica e neuropatia, ndo obstante

se o paciente é diagnosticado como diabético.

O Peptideo pro-ilhota otimizado ou HIP e composicdes
relacionadas podem também ser usados para tratar pacientes
com pancreatite recorrente ou cancro pancredtico e podem
ser usados em todas as modalidades com o objetivo de
atingir novas estruturas de ilhota derivadas das células

progenitoras no pancreas.

Numa forma de realizacdo, o agente que estimula as
diferenciacéo de ilhotas das células progenitoras
pancredticas em estruturas de ilhotas que produzem insulina
selecionadas do Peptideo pro-ilhota otimizado ou HIP. Numa
outra forma de realizacgdo, a combinacdo de Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP, e outro agente para
estimular a neurogénese celular de ilhota. Este agente
adicional pode ser, por exemplo, amilina e/ou um analogo,
incluindo mas ndo limitado a Pramlintide (SYMLIN™),
andlogos de recetor GLP-1, exendina-4 (EXENATIDE™) ,
Liraglutido (NN2211), GLP-1, GIP, anédlogos de GLP-1, GLP-1,
hamster INGAP, outras hormonas miméticas da incretina, e/ou
compostos e agentes de acdo similar e agentes que estendem
a semivida ou aumentam o nivel ou atividade de gqualgquer um
dos compostos e agentes acima, tais como, por exemplo,
inibidores da dipeptidil peptidase, que atrasam a
degradacdo de GLP-1. Existem vArios miméticos de GLP-1, que
atuam através de atividade agonista direta nos recetores

GLP-1 ou ao inibir a degradacdo de GLP-1. Estes agentes sé&o
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Uteis em certas formas de realizacdo da presente descricéo.
Os miméticos de GLP-1 podem ser usados em conjunto com HIP
e/ou imunoterapia indicada para o tratamento da diabetes
tipo 1, e, podem ser usados para melhorar o controlo
glicémico, aumentar a saciedade, atrasar a absorcdo de
glicose no intestino e levar a uma inversdo dos mecanismos
subjacentes resultando em diabetes tipo 1. Estes agentes
podem evitar a ©progressdo de tolerdncia de glicose
diminuida em diabetes; evitar pré-diabetes, progressdo da
glicemia em Jjejum diminuida para tolerédncia a glicose
diminuida e diabetes; inverter diabetes tipo 2 recém-
diagnosticada; tratar diabetes tipo 2 e tratar ou evitar o
excesso de peso, obesidade, sindrome de ovario policistico

e sindromes de dor neuropéatica.

Agentes e formulacbes farmacéuticas uteis na préatica da
presente invencdo para conseguir diferenciacdo de ilhota
pancredtica das células progenitoras no pancreas adulto e
inclui aquelas descritas para outros efeitos nas seguintes
referéncias, cada uma das quais ¢ agqui incorporada como
referéncia: Rosenberg et al., 1992, Adv. Exp. Med. BRiol.
321: 95-104; Mar. 1996, Diabetologia 39(3):256-62; Jul.
1996, Pancreas 13(1):38-46; e Nov. 2004, Ann. Surg.
240 (5):875-84; Viniket al., Jun. 1997, Horm. Metab. Res.
29(6):278-93. A estimulacdo bem-sucedida da regeneracdo de
ilhota ou diferenciacéo de células progenitoras
pancredticas pode ser mostrada através da producédo

melhorada e/ou segregacdo de insulina num paciente.

Numa forma de realizacdo, a amilina ou um andlogo de
amilina tal como Symlin™ ou Pramlintide é utilizada antes
da administracdo ou em administracdo concomitante com HIP
Otimizado. A amilina pode ser administrada antes da

regeneracdo de ilhotas e continuada através do periodo de

48/137



administracdo de regeneracdo de ilhotas, de acordo com os
ensinamentos da referéncia Young et al, 1997, Curr Opin.
Endocrin. Diabetes 4: 282-290. Numa forma de realizacdo, a
amilina e/ou um andlogo, incluindo mas ndo limitado a
pramlintida, ¢é administrada de forma subcutdnea para
otimizar o controlo glicémico antes da iniciacdo do HIP
Otimizado e pode entdo estar e ser usado isoladamente ou em
conjunto com outras ilhotas que estimulam os peptideos, tal
como HIP Otimizado ou um HIP Otimizado. Numa forma de
realizacdo, a amilina ou pramlintida é doseada a 0,3 - 0,8
microgramas por quilograma de peso do paciente. Numa forma
de realizacdo, esta dose ¢ administrada de forma subcuténea
antes das refeicgdes, por exemplo, QHS e 3 da manhd. Numa
forma de realizacéo, a dose terapéutica eficaz é
administrada subcutaneamente ou através de um
dispositivo/bomba de infusdo e/ou um sistema transdérmico,
intranasal, bocal, micro-agulha ou encapsulamento oral. Em
outra forma de realizacdo, a dose terapeuticamente eficaz é
administrada utilizando formulacdes de libertacéo
prolongada, necessitando de administracdo por injecdo ou
outro método de administracdo ndo mais frequentemente do
que uma vez Por semana, uma vez a cada 2 semanas ou uma vez
por més. Como acima notado, em algumas formas de
realizacdo, a amilina ou pramlintida ¢ coadministrada com

outro agente de estimulacdo de ilhotas.

Numa forma de realizacdo, o andlogo de recetor GLP-1,
incluindo exendina-4 ou um andlogo de exendina-4 ¢é
utilizado no método com HIP Otimizado em doses de 5-10 mcg
com refeicgdes. A  Exendina-4 pode ser formulada e
administrada para efeitos da presente descrigcdo de acordo
com 0s ensinamentos das seguintes referéncias: Alcantara et
al., 1998, Cell Biochem. Funct. 16(1): 51-6; Dupre et al.,
2004, J. Clin. Endocrin. Metab. 89(7): 3469-73; Edwards et
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al., 1999, Diabetes 48: 86-93; e Xu et al., 1999, Diabetes
48: 2270-76. Numa forma de realizacdo, a exendina-4 ¢é
doseada no intervalo de 5-10 microgramas antes das
refeicdes. Numa forma de realizacéao, a exendina-4 ¢
administrada subcutaneamente isolada ou em conjunto com HIP
Otimizado e/ou outros peptideos estimulantes de ilhota.
Numa forma de realizacdo, a dose terapeuticamente eficaz é
administrada subcutaneamente. Numa outra forma de
realizacdo, a administracdo de exendina-4 ¢ através de
sistemas de administracao transdérmica, bucal, de
encapsulamento oral, intranasal, micro-agulha. Em outra
forma de realizacdo, a dose terapeuticamente eficaz ¢é
contida numa formulacdo de libertacdo prolongada gue né&o
requer administracdo mais frequentemente do que uma vez por
semana, uma vez a cada 2 semanas ou uma vez por més. Numa
forma de realizacdo, a exendina-4 é coadministrada com HIP
Otimizado ou outra neogénese de célula de ilhota ou agente
de transformacdo de célula progenitora entre pacientes com
diabetes tipo 1 ou 2, ou aqueles com obesidade, excesso de
peso, sindrome de resisténcia a insulina, glicemia de jejum
alterada, pré-diabetes, sindrome de ovarios policisticos,

sindrome metabdélica ou disturbios alimentares.

O GIP e o GLP-1 pertencem a familia da incretina das
hormonas de crescimento (consultar as referéncias
Creutzfeldt, 1979, Diabetologia 16:75-85; Creutzfeldt and
Ebert, 1985, Diabetologia 28:565-573; Holst et al., 2001,
Scand. J. Clin. Lab. Invest. Suppl. 234: 75-85; e Vilsboll
et al., Jun. 2003, J. Clin. Endocrin. Metab. 88(6) :2706-
13), e numa forma de realizacdo, uma hormona incretina ou
andlogo com ou <sem a utilizacdo concomitante de HIP
Otimizado é utilizada no método para estimular
diferenciacdo em ilhotas das células progenitoras no

pancreas adulto.
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Em varias formas de realizacdo, o GIP ou um andlogo de GIP
¢ utilizado com Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP. O GIP pode ser formulado e administrado para efeitos
da presente descricdo de acordo com o0s ensinamentos das
seqguintes referéncias Andersen et al., 1978, J. Clin.
Invest. 62: 152-161; Creutzfeldt et al., Feb. 1980,
Diabetes 29(2): 140-5; Dupré et al., 1973, J. Clin.
Endocrin. Metab. 37: 826-828; Ebert et al., 1980, Clinical
Gastroenterology 9(3): 679-98; Elahi et al., 1979, Am. J.
Physiol. 237: EI185-E191, and 1994, Regulatory Peptide
51(1): 63-74; Krarup et al., Jun. 1983, J. Clin. Endocrin.
Metab. 56(6):1306-12; Krarup et al., 1987, Metabolism
36(7): 677-82; Krarup etal., 1988, Acta Med. Scand.
223(5):437-41; Lynn etal., 2003, FASEB 17:19-93; Meir
etal., 2002, Regulatory Peptides 107:1-3; e Nauk et al.,
1993, J. Clin. Endocrin. Metab. 76(4): 912-7.

Numa forma de realizacéo, o GIP ¢é administrado via
intravenosa ou subcutdnea em combinacdo com Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP, e doseado a 2-10
nanogramas por quilograma de ©peso do paciente para
providenciar uma infus&do continua de 30 minutos por via
intravenosa ou subcuténea, com um tempo de administracdo de
3-5 minutos antes das refeicdes, antes de deitar e com
inicio as 3 da manhd. Numa forma de realizacdo, o GIP é
administrado subcutaneamente antes das refeigdes, QHS ou 3
da manhd. Numa forma de realizacdo, o GIP ¢ administrado
oralmente ou usando um dispositivo de infusdo ou sistemas
de administracdo transdérmica, bucal, intranasal ou micro-
agulha. Ainda em outra forma de realizacdo, a formulacdo de
libertacdo prolongada néo requer administracdo mais
frequentemente do que uma vez por semana, uma vez a cada 2
semanas ou uma vez por més. As composicdes adequadas para

administrar GIP s&o descritas para outros efeitos na

51/137



referéncia Jones et al., 6 Nov. 1989, Diabetes Res Clin.

Pract. 7(4):263-9.

Em véarias formas de realizacdo, o GLP-1 ou um anédlogo, ou
um agonista recetor GLP-1 ou um inibidor da dipeptidil
peptidase-4 ¢é utilizado em combinacdo com Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP, no método para estimular
diferenciacdo de ilhotas das células progenitoras, GLP-1,
agonistas recetores GLP-1, anédlogos de GLP-1 e inibidores
DPP-4 podem ser formulados e administrados para efeitos da
presente descricdo de acordo com o0s ensinamentos das
seguintes referéncias: Elahi et al., 1994, Regulatory
Peptides 51(1): 63-74; Gutniak et al., 1994, Diabetes Care
17:1039-44; Kreymann et al., 1987, Lancet 2: 1300-1304;
Larsen et al., 1996, Diabetes 45 (Suppl. 2):233A (Abstract);
Larsen et al., 2001, Diabetes Care 24(8): 1416-21; List et
al., 2004, Am. J. Physiol. Endocrin. Metab. 286(6): E875-
81; Lugari et al., 2000, Horm. Metab. Res. 32: 424-428;
Marquez et al., Mar. 1998, Cell. Biochem. Funct. 16(1 ):51
-6; Meier et al., March 2004, Critical Care Medicine
32(3):848-851; Meneilly et al., 2003, Diabetes Care 26:
2835-41; Nauk et al., 1996, Diabetologia 39(12):1546-53;
Thorens et al., Dec. 1995, Diabetes Metab.21(5):311-8;
Vilsboll et al., 2003, J. Clin. Endocrin. Metab. 88(06):
2706-13; Wang et al., 1997, J. Clin. Invest. 99: 2883-2889;
and Zander et al., 2002, Lancet 359: 824-30.

Em varias formas de realizacdo, o GLP-1, um agonista
recetor GLP-1 ou um anéalogo GLP-1 é administrado
subcutaneamente ou os inibidores DPP-4 s&o administrados
oralmente em combinacdo com Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, e doseados no intervalo de 400-800 mg por
dia a 8-20 mg por qgquilograma de peso do paciente. Numa

forma de realizacdo, o GLP-1 é administrado oralmente ou
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subcutaneamente antes das refeicgbes, QHS. Numa forma de
realizacdo, o GLP-1 ¢ administrado usando um dispositivo de
infuséo subcutanea continuo a uma taxa de 1-30
ng/quilograma de peso corporal/minuto via sistema
transdérmico, bucal ou micro-agulha para providenciar uma
infuséo continua de 30 minutos com um tempo de
administracdo intravenosa ou subcutédnea tendo inicio 3-5
minutos antes das refeigdes, antes do deitar e inicio as 3
da manhd. Ainda em outra forma de realizacdo, a formulacédo
de 1libertacdo prolongada ndo requer administracdo mais
frequentemente do que uma vez por semana, uma vez a cada 2
semanas ou uma vez por més.

Numa forma de realizacédo, o Liraglutido (NN2211) é
administrado subcutaneamente em combinacdo com Peptideo
pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, em doses de 10-40
microgramas por peso de corpo em gquilogramas. Numa forma de
realizacdo, o Liraglutido ¢ administrado subcutaneamente
antes das refeicgbes, QHS ou 3 da manhd. Em outra forma de
realizacéo, o Liraglutido ¢é administrado usando um
dispositivo de infus&do ou um sistema transdérmico, bucal ou
micro-agulha para providenciar uma infusdo continua de 30
minutos com um tempo de administracdo intravenosa ou
subcutdnea tendo inicio 3-5 minutos antes das refeicgdes,
antes do deitar e inicio as 3 da manhd. Ainda em outra
forma de realizacdo, a formulacdo de libertacdo prolongada
ndo requer administracdo mais frequentemente do que uma vez

pPor semana, uma vez a cada 2 semanas ou uma Vez por més.

Numa forma de realizacdo das terapias de combinacdo, o
Liraglutido ou NN2211 é administrado numa dose de cerca de
20 microgramas por kg de peso do paciente, diariamente, em
combinacdo com Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo

HIP. Esta dose iréd providenciar aos pacientes a capacidade
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de reduzir o bolus de insulina antes das refeicdes em 10-
20%, com flutuacdes reduzidas e glicose, glucagon e
triglicéridos pds-prandiais diminuidos. A administracdo de
Liraglutido de acordo com os métodos agqui descritos pode
ser usada para melhorar o controlo glicémico, como medido,
por exemplo e sem limitacdo, por hemoglobina AlC, na
diabetes tipo 1; para evitar o progresso de toleréncia a
glicose diminuida na diabetes; para evitar o progresso de
glicemia de Jjejum alterada para tolerdncia a glicose
diminuida e diabetes; para inverter diabetes tipo 2 recém-

diagnosticada; e para tratar diabetes tipo 2.

Numa forma de realizacdo da terapia de combinacdo, o
Liraglutido ou NN2211 é administrado numa dose de cerca de
20 microgramas por kg de peso do paciente para um paciente
adulto de manh&d, cerca de 4 horas antes da alimentacdo, e
na hora de deitar durante 3 semanas consecutivas durante a
terapia com Peptideo pro-ilhota otimizado ou HIP. Para
pacientes que iniciam o tratamento com niveis de peptideo C
inferiores a cerca de 1,0 ng/ml, os niveis de peptideo C
sdo monitorizados e quando sobem cerca de 0,5 ng/ml, o
anticorpo hOKT3gl (ala-ala) ¢é administrado durante 12 dias

consecutivos.

Nas terapias de combinacdo, a exendina-4 ou exendina-4
sintética ou outro andlogo de GLP-1, agonista recetor GLP-1
ou Inibidor da Dipeptidil Peptidase-4 é administrada antes
das refeicdes isoladamente ou com o Peptideo pro-ilhota
otimizado ou HIP, ou outro agente de diferenciacdo de
ilhota para melhorar o controlo glicémico antes de ou
durante o inicio de terapias de HIP Otimizado. Tais
agentes, quando administrados antes de refeigdes, podem
resultar numa reducdo da necessidade de insulina de, pelo

menos, 20% e ajuste adequado de insulina e medicacdes
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diabéticas serdo realizadas enquanto o HIP Otimizado ¢é
administrado. A medida que o HIP Otimizado e/ou outros
agentes sdo administrados em pacientes tipo 1 e tipo 2, o
ajuste cuidado da insulina e outras medicacdes de diabetes
irdo ocorrer para proteger contra hipoglicemia a medida que
novas células de ilhota sdo diferenciadas a partir de
células progenitoras. Por ultimo, a insulina e medicacdes
para diabetes, incluindo HIP Otimizado, serdo reduzidas
gradualmente, a medida que o pancreas € repovoado com novas
ilhotas funcionais. Para pacientes que iniciam tratamento
com niveis de peptideos C inferiores a cerca de 1,0 ng/ml,
0s niveis de peptideo C sdo monitorizados e quando sdo bem
acima de 0,5 ng/ml, ocorrerid uma monitorizacdo e ajuste de

doses de insulina exdgena.

