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RESUMO

Compostos GLP-1 de acgido prolongada e usos terapéuticos dos

mesmos.
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Descrigao

Compostos de GLP-1 Acilados

CAMPO DA INVENGAO

Esta invencdo relaciona-se com o campo de péptidos terapéuticos,

isto é, para novos compostos de GLP-1 de accgac prolongada.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Uma margem de abordagens diferentes tem sido wusada para
modificar a estrutura dos compostos de péptido do tipo glucagao

1 (GLP-1) para facultar uma duracao de accdo mais longa in vivo.

0 documento WO 96/29342 descreve derivados de hormona peptidica
caracterizado por a hormona de péptido de origem ter sido
modificada ao introduzir um substituinte lipofilico no residuo

aminodcido C-terminal ou no residuc aminodcido N-terminal.

0 documento WO 98/08871 descreve derivados de GLP-1
caracterizados por pelo menos um residuo aminocdcido do péptido

de origem ter um substituinte lipofilico anexado.

0 documento WO 99/43708 descreve derivados de GLP-1 (7-35) e
GLP-1 (7-36) que tém um substituinte 1lipofilico anexado ao

residuo aminodcido C-terminal.
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0 documento WO 00/34331 descreve anadlogos de GLP-1 acilados.

0 documento WO 00/69911 descreve péptides insulinotrépicos
activados para serem injectados em pacientes em que deverdo
supostamente reagir a componentes de sangue para formar
conjugados e que desse modo fornecem alegadamente uma duracado de

accdo mais longa in vivo.

0 documento WO 02/46227 descreve anadlogos de GLP-1 e exendina-4
fundidos a albumina de soro humano para estender in vivo meia-

vida,

Muitos pacientes de diabetes, particularmente do segmento da
diabetes tipo 2, sdo sujeitos a denominada "fobia as agulhas"™,
isto ¢, um medo substancial de se injectarem eles mesmos. No
segmento da diabetes do tipo 2, a maioria dos pacientes séao
tratados com agentes hipoglicémicos orals, e visto que o0s
compostos de GLP-1 sao esperados para serem o primeiro produto
injectavel, estes pacientes serdoc administrados, o medo de
injecgdes pode tornar-se num obstdculo sério para o uso
difundido dos compostos de GLP-1 clinicamente muito
prometedores. Assim, hd uma necessidade para desenvolver novos
compostos de GLP-1 que podem ser administrados mencs do que uma
vez por dia, por exemplo, uma vez cada segundo ou terceiro dia,
de preferéncia uma vez por semana, enquanto tendo um perfil

clinico aceitével.

SUMARIO DA INVENCAO
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2 inveng¢ao prové um andlogo de GLP-1 com uma modificag¢do de pelo
menos um residuo aminodcido ndo-protogénico nas posicgdes 7 e/ou
8 relativamente a sequéncia GLP-1 (7-37) (SEQ ID N° 1), que é
acilado com uma parte B-U’ como definido abaixo para o residuo
de lisina na posigdo 26, e em que a dita parte compreende pelo
menos dois grupos acidicos, caracterizados por um grupo acidico

ser terminalmente anexado.

A presente invencado também prevé composicdes farmacéuticas que
compreendem um composto, de acordo com a presente invengdo, e um
excipiente farmaceuticamente aceitdvel, e o uso de compostos, de
acordo com a presente invengdo, para preparagao de medicamentos

para tratar doengas.

A invencdo prevé um método para aumentar o tempco de accdo num
doente de um andlogo de GLP-1 para mais de aproximadamente 40
horas, caracterizado por modificar pelo menos um dos residuos de
aminoacido nas posigdes 7 e 8 de um péptido ou um andlogo de
GLP-1 (7-37) do mesmo, e acilando o dito andlogc de GLP-1 com
uma parte B-U’ como descrito abaixo no residuo de 1lisina na

posicdo 26 do dito andlogo de GLP-1.

A parte B-U’ compreende pelo menos dois grupos acidicos, um dos

quais é anexo terminalmente; U' é seleccionado de
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em que m é 0, 1, 2, 3, 4, 5, ou 6; né 1, 2, ou 3; s é& 0, 1, 2,
ou 3; t &0, 1, 2, 3, ou 4; p &1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19, 20, 21, 22, ou 23; e B é um
grupo acidico seleccionado de

4/106



, and ,

em que 1 é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20.

DESCRIGAQ DA INVENGAQ

Na presente especificac¢do, o0s seguintes termos tém o significado

indicado:

0 termo "polipéptido" e @ "péptido"™ como aqui utilizado
representam um composto composto  por pelo menos cinco
aminodcidos constituintes ligados por ligacgbes peptidicas. Os
aminodcidos constituintes podem ser do grupo dos aminodcidos
codificados pelo cdédigo genético e eles podem ser aminoacidos
naturais que nao sao codificados pelo cddigo genético, assim
como aminodcidos sintéticos. Os amincdcidos naturais que ndo sdo
codificados pelo cédigo genético sdo  por exemplao, V=
carboxiglutamato, L-ornitina, fosfoserina, D-alanina e D-
glutamina. Os aminocdcidos sintéticos compreendem aminodcidos
desenvolvidos por sintese gquimica, isto €, D-isdmeros dos
aminodcidos codificados pelo cbédigo genético, tais como D-
alanina e D-leucina, Aib (dcido o-aminoisobutirico &cido), Abu
(dcido o-aminobutirico), Tle (tert-butilglicina), B-alanina,

dcido benzdico de 3-aminometil, &cido antranilico.

Os 22 aminodcidos proteogénicos sado: Alanina, Arginina,
Asparagina, Acido Aspdrtico, Cisteina, Cistina, Glutamina, Acido

Glutamico, Glicina, Histidina, Hidroxiprolina, Isoleucina,
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Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina, Prolina, Serina,

Treonina, Triptofano, Tirosina, Valina.