Entre os pacientes com diabetes tipo 1, antes do inicio dos
Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP e/ou outros
compostos peptideos (SYMLIN™, INGAP de hamster, GLP-1,
agonistas recetor GLP-1, andlogos de GLP-1, inibidores DPP-
4 gs&do usados com (antes, durante ou apds) terapia imune
serdo administrados para proteger ilhotas recém-formadas.
Por exemplo, o anticorpo hOKT3gl (ala-ala) ¢é administrado
durante 12 dias consecutivos com a sua eficédcia demonstrada
apbés o primeiro tratamento até 24 meses, enquanto um
anticorpo monoclonal humanizado similar, ChAglyCD3 pode ser
administrado durante 6 dias consecutivos, e depois repetido
anualmente. O composto GAD65 da Diamyd é administrado em
duas injecdes subcutédneas, com um més de intervalo. O
DIAPEP277™, uma proteina de choque térmico 60, demonstrou
sucesso entre pacientes com diabetes recém-diagnosticada,
utilizando injec¢des subcutdneas de 1 mg com 40 mg de
manitol em &6leo vegetal no inicio do estudo, 1 més e 6
meses. Com base no modulador imune selecionado, a

ciclicidade do tratamento serd determinada. Em outra forma
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de realizacdo, o DIAPEP277™, uma vacina de proteina de
choque térmico 60, e wvacina IBC-VSO, que ¢ uma forma
metabolicamente inativa sintética da insulina concebida
para evitar a destruicdo de células beta pancreéticas,
interferdo alfa, ou vacinacdo usando células T reguladoras
especificas do antigeno CD4+CD25+ ou um agente similar ¢é
usado na terapia de combinacédo. Em outra forma de
realizacdo, os agentes de imunomodulacido, incluindo, mas
ndo limitado a, agentes de imunoterapia anti-CD3 e
globulina antilinfécito T ©policlonal, sdo usados em
combinacdo com HIP Otimizado. Tais agentes também incluem:
Sirolimus (Rapamicina), Tacrolimus (FK506), uma proteina de
choque térmico 60 (DIAPEP277™), vacina Anti-Descarboxilase
do Acido Gluté&mico 65, Micofenolato Mofetil isolado ou em
combinacdo com o agente anti-CD20 Rituximab, Campath-1 H

(Anticorpo Anti-CD52) e/ou Vitamina D.

Algumas células autoimunes tém como alvo células beta e tém
uma funcdo causativa em algumas doencas e condicgdes
tratdveis de acordo <com os métodos aqui descritos.
Consultar as referéncias Bach et al., 2001, Ann. Rev.
Immun. 19:131-161; Lernmarket al., Endocrin. Metab. Clin.
N.Am. 20(3): 589-617; e Mathis et al., Dec. 2001, Nature
414 (6865): 792-798.

Os métodos de tratamento anteriores envolvendo a introducido
de agentes 1imunes entre pacientes com diabetes tipo 1,
protegem apenas aquelas células de ilhota que ainda né&o
foram destruidas por um ataque imune e ndo lidam com a
necessidade de repovoar o pancreas com novas estruturas de
ilhotas <com células beta totalmente funcionais. Estes
métodos combinam modulacdo imune especifica e generalizada
com o objetivo de reduzir a destruicdo das células beta e

uma metodologia de diferenciagdo de novas células de
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ilhotas de células progenitoras dentro do pancreas adulto.

Os peptideos da presente descricdo podem ser usados com
agentes que inibem a atividade de ou blogqueiam ou destroem
as células autoimunes gue tém como alvo as células beta
pancredticas que produzem insulina, amilina ou glucagon.
Tais agentes incluem peptideos imunomoduladores que param a
destruicdo de células de ilhota pancredticas. Por exemplo,
um tal agente é um anticorpo monoclonal que pode atrasar o
progresso de perda de células de ilhota ou atrasar ou parar
0 surgimento da diabetes tipo 1. Os anticorpos anti-CD3
constituem uma classe geral de agentes uUteis nos métodos
aqui descritos. Por exemplo, 08 anticorpos anti-CD3
adequados para efeitos da presente descricdo incluem o
anticorpo TRX4 (Ala-Ala e ChAglyCD3) sob desenvolvimento
pela TolerRx e o anticorpo humanizado anti-CD3 descrito na
referéncia Herold et al., 30 May 2002, NEJM 346(22): 1692-
1698. Numa forma de realizacdo, o anticorpo anti-CD3
humanizado é administrado via intravenosa, 14 dias por ano
na dosagem de 1-1,42 pg/kg no dia 1, 5,67 pg /kg no dia 2,
11,3 ng/kg no dia 3, 22,6 ng/kg no dia 4 e 45,4 ng/kg nos
dias 5-14. Estas terapias podem ser repetidas anualmente
apbdés a utilizacdo 3-6 meses de HIP Otimizado, engquanto a

insulina é ajustada & medida que ocorre a formacdo de novas

células de ilhota. Durante a fase de tratamento HIP
Otimizado, a Vitamina D e a utilizacéao de
Pramlintide/Symlin™ podem ser continuadas. Apbs a

descontinuacdo do Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP, e terapia de insulina, a modulacdo imune podem ser
repetidas anualmente para os anticorpos anti-CD3, apesar de
um estudo recente ter descoberto que a sua eficécia

continua até 24 meses.

Em outra forma de realizacdo, o composto de imunomodulacédo
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¢ uma proteina de choque térmico que pode parar ou atrasar
a destruicdo de células de ilhota. Tais proteinas incluem
DIAPEP277™, uma proteina de choque térmico sob
desenvolvimento pela Develogen AG. Numa forma de
realizacdo, o DIAPEP277™ ¢ administrado subcutaneamente ao
administrar 1 mg em 40 mg de manitol em 6leo vegetal
subcutaneamente na linha de base e a um més, e depois duas
vezes em intervalos de 3 meses. Numa forma de realizacdo da
terapia de combinacdo, o Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, ¢é coadministrado com DIAPEP277™ como se
segue. O DIAPEP277™ & administrado, em primeiro lugar,
subcutaneamente numa dose de cerca de 1 mg, cerca de 30
dias antes do inicio do Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo terapia com base em HIP. Uma segunda
administracdo de DIAPEP277™ ¢é entdo realizada aquando (90
dias apdés a primeira administracdo) o inicio da terapia com

base em HIP Otimizado.

Em outra forma de realizacdo, o composto imunomodulador é
uma Globulina Antilinfdécito T Policlonal (ATG). Quatro
dosagens de doses ATG s&o administradas. A primeira dosagem
de ATG ¢ 9 mg/kg do peso corporal, de seguida as 3 doses
consecutivas de 3 mg/kg serdo administradas via intravenosa
durante 4 horas. Uma hora antes da primeira administracéo
de ATG, um teste de tolerédncia cutédnea (0,2 ml da solucédo
final) serd executado. Numa forma de realizacdo da terapia
de combinacdo, a ATG é administrada antes da utilizacdo do
HIP Otimizado. A Ultima dosagem de ATG é administrada um
minimo de 14 dias antes do inicio do HIP Otimizado. Uma
segunda administracdo de ATG pode ser requerida com base
nas medicgdes trimestrais de anticorpos anti-GAD65 e outros
marcadores que sugerem ataque autoimune aos 24 meses apds o
tratamento inicial com ATG. Um tratamento atempado pode ser

requerido se existir um aumento significativo em anticorpos
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autoimunes diretamente para o péncreas.

O Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, pode ser
administrado via injecdo subcutédnea, oralmente via vesicula
hepédtica visada, ou outro agente lipossomal, ou via uma
infusao subcutdnea continua 24 horas numa dose
terapeuticamente eficaz, como acima descrito. Numa forma de
realizacdo, a dose didria é cerca de 5 a 20 mg por kg do
peso corporal do paciente durante 24 horas. Numa forma de
realizacdo, a dose didria é& ~600-800 mg. A terapia com base
no Peptideo pro-ilhota otimizado ¢é continuada durante um
periodo 3-6 meses e monitorizada cuidadosamente pela
producdo do peptideo C. A imunoterapia serd administrada
ciclicamente com base no agente imune selecionado. Por
exemplo, o DIAPEP277™ ¢ administrado em intervalos de 3
meses durante um total de 6 meses, e serd i1nicialmente
administrado 3 meses antes da terapia com base em HIP

Otimizado.

Os agentes imunomoduladores Uteis nos métodos aqui
descritos podem ser formulados, administrados e doseados
como conhecido na técnica ou como aqui descrito. As
formulacdes farmacéuticas e protocolos de dosagem e
administracdo para a pratica dos métodos aqui descritos séo

abaixo descritos.

As composic®es de Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP, por ex., e sais e esteres farmaceuticamente aceitédveis
das mesmas sdo sinergicamente ou aditivamente eficazes para
diferenciar células progenitoras em novas células ilhotas
no tratamento da diabetes ou doencas similares quando
combinando com varios outros compostos. Estes compostos
incluem Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP,

amilina e/ou um an&dlogo, incluindo mas ndo limitado por
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Symlin/Pramlintida, GLP-1, agonistas de recetor GLP-1, tais
como exendina-4, Liraglutido (NN2211), anédlogos de GLP-1,
inibidores da dipeptidil ©peptidase-4, GIP, INGAP de
hamster, e outras hormonas incretina-miméticas, e/ou
compostos que agem de igual modo e agentes, e agentes gue
prolongam a semivida ou aumentam o nivel ou atividade de
qualguer um dos compostos acima e agentes, tais como, por
exemplo, inibidores da dipeptidil peptidase, que atrasam a
degradacdo de GLP-1, e agentes que inibem, bloqueiam ou
destroem as células autoimunes que visam as células beta,
incluindo mas limitado a: anticorpos anti-CD3, incluindo
hOKT31 (Ala-Ala) e ChAglyCD3, ATG, Sirolimus (Rapamicina),
Tacrolimus (FK506), uma proteina de choque térmico 60
(DIAPEP277™), uma vacina Anti-Descarboxilase do Acido
Glutémico 65 (GAD65), Micofenolato Mofetil sozinho ou em
combinacdo com Daclizumab, o agente anti-CD20 Rituximab,
Campath-1 H (Anticorpo Anti-CD52), lisofilina e Vitamina D,
vacina IBC-VSO que é uma forma sintética, metabolicamente
inativa de insulina concebida para evitar a destruicdo da
célula beta pancredtica, e vacinacdo interferdo-a usando
células T reguladoras especificas do antigeno CD4+CD25+ ou
um agente similar concebido para evitar a destruicdo de
células beta pancredticas. Nesta ultima forma de
realizacdo, a vacinacdo interferdo-a usando células T
reguladoras especificas do antigeno CD4+CD25+ ou um agente
similar ¢é usada na terapia de combinacdo para utilizar
células T reguladoras diretamente ou através do uso de

imunoterapia anti-CD3.

Os compostos, tais como Sirolimus (Rapamicina), Tacrolimus
(FK506), anticorpo TRX4, Anticorpo anti-CD3 humanizado,
anticorpo anti-GAD65 da DYAMID™ e DIAPEP277™ sdo também
sinergicamente ou aditivamente eficazes quando adicionadas

a utilizacdo de HIP Otimizado ou um agente para diferenciar
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as células progenitoras em novas células ilhotas no

tratamento da diabetes ou doencas similares.

Uma melhoria num regime terapéutico de farmaco pode ser
contida por uma administracdo combinada de dois agentes com
efeito terapéutico, se a interacdo dos dois ou mais agentes
for de tal ordem que o seu efeito combinado reduz a
incidéncia de evento adverso (AE) de cada ou ambos o0s
agentes usados na coterapia. A reducdo na incidéncia dos
efeitos adversos pode ser um resultado de, por ex.,
administracdo de baixas doses de cada ou ambos 0s agentes
usados na coterapia. Por exemplo, se o efeito do férmaco A
sozinho for 25% e tiver uma incidéncia de efeito adverso de
45% quando usado na dose etiquetada; e o efeito do féarmaco
B sozinho for 25% e tiver uma incidéncia de efeito adverso
de 30% quando usado na dose etiquetada, mas quando os dois
fadrmacos sdo combinados mais baixo do que as doses
etiquetadas de cada, se o efeito geral for 35% e a taxa de
incidéncia adversa for 20%, existe uma melhoria no regime
terapéutico do farmaco. As terapias de combinacdo providas
pela presente descricdo incluem aquelas tais melhorias de

exibicdo.

Composig¢des Farmacéuticas, Dosagem e Administragédo

Em formas de realizacdo preferidas, os Peptideos pro-ilhota
otimizados, incluindo HIP, sdo administrados numa
concentracdo de cerca de 0,5 a cerca de 5 mg/kg/dia, mais
preferencialmente em injecdes subcuténeas divididas em
humanos. Deste modo, um individuo com 60 kg wvai
potencialmente receber 60 mg/dia divididos em duas a trés
dosagens de 20 mg administradas apds as refeigdes. Em
outras formas de realizacdo preferidas, os Peptideos pro-

ilhota otimizados, incluindo HIP, podem  também ser
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administrados wvia um método de encapsulamento oral com
dosagens na ordem de cerca de 0,5 a cerca de 5 mg/kg/dia,
preferencialmente oralmente administradas em dosagens

divididas apdbs refeicdes.

Com base nos estudos de intervalo de dosagens (Exemplo 13)
utilizando HIP2 e HIP2B Otimizado em variacdes de dose de
1000 microgramas duas vezes ao dia para 0,1 microgramas por
dia administrados via IP a camundongos tornados diabéticos
com STZ, o HIP2B pode ser utilizado numa dosagem de
aproximadamente 10% daguela de HIP2 e o equivalente de
aproximadamente 1 mg/kg comparado a dosagem de 10 mg/kg
(600 mg/dia) usada nos ensaios humanos de INGAP derivado de

hamster (Figura 23).

Por exemplo, em alguns aspetos, as varias formas de
realizacéo s&o direcionadas para uma composicéado
farmacéutica gque compreende um composto, como acima
definido, e wum portador ou diluente farmaceuticamente
aceitdvel ou uma gquantidade eficaz de uma composicédo
farmacéutica que compreende um composto como acima

definido.

Os compostos aqui descritos podem ser administrados de
forma convencional por qualguer via onde estejam ativos. A
administracdo pode ser sistémica, tépica ou oral, por
exemplo, a administracdo pode ser, mas ndo ¢ limitado a
parenteral, subcuténea, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, transdérmica, oral, bocal, ou vias
oculares, ou intravaginalmente, por inalacdo, por injecdes
depot ou por implantes. Deste modo, os modos de
administracdo para os compostos da presente descricédo
(sejam sozinhos ou em combinacdo com outros farmacéuticos)

podem ser, mas ndo s&do limitados a, sublingual, injetavel
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(incluindo de curta duracdo, depot, implante e formas de
gréanulos injetados subcutaneamente ou intramuscularmente),
ou por uso de cremes vaginais, supositdérios, pessarios,
anéis vaginais, supositdrios retais, dispositivos
intrauterinos e formas transdérmicas, tais como adesivos e

cremes.

Os modos especificos de administracdo vdo depender da
indicacdo. A selecdo da via especifica de administracdo e o
regime de dose devem ser ajustados ou titulados por um
médico de acordo com os métodos conhecidos do médico para
obter a resposta clinica 6tima. A gquantidade do composto a
ser administrado é aquela quantidade que é terapeuticamente
eficaz. A dosagem a ser administrada vai depender das
caracteristicas do sujeito a ser tratado, por ex., o animal
particular tratado, idade, peso, saude, tipos de tratamento
concorrente, se algum, e frequéncia de tratamentos, e pode
ser facilmente determinada por um especialista na técnica

(por ex., por um médico).

As formulacdes farmacéuticas gque contém os compostos da
presente descricdo e um portador adequado podem ser formas
de dosagem sdélida gue incluem, mas ndo sdo limitadas a,
comprimidos né&do revestidos, cépsulas, hdstias, granulos,
comprimidos, pds e granulos; formas de dosagem tépica que
incluem mas ndo sdo limitadas a, solucdes, pds, emulsdes
fluidas, suspensdes fluidas, semissdlidos, unguentos,
pastas, cremes, géis e geleias, e espumas; e formas de
dosagem parenteral que incluem, mas ndo sdo limitadas a
solucgdes, suspensdes, emulsdes e pd seco; compreendendo uma
quantidade eficaz de um polimero ou copolimero da presente
descricéo. E também conhecido na técnica que os
ingredientes ativos podem ser contidos em tais formulacdes

com diluentes, excipientes, desintegrantes, ligantes,
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lubrificantes, tensiocativos, veiculos hidrofébicos,
veiculos hidrossoluveis, emulsionantes, soluc¢des-tampdo,
humectantes, hidratantes, solubilizantes, conservantes
farmaceuticamente aceitédveis e similares. Os meios e
métodos de administracdo sdo conhecidos na técnica e um
técnico pode referir-se a varias referéncias farmacoldgicas
para orientacdo. Por exemplo, pode ser consultado Modern
Pharmaceutics, Banker & Rhodes, Marcel Dekker, Inc. (1979);
e Goodman & Gilman’s The Pharmaceutical Basis of
Therapeutics, 6th Edition, MacMillan Publishing Co., New
York (1980).

Os compostos da presente descricdo podem ser formulados
durante a administracdo parenteral por injecdo, por ex.,
por injecdo de bolus ou infusdo continua. Os compostos
podem ser administrados por infuséo continua
subcutaneamente durante um periodo de cerca de 15 minutos a
cerca de 24 horas. As formulacgdes para injecdo podem ser
apresentadas na forma de dosagem de unidade, por ex., em
ampolas ou em recipientes multi-dose, com um conservante
adicionado. As composicdes podem ter varias formas como
suspensdes, solugdes ou emulsdes em veiculos oleosos ou
aquosos e podem conter os agentes formulatdédrios tais como

agentes de suspensdo, estabilizacdo e/ou dispersdo.

Para administracdo oral, os compostos podem ser rapidamente
formulados ao combinar estes compostos com veiculos
farmaceuticamente aceitdveis bem conhecidos da técnica.
Tais veiculos permitem que os compostos aqui descritos
sejam formulados como comprimidos n&o revestidos,
comprimidos, drageias, céapsulas, liquidos, géis, xaropes,
suspensdes espessas, suspensdes e similares, para ingestédo
oral por um paciente a ser tratado. As preparacdoes

farmacéuticas para utilizacdo oral podem ser obtidas ao
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adicionar um excipiente sé6lido, opcionalmente moagem a
mistura resultante, e processando a mistura de grénulos,
apbds adicionar auxiliares adequados, se desejado, para
obter comprimidos nao revestidos ou drageias. Os
excipientes adequados incluem, mas ndo s&do limitados a
excipientes tais como acucares incluindo, mas ndo limitado
a, lactose, sacarose, manitol, e sorbitol; preparacdes
celulose tais como, mas ndo limitadas a amido de milho,
amido de trigo, amido de arroz, amido de batata, gelatina,
goma adragante, metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,
carboximetilcelulose sdédica e polivinilpirrolidona (PVP).
Se desejado, 0s agentes de desintegracdo podem ser
adicionados, tais como, mas néao limitado a
polivinilpirrolidona cruzada, &gar, ou acido alginico ou um

sal do mesmo tal como alginato sdédico.

As drageias podem ser providas com revestimentos adequados.
Para este efeito, podem ser usadas solucdes de aclcar
concentrado, que podem opcionalmente conter goma-arabica,
talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol,
polietilenoglicol, e/ou didéxido de titdnio, solugdes de
laca, e solventes adequados ou misturas de solventes.
Corantes ou pigmentos podem ser adicionados aos comprimidos
nao revestidos ou revestimentos de drageias para
identificar ou para caracterizar combinacdes diferentes de

doses de composto ativo.

As preparacdes farmacéuticas que podem ser usadas oralmente
incluem, mas ndo sdo limitadas a, céapsulas compostas por
gelatina, assim como cépsulas suaves e seladas compostas
por gelatina e um plastificante, tal como glicerol ou
sorbitol. As cépsulas podem conter os ingredientes ativos
numa admistura com excipiente tal como, por ex., lactose,

ligantes com, por ex., amidos e/ou lubrificantes tais como,
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por ex., talco ou estearato de magnésio e opcionalmente
estabilizadores. Em céapsulas suaves, o0s compostos ativos
podem ser dissolvidos ou suspensos em ligquidos adequados,
tais como bleos gordurosos, parafina liquida, ou
polietilenoglicéis. Além disso, o0s estabilizadores podem
ser adicionados. Todas as formulacdes para administracéo
oral podem ser em dosagens adequadas para tal

administracéo.

Para administracdo bocal, as composicdes podem ter a forma
de, pelo menos, comprimidos n&do revestidos ou pastilhas

formulados de uma forma convencional.

Para administracdo por inalacdo, os compostos para uso de
acordo com a presente descrigdo sdo convenientemente
administrados na forma de uma apresentacdo de spray
aerossol de embalagens pressurizadas ou um nebulizador, com
o) uso de um propulsor adequado, por ex.,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorometano, didéxido de carbono ou outro géas
adequado. No caso de um aerossol pressurizado, a unidade de
dosagem pode ser determinada ao providenciar uma valvula
para administrar uma quantidade mensurada. Céapsulas e
cartuchos de, por ex., gelatina para uso num inalador ou
insuflador podem ser formuladas contendo uma mistura de pd
do composto e uma base de pd adequada, tal como lactose ou

amido.

Os compostos da presente descricdo podem também ser
formulados em composicdes retais, tais como supositdérios ou
clisteres de retencéao, por ex., contendo bases de
supositdério convencionais, tais como manteiga de cacau ou

outros glicéridos.
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Adicionalmente as formulagcbes previamente descritas, os

compostos da presente descricido podem também ser formulados

como uma preparacdo depot. Tais formulacdes de acéo
prolongada podem ser administradas por implante (por
exemplo, subcutaneamente ou intramuscularmente ou por

injecdo intramuscular.

As injecdes depot podem ser administradas a cerca de 1 a
cerca de 6 meses ou intervalos maiores. Deste modo, por
ex., o0s compostos podem ser formulados com materiais
poliméricos ou hidrofdébicos adequados (por exemplo, como
uma emulsdo num O6leo aceitdvel) ou resinas de troca de
ides, ou como derivados moderadamente soluveis, por

exemplo, como um sal moderadamente soluvel.

Na administracdo transdérmica, os compostos da presente
descricdo, por exemplo, podem ser aplicados a um gesso, ou
podem ser aplicados por sistemas terapéuticos transdérmicos

que sdo subsequentemente fornecidos ao organismo.

As composicdes farmacéuticas dos compostos também podem
compreender portadores de fase sdélida ou gel adequados ou
excipientes. Exemplos de tais portadores ou excipientes
incluem, mas ndo sdo limitados a carbonato de cé&lcio,
fosfato de célcio, vArios aclcares, amidos, derivados de
celulose, gelatina e ©polimeros tais como, ©por ex.,

polietilenoglicédis.

Os compostos da presente descricdo podem também ser
administrados em combinacdo com outros ingredientes ativos,
tais como, por exemplo, adjuvantes, inibidores de protéase,
ou outros férmacos compativeis ou compostos onde tal
combinacdo ¢ vista como desejavel ou vantajosa no alcance

dos efeitos desejados dos métodos agqui descritos.
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Métodos para Preparar HIP Otimizado do Mesmo

Quaisquer técnicas conhecidas na técnica podem ser usadas
ao sintetizar e purificar HIP Otimizado, incluindo mas néo
limitado a, sintese guimica de novo e purificacdo por
precipitacdo, adsorcdo (por ex., cromatografia de coluna,
adsorventes de membrana, colunas de fluxo radial, adsorgéo
de lote, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
cromatografia de troca idbnica, adsorventes inorgadnicos,
adsorventes hidrofdébicos, cromatografia de afinidade de
metal imobilizado, cromatografia de afinidade), ou
filtracdo por gel, eletroforese, particdo da fase liquida,
particdo de detergente, extracdo de solvente orgénico e
ultrafiltracéo. Durante a purificacéo, a atividade
biolégica dos Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo
HIP, pode ser monitorizada por um ou mais ensaios in vitro
ou in vivo. A pureza do Peptideo pro-ilhota otimizado pode
ser ensaiada por quaisquer métodos conhecidos na técnica,
tais como, mas ndo limitado a, eletroforese de gel. Ver
Scopes, supra. Em algumas formas de realizacdo, o Peptideo
pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, usado numa composicéo
aqui descrita pode estar no intervalo de 80 a 100 por cento
de mg total de proteina, ou pelo menos 80%, em pelo menos
85%, em pelo menos 90%, em pelo menos 95%, ou em pelo menos
98% de mg total de proteina. Numa forma de realizacdo, o
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, & usado numa
composicdo que ¢ pelo menos 99% da proteina total. Numa
outra forma de realizacdo, o Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, ¢ purificado para uma homogeneidade
aparente, como ensaiado, por ex., por eletroforese em gel
de poliacrilamida de dodecil de sulfato sdédico. Numa forma
de realizacdo, o Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP ¢ sintetizado e testado por HPLC para uma pureza

superior a 95%.
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Os métodos conhecidos na técnica podem ser utilizados para
produzir recombinantemente Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP. Uma seguéncia de &acido nucleico gque codifica
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP pode ser
inserida num vetor de expressdo para propagacido € expressio

em células hospedeiras.

Um constructo de expressdo, como agqui usado, refere-se a
uma sequéncia de &cido nucleico que codifica um Peptideo
pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, operavelmente
associado a uma ou mais regides reguladoras que permitem a
expressdo de um HIP Otimizado numa célula hospedeira
adequada. "Operavelmente associada" refere-se a uma
associacdo na qual as regides reguladoras e o Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP, a serem expressos S&o
unidos e ©posicionados de tal modo para permitir a

transcricdo e por uUltimo translacéo.

As regides reguladoras que sdo necessirias para transcricéo
de Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, podem ser
providas pelo vetor de expressdo. Um coddo de iniciacédo de
translacdo (ATG) pode também ser provido se uma sequéncia
de gene de Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP,
que tem falta do seu coddo de iniciacdo cognato deve ser
expressa. Num sistema de constructo hospedeiro compativel,
fatores transcricionais celulares, tal como polimérase RNA,
vdo ligar as regides reguladoras no constructo de expresséo
para efetuar a transcricdo da sequéncia do Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP, no organismo hospedeiro. A
natureza precisa das regides reguladoras necessidrias para a
expressdo do gene pode variar de célula hospedeira para
célula hospedeira. De forma geral, é necessdrio um promotor
que seja capaz de ligar polimérase RNA e promover a

transcricgédo de uma sequéncia de acido nucleico
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operavelmente associado. Tais regides reguladoras podem
incluir aquelas sequéncias ndo-codificadoras 5' envolvidas
na iniciacdo de transcricdo e translacdo, tal como a caixa
TATA, sequéncia de limitacdo, sequéncia CAAT e similar. A

regido nédo-codificadora 3' para a sequéncia codificadora

pode conter sequéncias reguladoras de terminacéo
transcricional, tais como centros terminadores e
poliadenilacéio.

Para anexar sequéncias de ADN com func¢des reguladoras, tais
como promotores, para uma sequéncia de gene de Peptideo
pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, ou para inserir uma
sequéncia de gene de Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, no local de clonagem de um vetor, ligantes
ou adaptadores que providenciam os locais de restricéo
compativeis adequados podem ser ligados as extremidades do
cADNs por técnicas bem conhecidas na técnica. A clivagem
com uma enzima de restricdo pode ser seguida por
modificacdo para criar extremidades rombas ao digerir ou
encher em terminais de ADN de cadeia simples antes da
ligacdo. Alternativamente, um local de enzima de restricéo
desejado pode ser introduzido num fragmento de ADN por
amplificacdo do ADN usando PCR com iniciadores contendo o

local de enzima de restricdo desejado.

Um constructo de expressdo que compreende uma sequéncia de
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, operavelmente
associado a regides reguladoras, pode ser diretamente
introduzido em células hospedeiras adequadas para expressao
e producdo de um peptideo pro-ilhota, incluindo HIP
Otimizado sem clonagem adicional. Os <constructos de
expressdo podem também conter sequéncias ADN que facilitam
a integracdo de um peptideo pro-ilhota, incluindo sequéncia

HIP Otimizado num genoma da célula hospedeira, por ex.,
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recombinacdo hombdéloga. Neste caso, ndo € necessario usar um
vetor de expressdo que compreende uma origem de replicacéo
adequada para células hospedeiras adeguadas para propagar e
expressar Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, nas

células hospedeiras.

Uma variedade de vetores de expressdo pode ser wusada,
incluindo mas nédo limitado a plasmideos, cosmideos, fagos,
fagemideos ou virus modificados. Tais sistemas de expresséo
hospedeiros representam portadores pelos quais as

sequéncias de codificacdo de um gene de Peptideo pro-ilhota

otimizado, incluindo HIP, podem ser produzidas e
subsequentemente purificadas, mas também representam
células as quais podem, quando transformadas ou

transfectadas com as sequéncias de codificacéao de
nucledtido adequadas, expressar Peptideo pro-ilhota
otimizado, incluindo HIP, in-situ. Estes incluem, mas néao
sdo limitados a, microorganismos tais como bactérias (por
ex., E. coli e B. subtilis) transformados com ADN
recombinante de bacteribéfago, ADN de plasmideo ou vetores
de expressdo de ADN de cosmideo que contém sequéncias de
codificacdo de Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP; levedura (por ex., Saccharomyces, Pichia) transformada
com vetores de expressao recombinantes que contém
sequéncias de codificacdo de Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP; sistemas de células de insetos infetadas com
vetores de expressdo de virus recombinante (por ex.,
baculovirus) que contém sequéncias de codificacdo de
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP; sistemas de
células de plantas infetadas com vetores de expressdo de
virus recombinante (por ex., virus do mosaico da couve-
flor, CaMvVv; virus do mosaico do tabaco, TMV) ou
transformados com vetores de expressdo de plasmideo

recombinante (por ex., plasmideo Ti) contendo sequéncias de
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codificacdo de Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP; ou sistemas de células mamiferas (por ex., células
C0sS, CHO, BHK, 293, NSO, e 3T3) com constructos de
expressdo recombinante contendo promotores derivados do
genoma das células de mamiferos (por ex., promotor da
metalotioneina) ou de virus de mamiferos (por ex., O
promotor tardio de adenovirus; o promotor 7.5K do virus
vaccinia) . De preferéncia, as células de Dbactérias tais
como Escherichia coli e células eucaridticas sdo usadas
para a expressdo de um Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, recombinante. Por exemplo, as células de
mamiferos tais como células do ovario de hamsters chineses
(CHO) podem ser usadas com um elemento promotor portador de
vetor do gene de expressdo intermedidria principal de
citomegalovirus para expressdo eficaz de uma sequéncia de

Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP.

Em sistemas de bactérias, um numero de vetores de expressdo
pode ser vantajosamente selecionado dependendo do uso
pretendido para o Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HIP, a ser expresso. Por exemplo, quando pode ser desejavel
uma grande quantidade de um Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, estd a ser produzida, para a geracdo de
composicgdes farmacéuticas de vetores de Peptideo pro-ilhota
otimizado, incluindo HIP, que dirigem a expressdo de altos
niveis de produtos de proteina de fusdo que sdo prontamente
purificados. 0Os vetores incluem, mas ndo estdo limitados a,
vetor de expressdo E. coli pCR2.1 TOPO (Invitrogen);
vetores pIN e similares. Séries de vetores como pFLAG
(Sigma), pMAL (NEB), e pET (Novagen) podem também ser
usadas para expressar as células estranhas como proteinas
de fusdo com o peptideo FLAG, malE-, ou proteina CBD-.
Estas proteinas recombinantes podem ser dirigidas para o

espaco periplésmico para uma dobra e maturacdo corretas. A
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parte fundida pode ser usada para purificacdo de afinidade
da proteina expressa. A presenca de locais de clivagem para
proteases especificas como a enteroquinase permite alguém
clivar o Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, ou
um anidlogo ou derivado do mesmo. 0s vetores pGEX podem
também ser wusados para expressar as proteinas estranhas
como proteinas de fusdo com glutationa 5-transferase (GST).
No geral, tais proteinas de fusdo sdo soluveis e podem
facilmente ser purificadas a partir das células lisadas por
adsorcdo e ligacdo as beads de agarose de glutationa matriz
seguido por eluicdo na presenca de glutationa livre. Os
vetores pGEX sdo concebidos para incluir trombina ou locais
de clivagem de protéase de fator Xa para que o produto do

gene alvo clonado pudesse ser libertado da parte GST.

Num sistema de inseto, podem ser usados muitos vetores para
expressar os genes estranhos, por ex., virus da poliedrose
nuclear da Autographa californica (AcNPV) pode ser usado
como um vetor para expressar genes estranhos. O virus
cresce nas células como as células Spodoptera frugiperda.
Uma sequéncia de codificacdo de Peptideo pro-ilhota
otimizado, incluindo HIP, pode ser individualmente clonada
em regides ndo-essenciais (por ex., o0 gene de poliedrina)
do virus e colocada sob controlo de um promotor AcNPV (por

ex., O promotor de poliedrina).

Em células hospedeiras de mamiferos, um nUimero de sistemas
de expressdo com base em virus pode ser utilizado. Em casos
onde ¢ usado um adenovirus como um vetor de expressdo, uma
sequéncia de codificacdo de Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, de interesse pode ser ligada a um complexo
de controlo transcricdo/translacdo de adenovirus, por ex.,
0 promotor tardio e sequéncia lider tripartida. Este gene

quimérico pode, de seguida, ser inserido no genoma de
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adenovirus por recombinacdo in vitro ou in vivo. A insercéo
numa regido ndo-essencial do genoma viral (por ex., regido
EI ou E3) wvai resultar num virus recombinante que ¢é viavel
e capaz de expressar Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, em hospedeiros infetados. Os sinais de
iniciacdo especificos podem também ser requeridos para
translacdo eficaz das sequéncias de codificacdo de Peptideo
pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, inseridas. Estes
sinais incluem o coddo de iniciacdo ATG e sequéncias
adjacentes. Além disso, o coddo de iniciacdo deve estar na
fase com o frame de leitura da sequéncia de codificacéo
desejada para garantir translacdo de todo o inserto. Estes
sinais de <controlo translacionais exdgenos e coddes de
iniciacdo podem ser de uma variedade de origens, natural e
sintético. A eficiéncia de expressdo pode ser aumentada
através da inclusdo de elementos de realce de transcricéo,

terminadores de transcricdo e similares.

Adicionalmente, uma estirpe de célula hospedeira pode ser
escolhida a qual modula a expressdo das sequéncias
inseridas, ou modifica e processa o produto de gene na
forma especifica desejada. Tais modificacgdes, (por ex.,
glicosilacdo) e processamento (por ex., clivagem) de
produtos de proteina podem ser importantes para a funcdo da
proteina. As diferentes células hospedeiras tém mecanismos
caracteristicos e egpecificos para o processamento pds-—
translacional e modificacdo de proteinas e produtos de
genes. As linhas celulares adequadas ou sistemas
hospedeiros podem ser escolhidas para garantir a
modificacdo correta e processamento da proteina estranha
expressa. Para este efeito, as células hospedeiras
eucaridbdéticas gue possuem a maquinaria celular para o
processamento adequado do transcrito principal e

modificacdo pds-transcricional do produto de gene, por ex.,
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glicosilacdo e fosforilacdo do produto de gene, podem ser
usadas. Tais células hospedeiras de mamiferos incluem, mas
ndo sdo limitadas a PCl2, CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK,
293, 3T3, W138, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 e T47D, NSO (uma
linha celular de mieloma de murino que ndo produz de forma
enddgena quaisquer cadeias de imunoglobulina), CRL7030, e
células HsS78Bst. A expressdo num sistema bacteriano ou de
levedura pode ser usada se as modificacdes pbs-
translacional forem consideradas ndo-essenciais para uma

atividade desejada de HIP Otimizado.