Assim, um amincdacido ndo-protogénico é uma parte que pode ser
incorporada num péptido mediante aglutinantes peptidicos mas nao
¢ um aminodcido protogénico. Os exemplos sdo y-carboxiglutamato,
L-ornitina, fosfoserina, os D-aminodcidos tais como D-alanina e
D-glutamina, aminodcidos sintéticos nao-protogénicos que
compreendem amincdcidos desenvolvidos por sintese quimica, isto
é, D-isbmeros dos aminodcidos codificados pelo cddigo genético,
tals como D-alanina e D-leucina, Aib (dcido c-aminoisobutirico),
Abu (4dcido o—amincbutirico), Tle (tert-butilglicina), acido
benzdico de 3-aminometil, acido antranilico, des—-amino-
Histidina, os andlogos beta dos aminocdcidos, tais como P-alanina
etc. D-histidina, desamino-histidina, histidina de 2-amino, f-
hidréxi-histidina, homohistidina, N°-acetilo-histidina, o
fluorometil-histidina, a-metilo-histidina, 3- piridilalanina, 2-
piridilalanina ou 4-piridilalanina, 4acido carboxilico (1-
aminociclopropil), 4dcido carboxilico (l-aminociclobutil), A4cido
carboxilico (l-aminociclopentil), dcido carboxilico (1-
aminociclohexil), dcido carboxilicco (l-aminocicloheptil), ou

dcido carboxilico (l-aminociclooctil);

0 termo "andlogo" como agui utilizado que se refere a um
polipéptido representa um péptidce modificado caracterizado por
um ou mais residuos de aminodcidos do péptido terem sido
substituidos por outros residuos de aminodcidos e/ou
caracterizados por um ou mais residuos de aminodcidos terem sido
eliminados do ©péptido e/ou caracterizados por um ou mais
residuos de aminocdcidos terem sido eliminados do péptidc e ou
caracterizado por um ou mais residuos de aminodcidos terem sido
adicionados ac péptido. A dita adigdo ou supressdo de residuos
de aminodcidos pode ocorrer no N-terminal do péptido e/ou no C-

terminal do péptido. Um sistema simples é frequentemente usado
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para descrever andlogos: Por exemplo, [Arg’®] GLP-1 (7-37) Lis
designa um analogo de GLP-1 (7-37) em que a lisina que ocorre
naturalmente na posicado 34 foi substituida com arginina e em que
uma lisina foi adicionada ao residuo de aminodcido terminal,
isto é, ao Gly’'. Todos os aminodcidos para os quais o isémero
dptico ndo é referido devem ser compreendidos para significar L-
isémero. Em formas de realizacgdo da invencgdo, um mdximo de 17
aminodcidos foram modificados. Em formas de realizacdo da
invengdo, um maximo de 15 aminodcidos foram modificados. Em
formas de realizagdo da invencgdc, um maximo de 10 aminodcidos
foram modificados. Em formas de realizacdo da invencdo, um
maximo de 8 aminodcidos foram modificados. Em formas de
realizagdo da invengdo, um mdximo de 7 aminodcidos foram
modificados. Em formas de realizacdo da invencgdo, um maximo de 6
aminodcidos foram modificados. Em formas de realizacdo da
invencdo, um méximo de 5 aminodcidos foram modificados. Em
formas de realizagdoc da invengdo, um maximo de 4 aminodcidos
foram modificados. Em formas de realizacdo da invencgado, um
maximo de 3 aminocdcidos foram modificados. Em formas de
realizacdo da invencdo, um maximo de 2 aminodcidos foram
modificados. Em formas de realizacdo da invencdo, 1 aminodcido

foi modificado.

0 termo "derivado" como aqui usado em relagdo a um péptido,
significa um péptido quimicamente modificado ou um andlogo
derivado do mesmo, em que pelo menos um substituinte ndo esté
presente no péptido ndo modificado ou um andlogo derivado do
mesmo, isto é, um péptido que foi modificado de forma covalente.
As modificacgdes tipicas sao amidas, hidratos de carbono, grupos
alguilo, grupos de acilo, ésteres e similares. Um exemplo de um
derivado de GLP-1 (7-37) é N®*-((48)-4-(hexadecanoilamino)-

carboxi-butanoil) [Arg’™, Lys”*]1GLP-1-(7-37).
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0 termo "péptido de GLP-1" como aqui usado significa GLP-1 (7-
37) (SEQ ID N° 1), um analogo de GLP-1 (7-37), um derivado de
GLP-1 (7-37) ou um derivado de um andlogo de GLP-1 (7-37). Numa
forma de realizacao, o péptido de GLP-1 €& um agente

insulinotrépico.

0O termo "agente insulinotrdépico™ como aqui usado significa um
composto que € um agonista do receptor de GLP-1 humano, isto &,
um composto que estimula a formacdo de cAMP num meio adequado
contendo o receptor de GLP-1 humano (um dito meio descrito
abaixo). A poténcia dum agente insulinotrdpico é determinada ao
calcular o valor ECsy a partir da curva de dose-resposta como se

descreve abaixo.

As células (BHK) de um rim de um hamster bebé que expressam o
receptor de GLP-1 humano clonado (BHK-467-12A) cresceram num
meio DMEM com a adicdo de 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 5% de soro fetal de bezerro e 0.5 mg/mL de
Geneticin G-418 (Life Technologies). As células foram lavadas
duas vezes em soro salino tamponado com fosfato e recolhidas com
Versene. As membranas plasmaticas foram obtidas a partir das
células por homogeneizacdo com um Ultraturrax em solucdo tampao
1 (20 mM HEPES-Na, 10 mM EDTA, pH 7,4). O homogeneizado foi
centrifugado a 48,000 X g durante 15 minutos a 4 °C. O granulado
foi suspenso por homogeneizacdo em solucao tampdao 2 (20 mM
HEPES-Na, 0,1 mM EDTA, pH 7,4), depois centrifugado a 48,000 X g
durante 15 minutos a 4 °C. O procedimento de lavagem foi
repetido mais uma vez. O granuladc final foi suspenso em solucgao
tampdo 2 e usado imediatamente para ensaios ou armazenado a -80

°C.

O ensaio do receptor funcional foi efectuado ao medir AMP

ciclico (cAMP) como uma resposta a estimulacdo pelo agente
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insulinotrépico. O cAMP formado foil quantificado pelo Kit cAMP
AlphaScreen™ (Perkin ELmer Life Sciences). As incubagdes foram
realizadas placas de titulacdo semi-drea 96, num volume total de
50 pL tampdo 3 (50 mM Tris-HC1l, 5 mM HEPES, 10 mM MgCl,, pH 7.4)
e com as seguintes adig¢dées: 1 mM ATP, 1 uM GIP, 0.5 mM 3-
isobutilo-l-metilxantina (IBMX), 0.01% Tween-20, 0.1% BSA, 6 ug
de preparacdo de membrana, 15 pg/mL granulado aceitante, 20pg/mL
granulados de dador pré-incubados com 6 nM biotinilo-cAMP. Os
compostos a serem testados para actividade de agonista foram
dissolvidos e diluidos em tampao 3. O GTP foi de novo preparado
para cada experiéncia. A placa foi incubada no escuro com
agitacdo lenta durante trés horas a temperatura ambiente seguida
da contagem no instrumento Fusions™  (Perkin ELmer Life
Sciences). As curvas de resposta de concentracao foram
desenhadas para os compostos individuais e o0s wvalores ECsg
estimados usando um parédmetro de modelo logistico de quatro-

parémetros Prism v. 4.0 (GraphPad, Carlsbad, CA).