Durante a producdo a longo prazo, de rendimento elevado de
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP, ¢é preferida
uma expressdo estavel em células. As linhas celulares que
expressam de forma estédvel Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP, podem ser concebidas ao usar um vetor qgue
contém um marcador selecionédvel. Através de exemplo mas néo
limitativo, apds a introducdo dos constructos de expressdo,
as células criadas podem ser deixadas crescer durante 1-2
dias num meio enriquecido, e de seguida s&do alteradas para
um meio seletivo. O marcador seleciondvel no constructo de
expressdo confere resisténcia a selecdo e pode, dependendo
do constructo vetor e célula hospedeira utilizada, permitir
as células integrar de forma estdvel o constructo de
expressdo nos seus cromossomas e deixar crescer em cultura
e serem expandidas em linhas celulares. Tais células podem
ser cultivadas durante um periodo longo de tempo gquando o0s
Peptideos pro-ilhota otimizados, incluindo HIP sédo

expressos continuamente.

Um ntmero de sistemas de seccdo podem ser usados, incluindo
mas ndo limitado a, resisténcia a antibidéticos (marcadores
como Neo, que confere resisténcia a geneticina ou G-418;

Zeo, para resisténcia a Zeocina; e Bsd, para resisténcia a
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blasticidina); resisténcia a antimetabolito (marcadores
como Dhfr, que confere resisténcia ao metotrexato; gpt, gque
confere resisténcia ao &cido micofendlico; e hidro, gque
confere resisténcia a higromicina. Adicionalmente, as
linhas celulares mutantes incluindo, mas ndo limitadas a,
tk-, hgprt-, ou aprt- podem ser usadas em combinacdo com
vetores com 0S genes correspondentes por timidina quinase,
hipoxantina, guanina ou adenina fosforibosil transferase.
Os métodos habitualmente conhecidos na técnica do ADN
recombinante podem ser aplicadas de forma rotineira ao

clone recombinante desejado, 150:1.

As células recombinantes podem ser cultivadas sob condicdes
padrédo de temperatura, tempo de incubacdo, densidade dética
e composicdo do meio. No entanto, as condig¢des para
crescimento de células recombinantes podem ser diferentes
daquelas para expressdo de Peptideo pro-ilhota otimizado,
incluindo HIP. As condic¢cdes de cultura modificadas e meio
também podem ser usadas para melhorar a producdo de
Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo HIP. Quaisquer
técnicas conhecidas na técnica podem ser aplicadas para
estabelecer as condigdes Oétimas para produzir Peptideos

pro-ilhota otimizados, incluindo HIP.

Uma alternativa a producdo de Peptideos pro-ilhota
otimizados, incluindo HIP através de técnicas recombinantes
ou purificacdo de fontes naturais é a sintese de peptideo.
Por exemplo, um HIP Otimizado total, ou uma proteina
correspondente a uma porcdo de HIP Otimizado, pode ser
sintetizado através do uso de um sintetizador de peptideo.
A sintese de peptideo convencional ou outros protocolos

sintéticos bem conhecidos na técnica pode ser usada.
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As proteinas com a sequéncia aminodcido do Peptideo pro-
ilhota otimizado, incluindo HIP, podem ser sintetizadas por
sintese de peptideos de fase sélida. Durante a sintese, os
aminodcidos n-oa-protegidos com cadeias laterais protegidas
sdo adicionados passo-a-passo a uma cadeia de polipeptideo
crescente ligada pelo seu C-terminal a um suporte
polimérico insoluvel, isto &, beads de poliestireno. As
proteinas s&o sintetizadas ao ligar um grupo amino de um
aminodcido n-oa-desprotegido a um grupo o-carboxil de um
aminodcido n-a-protegido que foi ativado ao reagi-lo com um
reagente tal como diciclohexilcarbodiimida. A fixac&do de um
grupo amino livre ao carboxil ativado leva a formacdo da
ligacdo peptideo. 0s grupos de protecdo n-a mais usados
incluem Boc, que ¢ 4&cido 1lédbil e Fmoc, o qual & a base
labil. Os pormenores das quimicas adequadas, resinas,
grupos protetores, aminodcidos protegidos e reagentes sao
bem conhecidos na técnica e ndo sdo deste modo descritos em

pormenor.

A purificacdo do Peptideo pro-ilhota otimizado, incluindo
HPLC ¢é conseguida usando procedimentos convencionais, tal
como HPLC preparativa usando permeacdo de gel, particédo
e/ou cromatografia de troca idénica. A escolha de matrizes e
solugdes-tampdo adequadas ¢ bem conhecida na técnica e né&o

é, deste modo, aqui descrita em pormenor.

Com a descricdo detalhada acima dos reagentes e métodos da
invencdo, o0s seguintes Exemplos sdo providenciados para
ilustrar varios aspetos da invencédo.

EXEMPIO 1

Atividade HIP In vitro. Os estudos in vitro foram

realizados no Human Islet Laboratory da Universidade da
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Pensilvédnia. A ilhota pancredtica humana e fracdes ductais
foram cultivadas ao longo de 10 dias e depois tratadas num
estudo cego. 0s métodos de radioimunoensaio foram usados
para medir os niveis de insulina nas culturas pancredticas
humanas tratadas com um peptideo scrambled gque serve Como
um controlo negativo, HIP3, HIP1l, HIP2 e um INGAP derivado
de hamster servindo como controlo positivo. Os peptideos
foram sintetizados pela Bachem BioScience (95% de pureza,

para investigacédo).

As culturas duplicadas foram tratadas no dia 10 e dia 12 e
depois lisadas para detecdo do contetido de insulina apds 1
semana de tratamento com peptideos HIP, controlo e INGAP.
Durante a cultura de 10 dias, a producdo de insulina
diminuiu e apds tratamento com peptideos HIP, a insulina

foi novamente produzida.

O grafico da fracdo ductal como mostrado na Fig. 1
demonstra os niveis de insulina no eixo y como medido pelo
radioimunoensaio apds incubacdo em cultura com tecido
ductal pancredtico humano. O gréafico de fracdo de ilhota
indica niveis de insulina apds incubacdo no tecido de
ilhota pancredtica humana. Os niveis de insulina de base
sdo significativamente mais elevados na fracdo ilhota na

linha de base nas fracdes ductais na linha de base.

O tecido ductal e de ilhota foram separados usando o método
de Ricordi. A cultura de célula ductal e ilhota nédo foi
totalmente homogénea em natureza. 0Os estudos também sugerem
que as células progenitoras, que sdo o alvo para HIP, sejam
encontradas nas culturas de ilhota e ductal. 0Os estudos
foram repetidos com descobertas similares mostradas no

seqguinte grafico, com tanto quanto um aumento de 4 vezes
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nos niveis de insulina por radioimunoensaio entre tecido

ductal humano cultivado com HIP 2.

Os estudos repetidos confirmaram o aumento em insulina em
culturas ductais predominantemente humanas e culturas de
ilhotas, com o0s niveis de insulina de base consistentemente
cerca de 1/3 inferiores na linha de base das culturas
ductais comparativamente com as culturas de ilhotas, com
aumentos similares em contetdo de insulina apds incubacéo

com peptideos HIP comparados com um controlo negativo.

EXEMPLO 2

Estudos in vivo. HIP3, HIPl e HIP2 foram alvo de estudos in
vivo em camundongos. Os estudos mostraram que estas
variantes HIP, quando introduzidas em camundongos
diabéticos, estimulam diferenciacdo em células progenitoras
dentro do péncreas em novas estruturas de ilhotas. Foi
desenvolvido um novo modelo A da diabetes no camundongo
(Rosenberg et al., 2004). O nUmero de pacientes foi
selecionado para obter um numero suficiente de animais
diabéticos para o estudo e o0s animais foram atribuidos
aleatoriamente aos grupos de estudo. Todos os animais foram
doseados através de injecgdes intraperitoneais duas vezes
por dia (manhd e tarde) durante 28 dias consecutivos. A
hora da administracdo da dose permaneceu consistente (+ 2
horas) durante a fase de dosagem. Apds confirmacdo de que o
camundongo era diabético (glicose do sangue superior a 16,7
mmol/L (300 mg/dL) durante, pelo menos, 1 semana, 0sS

camundongos foram doseados.
Os camundongos foram injetados peritonealmente com

estreptozocina a 40 mg/kg em solucdo-tampdo de citrato, pH

4.5, em 5 dias consecutivos numa tentativa de os tornar
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diabéticos. 0s camundongos tinham de ter uma glicose no
sangue superior a 16,7 mmol/L (300 mg/dL) durante, pelo
menos, 1 semana, para serem considerados diabéticos. Se o
nivel da glicose no sangue em qualquer animal subisse acima
de 400 mg/dl, o animal era tratado com insulina. A cada 3
dias, a mesma hora a cada dia, era realizado um golpe na
cauda e uma gota de sangue era recolhida. As medicgdes de
glicose foram determinadas usando um medidor de glicose. As
atribuicdes de grupo e niveis de dose eram os seguintes na

Tabela 1:

Tabela 2
Grupo Tratamento | Nivel de Dose | Volume de Dose Numero de Animais
1 Portador 0 100 pl 6
2 HIP3 250 ug 100 pl 6
3 HIP1 250 ug 100 pl 6
4 HIP2 250 ng 100 pl 6

Os critérios de avaliacdo do estudo incluem o seguinte:
alteracdes na glicose; alteracdes nos requisitos de

insulina; e histologia de péncreas post mortem.

Alteracdes nos Requisitos de Insulina. As reducdes
significativas nos requisitos de insulina e a taxa de
diminuicdo dos requisitos de 1insulina foram observadas
entre os camundongos tratados com HIP, como mostrado na
Fig. 2. 0s camundongos tratados com HIP 2 ficaram

totalmente livres de insulina ao dia 21.

Alteracdes nos Niveis de Glicose. Existiu uma reducdo média
na glicose a partir da linha de base comparado aos
controlos em todos o0s grupos tratados com HIP e esta
reducdo foi significativa em todos os grupos tratados com
HIP, como mostrado na Fig. 3. Existiu uma glicose média

mais baixa em 14,7% entre HIP 1 e controlo, uma glicose
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média mais baixa em 29,4% entre HIP 2 e controlo, e uma
glicose média mais baixa em 57,3% entre HIP3 e o grupo de
controlo. Os dados indicam a taxa significativamente mais
rapida de declinio nos requisitos de insulina entre os
grupos de camundongos tratados com HIP comparados aos
camundongos diabéticos de controlo. Existiram numeros
significativos maiores de ilhotas apdés o tratamento HIP
observado nos pancreas de camundongo, que foram seccionados
e analisados em cada camundongo estudado. Os pancreas foram
analisados por um histologista gque analisou os espécimes

com os dados seguintes na Tabela 3.

Tabela 3
Total Ilhotas (% de |Massa de Ilhota Total (pm?) (%
aumento) de aumento)
Placebo 280 854364
HIP2 454 (62%) 2161782 (153%)
HIP3 410(46%) 1703513 (99%)

A diferenca no numero de ilhotas entre HIP e placebo foi
estatisticamente significativa (p=0,022). Existiu um
aumento ainda mais profundo na &area de ilhota entre os
camundongos tratados com HIP e o grupo tratado com placebo.
A &drea de ilhota no grupo tratado com HIP2 foi de 360,297
pm(2) comparado a 142,394 upm(2) no grupo tratado com
placebo com 283,918 um(2) no grupo tratado com HIP3
(p=0,05), como mostrado na Fig. 4A; A Fig. 4B mostra que o
HIP2B aumenta o nUmero de ilhotas nos camundongos
diabéticos, (a) as imagens representativas de imunomarcacdo
de insulina em camundongos tratados com placebo e HIP, (b)
as ilhotas marcadas com insulina s&o definidas em amarelo
para diferenciar estas estruturas das células sanguineas

auto-fluorescentes.
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A marcacdo imunofluorescente para insulina foi também
realizada em pancreas de camundongos demonstrando que &
maior o grau de marcacdo de insulina nos camundongos
tratados com HIP, como mostrado na Fig. 5. Este tecido de
péncreas de camundongo foi colhido e fixo em 4% de PFA,

bloqueado e seccionado. Objetiva 10X, 1.6 optivar.

EXEMPLO 3

O exemplo seguinte descreve métodos exemplares para

sintetizar e purificar HIP e HIP Otimizado.

A sintese de peptideo HIP foi realizada pelo procedimento
de fase sdlida geral de Merrifield (Merrifield, R.B. 1963,
J.Am.Chem.Soc. 85:2149-2154) wusando gquimica de protecédo
Fmoc padrédo (Fields, G.B. and Noble, R.L. 1990, Int. J.Pep-
tide Protein Res. 35, 161-214).

O peptideo protegido com ligacdo de resina foi clivado e
desprotegido pelo tratamento com A&cido trifluorocacético
(TFA) na presenca de absorvedor para resultar num produto
bruto. Foi obtido o produto de peptideo purificado através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

(HPLC) .

A derivacdo dos peptideos com polietilenoglicdis (PEG) pode
consistir da introducdo de wunidades PEG discretas num

alcance de peso molecular de 300 a 43 000.

Exemplo A: Ac-IGLHDPTQGTEPNG-NH, (HIP2B) (SEQ ID NO: 7).
Comecando com a resina Rink amide, resina 4-[2’, 4'-
Dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxi, 0s aminoacidos
protegidos com Fmoc sé&do introduzidos sequencialmente e

acoplados usando HOBt e DCC (N-hidroxibenzotriazol e
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diciclohexilcarbodiimida). A desprotecdo Fmoc da resina
original e o grupo de protecdo Fmoc de cada aminoécido
foram atingidos com 20% de piperidina em dimetilformamida.
Apbs a remocdo do grupo de protecdo Fmoc do aminodcido N-
terminal, 1lle, o peptideo protegido unido a resina foi
acetilado com 20% de anidrido acético em cloreto de
metileno. A desprotecdo dos grupos de cadeia lateral e
clivagem do peptideo da resina foram atingidas com 95% de
dcido trifluorocacético com 2,5% de é&agua e 2,5% de
triisopropilsilano. Apdés o tratamento de uma hora, o
peptideo foi ©precipitado da solucdo de clivagem com

dietiléter, filtrado e seco.

Purificacé&o. o) produto bruto foi purificado por
cromatografia ligquida de alta eficiéncia de fase reversa
(HPLC) num suporte C-18 usando 0,1% de TFA em &gua e 0,1%
de TFA em acetonitrilo como solugbes-tampdo A e B
respetivamente. Um gradiente crescente de solucdo-tampdo B
foi usado para eluir o produto. Foi atingida uma troca de
TFA residual ao reaplicar as fracdes do produto numa coluna
C-18 HPLC, lavando com 0,1 M de NH40Ac aquoso e eluindo o
produto com um gradiente de 1% de &4cido acético em &agua e
acetonitrilo como a fase mével. As fracgdes do produto puro
foram reunidas e liofilizadas. A identidade e homogeneidade
do peptideo foram confirmadas por andlise composicional de

aminodcido, HPLC analitica e andlise espetral de massa.

Exemplo B: IGLHDPTQGTEPNG (HIP2) (SEQ ID NO: 4)
comparativo. Comecando com a resina Fmoc-Gly-Wang, a
sequéncia de peptideo foi reunida como no Exemplo A. O
terminal amino n&o foi acetilado de modo a prover o
peptideo com um amino livre desbloqueado e terminal
carboxil. O produto purificado foi isolado como no Exemplo

A,
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Exemplo C: (Ac-IGLHDPTQGTEPNGC-NH,), (HIP2B CysDimer) (SEQ
ID NO: 19) comparativo. A sintese do peptideo na sua forma
tiol livre foi como descrito no Exemplo A. O produto bruto
foi oxidado para formar dimero ao dissolver cerca de 2 g de
peptideo com 2 ml de &cido acético e diluicdo com ~500 ml
de &4gua destilada, o pH foi ajustado a ~8.2 ao adicionar
20% de solucdo NH;OH gota a gota. A solucido foi deixada a
agitar durante a noite a temperatura ambiente. A reacdo néio
atingiu a finalizacdo durante a noite. Para concluir a
reacdo, 1% de solucdo de ferrocianeto de potéssio foi
adicionado até persistir uma cor verde amarelada
permanente. A reacdo foi <considerada terminada como
determinado pelo teste Ellman e a andlise HPLC. A solugéo
do peptideo oxidado foi depois agitada com 3-5 g de resina
de troca idnica AG-1 X2 (forma cloreto) durante 30 minutos,
filtrada e o pH ajustado até ~5 com &cido acético a

purificacdo HPLC.

Exemplo D: (IGLHDPTQGTEPNGC), (HIP2 Cys Dimer) (SEQ ID NO:
13) comparativo. Comecando com a resina Fmoc-Cys (Trt)-Wang,
a sequéncia de peptideo foi preparada como no Exemplo 2. A
precipitacdo de éter do produto bruto, oxidacdo para dimero
e purificacdo HPLC foram atingidas como descrito no Exemplo

C.

Exemplo E: Ac-IGLHDPTQGTEPNGC-NH, (HIP2B Cys) (SEQ ID NO:
16) comparativo. A sintese e purificacdo da sequéncia

priméria monomérica sdo atingidas como no Exemplo A.

0O exemplo seguinte descreve um método exemplar para
preparar HIP blogqueados. Os peptideos bloqueados HIP foram
preparados através de sintese de peptideos em fase sdlida

(SPPS). A premissa fundamental da sintese em fase sdlida é
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que o0s aminoidcidos podem ser reunidos num peptideo de
qualquer sequéncia desejada engquanto uma extremidade da
cadeia ¢é ancorada a um suporte insoltvel. Como acima
mencionado, em SPPS ©préatica, o terminal carboxil do
peptideo é associado ao polimero. Apds a sequéncia desejada
de aminoédcidos ter sido ligada em conjunto no suporte, um
reagente pode ser aplicado para clivar a cadeia de peptideo
do suporte e libertar o peptideo bruto na solucdo. Todas as
reacdes envolvidas na sintese sdo realizadas para concluséo

se possivel, para gue o produto homogéneo possa ser obtido.

Quando o C-terminal de um peptideo é um amido, o derivado é
um amido peptidico. Os amidos peptidicos sé&do derivados
extremamente importantes uma vez que muitas das hormonas
peptidicas que ocorrem de forma natural estdo presentes
como o amido. Para sintetizar os amidos peptidicos, as
resinas em fase sd6élida foram desenvolvidas, as quais
resultam em amidos peptidicos diretamente apds clivagem.
Quando o N-terminal é um grupo acetil, o peptideo é unido a
partir do C-terminal ao N-terminal. O N-terminal & de
seguida acetilado usando anidrido acético na presenca de

uma base.

Os derivados de aminoédcido-Fmoc s&do usados para criar a
sequéncia. Apds a sequéncia desejada de aminoécidos ter
sido ligada em conjunto ao suporte, o peptideo é acetilado,
filtrado e seco. A resina peptidica acetilada é de seguida
clivada com Acido trifluoroacético (TFA) contendo
absorvedores para libertar o peptideo do suporte, assim
como todos o0s grupos de protecdo. A purificacdo & de
seguida executada no material bruto usando cromatografia

ligquida de alta eficiéncia (HPLC).

85/137



Exemplo F: Ac-IGLHDPTQGTEPNGC (PEG)-NH, (HIP2B Cys-PEG) (SEQ
ID NO: 25) comparativo. A forma purificada monomérica do
peptideo do Exemplo 5 (1.1 equivalente) foi dissolvida em
solucdo-tampdo de acetato (0.1 M, pH=6.5). Uma solucdo (1
equivalente) de polietilenoglicdis derivado de maleimida
(PEG maleimida) foi preparada em 4gua destilada e
adicionada a solucdo peptidica com agitacdo. O pH da
solugdo resultante foi ajustada a ~6.5 com solucdo NH,O0H
diluida, agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos,
acidificada com algumas gotas de &cido acético e purificada

por HPLC.

Exemplo G: IGLHDPTQGTEPNGC (PEG) (HIP2 Cys-PEG) (SEQ ID NO:
22) comparativo. Comecando com resina Fmoc-Cys (Trt)-Wang, a
sintese e purificacdo da sequéncia primadria sdo como
descritas no Exemplo B. A derivagdo com PEG maleimida

seqguida por purificacdo HPLC é como no Exemplo F.

Exemplo H: (PEG)-IGLHDPTQGTEPNG (PEG-HIPZ2) (SEQ ID NO: 91)
comparativo. A sequéncia peptidica unida a resina priméria
foi preparada como no Exemplo 2. Apds a desprotecdo Fmoc do
N-terminal 1lle, a resina peptidica protegida foi derivada
com &acido carboxilico PEG usando HOBT e DCC como agentes de
unido. A clivagem e purificacdo do (PEG)-peptideo da resina

foi como descrito no Exemplo A.

EXEMPIO 4

0 exemplo seguinte ilustra 0s farmacocinéticos da

administracdo intramuscular e subcutédnea de HIPl, que ¢é

clivado em HIP2.

Os farmacocinéticos de administracdo HIP com 20 ratos, com

5 ratos por via de administracdo, foram avaliados. De modo
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igual as descobertas de INGAP derivado do hamster, a via
intramuscular (IM) providenciou uma melhor concentracdoc de
sangue do material, mas determinacdes de semivida foram
abaixo de 30 minutos por medic¢des ELISA, como mostrado na

Figura 6.

A via subcutédnea (SQ) de administracdo mostrou uma semivida
ligeiramente maior, como mostrado na Figura 7, mas o niveis
detetados pelo ELISA foram menores do que a via IM. A via
IM providencia uma semivida ligeiramente maior no sangue do

que por SO.

EXEMPLO 5

O exemplo seguinte mostra a estabilidade do peptideo HIP2B

num estudo de congelacdo-descongelacéo.

Procedimento Experimental. O estudo foi iniciado com dois
grupos de oito amostras cada. Um grupo foi mantido a 4-8 °C
e o outro a 25 °C, como parte de um estudo de estabilidade
de 2 meses. Cada amostra contém 4,57 miligramas de HIP2B em
5 microlitros de &gua destilada. Uma amostra de cada grupo
de temperatura é removida e colocada num congelador a menos
20 °C, para armazenamento, a cada sete dias até poder ser
executada a andlise LC/MS. Uma série de amostras foram
avaliadas apdés 1, 2 e 3 semanas no estudo de estabilidade
face a uma amostra de controlo de HIP2B que foi preparada
no inicio do estudo e armazenada a -20 °C. Apds trés
semanas de teste de estabilidade em cada uma das
temperaturas acima descritas, todas as amostras foram
inalteradas como determinado por LC/MS e por 1sso
consideradas estaveis a 1, 2 e 3 semanas. Estes estudos de
estabilidade de congelacdo-descongelacdo sugerem gue uma

mudanca de carbono que ocorre na Jjuncdo de Pro-Asn na
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sequéncia HIP quando é armazenada em sulfdéxido de dimetil
(DMSO), a sequéncia permanece estavel durante varios meses

quando armazenada em soro isotdédnico a -20 °C.

EXEMPLO 6

O HIP Otimizado Demonstra uma Estabilidade ©Peptidica
Aumentada nas Protéases de Soro In Vitro Durante o Tempo

(T) .

Os peptideos foram incubados em plasma humano a 37 °C. As
incubacdes de amostra foram executadas durante um periodo
de 1 hora. 0Os pontos temporais individuais de 1, 5, 10, 30
e 60 minutos foram wusados para seguir as reacdes. A
desativacdo de protéases de plasma de cada ponto temporal,
foi atingida ao aquecer as amostras a 100 °C durante 1
minuto. Depois da andlise, as amostras tratadas com plasma
foram avaliadas através de cromatografia de fase reversa em
série com um espetrdémetro de massa, HPLC/LC-MS, face as

amostras de controlo.

Plasma Tratado com HIP e peptideos com HIP Otimizado foram
avaliados durante 1, 5, 10, 30 e 60 minutos. Para cada
ponto temporal 0,70 ml de plasma foi pipetado num tubo de
teste de 10 ml. Para cada um foi adicionado 0,30 ml de uma
solucdo stock de HIP ou peptideo de HIP Otimizado (1,66
mg/ml) preparada no fosfato salino tamponado . As amostras
de plasma/peptideo foram incubadas a 37 °C para cada ponto
temporal seguido por aquecimento a 100 °C para inativar a
atividade proteolitica das protéases de plasma. Apds
inativacdo, as amostras foram diluidas com 1 ml de HO0,
centrifugadas e o liguido sobrenadante removido ©para

andlise.
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As amostras foram analisadas numa coluna de fase reversa C-
18 (50 mm x 2,0 mm) wusando 0,07% de TFA em H,O como
solucdo-tampdo A e 0,07% de TFA em acetonitrilo como
solucdo-tampdo B. Um gradiente linear de 98% A/2% B
progredindo para 30% A/70% B durante 10 min. foi usado a
uma taxa de fluxo de 0,4 ml/min. O eluente fol monitorizado
por UV a um comprimento de onda de 220 nm e por
espetroscopia de massa. As comparacdes de perfis
cromatogradficos de peptideos tratados com plasma (37 °C)
face as amostras de referéncia do peptideo e controlos de
plasma foram usadas para determinar a estabilidade relativa

de peptideo para o tratamento de plasma.

Controlos

T = 0: Plasma (0,7 ml) mais solucdo stock de peptideo
(0,3 ml), aquecer a 100 °C durante 1 min., adicionar 1
ml de H,0, centrifugar.

Controlo de fundo de plasma: 0,7 ml de plasma mais PBS
(0,3 ml), aquecer a 100 °C durante 1 min., adicionar 1
ml de Hy;0, centrifugar. Peptideo de referéncia tratado
com calor: Solucdo stock peptidica (0,3 ml) mais 0,7 ml
de PBS, aquecer a 100 °C durante 1 min., adicionar 1 ml
de H,O. Peptideo de referéncia sem calor: Solucgdo stock
peptidica (0,3 ml), adicionar 0,7 ml de PBS mais 1 ml
de H,0.

Resultados.

HIP2 (IGLHDPTQGTEPNG) (SEQ ID NO: 4) (Comparativo) A prova
de protedbdlise por surgimento de um novo componente (= 5%) &
evidente apdbs apenas 1 min. de incubacdo em HIP2. O novo

componente continua a aumentar com O passar do tempo. Aos

30 min., representa = 50% e aos 60 min. a concentracdo é =
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70%. o) principal metabolito é identificado como
GLHDPTQGTEPNG (SEQ ID NO: 92), indicando a perda principal
de 1isoleucina N-terminal. Além disso, existem provas da
presenca de uma pequena quantidade de HDPTQGTEPNG (SEQ 1ID
NO: 93) resultando na perda de IGL.

HIP2B (Ac-IGLHDPTQGTEPNG-NH2) (SEQ ID NO: 7) A forma amido
C N-acetilado do HIP2 parece ser totalmente estével para as

protéases de plasma apds 1 hora de incubacdo a 37 °C.

HIP3 (IGLHDPTQGTEPNGE) (SEQ ID NO: 3) (Comparativo) As
Protedlises de HIP3 sdo mais lentas relativamente agquelas
de HIP2. Apbdés 60 min., a concentracdo original de HIP3 é =
50%. O principal metabolito é identificado como HDPTQGTEPNG
(SEQ ID NO: 93), indicando uma perda de IG.

HIP3B (Ac-IGLHDPTQGTEPNGE-NH,) (SEQ ID NO: 5) A forma
bloqueada de HIP3 ¢é totalmente estavel até 1 hr de

incubacdo no plasma.

HIP2B Cys-Dimer (Ac-IGLHDPTQGTEPNGC-NH;), (SEQ ID NO: 19)
(Comparativo). Este composto parece estar estdvel nas
protéases de plasma durante, pelo menos, 1 hora. No
entanto, o tratamento de agquecimento a 100 °C das amostras
incubadas, assim como o controlo T = 0, indica a conversédo
do material original a um aduto cistina cuja estrutura é
Ac-IGHDPTQGTEPNGC (C) -NH, (SEQ ID NO: 94) (Comparativo) A
conversdo parece dever-se ao deslocamento por cisteina, do

plasma, quando as amostras sdo agquecidas a 100 °C.
HIP2B Cys-PEG (Ac-IGLHDPTQGTEPNGC (PEG) -NH») (SEQ ID NO:

22). Este constructo molecular elevado é estéavel para as

protéases do plasma até uma 1 hora.
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Resultados. A protedlise dos peptideos HIP2 e HIPZ2B no
plasma sdo mostrados na Fig. 8. 0Os resultados do HIP2
mostraram o aparecimento de um novo componente (~5%) apds
apenas 1 minuto de incubacdo em plasma. Este novo
componente continua a aumentar com o passar do tempo e
representa e o metabolito principal é identificado como a
sequéncia HIP2 com a perda, em primeiro lugar, da
isoleucina N-terminal e, em segundo lugar, a perda dos
primeiros trés aminodcidos. HIP2B surgiu totalmente estével
para as proteases de plasma apds 1 hora de incubacdo a 37
°C. As formas bloqueadas de HIP2 e HIP3 referidas como
HIP2B e HIP3B sdo claramente mais estdveis para as
protéases de plasma durante mais de 1 hora relativamente as
estruturas ndo bloqueadas. 0Os derivados de Dimero e PEG do

HIP2B sdo também muito estéveis.

EXEMPLO 7

Utilizando uma técnica de crescimento de uma linha celular
humana imortalizada estabelecida das células epitelioides
pancreaticas humanas conhecidas como PANC-1, o impacto in
vitro do impacto dos HIP e HIP Otimizados na producdo de
insulina foi avaliado. Esta 1linha celular demonstra a
capacidade em diferenciar em outros tipos de células
pancredticas apds a sinalizacdo adequada. Por isso, as
células PANC-1 foram usadas como um substituto para as

células progenitoras gque ocorrem naturalmente do péncreas.

As células Panc-1 foram inoculadas em frascos T75 e meio
DMEM contendo 10% de soro bovino fetal. As células foram
incubadas a 37 °C, 5% de CO, durante 24 horas e de seguida
tratadas com HIP na concentracdo final de 167 nM. Este
tratamento foi executado uma vez por dia durante gquatro

dias. No quinto dia, as células foram partidas para obter
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lisados celulares. Nestes extratos celulares, os niveis de
proteina total foram determinados, e 50 microgramas da
proteina total foram usados para executar a anadlise western
blot. As amostras contendo 50 microgramas de proteinas
foram diluidas em solucdo-tampdo de carregamento com ou néo
5% do agente redutor beta-mercaptoetanol, e carregadas em
cada poco do gel. Apds a eletroforese e transferéncia das
proteinas para membranas de nitrocelulose, a presenca da
insulina foi detetada ao usar como um anticorpo principal,
0 anticorpo anti-insulina de galinha policlonal (abl4042,
diluicdo de 1/2000), e como anticorpo secunddrio o anti-
galinha conjugado anti-coelho policlonal (diluigdo 1/1000
para o gel NIT e 1/2000 para o gel PANC-1).

A Fig. 9 é a anédlise Western Blot que demonstra a expresséo
da insulina humana das c¢élulas PANC-1 em vresposta a
incubacdo com HIP otimizado. O painel abaixo com etiqueta A
demonstra bandas para insulina nas células Panc-1 quando as
amostras foram carregadas em condig¢des ndo-redutoras. Os
resultados indicam que HIP2, HIP2B e HIP2 dimerizado
estimulam mais producdo de insulina do gque HIP2 PEGuilado
ou controlo. Em condicdes redutoras, as ligacdes
dissulfureto que ligam a cadeia de dois polipeptideos na
insulina sdo reduzidas e, por isso, a cadeia é separada e
nesta condicdo, o anticorpo de insulina ndo reage a
insulina. Em contraste as condig¢des ndo-redutoras, a
molécula de insulina ¢ completa e ¢é reconhecida pelo

anticorpo.

A Fig. 9B mostra a proteina total contida nas mesmas
membranas como na Fig. 9A. A determinacdo dos niveis da
proteina total via marcacdo Ponceau demonstra que as
diferentes vias contém uma quantidade similar de proteinas.

Os niveis de proteina total nas células NIT-1 e PANC-1
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foram determinados, e 50 microgramas da proteina total
foram usados para executar a andlise western blot. As
amostras contendo 50 microgramas de proteinas foram
diluidas em solucdo-tampdo de carregamento com ou ndo 5% do
agente redutor beta-mercaptoetanol, e carregada em cada

poco do gel.

A marcacdo Ponceau demonstra que as diferencas em expresséo
de insulina respondem a HIP diferentes e os HIP Otimizados
ndo estdo relacionados com a dquantidade de ©proteina
carregada nos pocgos. Também a falta de sinal para insulina,
por exemplo, a membrana nas condig¢des redutoras, nédo é

atribuida a uma falta de proteina.

EXEMPLO 8

Efeitos de peptideos HIP e HIP Otimizados na morfologia
celular de 1linhas celulares PANC-1. As células foram
tratadas com HIP e Peptideos HIP otimizados durante quatro
dias. Na Fig. 10A, captada no dia 7 com um aumento de 200X,
podem ser vistas diferencas morfoldgicas entre a condicéo
de controlo e as células tratadas com HIP e HIP Otimizados
com células mais histologicamente diferenciadas, em
particular nas células tratadas com HIP2B. A Fig. 10B
mostra as alteracdes da morfologia celular durante 7 dias,
com o controlo na parte superior, HIP2 ao meio e HIP2B na
parte inferior. As fotos foram captadas nos dias 1, 2, 3, 5
e 7 com um aumento de 200X. Com as células tratadas com
controlo ndo parece surgir nenhumas alteracdes, as células
tratadas com HIP2 e HIP2BR desviam-se significativamente da
sua aparéncia inicial. A Fig. 10C demonstra o progresso das
alteracdes morfoldgicas quando o HIP2 Dimero e HIP2 PEG sé&o
tratados em culturas de células PANC-1. No geral, as

células tratadas com controlo nédo parecem sofrer nenhumas
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alteracdes visuais significativas, as células tratadas com
HIP2 e HIP2B desviam-se significativamente da sua aparéncia

inicial.