O termo "DPP-IV protegido"™ como aqui usado, referindo a um
polipéptido significa wum polipéptido que fol quimicamente
modificado para  tornar o dito composto  resistente a
aminopeptidase-4 dipeptidil peptidase plasma (DPP-IV). A enzima
DPP-IV em plasma ¢ conhecida por estar envolvida na degradacdo
de diferentes hormonas peptidicas, por exemplo, GLP-1, GLP-2,
Exendina-4 etc. Assim, um esforco considerdvel estd a ser feito
para desenvolver andlogos e derivados dos polipéptidos
susceptiveis a hidrdélise mediada DPP-IV para reduzir o nivel de
degradacgdo por parte de DPP-IV. Numa forma de realizacgdo, um
péptido DPP-IV protegido é mais resistente a DPP-IV do que GLP-
1(7-37) ou Exendina-4(1-39).

A resisténcia de um péptido a degradacdo por parte de dipeptidil
aminopeptidase IV é determinada pelo seguinte ensaio de

degradacao:
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Partes aliquotas do péptido (5 nmol) sao incubadas em 37 °C com
1 pL de dipeptidil aminopeptidase IV purificada IV que
corresponde a uma actividade enzimdtica de 5 mU durante 10-180
minutos em 100 pL de 0.1 M de solucgdo tampao trietilamina-HCI,
pH 7.4. As reacgdes enzimdticas sdo terminadas pela adigdo de 5
pL de 10% de acido trifluoracético, e os produtos de degradacao
peptidica sdo separados e quantificados usando a andlise HPLC.

Um método para executar esta andlise é:

As misturas sado aplicadas sobre uma coluna Vydac Cl8 poro largo
(30 nm poros, 5 um particulas) 250 X 4.6 mm e eluido a uma taxa
de fluxo de 1 ml/min com gradientes lineares graduais de
acetonitrilo em 0.1% de &cido trifluoracético (0% de
acetonitrilo durante 3 minutos, 0-24% de acetonitrilo durante 17
minutos, 24-48% de acetonitrilo durante 1 minuto) de acordo com
Siegel et al., Regul. Pept. 1999;79:93-102 e Mentlein et al.
Eur. J. Biochem. 1999;214:829-35. Os péptidos e os seus produtos
de degradacdo podem ser controlados pela sua absorvéncia a 220
nm (aglutinantes peptidicos) ou 280 nm (amincacidos aromaticos),
e sao quantificados por integragdo das suas Areas pico
relacionadas com aqueles das normas. A taxa de hidrdlise de um
péptido por dipeptidil aminopeptidase IV é estimada na
incubacdo, que resulta em menos que 10% do péptido a ser

hidrolisado.

O termo "alquilo C, ;" como aqui usado significa um grupo
saturado, ramificado, direito ou de hidrocarbonetos ciclicos com
1 a 6 atomos de carbono. 0s exemplos representativos incluem,
mas nao estdo limitados a metilo, etilo, n-propilc, isopropilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, n-pentilo,
isopentilo, neopentilo, tert-pentilo, n-hexilo, isohexilo,

ciclohexano e similares.
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0 termo "farmaceuticamente aceitdvel" como aqui usado significa
gue ¢ adequado para aplicacgdes farmacéuticas normais, isto §&,

dando azo a que ndo existam eventos adversos em pacientes etc.

O termo "excipiente"™ como aqui usado significa os compostos
gquimicos que sdo normalmente adicionados as composicdes
farmacéuticas, por exemplo, solugbes  tampido, agentes de

tonicidade, conservantes e similares.

0 termo "quantidade efectiva" como aqui usado significa uma dose
gue é suficiente para ser actuante para o tratamento do doente,

comparado com nenhum tratamento.

O termo "composicao farmacéutica" como aqui usado significa um
produto que compreende um composto activo ou um sal derivado, em
conjunto com excipientes farmacéuticos, tais como solugdo
tampdo, conservante, e opcionalmente um modificador de
tonicidade e/ou um estabilizador. Assim, uma composigdo
farmacéutica ¢é também conhecida na técnica como uma fdérmula

farmacéutica.

0 termo "tratamento de uma doen¢a" como aqui usado significa a
gestao e cuidado de um doente que desenvolveu a doenga, condigdo
ou disturbio. O propdsito de tratamento € combater a doencga,
condigdo ou disturbio. O tratamento inclui a administracac dos
compostos activos para eliminar ou controlar a doencga, condigao
ou disturbic assim como para aliviar os sintomas ou complicagdes

associadas a doenca, condicdo ou distdrbio.
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Noutro aspecto, a presente invencdo refere-se a um andlogo de
GLP-1 acilado que pode unir-se simultaneamente a albumina e o

receptor de GLP-1.

Noutro aspecto, a presente invencdo refere-se a um andlogo de
GLP-1 acilado que se une ao receptor de GLP-1 com uma afinidade
abaixo dos 100 nM, de preferéncia abaixo dos 30 nM na presencga

de 2% de albumina,

Noutro aspecto, a presente invencdo refere-se a um andlogo de
GLP-1 acilado cuja afinidade ao receptor de GLP-1 € apenas
parcialmente diminuida quando comparandc a afinidade na presenca
de concentragao muito baixa (por exemplo, 0.005% para 0.2%) de
albumina humana a afinidade na presenga de 2% de albumina
humana. 0 deslocamento na afinidade do 1ligante sob estas
condigdes ¢é inferior a 50 vezes, de preferéncia abaixo de 30

vezes e preferivelmente abaixo de 10 vezes.

O termo "parte aglutinante albumina"™ como aqui usado significa
um residuo que se une de forma ndo covalente a albumina de soro
humano. O residuo aglutinante de albumina anexo ao polipéptido
terapéutico, normalmente tem uma afinidade abaixc de 10 uM para
albumina de soro humano e preferencialmente abaixo 1 de uM.
Varios residuos aglutinantes de albumina sdo conhecidos entre
partes lipofilicas lineares e ramificadas contendo 4-40 &tomos

de carbono com um grupo acidico distal.