EXEMPLO 9

Atividade HIP 2B na Cultura de Tecido Pancreatico Humano. O
Human Islet Laboratory da Universidade da Pensilvania
demonstrou o impacto de HIP e Peptideos HIP otimizados em
culturas de células ductais pancredticas. A fracdo ductal
das células pancredticas humanas foi cultivada durante 10
dias numa matriz de colagénio e depois tratadas dia sim,
dia ndo com HIP2B. As células foram etiquetadas com
marcacdo anticorpo dupla para CK19, um marcador de tecido
ductal, e marcacdo DAPl para mostrar nucleos e insulina.
Como mostrado na Fig. 11, as células sofreram alteracdes
morfoldégicas que induziram a expressdo de insulina em

células de outro modo negativas de insulina.

EXEMPLO 10

Dados Piloto do Impacto de HIP e Peptideos HIP Otimizados

em Modelos Diabéticos Ndo Obesos.

Consistente com o0s dados nos camundongos tratados com STZ
(acima) de massa, &rea e numero da ilhota aumentados, o
modelo camundongo NOD piloto demonstrou provas preliminares
do potencial para HIP Otimizado para providenciar melhor
eficdcia em termos de neogénese de ilhotas como mensurado
pelos niveis peptideo C em camundongos apds tratamento com

HIP durante 39 dias.

O modelo diabético n&do obeso (NOD) ¢é usado como um modelo

para a diabetes autoimune tipo 1. Esta forma de diabetes é
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a mais desafiante no sentido de que os danos subjacentes ao
pancreas e a sua producdo de insulina se devem ao ataque
autoimune. Por isso, no sentido de mostrar uma neogénese de
ilhota definitiva nesta forma de diabetes, deve ser usado
um agente de imunotolerédncia em combinacdo com HIP. O
modelo de camundongo NOD & um modelo extremamente dificil,
porque muitos dos camundongos apenas se tornam
transientemente diabéticos e entram em remissdo, enquanto
os outros desenvolvem diabetes grave. 0 tempo de
intervencdo neste modelo de camundongo transgénico é

dificil de determinar.

Num estudo preliminar que utiliza o agente de
imunotoleréncia, lisofilina (LSF) sob desenvolvimento, trés
camundongos NOD que se tornaram diabéticos e foram
aleatorizados para placebo mais LSF, HIP2 mais LSF e HIP2B
mais LSF. Como mostrado na Fig. 12, do grupo que recebeu
LSF no momento adequado, os dois tratados com HIP
responderam com niveis de glicose estavelmente melhorados
durante o estudo comparado com o camundongo NOD tratado
apenas com LSF que tem elevacdes graduais em glicose
durante todo o estudo. Apesar de ndo ser um estudo
estatisticamente significativo, estes dados providenciam
provas muito significativas para obter a combinacdo de um

agente de imunotolerédncia e HIP para diabetes tipo 1.

EXEMPIO 11

Impacto de HIP2B e HIP2 no Recetor HIP. 0Os seguintes
conjuntos de estudos demonstram que HIP2B é t&do eficaz como
HIP2 na interacdo com o recetor de membrana citoplasmética
para HIP e trafego desde o recetor até ao nucleo. O recetor
para o Peptideo pro-ilhota Humano foi etiquetado usando um

método anticorpo duplo numa linha celular pancredtica
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humana. O primeiro anticorpo foi um policlonal de coelho e
o segundo ¢ uma cabra anti-coelho etiquetado com tinta

fluorescente Cy3.

Estas células crescem normalmente em meio livre de soro e
quando tratadas com tripsina, sdo destabilizadas e tornadas
competentes para serem submetidas a alteracdes de
desenvolvimento. As células foram cultivadas em meio sem
soro (SFM) com e sem HIP, e em meio sem soro com tripsina
(TSEM) . Isto serve para mostrar que simplesmente ao

destabilizar, ndo ativa as alteracbes de desenvolvimento.

Quando tratadas com HIP sob condic¢cdes estéveis, nao
resultam nenhumas alteracdes. Quando tratadas com HIP sob
condicdes competentes de desenvolvimento, o) recetor
etiquetado responde a presenca de HIP ao ser encapsulado
pela membrana citoplasmdtica e ao mover para a membrana

nuclear onde os sinais para diferenciacédo sdo recebidos.

Quando tratadas com HIP sob condicdes estéveis, néo
resultam nenhumas alteracdes. Quando tratadas com HIP sob
condicodes competentes de desenvolvimento, 0 recetor
etiquetado responde a presenca de HIP ao ser encapsulado
pela membrana citoplasmética e ao mover para a membrana

nuclear onde os sinais para diferenciacdo sdo recebidos.

A Fig. 13 mostra as células PANC-1 tratadas com tripsina e
incubadas em meio sem soro diferenciadas em agregados de
célula ilhota. O recetor HIP ¢é supra-regulado durante a
diferenciacdo de <células pancredticas humanas e parece
interagir com HIP2 e o HIP2B interage com o recetor HIP. O
HIP2 e HIP2B Otimizado estimulam o trafego do recetor HIP

na membrana citoplasmdtica no nucleo das células que
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estimulam a diferenciacéao de células progenitoras

pancreaticas em novas ilhotas que produzem insulina.

A Fig. 14 mostra anticorpo recetor HIP coelho anti-humano
etiquetado com Cy3 em (A) TSFM apenas e (B) TSFM com 150 pM
(HIP2B Otimizado) durante 48 horas. O HIP estimula a
proteina ligada a membrana do recetor a ser absorvida pela
membrana citoplasmdtica e transportada para a membrana

nuclear.

A Figura 15 demonstra andlises imunofluorescentes repetidas
do impacto de HIP2B Otimizado no recetor HIP (EXTL3). Os
painéis superiores sédo indicados pela marcacao
imunofluorescente Cy3 de EXTL3 (vermelho). No painel
inferior de imagens, a imunomarcacdo Cy3 de EXTL3 foi
sobreposta com a marcacdo DAPI (azul) dos nucleos. As
células cresceram num meio de crescimento padrdo como um
controlo e comparadas as células gque cresceram num meio sem
soro (SFM) na presenca ou auséncia de HIP. As gsetas
amarelas demonstram exemplos da expressdo de superficie de
EXTL3 crescidas em meio de crescimento padrdo. 0Os limites
da célula sdo bem definidos indicando a expressdo de
superficie de EXTL3 na membrana de plasma. As setas
amarelas delimitam os limites da célula enquanto os nucleos
sdo mostrados em azul. As imagens do meio sdo células que
cresceram em SFM. O EXTL3 estd localizado no citoplasma
como indicado pela marcacdo Cy3 citoplasmadtico. As setas
verdes mostram a falta de marcacdo na posicdo dos nucleos.
As setas verdes na 1imagem inferior do crescimento das
células em SFM demonstram uma marcacdo DAPI azul intenso
dos nlUcleos indicando uma falta de EXTL3 no nucleo. Na
imagem superior do crescimento das células em SFM e HIP, a
presenca de imunomarcacdo EXTL3 no nlUcleo indicado pelas

setas azuis sugere uma translocacdo de EXTL3 no nucleo. Na
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imagem inferior do crescimento das células em SFM e HIP, as
setas azuis indicam a posicdo dos nucleos. Na imagem
inferior existe uma sobreposicdo da marcacdo EXTL3-Cy3 e
marcacdo DAPI nuclear que corrobora a localizacdo de EXTL3

(setas azuis). Escala = 20 pm em todas as imagens.

A Figura 16 mostra gque o HIP2B Otimizado melhora a
translocacdo (EXTL3) do recetor HIP a partir da membrana
citoplasmédtica para o nlUcleo nas células PANC-1. A anélise
western blot dos niveis HIP (EXTL3) e as fracdes nucleares
isolaram nos pontos temporais indicados. A anadlise western
blot demonstra que os niveis nucleares mais altos do
recetor HIP (EXTL3) foram observados as 6 horas apbds
cultura em SFM sem HIP. A adicdo de HIP2 e HIP2B no meio de
cultura melhorou a translocacdo nuclear EXTL3, demonstrado
por niveis nucleares mais elevados desta proteina aos 30
minutos. Estas comparacdes demonstram que na presenca de
HIP, existe melhoria no tempo de translocacdo de EXTL3 a
partir do compartimento citoplasmatico até ao ntcleo e que
a translocacdo nuclear EXTL3 pode ser modulada pela
presenca de HIP. S&o repetidos o0s resultados western blots

usando estas células e pontos temporais.

EXEMPLO 12

Num estudo aleatdério controlado com placebo de HIP2, HIP2B
v. placebo, oitenta (80) camundongos foram tratados com STZ
para induzir diabetes. 0Os camundongos foram monitorizados
até atingirem um nivel de hiperglicemia consistente com o
surgimento da diabetes. 0Os niveis de glicose de linha de
base para a intervencdo nos camundongos tinham como média
300 +/- 6 mg/dL e ndo existiam diferencas estatisticamente
significativas nos niveis de glicose entre os grupos de

intervencdo HIP e o grupo de placebo (p=0.301).
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Apbs 36 dias, todos os camundongos tratados com HIP estavam
sem insulina e as glicoses tinham tendéncia para descer

significativamente como comparado com o grupo de placebo.

Os camundongos aleatoriamente selecionados foram
sacrificados durante o) decorrer do estudo da
imunohistogquimica dos seus péncreas. As analises de

peptideo C no soro sdo efetuadas. Apds 39 dias de
intervencdo, os camundongos remanescentes gerdo testados
diariamente para niveis de glicose e a saude no geral para

os 60 dias seguintes.

A avaliacdo preliminar demonstra gque o tratamento HIP
resulta numa reducdo de 38,7% como comparado com o placebo
(p<0.05). Além disso, a estabilizacdo de HIP2 para formular

HIP2B ndo diminuiu a atividade in vivo.

Como mostrado na Figura 17, o tratamento com HIP resultou

em niveis de glicose que foram 116 mg/dL mais baixos do gque

com placebo (138,7% p<0.05). Todos os camundongos tratados
com HIP sairam da insulina. 56% (9/16) de camundongos

tratados com HIP tinham os niveis de glicose a <230 mg/dL.
9% (1/11) de camundongos tratados com placebo tinham os
niveis de glicose a <230 mg/dL. HIP 2B é significativamente
mais estavel in vitro em soro a 37 graus. HIP 2B tem uma
semivida mais longa também em soro. As modificac¢des a HIP 2

para formar HIP 2B ndo diminuiram a atividade in vivo.

Para avaliar o potencial terapéutico de HIPZ2B, foi
utilizado um modelo de camundongo de diabetes induzida por
STZ. Sessenta camundongos C57BL/6J foram injetados
intraperitonealmente com STZ a 50 mg/kg em solucgdo-tampdo
de citrato, pH 4.5, durante 5 dias consecutivos para tornéa-

los diabéticos. 0Os camundongos foram aleatorizados no
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estudo quando o nivel de glicose no sangue era de 2 200
mg/dl durante dois dias consecutivos. A glicose no sangue
foi monitorizada diariamente usando uma gota de sangue
recolhida de um golpe efetuado na ponta da cauda. As
medicdes de glicose foram determinadas usando um medidor de
glicose. Se o nivel de glicose no sangue em qualquer animal
subiu para 2 324 mg/dL, o animal foi tratado com insulina
(1 Unidade por dia, insulina glargina, intramuscularmente)
até a glicose no sangue cair abaixo dos 324 mg/dL. Um
registo foi mantido da dosagem de insulina, para gue as
comparacdes do requisito de insulina possam ser executadas.
3 animais adicionais nédo foram tratados com STZ e foram
usados para estabelecer valores de 1linha de Dbase néo

diabéticos.

Os animais foram atribuidos em trés grupos, como mostrado
na Tabela 4. 0s animais diabéticos foram injetados
intraperitonealmente duas vezes ao dia (manhd e noite)
durante 39 dias consecutivos com o controlo portador, HIP2
(300 pg) ou HIP2B (300 pg). Os camundongos de cada uma das
vertentes do tratamento (Grupos 1-3) foram sacrificados no
Dia 39. Na noite anterior ao sacrificio, todos os
camundongos foram colocados em Jjejum com um nivel de
glicose de manh&d medido antes do sacrificio, o que foi
considerado como um nivel de glicemia de jejum. Os grupos
de animais remanescentes foram mantidos com uma intervencio
ndo médica a partir do Dia 40-60. Receberam as medigdes de
glicose de manhd, diariamente, e administracdo de insulina
quando adequado. O0s critérios de avaliacdo do estudo
incluiam o seguinte: 1) alteracgdes na glicose do sangue e

2) alteracdes nos requisitos de insulina.

Tabela 4: Aleatorizacido de camundongos diabéticos devido a

STZ
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Grupo Tratamento | Dosagem Nivel Volume Namero de
de Dose | de Dose Animais
1 Portador 2 injecdes IP| O 100 pl 20
diariamente X 39
dias
2 HIP2 2 injecdes IP 300 pg 100 pl 20
diariamente X 39
dias
3 HIP2B 2 injecbes IP 300 pg 100 pl 20
diariamente X 39
dias

Durante o decorrer do estudo, HIP2 e HIP2B tiveram uma
diminuicdo significativa nos niveis de glicose de sangue a
partir do grupo de controlo. No entanto, ndo existiu
diferenca no nivel de glicose do sangue dos dois grupos
HIP. A Figura 17 mostra que no dia 36, as Modificacdes a
HIP2 para formar HIP 2B ndo diminuiram a atividade in vivo.
O tratamento com HIP resultou em niveis de glicose que
foram 116 mg/dL mais baixos do que com placebo (138,7%
p<0.05). Todos os camundongos tratados com HIP foram
retirados da insulina. Cingquenta e seis (56) % (9/16) de
camundongos tratados com HIP tinham os niveis de glicose a

<230 mg/dL.

A Figura 17 é um grafico que mostra os niveis de glicose
didrios médios num Modelo de Camundongo Diabético por STZ
apbés administracdo de HIP2, HIP2B e placebo. O nivel de
glicose de linha de base média foi de 300 mg/dL * 2 mg/dL
sem diferencas significativas entre os grupos tratados com

placebo ou HIP (p=0.301).
A Figura 18 é um grafico que mostra os niveis de glicose

didrios médios entre grupos de camundongos tratados com

HIP2B (verde) e controlo (purpura) e placebo. 0Os declives
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das linhas de cada grupo (Figura 18) representam a taxa de
alteracdo nos niveis de glicose, que se referem a
"velocidade de regeneracao”. O tratamento com HIP2B
resultou na taxa de gqueda (velocidade de regeneracido) nos
niveis de glicose de -0,602 como comparado com a taxa de
aumento dos niveis de glicose dentro do grupo tratado com
placebo com uma taxa de aumento em glicose de +0,381

durante o decorrer do estudo a partir dos dias 1-39.

A Figura 19 mostra as diferencas na glicose entre o dia 1 e
dia 38 do estudo gque compara HIP2B, HIP2 e placebo. A
Figura 19 mostra o controlo de glicose melhorado entre os
destinatdrios de HIP2B Otimizado (amarelo), grupos tratados
com HIP2 (verde) e controlo (azul) de camundongos no inicio
e fim da intervencdo. O grupo de controlo teve um aumento
médio desde a linha de base de 28,9 mg/dL a 334,6 mg/dL. Os
grupos HIP2B e HIP2 tinham reducdes significativas desde a
linha de base com uma glicose ndo em jejum média de 235,3
mg/dL no grupo HIP2B (p=0.024 desde o controlo) e 231,6
mg/dL no grupo HIP2 (p=0.029 desde o controlo).

A Figura 20 mostra os niveis de glicemia de jejum no final
do estudo entre os grupos de tratamento. O grupo de
tratamento com HIP2B Otimizado teve uma glicemia de jejum
no final do estudo de 106,7 mg/dL + 0,58 mg/dL (p=0.046)
comparado com o0s controlos tratados com placebo com uma
glicemia de Jjejum média de 258,00 + 84,5 mg/dL. Os
camundongos tratados com HIP2 ndo blogqueado tém uma
glicemia de Jejum média de 115,3 mg/dL * 16,5 mg/dL

(p=0.050) comparado com o grupo tratado com placebo.
A Figura 21 demonstra os resultados de teste de tolerancia

a glicose executado nos animais apds o decorrer do

tratamento e antes do sacrificio. O HIP 2B Otimizado &
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significativamente mais estdvel in vitro no soro a 37
graus. O HIP 2B Otimizado tem uma semivida mais longa
também em soro. As modificacdes a HIP 2 para formar HIP 2B

ndo diminuiram a atividade in vivo.

Exemplo 13

Para avaliar o potencial terapéutico e dose eficaz mais
baixa de HIP2B, necessario para melhorar significativamente
o controlo glicémico, foi realizado um estudo de resposta a
dose utilizando o modelo de camundongo com diabetes

induzida por STZ.