0 termc "ligante hidrofilico" como aqui usado significa um
separador que separa um péptido e um residuo aglutinante de
albumina com uma parte quimica que compreende pelo menos 5

dtomos de nao-hidrogénio, em que 30-50% destes sdo N ou O.
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O termo M"grupos acidicos" como aqui usado significa grupos
guimicos orgénicos que s&o completamente ou parcialmente
carregados negativamente em pH fisioldgico. O valor pKa de tais
grupos esta abaixo de 7, de preferéncia abaixo de 5. Este
inclui, mas nd&o ¢ limitado a 4&cidos carboxilicos, &acidos
sulfénicos, dacidos fosféricos ou sistemas de anel heterociclico
gue sdo completamente ou parcialmente carregados negativamente

em pH fisioldgico.

Na férmula estrutural abaixo II, a parte U é um di-radical que
pode ser anexo aos grupos terminal B e o grupo amino do
aminodcido de lisina no péptido em duas formas diferentes. Em
formas de realizacdo da invencdo, o U na férmula II € anexa a um
grupo B anexo na extremidade da cadeia de alquilo e o péptido na

outra extremidade.

Nas foérmulas abaixo dos aglutinantes terminal dos grupos
anexados devem ser considerados como aglutinantes de fixacdo e

ndo de finalizag¢dc nos grupos de metileno, excepto se referido.

Nas fdérmulas abaixo

H O
NHZ—H—N%—
H,C CH,
significa o H;N-His-Aib- N-terminal do andlogo de GLP-1

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 acilado com uma parte aglutinante de albumina

lipofilica contendo pelo menos dois grupos quimicos acidicos

13/106



livres anexos mediante um ligante amincacido ndo natural ao

residuo de lisina na posicado 26.

Numa forma de realizacdo, o termo grupos quimicos acidicos
livres deverd ser compreendidc como tendo o mesmo significado

que "grupos acidicos", como aqui usado.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 acilado em que o dito andlogo de GLP-1 &
estabilizado contra DPP-IV por modificacao de pelo menos um
residuo aminodcido nas posicbes 7 e 8 relativamente a sequéncia
GLP-1 (7-37) (SEQ ID N° 1), e em que a dita acilagdo € um
didcido anexo ao residuo de lisina na posicdo 26, opcionalmente

mediante um ligante hidrofilico aminodcido ndo natural.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 com uma modificacdo de pelo menos um residuo
aminodcido ndo-protogénico nas posigdes 7 e/ou 8 relativamente a
sequéncia GLP-1 (7-37) (SEQ ID N° 1), o qual é acilado com uma
parte ao residuo de lisina na posicdo 26, e em que a dita parte
compreende pelo menos dols grupos acidicos, em que um grupo

acidico € anexo terminalmente.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com a forma de realizacdo acima, em
que a parte anexada na posigdo 26 compreende um ligante

hidréfilo.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1, de acordo com as formas de realizagdc acima,
em que o ligante hidrofilico compreende pelo menos 5 atomos de

ndo-hidrogénio onde 30-50% destes sdo N ou O,
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Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
anadlogo de GLP-1 de acordo com gqualquer uma das formas de
realizacao acima, caracterizado por a parte anexa na posicao 26
compreender uma parte aglutinante de albumina separada do

péptido pelo ligante hidréfilo.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com a forma de realizacdo acima,
caracterizado por a parte aglutinante de albumina ser uma parte
lipofilica linear ou ramificada contendo 4-40 atomos de carbono

com um grupo acidico distal.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com gqualquer uma das formas de
realizacdo acima, caracterizado por a parte acilada ser B-U’,

onde U' & seleccionado de

O OH
0
N )l\ \{\N
N H P
H 0
(¢}
HO\”_ H
=0 Y Q \Nl\f(/N\/\o,\’O N ﬁl\,o\/\oﬁm(
\H N\/‘Q’\rOJL}:ﬁ’\/O\/‘Ow HO.”) O Q
v} Q
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Q

O.0H H O, 0OH
\NL\’(’N“/\O’\’O“i)TN’\’O‘/\O(’iﬁ]( \NI/\\/H‘/\O’(/\’O - n
H e} H O H Q

’

méo0, 1, 2, 3, 4, 5, ou 6,

nél, 2 ou3

s é4o0, 1, 2, ou 3,

t &0, 1, 2, 3, ou 4

p é 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, ou 23;

e em que B €& um grupo acidico seleccionado de
H
HO NW
HOW N 7/1 5 o
| HO' W ol o
©c o S 0 HO

em que 1 é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20.
Numa forma de realizacdo, a presente invencdc descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com gualquer uma das formas de

realizacdo acima, o qual é um composto da férmula I (SEQ ID

N°2):
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Xaa,-Xaaz-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa,s-Ser-Kaa g-Xaa,g-Xad,,-Glu-Xaa,-

0
Xaaz:‘-AIa-Xaaz_,;-H\)-l—Xaan-Phe-l|e-)(::la\m-Trp-Leu-Xaa33-Xaau-Xaa%—Xaa%—Xaa37

ey

B—U'—NH

Formula |

em que

Xaa; € L-histidina, imidazopropionil, o«o-hidrdéxi-histidina, D-
histidina, desamino-histidina, 2—-amino-histidina, p-hidrdxi-
histidina, homohistidina, N°-acetilo-histidina, N°-formilo-
histidina, ao—-fluorometilo-histidina, o-metilo-histidina, 3-—

piridilalanina, 2-piridilalanina ou 4-piridilalanina

Xaas é Ala, Gli, Vval, Leu, Ile, Thr, Ser, Lis, Aib, acido

carboxilico (l-aminociclopropil), acido carboxilico (1-
aminociclobutil), &cido carboxilico (l-aminociclopentil), A4cido
carboxilico (l1-aminociclohexil), acido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou acido carboxilico (l-aminociclooctil);

Xaas € Val ou Leu;

D~

Xaaig Ser, Lys ou Arg;

(D~

Xaagg Tyr ou Gln;

(D~

Xaasgg Leu ou Met;

D~

Xaas Gly, Glu ou Aib;
Xaay; € Gln, Glu, Lys ou Arg;
Xaazs € Ala ou Val;

Xaaz; ¢ Glu ou Leu;

Xaaz € Ala, Glu ou Arg;

Xaas; € Val ou Lys;
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Xaasg

Xaass

Xaasg

Xaaszy

é

é

é

é

Lys, Glu, Asn ou Arg;

Gly ou Aib;

Arg, Gly ou Lys, ou € ausente;

Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, ou é ausente;

e B e U' juntos sao

0

N
H

o]
0
\N)J\ \&”
H

a parte acilada, em que U' é seleccionado de

OH ]
HO~3<g y o
s sl oo B ooy
Q 0

“ypbiron o Ay onghy
H 0

HO\n) o}
0

OH

H
WNwONO
Q

o]

o O OH 41.%
\}%:E/\/O\/\Ow \Nj/\/\N/N\/‘O»(”\/O A n
o] H 0
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o]

N »+v%ﬂ\\ AP N 2
N. ~ .S/ O
P O//S\\ - N WN\/\ONO\)‘“}:H/\, \/\O%

o) H

=~ F
DI -l un.#ON.O.P"-I)"\/O\/\OW
COoOH O H S

mé?o0, 1, 2, 3, 4, 5, ou 6,
nél, 2 ou3

s é4o0, 1, 2, ou 3,

t &0, 1, 2, 3, ou 4

p é

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1,
17,18, 19, 20, 21, 22, ou 23;
e em que B €& um grupo acidico seleccionado de

H
N
W
0] 0]
0 0

H

HO N
YN o Ty 0
0 0 , 0 O and
em que 1 é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20;

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um

composto que é um composto da férmula II (SEQ ID N°. 3):
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Xaa -Xaa,-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa ;-Ser-Xaa, ;-Xaa, -Xaa,-Glu-Xaa,,-

o)
Xaa,,-Ala-Xaa zﬁa-n\)l—-Xaaﬂ-Ph e-lle-Xaa,-Trp-Leu-Xaa, ;-Xaa,,-Xaa,;-Xaa,e-Xaa,,-Xaa,,

B—Uu NH
T

Formula I

A férmula II € idéntica a férmula I como referido numa forma de
realizacgdo acima, em que a parte B-U é substituida por B-U’'. A
diferenca sendo apenas a incorporacdo do grupo de carboxi no U'

relativamente ao U, que é sem 0 grupo carboxi.
Na foéormula II, cada um dos Xaa tem o seguinte significado:

Xaa; é L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-
histidina, B-hidréxi-histidina, homohistidina, N"-acetilo-
histidina, o—-fluorometilo-histidina, o-metilo-histidina, 3-

piridilalanina, 2-piridilalanina ou 4-piridilalanina;

Xaag é Ala, Gli, Vval, Leu, Ile, Lis, Aib, &cido carboxilico (1-
aminociclopropil), &acido carboxilico (l-aminociclobutil), 4cido
carboxilico (l-aminociclopentil), acido carboxilico (1-
aminociclohexil), 4cido carboxilico (l-aminocicloheptil), ou

dcido carboxilico (l-aminociclooctil);

Xaas € Val ou Leu;

D~

Xaaig Ser, Lys ou Arg;
Xaas € Tyr ou Gln;

Xaas € Leu ou Met;

(D~

Xaas; Gly, Glu ou Aib;
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Xaass é

Xaa; é

Xaay; é

Xaasg é

Xaass é

Xaas, é

Xaas; é

Xaass é

Xaas; é

Gln, Glu, Lys ou

Ala ou Val;

Glu ou Leu;

Ala, Glu ou Arg;

Val ou Lys;

Lys, Glu, Asn ou

Gly ou Aib;

Arg, Gly ou Lys,

Arg;

Arqg;

ou é ausente;

Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, ou é ausente;

Xaass € Lys, Ser, amida ou é ausente;

e em que U € um separador seleccionado de

o0 OH H o0 OH H
WHWN\/\O/\,OJLL\H/\,O\/\O/\ MHI/E/N\AO—%\/ON);/\
0

em que n é 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18

1¢ 12,

13, 14, 15, 1o,

17 ou 18,

ll 2/ 3/ 4, 5, ou 6,
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p é&3, 4 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19,
20, 21, 22, ou 23;

e em que B € um grupo acidico seleccionado de

Nas formas de realizacdo abaixo, quando se refere a U’ na
férmula I, deverd ser compreendido como também se referindo a

férmula IT e U, com a Unica diferenca de ser o grupo carboxi.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com as formas de realizacdo acima, em

gue U' é seleccionado de
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T ot 33

O~ D~ O~ O D

O _oH [?

0 Ho< .

N N 2

H

~ N p ‘NW"wowoJ“):gNOwo%/
H 0 0 °

H o]
\N’\r‘('N\/\O/\’O\)L)?N/\’OwO%(
Hom) 0 H 0
o)
0
Oy0H o OgOH
WOV Y WPV W ‘NI/\\/N‘/‘O’fVO =
H o} H 0 H 0
a 0
¥ /‘HJ\ W0 Y oS o
A T WAt N0~ O g~ O oy
00 H 0 H o} ’
o]
(6]
\

.‘s%ﬁwo,(mo%
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Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
analogo de GLP-1 de acordc com as formas de realizacdo acima, em

que B-U'- &

Q HO-\”

S=p
H
HOOC\(\/,)K Nl om0 o~ O
N [} s N (=)
i H o H o

9 0
Ho’u*\/hy\N/A‘[:::Ljr,
Haxwvri
N )
j 0 'HAOY“V\*O’VOJM;*\/O\/‘OW
0% “oH COOH 0 R o}

0 0. 0OH H
H
B B e e T
L

HO

0" OH

o}
Ho MO R
o

0
Q0 "OH
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em que 1 é 14, 15, 1o, 17, 18, 19 ou 20;

epél, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12,
s 0, 1 ou?2
t &€ 0 ou 1;

Uma forma de realizacdo, de acordo com o© acima mencionado, &

descrita em que

1 é& 14, 15, 16, 17 ou 18
pél, 2, 3, 4 o0ull;

s €0, 1 ou 2;

t ¢ 0 ou 1;

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um

andlogo de GLP-1 de acordo com a forma de realizacdo acima, em

que B-U’ &
i
HO~c..
O S=0 H 0
HOOC%HL/\%*N\/\ONO\)L)?H/\,OV«OH%/

(@]
) (0]
HOOC*&¥\NAW4/HVAOAVOVJ%:MNVOVAO/\(
Hom) 0 H o}

0O

' 0
H H o
HOOC
K om0 By ooty
HO 0 H 0
o)
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0 Oy OH
N
I H p
0

04 OH
H
HOOCMNWN\/‘O’VO%?N'\’OWO’\(
H 0o H o]

Oy OH

H
HOOC\FJ%RHjl/ﬂg”NvAO’%\vo‘ﬁvAg/

J L
HO N
Haxwv{iN " °
0 D e e a e N
Ty COOH 0 H 0

em que 1 é 14, 15, le, 17, 18, 19 ou 20;

p é1l, 2, 3, ou 4.
s €0, 1 ou 2
néo0, 1 ou?2

Uma forma de realizacgdo, de acordo com qualquer uma das formas

de realizacao acima, ¢ também aqui descrita em que B é

H
N
H HO W
HO
TN Wy Ko ©
O 0 O 0 ad HO
e 1 é 14,16, 18 ou 20.