A Figura 22 mostra o0s resultados de uma andlise de resposta
a dose de HIP2B realizada para avaliar e comparar os
efeitos do HIP2B Otimizado no controlo de glicose quando
administrado em dosagens distintas num modelo de diabetes
em camundongos para determinar a dosagem potencial mais
baixa que produz a eficdcia maxima. Este estudo era um
estudo aleatdério para determinar o impacto de cinco
concentracgdes de HIP2B no controlo glicémico e atenuacdo de
diabetes no modelo de camundongo tratado com STZ. Os grupos
de tratamento variam entre um maximo de 1000 microgramas
BID até 0,1 microgramas BID de HIP2B Otimizado em 100 pl de

soro isotdénico. 0Os seis grupos de estudo sdo listados em

baixo:

Artigo Dosagem equivalente | Dose/dia camundongo = mg/kg/dia

teste no Homem (60 kg) (peso do camundongo ~20 gramas)

1 100 mg kg dia 1000 mcg 100 pl BID=2 mg dia = 100
mg kg dia

2 10 mg kg dia 100 mcg 100 pl BID=0,2 mg dia = 10
mg kg dia
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3 1 mg kg dia 10 mcg 100 pl BID=0,02 mg dia = 1 mg

kg dia

4 0,1 mg kg dia 1 mcg 100 pl BID=0,002 mg dia = 0,1
mg kg dia

5 0,01 mg kg dia 0,1 mcg 100 pl BID=0,0002 mg dia =

0,01 mg kg dia

6 Placebo de soro Placebo de soro 100 pl BID

Os niveis de glicose foram verificados diariamente nos
camundongos a ~0900-1100, independentemente dos padrdes de
alimentacdo nos camundongos. Devido as variacdes de glicose
potenciais no momento das medicdes de glicose diérias, os
valores de glicose média durante cinco dias foram
calculados diariamente em cada grupo de tratamento. O
impacto das concentragdes de HIP2B foi avaliado por 1) os
niveis de glicose média e 2) extensdo na qual as
concentracdes diferentes de HIP2B atenuaram o)
desenvolvimento de toxicidade de glicose como determinado
pelas excursdes glicémicas entre os grupos de intervencéo

comparado ao grupo de controlo.

A Figura 22 mostra o estudo de resposta de dosagem
realizado em camundongos tratados com STZ e confirma que a
eficiéncia entre os camundongos diabéticos tratados com 10,
100 e 1000 microgramas BID ¢é equivalente. A menos de 1
mg/kg de dosagem existe um sinal de eficdcia diminuida em
camundongos que correspondem a niveis de dosagem de 0,1 e

0,01 mg/kg.

O HIP2R Otimizado é distinto de muitas formas das terapias
tradicionais, tais como insulina para o tratamento da
diabetes. O HIP2B inicia uma cascata de sinalizacdo que
leva a neogénese de ilhota. Em contraste a insulina, na
qual a eficadcia da resposta é medida em primeiro lugar pela

sua capacidade imediata de diminuir a glicose, a resposta
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farmacodindmica de qualgquer agente de neogénese de ilhota é
medida durante dias e semanas. Deste modo, a eficédcia dos
agentes de neogénese de ilhotas, tais como HIP2B e INGAP,
pode ser avaliada ndo apenas pela restauracdo a longo prazo
do controlo glicémico apds a dosagem didria repetida, mas
também pela atenuacdo de hiperglicemia, e/ou a taxa na qual
¢ atingida a euglicemia. Todos o0s grupos de tratamento HIP

aproximam-se da euglicemia.

A resposta de atenuacdo de dose foi calculada como a
alteracdo na glicose média com a maior resposta atingida
igual a maxima extensdo para a qual a diabetes é atenuada.
Nesta avaliacdo, comunicamos a alteracdo na resposta por
dose de unidade como calculado pela diferenca nas excursdes
glicémicas méximas em cada grupo de tratamento durante todo
o estudo, comparado ao das excursdes glicémicas do grupo de
controlo. O grupo de controlo ndo tem atenuacdo de doenca e
atingiu 100% de inducdo de doenca. A extensdo para a qual
as doses de HIP2B atenuam este efeito é descrita como a %

de atenuacdo da doenca em cada grupo de tratamento

relativamente ao grupo de placebo.

A Figura 23 mostra o impacto de concentracdo distinta de
HIP2B na atenuacdo da diabetes. Cada um dos trés niveis de
tratamento mais alto atenuou a gravidade da diabetes para a
mesma extensdo. A dosagem de tratamento mais baixa de HIP
(0,1 e 1 micrograma por dia de BID administrado) né&o
demonstrou como détima a resposta como fizeram as trés

dosagens mais altas.

Em niveis de dosagem de 0,1 e 1 microgramas BID, a resposta
de HIP2B demonstrou atenuacdo da doenca face ao placebo.
Como a concentragcdo de HIP2B aumentou para 10 microgramas

BID, a maior eficdcia e atenuacdo de diabetes resultaram.
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Em niveis de dose de 1000, 100 e 10 microgramas BID, a

diabetes foi atenuada entre 60-70% do estado da doenca
méximo observada no grupo de placebo. A partir destes

resultados, concluimos que o nivel de dose mais baixa de

HIP2B que iré& providenciara eficacia 6tima neste intervalo

de 1-10 microgramas BID em camundongos ou dose humana

equivalente de 0,5-1,0 mg/kg em humanos (30-60 mg BID).

Esta dose é cerca de 1/10 da dosagem usada nos ensaios

INGAP de Fase 2B (600 mg/dia).

Exemplo 14

Um estudo farmacocinético foi realizado para confirmar a

melhoria na biodisponibilidade que foi conseguida com a

estrutura HIP2B Otimizado. A biodisponibilidade absoluta e

estudo farmacodindmico foram realizados em ratos Sprague

Dawley apds administracdo de dose intravenosa e subcuténea

de HIP2 (Figura 24), HIP2B Otimizado e INGAP. O objetivo

foi determinar a absorcdo, biodisponibilidade absoluta e

niveis de plasma de HIP2, HIP2B Otimizado e INGAP em ratos

machos apdés duas vias diferentes de administracédo.

Seis Grupos de cinco ratos machos Sprague Dawley foram

administrados com HIP2, HIP2B ou INGAP por vias intravenosa

e subcutédnea, como se segue na tabela abaixo.

Grupo Via de | Artigo Conc. Nom. | Vol. Dose | Nivel Nom.
administracédo teste (mg/ml) (ml/kqg) Dose (mg/kg)
1 Subcuténea HIP2 2 2 4
2 Intravenosa HIP2 2 2 4
3 Subcuténea HIP2B 2 2 4
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4 Intravenosa HIP2B 2 2 4

5 Subcutanea INGAP 2 2 4

6 Intravenosa INGAP 2 2 4

Dez amostras de plasma de sangue em série (0,03 ml cada)
foram recolhidas do cateter de wveia Jjugular de cinco
animais por grupo aos 5, 10, 15, 30 minutos, 45 minutos
seguido pelas amostras as 1, 2, 3, 8 e 24 horas apdbs dose.
O plasma foi recolhido em tubos que continham EDTA. Apds a
recolha, as amostras foram mantidas <refrigeradas em
embalagens frias antes da centrifugacdo e transferidas para
tubos de microcentrifugadora pré-etiquetados para

armazenamento a -70 °C ou abaixo.

As amostras de plasma de rato de 200 ul cada foram
adicionadas ao tubo de microcentrifugadora que continha 1
ml de acetonitrilo (0,07% de &cido trifluorocacético, TFA) e
agitado com um misturador voértex durante 1 min., seguido
por uma centrifugacdo para remover as proteinas de plasma
precipitadas. A solugdo sobrenadante foi removida e
evaporada, usando um Speed Vac para secagem. Ao tubo de
microcentrifugadora que contém o granulado seco foi
adicionado 200 pul de 20:80 acetonitrilo: &gua (contendo
0,07% de TFA). A amostra foi centrifugada para remover
qualgquer material insoltvel e a solucdo sobrenadante
transferida para frascos analiticos para andlise LC/MS MS.
O espetrédmetro de massa foi calibrado para detetar o
id0/1ides produto mais abundantes observados para cada uma
das amostras de referéncia respetivas de HIP2B (M=286.0),
HIP2 (M=287.1) e INGAP (M=212.2, 350.1, 373.9). As amostras
de plasma de HIP2B Otimizado, HIP2 e INGAP foram analisadas
numa coluna de fase reversa C-18 (50 mm x 2.0 mm, Varian
Pursuit XRS3) wusando 0,07% de TFA em H,O como solucdo-

tampdo A e 0,07% de TFA em acetonitrilo como solucdo-tampédo
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B. O gradiente linear de 98% A/2% B, progredindo para 100%
B durante 9 minutos, foi usado a uma taxa de fluxo de 0,4

ml/min.

Os seguintes controlos de plasma foram tratados como acima
descrito e usados para definir uma curva de concentracédo

padrédo:

- Blank Plasma como um controlo de fundo

- Cinco amostras de plasma padrdo contendo 6,7 x 10%,
6,7 x 10°, 6,7 x 10%, 67 e 6,7 ng/ml de HIP2B, HIP2 e
INGAP

As amostras de dosagem retidas de HIP2B Otimizado, HIP2 e
INGAP foram também analisadas por LC/MSMS para determinar a
concentracdo de cada um do tempo de injecdo. A anédlise
confirmou a concentracdo, dentro do erro experimental, a
ser 2 mg/ml. Todos os animais parecem normails, todas as
vezes pds-dosagem e apds cada via de administracdo. HIP2 e
INGAP: Apds administracdo intravenosa ou subcutdnea de
HIP2, os niveis muito baixos de HIP2 foram observados
apenas em cinco segundos apds dosagem com todas as amostras
subsequentes estando abaixo do limite de quantificacéo.
Apbs a administracdo intravenosa ou subcutdnea de INGAP,
todas as amostras de plasma medidas estavam abaixo do
limite inferior de quantificacdo. Como resultado, os
pardmetros farmacocinéticos de plasma para HIP2 e INGAP,
apbés administracdo de dose intravenosa e subcuténea, néo

podem ser calculados.

Apds administracdo intravenosa de HIP2B, as concentracdes
de plasma HIP2B rejeitaram de uma forma monofésica, com uma
semivida de plasma de fase terminal média de 0,19 horas (11

minutos). O Cpax médio foi de 8237 ng/ml que ocorreu no
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primeiro ponto temporal de amostragem de 5 minutos. O CO
médio foi estimado ser 18805 ng/ml. O AUCy.. médio foi de
2231 ng*hr/ml. A remocdo de plasma média aparente foi de
1,9 1/hr/kg com um volume médio aparente de distribuicdo de

0,48 1/kg.

Apds administracdo subcutédnea de HIP2B Otimizado, o HIP2B
diminuiu numa forma monofdsica com uma semivida de plasma
de fase terminal média de 0,34 horas (20 minutos). O AUCp-«
médio foi de 1932 ng*hr/ml. O CI/F médio aparente foi de
2,1 1/hr/kg com uma média aparente de V,/F de 1 1/kg. A
biodisponibilidade subcutdnea absoluta de HIP2B foi de 87%.
A Figura 25 mostra que os farmacocinéticos de administracéo
subcutinea de HIP2B Otimizado, os niveis de plasma de HIP2B
Otimizado foram detetéveis até 2 horas com um ti,;, . de ~20

minutos.

As concentracdes de plasma INGAP foram indetetdveis em
qualgquer  ponto temporal, indicando que o) INGAP é
rapidamente removido e/ou metabolizado.

Os niveis de plasma de HIP2B otimizado s&do
significativamente mais altos relativamente a HIP2 ou INGAP
apbdés administracdo subcutédnea. Com base nos perfis de
plasma cromatograficos LC/MS multi-pico observados. O HIP2B
Otimizado ¢é muito menos provavel de ser rapidamente
metabolizado in vivo, em comparacdo ao HIP2 e INGAP. A

biodisponibilidade de HIP2B é 87%.

A Figura 24 mostra a andlise LC/MS MS das amostras de HIP2B
Otimizado, HIP2 e INGAP derivadas do plasma de rato como
parte de uma anédlise PK na qual HIP2B, HIP2 e INGAP foram
administrados em dose ©por 1injecdo via subcutdnea ou

intravenosa em 4 mg/kg.
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Apds administracdo subcuténea, os niveis de HIP2B foram
detetédveis até 1,5 hr. O Ti,, é aproximadamente 0,5 hr.
Niveis muito baixos de HIP2 foram detetados aos 5 minutos
sem detecdo subsequente apds 5 minutos. Com base no perfil
cromatografico LC/MS multi-pico observado de HIP2B
otimizado ¢é menos rapidamente metabolizado in vivo em

comparacdo com HIP2.

As concentracdes de INGAP foram indetetdveis em qualquer
ponto temporal indicando que o INGAP & rapidamente removido
e/ou metabolizado.

A tabela em baixo resume estes dados.

Anilise PK comparativa

Peptideo [ Via [Dose Co Cnax Crax Cin AUC (g-x) T1/2 F
(ng/ml) (h) (ng/ml) (h)
(mg/ (ng/ml) (ng*h/
HIP2B 50 4 na 2739 0,167 611,5 Tééz 0,34 0,87
v 4 18805 8237 0,083 114 1614,3 0,19 na
HIP2 SQ 4 na 32 0,083 0 2,7 0,02 0,01
v 4 18805 29 0,083 0 441,9 0,02 na
INGAP SQ 4 na 0 na 0 0,0 < 0,00
0,025
v 4 18805 0 na 0 439,5* < na
0,025

n=5; na, ndo aplicavel,

* extrapolado
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Concluimos gque o0s niveis de plasma de HIP2B otimizado sé&o
significativamente mais altos relativamente a HIP2 ou INGAP
apdés administracdo subcutéanea.

Os niveis de plasma de HIP2B sédo significativamente mais
altos relativamente a HIP ou INGAP apds administracédo IV.
Apds injecdo intravenosa, o HIP2B otimizado mostra uma
deplecédo dependente de tempo com concentracgdes nao
detetédveis durante 45 min. O Ti,;, demora aproximadamente 9
minutos. O HIP2 foi observado apenas no ponto temporal de 5
minutos e INGAP ndo foi detetado em qualgquer ponto
temporal, indicando gque ambos sdo rapidamente removidos e

ou metabolizados.
Apesar de a presente invencdo ter sido descrita em pormenor
consideravel com referéncia a determinadas formas de

realizacdo da mesma, outras versdes sdo possiveis.

Lisboa, 27 de Marco de 2015
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125

Ley

Lys

phe

Leu

Gln

3G

Ala

Met

Ser

Ser

Thr

110

ASp

Asn

Trp

Lys

Lau

i5

Lys

Tyr

ASp

val

Ile

95

Gin

val

Pro

Lys

ASD
175

Gly ggr 6lu Pro Asp Gly

Ser

Glu

Gly

Ala

Leu

80

Ser

Gly

Met

Gly

Asp
160

grp Ile Gly Leu ?is Asp Pro Thr Gln géy Thr 61y Pro Asn ggy Glu
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<210> 31

<211> 16

<212> PRY

<213= Pan trogiadyles

<400> 31

Trp IT1e Gly Leu Bis Asp Pro Thr 61n Gly Ser glu Pro Asp Gly Gly
1 5 1D 15

<210= 32

211> 18

<212> PRT

<213> Mesocricelus auratus

<400> 32

Trp Ile Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser
1 S 10 15

<210> 33

<211> 16

<212» PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Trp Ile Gly teu His asp Pro Thr Met Gly GIn GIn Pro Asn Gly Gly
1 5 10 15

210> 34

<211> 18

<212> PRT

<213» Rattus norvegicus

<400> 34

Trp Ile Trp Leu His Asp Pro Thr Met Gly Gin Gln Pro Asn Gly Gly
1 5 . 10 15

<210> 38

«211> 16

212> PRT
<213> Bos lawus

<400> 35

{rp TTe Gly Leu ?is Asp pro Thr Glu %éy ser Glu Pro Asp éga Gly

<210=> 36
<21i> 16
<212> PRT
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<213> Canis familiaris

<400> 36

Trp Met Gly Leu His Asp Pro Thr Glu %y Tyr Glu Pro Asn i.'éa Asp
1 5 :

<210> 37

<211> 18

<212> PRT
<213> Qvis aries

<400> 37

Trp Tle G6ly Leu His Asp Pro Thr Glu g&y ser Glu Pro Asn ﬁga Gly
1 5

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Pan troglodytes

<400> 38

Trp Ile Gly Led His Asp Pro Thr Gla Gly Ser 6lu Pro Asp Gly
1 5 10 is

<210> 39

<211> 18

<212> PRT

<213> Masocricetus auratus

<400= 39

Trp ITe Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly

1 S T 10 15

<210 40

=211> 15

<212> PRT

<213> Mus muscuus

<400> 40

Trp I1e Gly teu His Asp Pro Thr met Gly Gln GIn Pro Asn Gly
1 5 10 15

<210> 41

<211> 15

<@12> PRT

<213> Ratlus norvegicus
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<400> 41
Trp 1le Trp Leu His Asp Pro Thr Met ¢ly 6ln Gln Fro Asn Gly
1 5 0 18

<1042
211318
£212»PRT
<2135>Bos taurus

40w 43
Trp Ile Gly teu His asp Pro Thr Glu 6ly Ser glu Pro Asp Ala
1 ) 5 ' 16 15

=210 43

<2445 15

€T PRT

<213> Canis adiars

<4Q0» 43
Trp Met Gly Leu His Asp Pro Thr GHU Gly Tyr Glu Bro Asn Ala
1 5 - 10 b ¢ 18