Numa forma de realizacdo, a presente aplicacdo descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com gualquer uma das formas de

realizacgao acima, em que B é
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H
N
HO N "o \ﬂ/mi\ﬂ/
W o W K o0 o!
0 0 0 0 and HO
em que 1 é 14, 15, ou 16.

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com

qualquer uma das formas de realizacdo acima, em que s é 1.

Uma forma de realizacgdo prevé um analogo de GLP-1 de acordo com

gualquer uma das formas de realizagdo acima, em que n é 1.

Uma forma de realizacgdo prevé um anadlogo de GLP-1 de acordo com
gualquer uma das formas de realizacao acima, em que 1 é 14, 15

ou 16;

Nas formas de realizacgdo 1 ¢ 17, 18, 1% ou 20. Nas formas de
realizacdo 1 é 15, 16 ou 17. Nas formas de realizacao 1 ¢ 18, 19
ou 20. Nas formas de realizacdo 1 é 14. Nas formas de realizacao
1 & 1l6. Nas formas de realizagcdo 1 é 18. Nas formas de

realizagao 1 é 20,

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com

gualquer uma das formas de realizacdo acima, em que p é 1.

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com

qualquer uma das formas de realizacdo acima, em que p € 2.
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Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
gualquer uma das formas de realizacdo acima, em que p é 3.
Uma forma de realizacgdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
qualquer uma das formas de realizacdo acima, em que p € 4.
Uma forma de realizacdo da presente aplicacdaoc descreve um
andlogo de GLP-1 de acordo com gqualquer uma das formas de

realizagao acima, em que B-U’ é

Oy,.-OH
| e}
N,
HOL/I \N/W\N\/\/\iNLYn\/\O/\VO\/\O/\/O\/\ONO\/\ONO\/ﬁ(
8] DHD " ¢ Q

OO
¥

j\/\r“
HO
OAOHO

H H
A N ™ G O™ g O™ O O
EI\/T o o 9 o \/Y

DVOH
i
HOMH/\/THWONUWONOWONOV\DNDVT
Og O
HO. ﬂ 0, G O Ca Vs
T\/\/\/\/W\/\inI/T A N VAV S T A g \/713/
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[} OH
o, (o)
WHI/\N—NN N
H o] [o]
O\},OH
[o} H
/\/0\/\
Y\/\/\/\/\/\/\/\/\/\J\H/\/TN o/\L(
OHW

HOWMAAJ\ SN /\/O\j\N/\/o\/\O
ey

Q

OH

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com

qualquer uma das formas de realizacdo acima, em gue B-U’ é

04 OH 0
H
e H 0 H o]

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com

qualquer uma das formas de realizacdo acima, em gue B-U’ &

005 OH

H Q
HOD A N O 0
e e e’

Uma forma de realizacgdo prevé um analogo de GLP-1 de acordo com

a férmula I acima, em que

Xaa; é His ou desamino-histidina;

Xaag ¢ Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Lys ou Aib;
Xaa;; é Val;
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Xaaqg

Xaaqy

Xaayg

Xaay,

Xaass

Xaass

Xaasq

Xaasg

Xaass

Xaass

Xaass

Xaasg

Xaasy

é Ser;

é Tyr;

é Leu;

é Gly, Glu ou Aib;

é Gln ou Glu;

é Ala;

é Glu;

é Ala ou Glu;

é Vval;

é Lys ou Arg;

é Gly ou Aib;

¢ Arg ou Lys

¢ Gly, amida ou & ausente;

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com

a férmula I acima, em que:

Xaa; é His

Xaag é Gly, ou Aib;

Xaaqg

Xaaqg

Xaaqs

Xaasg

Xaag

Xaass

é Val;

é Ser;

é Tyr;

é Leu;

é Glu ou Aib;

é Gln;
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Xaazs é Ala;
Xaa,; é Glu;
Xaas é Ala;
Xaas; é Val;
Xaas, € Lys ou Arg;
Xaass € Gly ou Aib;
Xaas € Arg

Xaas; € Gly

Uma forma de realizacgdo prevé um anadlogo de GLP-1 de acordo com
gqualquer uma das formas de realizac¢do acima, onde ¢ dito andlogo
de GLP-1 compreende uma modificacdo do N-terminal L-histidina na

posicao 7 da sequéncia GLP-1 (7-37).

Uma forma de realizacgdo prevé um anadlogo de GLP-1 de acordo com
a forma de realizacdo acima, onde o dito andlogo de GLP-1
compreende imidazopropionil’, o-hidroxi-histidina’ ou N-metil-
histidina’, D-histidina’, desamino-histidina’, 2—amino-
histidina’, p-hidroxi-histidina’, homohistidina’, N°-acetil-
histidina’, o-fluorometil-histidina’, o-metil-histidina’, 3-

piridilalanina’, 2-piridilalanina’ ou 4-piridilalanina.

Uma forma de realizacgdo prevé um analogo de GLP-1 de acordo com
gualquer uma das formas de realizacdo acima, onde o dito andlogo
de GLP-1 compreende uma substituicao do L-alanina na posigdo 8

da sequéncia GLP-1 (7-37) para outro residuo aminodcido.
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Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
a forma de realizacdo acima, onde o dito andlogo de GLP-1

compreende Aibg, Glyg, Valg, Ileg, Leug, Serg, Thrg, acido

carboxilico (l-aminociclopropil), acido carboxilico (1-
aminociclobutil), A4cido carboxilico (l-aminociclopentil), d&cido
carboxilico (l-aminociclohexil), acido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou dcido carboxilico (l-aminociclooctil).

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
gualquer uma das formas de realizacdo acima, onde o dito andlogo

de GLP-1 compreende Aib®.

Numa forma de realizacdo da invencdo, o dito andlogo de GLP-1 é

Aib®, Arg’*-GLP-1(7-37) ou Aib¥* Arg’*-GLP-1(7-37).

Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
gualquer das formas de realizacdo sobre, onde dito andlogo de
GLP-1 compreende nada mais gque residuos de aminocdcidos de quinze
que foram alterados, adicionados ou cancelados em comparagao com

GLP-1 (7-37) (SEQ ID N°. 1),

Uma forma de realizacgdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
a forma de realizagaoc acima, caracterizada em que nao mais que
dez residuos de aminocdcidos tenham sido alterados, adicionados

ou cancelados em comparacdo com GLP-1 (7-37) (SEQ ID N°. 1).

Uma forma de realizacgdo prevé um analogo de GLP-1 de acordo com
a forma de realizacdo acima, em que o dito anadlogo de GLP-1
compreende ndo mais que seis residuos de aminodcidos que tenham
sido alterados, adicionados ou cancelados em comparacédo com GLP-

1 (7-37) (SEQ ID N°. 1).
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Uma forma de realizacdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
gualquer uma das formas de realizacdo acima, em que o dito
andlogo de GLP-1 compreende ndo mais que 3 residuos de

aminodcidos que tenham sido codificados pelo cédigo genético.

Uma forma de realizacgdo prevé um andlogo de GLP-1 de acordo com
qualquer uma das formas de realizacdo acima, em que o dito

anadlogo de GLP-1 compreende apenas um residuo de lisina.

Uma forma de realizacdo ¢é descrita de um andlogo de GLP-1 de

acordo com qualquer uma das formas de realizacdo acima, que &

aib®, Arg’*-GLP-1 (7-37), Aib®**Arqg’*-GLP-1 (7-37), Arg’*-GLP-1 (7-

37).

[3-(4-Imidazolil)Propionil7, Arg34]GLP-1-(7-37) péptido
Gli®, Arg™-GLP-1 (7-37)

2ib®, Arg’, Pro’’-GLP-1(7-37)

Aip® 27 arg™,  Pro’'-GLP-1  (7-37) amida, todos sédo

substituidos por B-U’ na posigac 26.

Uma forma de realizacdo é descrita de um andlogo de GLP-1 de
acordo com qualquer uma das formas de realizagdo precedentes,

gue ¢ seleccionado de

H o
"":—H-N\ﬁ-EGTFTSDVSSYLEGQAA-HJ—EF | AWL VR GR G—oon

H,C CH, \
Hoﬂ\/\/-r\/~vf\/~vﬁ\xxwNH

0

N-¢?°~ (17-carboxiheptadecanoil) - [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37) -péptido,
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H H -
nu—H-N EGTFTSDVSSYLEGQAA'N\j—EF|AWLVRGRG—CW“

H,C CH, I
HOB\/\/\/WW\/\/YNH

0

N-g**~(19-carboxinonadecanoil) - [AibB, Arg34] GLP-1-(7-37) -péptido,

o
ny-HAEGTFTSDVSSY LEGOAA— N, EF |AMLVRG R G-coor

Hlf:O’"g

o 0*OH

OH
0

N-g*— (4—{ [N-(2-carboxietil)-N—(15-

carboxipentadecancil)amino]metil}benzoil) [Arg34]GLP-1-(7-37),

H H
w'z-H-Nj-EGTFTSDVSSYLEGQAA-N\'EEFIAWLVRGR G
HG CH, H

00 QH H ‘j \
HOWWJNL\'NVAONO NI\,O,_/\OJ*NH
0 H o H o

N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-Carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxi]acetilamino)

etéxiletdxi)acetil] [Aib8, Arg34]1GLP-1-(7-37)péptido,
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»«,—H—ﬂ,(ise'rsrso vssy LEGQAA“VRE FIAWLVRG R G—ooon
HC CH, H

Q. OH " \
HOY\M/\NW\iNT\/\rN\/\ONO\/‘O’\,Os/\‘rNH
Q H o o

w—H G EGTFTSDVSSY LEGQAA-NﬂEF‘AWLVRGR [ a—

oO o]}

HOYVWWV\AANLWNV\ONO‘/\ONO‘/YNH
H o o)

Fo)
< o

H H
'":-H-N’j-EGTFTSDVSSY LEGQA A-NﬂEFIAWLVRGR G—coo
HC CH, 3

o AN
H
HDYV\AMN\/J:I/YN‘ADNONADNO‘AUNMO'\‘O‘/\(NH
L& [e]
Q (o]

ww—H G EGTFTSDVSSY LEGOAA-n‘ﬁ-EFIAWLVRGR G=———coon

Q

0 0H
HDYVWWVV\)LNLYNV‘ON°V“0’V°V‘Q’\‘°V‘0’\'OWN"
H )
o

w—H G EGTFTSDVSSY LEGQAA—nﬁ_—EFIAWLVRGRG—m

oxon . \
Horvvw\/\/\/\i L\[N‘/\O'\'O‘ANNO‘/\O’\(NH
o H Q H 0
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H o
"‘x-H‘N)ﬂ-EGTFTSDVSSV LEGQAA'N‘/EE FIAWLYRGR G=—uoo

K,C GH, W\

i/\/\/\/\/\/\/\/\ﬁ R a\,o\i NH
HO g g WOy
ago © L o]

w—H G EGTFTSDVSSY LEGQAA'u‘iE FIAWLVRGR G—wox

H ﬂ \
Hoi\/\/\/\/\/\/\/\/\{ﬂ\.' Wﬂwo«,o H’\’O"‘o'\fm
aq o]

Q a 0

H O
wi=H G EGTFTS0OVSSEY LEGQAA-NVJLEFIAWLVRGR G——won

H H 9 \
HOS\/VWVVVVYN“§_T\/\/\{NV"0’\’O")LN'\'O‘/‘O’YNH
g o0 0o H 6]

H
w—H A EGTFTSDVSSY LEGQAA-NﬂEFIAWLVRGR G——won

l/\/\/\/\/\/\/WH
HO ~s

" H
; "\/\/\gN\/‘OJ\.’O\/EN’\JO\/‘OﬁgNH

0 do

H H
Ny, —H—N EGTFTSDVSSYLEGQAA—N\)J—EFIAWLVRGRG—OOON

He” ey

H
HOB\/\/\/\/\/\/\A/\rN\'gW\r“\/\O'\JO‘/RNNOwO'\rNH
0 go 0 0

1

H q
m,-H-N)j-EsTFTsnvssv LEGQAA-N\jEFIAWLVRGR Gr—com
HC CH ;

HOMN H
o ')/\OWN\»Q—\,OJ-N—\,O‘,\Q.\(NH
coon O A o

H
“—H G EGTFTSODVSSHY LEGQAA’Nj‘EF!AWLVRGR G—oooe

Q
HOY\/VW\/V\/\)LN
1 H
a H /\0\'(
coon O

NwONO\iNr\,Owo‘\rNH
H [
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Uma forma de realizacdo é descrita na presente aplicacdo de um
método para aumentar o tempo de acgdo num doente de um andlogo
de GLP-1, caracterizado por acilar o dito andlogo de GLP-1 com
uma parte B-U como descrita em qualquer uma das formas de
realizagdo precedentes, no residuo de lisina na posigdo 26 do

dito andlogo de GLP-1.

Uma forma de realizacdo prevé um método para aumentar o tempo de
accdo num doente de um andlogo de GLP-1 para mais de 40 horas,
caracterizada por modificar pelo menos um dos residuos de
aminoacidos na posicdo 7 e 8 de um péptido GLP-1 (7-37) cu um
andlogo do mesmo, e acilar o dito andlogo de GLP-1 com uma parte

B-U'- como descrita em qualquer uma das formas de realizacao
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precedentes no residuo de lisina na posicdo 26 do dito andlogo

de GLP-1.