#210> 44

<299 15
<212>PRT
<13 Quig arias

<400 44

Trp Ile oly Leu His Asp Pro Thr 6lu Gly ser ¢lu Pro Asn Ala
1 5 10 15

= 210»45

€29 44

<212 PRYT

<213 Pan Yoglodyles

<400> 45
i]e Gly Leu His gsp: Pro Thr 6ln Gly '§§r 6lu Pro Asp Gly

210> 48

<2114

«212> PRT

<713> Mesosricstus auralug

<400> 48

125/137



Ile Gly Leu His gsp Pro Ser His Gly ‘{gr Leu Pro Asn Gly
1

<210> 47

211> 14

<Z12> PRT

<213> Mus musculus

<400~ 47

§1e Gly Leu His ésp pra Thr Met Gly ggn Gln Pro Asn Gly

<210 48

<Z211> 14

<212> PRT

<213» Ratius norvegicus

<400> 48

Ile Trp Leu His ésp Pro Thr Met Gly %én Gin Pro Asn Gly
1

<210> 49

<211> 14

212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 49

ITe Gly Leu His Asxsp pra Thr 6lu Gly igr Glu Pro Asp Ala
1

<210> 50

<211> 14

<Z212> PRT

<213> Canis familiaris

<40G> 50

get Gly Leu His ;;sp pro Thr Glu Gly '{gr Glu Pro Asn Ala

<210 §1

<211> 14

<212> PRT
<213» Ovig aries

<400= 51

§1e Gly Leu His gsp pro Thr Glu Gly igr Glu Pro Asn Ala
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<210> 52

«211> 15

<212> PRY

<213> Pan tragiodytes

<400> 52

Ile Gly Leu His Asp Pro Thr ¢In Gly Ser Glu pro Asp Gly Gly
1 5 10 15

<21{0> 53

<211> 15

«212> PRT

2213>» Mus musculus

<400> 53

Ile Gly Leu His Asp Pro Thr Met Gly GIn Gln Pro Asn Gly Gly
1 5 10 15

<210> 54

<211> 15

<212> PRYT

<213> Rattus norvegicus

<4Q0> 54

ITe Trp Leu His Asp Pro Thr Met Gly GIn Gln Pro Asn Gly Gly
1 5 10 15

<210> 55

<211> 14

212> PRY
<213» Bos taurus

<4Q0> 55

§1e Gly Leu His !S\Sp Pro Thr Glu Ser %u Pro asp Ala Gly

<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213» Canis famifiaris

<4Q0> 56

Met Gly Leu His Asp Pro Thr Glu Gly Tyr Glu Pro Asn Ala Asp
1 5 : 10 15

<210> §7
<211> 15
<212= PRYT
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<213> Qvis aries

<400> 57

ITe Gly Leu His Asp Pro Thr Glu Gly Ser Glu Pro Asn Ala Gly
1 5 10 15

<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213> Homa saplens

<400> 58

Trp Ile Gly Leu His Asp Pro Thr 61n Gly Ser Glu Pro Asp Gly
1 5 10 15

<210> 59

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

=<400> 59

Ile Gly teu His Asp Pro Thr Gin Gly Ser Glu Pro Asp Gly Asp
i . 5 10 15

<210> 60

211> 14

<212» PRT

<213> Pan rogiodytes

<400> 60

IlTe Gly Leu His gsp pro Thr Glin Gly 58r Glu Pro Asp Gly
1 1

<210> 61

<211> 14

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> &1

§1e Gly Leu His ?sp Pro Ser His 6ly ggr Leu Pro Asn Gly

<210> 62

<211> 14

212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 62
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i]e Gly Leu His gusp Pro Thr Met Gly %n G¢In Pro Asn Gly

<210> 83

<211= 14

<212» PRT

<Z13> Ratlus norvegicus

=400> 83

:;Te Trp Leu His ,gsp Pro Thr Met Gly t}:-ign GIn Pro Asn Gly

<210 64

<211> 14

«212> PRT
<213> Bos faurus

<400> 64

?e Gly Leu His gsp Pro Thr Glu Gly igr Glu Pro Asp Ala

<210> 85

<211> 14

<212= PRT

<213> Canis famitiaris

<400> 65

?et Gly Leu His ‘gxsp Pro Thr Glu Gly ’{gr Glu Pro Asn Ala

=210~ 86

<211= 14

<212> PRT
<213> Qvis aries

<4{J3> 86

i'ie Gly Leu His isxsp Pro Thr Glu Gly igr Glu Pro Asn Ala

<210> 67

<211> 14

«212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> &7

i’ie Gly Leu His ;;sp Pro Lys Lys Asn ;%g Arg Trp His Trp
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<210> 88

<211= 14

<212> PRT

<213> Homo saplens

<4G0> 68

{12 Gly Leu His ?sp Pro Lys Lys Asn %gg Arg Trp His Trp

<210> 69

<211= 14

<212> PRT

<213> Ratius norvegicus

<400> 59

g:t'le Gly Leu His ?sp Pro Lys Asn Asn llxgg Arg Trp His Trp

< 10> 70

<211> 14

«<212= BRT

<212> Mus musculus

<400> 70

"{hr Gly Leu His %SD Pro Lys Arg Asn %g Arg Trp His Trp

<210> 71

<211 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

=&{i> 71

Thr Gly teu His gsp Pro Lys ser Asn égg Arg Trp His Trp
1

«210= 72

<211> 14

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

«400> 72
§1e Gly Leu His ?Sp Pro Lys Asn Asn igg Arg Trp His Trp

<210> 73

<211> 14

<212> PRT

«213> Railus norvegicus
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<4Q0> 73

Ile Trp Leu His ésp Pro Thr met Gly ?3” Gln Pro asn aly
1 (

<210> 74

<2tf> 14

<212= PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 74

Ile Gly Leu His Asp Pro Thr Leu Gly Gly Glu Pro Asn Gly
i 5 10

<210»> 75

<Zti> 14

<212> PRT

<2 13> Rattus norvegicus

<400 75

1te Gly Leu His gsp pro Thr Leu Gly GIn Glu Pro Asn Arg
1

<210> 78

<211> 14

<212> PRT

<213» Mus musculus

<400> 76

Tle ¢ly teu His gsp Pro Thr Met Gly ggn Gin Pro Asn Gly
1 ]

<210 77

<211> 14

<212> PRT

<213= Mus musculus

<400> 77

§1e Gly Leu His gsp Pro Thr Leu Gly éga Glu Pro Asn Gly

<210> 78

<211> 14

«212» PRT

<213»> Mus musoulus

<400> 78
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i'ie Gly Leu His gsp Pro Thr Leu Gly ‘{gr Glu Pro Asn Arg

<210> 79

<Z11» 44

<212> PRT

<213> Ratlus norvegious

<4G0> 79

ile Gly Leu His éSp Pro Thr Leu Gly %n Glu Pro Asn Arg

<210> 80

<211» 34

<@i12> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 80

%1& Gly Leu His ésp Pro Thr Leu Gly ggn Glu Pro Asn Gly

<210> 81

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

400> 81

§1e Gly Leu His ?sp fro Thr 6ln Gly igr Glu Pro Asp Gly

<Z210> B2

<211> 14

<212> PRT

<213>» Mus musoulus

<4{(3> 82

i?e Gly Leu His gsp Leu Ser Leu Gly igr tey Pro Asn Glu

<210> 83

<211> 14

<212> PRT
<Z213> Bos taurus

<400> 83

Fe Gly Leu His .gsp pro thr Glu Gly ?Sr Glu Ala asn Ala
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<210» 84

<211> 14

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 84

§1e Gly Leu His ésp Pro Ser His Gly Igr Leu Pro Asn Gly

<210> 85

<211> 14

<212> PRT

<213» Homo sapiens

<400> 85

{le Gly Leu His gsp pro GIn Lys Arg %n 6ln Trp Gln Trp

<210> 86

211> 14

<212» PRT

<213> Mus musculus

<40(> 86

§1e Gly Leu His ?sp Pro Glin Lys Lys %n Leu Trp Gln Trp

<210> 87

<211 14

<212> PRT

<213> Pan troglodyies

<400>» 87

§1e Gly Leu His gsp pro Thr GIn Gly igr Glu Pro Asp Gly

<Z210> 88

<211> 14

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400~ 88

{ie 6ly Leu His ,gsp fro Thr Glu Gly igr Glu Pro Asp Ala

<Z210> 89
<211> 14
<212> PRT
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«213> Canis familiaris

<404> 89

qet Gly Leu His gsp pro Thr Glu Gly igr Glu Pro Asn Ala

<210> 90

<211> 14

<21e> PRT
<213> Qvis aries

<400> 90

§1e Gly Leu His ?sp pro Thr Glu Gly ggr Glu Pro Asn ala

<210> 91

211> 14

<212 PRT

<213> Homo sapiens

<220
<z21> LOCAL

<2225 {1).41)
223> -

© PEGUILACAO

<400> 91

i?e Gly Leu His gsp Pro Thr Gin Gly ;gr Glu Pro Asn Gly

<210> N2

<211 13

<212> PRYT

<213> Homo sapiens

<400 92
Gly Leu His Asp gro Thr Gin Gly Thr ggu Pro Asn Gly
1

<216> 93

<211> 11

<212> PRT

<213> Homa sagiens

<400> 93

His Asp Pro Thr 6In Gly Thr Glu Pro Asn Gly
1 5 10

<210> 94
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<Z21%> 15
<212> PRT
<213%> Homo sapiens

<220>
<22%»
<222 (13,41

<223>AcILACAO

LOCAL

<220>
221>
<2225 (15)..(15)

AMIDAGAO

<220>
<221>LOCAL
<222> {15}, (15}

<223* ADUTO DE CISTEINA

<400=> 94

ITe Gly His Asp Pro Thr Gln Gly Thr Glu Pro asn Gly Cys Cgs
1 5 10 1
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Reivindicacdes

1. Um peptideo pro-ilhota selecionado a partir do grupo gue
é composto por um peptideo HIP1 (SEQ ID NO: 3), peptideo
HIP2 (SEQ ID NO: 4), peptideo HIP3 (SEQ ID NO: 2), peptideo
REG3A de humano (SEQ ID NO: 30), peptideo REG3G de humano
(SEQ ID NO: 81), peptideo REGLIA de humano (SEQ ID NO: 67),
peptideo REGIB de humano (SEQ ID NO: 2), peptideo REG3A de
humano (SEQ ID NO: 85), peptideo INGAP de hamster (SEQ ID
NO: 27, 32, 39 ou 46), peptideo REG2 de hamster (SEQ ID NO:
72), peptideo REG3G de hamster (SEQ ID NO: 80), peptideo
REGl1 de rato (SEQ ID NO: 69), peptideo PAP/REG3B de rato
(SEQ ID NO: 74), peptideo PAP3 de rato (SEQ ID NO: 75),
peptideo REG3G de rato (SEQ ID NO: 79), peptideo REGl de
camundongo (SEQ ID NO: 70), peptideo REG2 de camundongo
(SEQ ID NO: 71), peptideo REG3A de camundongo (SEQ ID NO:
33, 40, 47 ou 53), peptideo REG3B de camundongo (SEQ ID NO:
77), peptideo REG3G de camundongo (SEQ ID NO: 78), peptideo
REG3S de camundongo (SEQ ID NO: 82), peptideo REG4 de
camundongo (SEQ ID NO: 86), peptideo PTP de bovino (SEQ ID
NO: 83), peptideo REG3 de rato da Noruega (SEQ ID NO: 34,
41, 48 ou 54), peptideo de chimpanzé de acordo com a SEQ ID
No 31, peptideo de chimpanzé de acordo com a SEQ ID NO: 38,
peptideo de chimpanzé de acordo com a SEQ ID NO: 45,
peptideo de chimpanzé de acordo com a SEQ ID NO: 52,
peptideo de chimpanzé de acordo com a SEQ ID NO: 60,
peptideo de bovino de acordo com a SEQ ID NO: 35, peptideo
de bovino de acordo com a SEQ ID NO: 42, peptideo de bovino
de acordo com a SEQ ID NO: 49, peptideo de bovino de acordo
com a SEQ ID NO: 55, peptideo de bovino de acordo com a SEQ
ID NO: 88, peptideo de canino de acordo com a SEQ ID NO:
36, peptideo de canino de acordo com a SEQ ID NO: 43,
peptideo de canino de acordo com a SEQ ID NO: 50, peptideo

de canino de acordo com a SEQ ID NO: 56, peptideo de ovino
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de acordo com a SEQ ID NO: 37, peptideo de ovino de acordo
com a SEQ ID NO: 44, peptideo de ovino de acordo com a SEQ
ID NO: 51, peptideo de ovino de acordo com a SEQ ID NO: 57,
em que o peptideo e pro-ilhota compreendem uma modificacgéo
de otimizacdo, e em que a dita modificacd&o de otimizacdo é

um grupo amida C-terminal e um grupo acetil N-terminal.

2. 0 peptideo da reivindicacdo 1, em que o dito peptideo
compreende uma sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 ou SEQ ID NO: 25.

3. Uma composicédo farmacéutica que compreende um excipiente
farmacéutico e o peptideo pro-ilhota como reivindicado em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 2, numa guantidade

terapeuticamente eficaz.

4., Uma composicdo farmacéutica da reivindicacdo 3, em que a
dita gquantidade terapeuticamente eficaz é de 0,5 a 5

mg/kg/dia.

5. Uma composicdo farmacéutica da reivindicacdo 3, em que a
dita quantidade terapeuticamente eficaz é de 60 a 180

mg/kg/dia.

6. O peptideo pro-ilhota como reivindicado em qualgquer uma
das reivindicagdes 1 a 2 para usar na estimulacdo de
neogénese de ilhota ou estimulacdo de regeneracdo de célula

de ilhota pancreética.
7. 0O peptideo como reivindicado em qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 2 para utilizar de acordo com a

reivindicacdo 6, em que o dito peptideo destina-se a
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administracdo em combinacdo com um agente de regeneracdo de
célula de ilhota pancredtica, opcionalmente selecionado de
peptideos de pro-ilhota humano, anédlogos de peptideo pro-
ilhota humano, amilina, pramlintida, exendina-4, GIP, GLP-
1, agonistas de recetor GLP-1, andlogos GLP-1, peptideo de
INGAP de hamster, liraglutido, e inibidor da dipeptidil
peptidase.

8. O peptideo de pro-ilhota como reivindicado em qualqgquer
uma das reivindicagdes 1 a 2 para utilizacdo no tratamento
de uma patologia associada a funcdo pancredtica diminuida

num paciente.

9. O peptideo como reivindicado em gqualgquer uma das
reivindicagcbes 1 a 2 para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 8, em que a patologia associada a funcéo
pancredtica diminuida ¢é selecionada de diabetes tipo 1,
surgimento recente de diabetes tipo 1, diabetes tipo 2,
diabetes autoimune latente de adulto, pré-diabetes,
glicemia de jejum alterada, tolerédncia a glicose diminuida,
sindrome de resisténcia a insulina, sindrome
metabdlica/sindrome dismetabdlica, excesso de peso,
obesidade, hiperlipidemia, hipertrigliceridemia, disturbios
alimentares, ciclos ndo ovulatdérios e sindrome de ovarios

policisticos.

10. O peptideo como reivindicado em gqualgquer wuma das
reivindicacdes 1 a 2 para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 8, em que o dito peptideo destina-se a
administracdo em combinacdo com um agente que inibe,
blogqueia ou destrdi as células autoimunes gque tém como alvo
as células enddcrinas pancredticas, opcionalmente

selecionadas de um ou mais dos seguintes agentes:

anticorpos anti CD-3 incluindo hOKT3yl (Ala-Ala)
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(teplizumab); ChAglyCD3 gue visam a resposta imune e
blogqueiam esgpecificamente os linfécitos T que provocam a

morte de células beta na diabetes tipo 1; o antigeno

linfécito T citotdxico-4 1lg (Abatacept); Sirolimus
(Rapamicina) sozinho ou em combinacdo com Tacrolimus
(FK506) ou IL-2 (rapamune); Rapamune sozinho ou em

combinacdo com Proleucina (aldesleucina); uma proteina de
choque térmico 60 (DIAPEP277), uma vacina Anti-
Descarboxilase do Acido Glutdmico 65 (GAD65); lisofilina,
vacina IBC-VSO, interferdo-alfa, vacina usando células T
reguladoras especificas de antigeno CD4+CD25+; wvacina de
células dendriticas supressoras da diabetes, GSK189075,
diazbéxido e estatinas incluindo atorvastatina utilizados
como um agente para preservar a funcdo das células beta,
Micofenolato de Mofetil sozinho ou em combinacdo com
Daclizumab; o agente anti-CD20, Rituximab; Campath-1H
(Anticorpo Anti-CD52), lisofilina; globulina antilinfécito
T policlonal (ATG/Timoglobulina), fator de estimulacdo de
coldénia de granuldcito, Neulasta (Pegfilgrastim), Vitamina
D, 25-hidroxi e 1,25-hidroxivitamina D suplementar, vacina
IBC-VSO, gque é uma forma sintética, metabolicamente inativa
de insulina concebida para evitar a destruicdo de células
beta pancreéticas; interferdo-alfa; uma vacina usando
células T reguladoras especificas de antigeno CD4+CD25+ ou
qualguer agente ou agentes concebidos para suprimir o
ataque imune sobre as células beta dentro das ilhotas de
Langerhans, Prochymal (Células Estaminais de Adulto
Humano), o agente Anakinra anti-inflamatdério e o agente
anti-inflamatério, Deoxispergualina, um agente anti-
inflamatério que blogqueia a producdo de citocina pré-

inflamatdédria e inibe as células T e células B.

Lisboa, 27 de Marco de 2015
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Resumo

As formas de realizacdo relacionam-se com peptideos pro-
ilhota, preferencialmente HIP, que exibem maior
estabilidade e eficédcia, e métodos para utilizacdo dos
mesmos para tratar uma patologia associada a funcéo
pancredtica diminuida, incluindo diabetes tipo 1 e tipo 2 e

sintomas da mesma.
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