Uma forma de realizagdo prevé uma composicgao farmacéutica que
compreende um composto de acordo com qualquer uma das formas de

realizagdo acima, e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Uma forma de realizacac prevé uma composicao farmacéutica de
acordo com a forma de realizacdo acima, que ¢é adequada para

administrag¢ado parenteral.

Uma forma de realizacdo prevé o uso de um composto de acordo com
qualquer uma das formas de realizacgdo acima para a preparacdoc de

um medicamento.

Uma forma de realizacdo prové o uso de um composto de acordo com
qualquer uma das formas de realizacdc acima para a preparacdo de
um medicamento para o tratamento ou prevencido de hiperglicemia,
diabetes tipo 2, tolerdncia diminuida a glicose, diabetes tipo
1, obesidade, hipertensdo, sindrome X, dislipidemia, disturbios
cognitivos, aterosclerose, enfarte do miocdrdico, cardiopatia
corondria e outros disturbios cardiovasculares, acidente
vascular cerebral, sindroma do intestino irritavel, dispepsia e

Ulceras gdstricas.

Uma forma de realizacdo prevé o uso de um composto de acordo com
qualquer uma das formas de realizacdc acima para a preparacao de
um medicamento para atrasar ou evitar o progresso da doencga na

diabetes tipo 2.
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Uma forma de realizacdo prové o uso de um composto de acordo com
qualquer uma das formas de realizacdc acima para a preparacaoc de
um medicamento para diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir
apoptose B-célula, aumentar a funcdo e massa da R-célula, e/ou

para restaurar a sensibilidade da glucose as p-células.

Numa forma de realizac¢do, a invencdo prové um composto de acordo
com as formas de realizacdo acima, onde o dito andlogo de GLP-1
é Aib®, Arg’*-GLP-1(7-37) ou Aib**, Arg™*-GLP-1(7-37) fixado a um
ligante B-U’;

Numa forma de realizagcac da Fdérmula II que ¢é descrita na

aplicacao presente, B-U representa
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em que 1 é 14, 15 ou 16;
n é 15, 16, 17 ou 18;
p é 3, 7, 11 ou 24,
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Nas formas de realizag¢do, a invencao prové um composto de acordo
com qualquer uma das formas de realizacgdo acima, onde o dito

didcido compreende um &cido dicarboxilico.

Nas formas de realizacdo, a invencao prevé um composto de acordo
com qualquer uma das formas de realizagdo acima, caracterizado
por o grupo de acilagdo compreende um &cido «,w-dicarboxilico

alcano de cadeia linear ou ramificada.

Nas formas de realizacgdo, a invencao prové um composto de acordo
com a forma de realizacdo acima, caracterizado por o grupo de
acilacdo compreender a estrutura HOOC-(CH,).CO-, em que n é 12 a

20.

Nas formas de realizacdo, a invencao prové um composto de acordo
com a forma de realizacgdo acima, caracterizado por o grupo de
acilacdo compreender uma estrutura seleccionada de HOOC-
(CH,)14C0-, HOOC-(CH,)15CO-, HOOC-(CH,)q,CO-, HOOC-(CH;),CO-, e
HOOC- (CH;) 13CO-.

Nas formas de realizacdo, a invencao prevé um composto de acordo
com a forma de realizacgdo acima, caracterizado por o grupo de

acilacgado compreender a estrutura HOOC-(CH,),CO-.

Outro objecto da presente invencaoc ¢é prover uma fdrmula
farmacéutica que compreenda um composto, de acordo com a
presente invencdo, que estd presente numa concentracao de 0.1
mg/ml a 25 mg/ml, e onde a dita formulacdo tem um pH de 3.0 a
9.0. A formulag¢do pode adicionalmente compreender um sistema de
solugdo  tampao, conservante(s), agente(s) de tonicidade,

agente(s) quelante(s), estabilizadores e agentes tensicactivos.
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Numa forma de realizacao da invencgdo, a fdérmula farmacéutica é
uma formulacdo aquosa, isto ¢, formulacdo que compreende agua. A
dita formulacdo ¢ habitualmente uma solucdo ou uma SuUsSpensao.
Numa forma de realizacdo adicional da invengado, a fdérmula
farmacéutica é uma solucdo aquosa. O termo "formulagdo aquosa"™ é
definido como uma formulagdo que compreende pelo menos 50 % em
peso dgua. De igual modo, o termo "sclucdo aquosa” ¢ definido
como uma solucdo que compreende pelo menos 50 % em peso agua, e
o termo "suspensao aquosa" é definido como uma suspensdo que

compreende pelo menos 50 % em peso agua.

Noutra forma de realizacao, a férmula farmacéutica € wuma
formulagcdc liofilizada, a que o médico ou o doente adiciona

dissolventes e/ou diluentes antes de usar.

Noutra forma de realizacdo, a férmula farmacéutica € uma
formulacdao seca (por exemplo, liofilizada ou de pulverizacgao

seca) pronta para utilizacdo sem qualguer dissolucgdo prévia.

Num aspecto adicional, a invencédo refere-se a uma férmula
farmacéutica que compreende uma solugdo aquosa de um composto,
de acordo com a presente invencao, e uma solucdo tampdo, em que
o dito composto estd presente numa concentracdo de 0.1 mg/ml ou
acima, e em que a dita formulagdo tem um pH de aproximadamente

3.0 a 9.0.

Noutra forma de realizacdo da invencado, o pH da formulacao é de
aproximadamente 7.0 a 9.5. Noutra forma de realizacdao da
invencdo, o pH da formulacdac é de aproximadamente 3.0 a 7.0.
Noutra forma de realizacdo da invencdo, o pH da formulacdo é de
aproximadamente 5.0 a 7.5. Noutra forma de realizagao da

invencgdo, o pH da formulacdc ¢é de aproximadamente 7.5 a 9.0.

41/106



Noutra forma de realizacdo da invencado, o pH da formulacao é de
aproximadamente 7.5 a 8.5. Noutra forma de realizacdo da
invencdo, o pH da formulacdoc é de aproximadamente 6.0 a 7.5.
Noutra forma de realizacdo da invencdo, o pH da formulacdo é de
aproximadamente 6.0 a 7.0. Noutra forma de realizacdo, a férmula

farmacéutica é de 8.0 a 8.5.

Numa forma de realizacao adicional da invencgdo, a solugado tampdo
¢ seleccionada do grupo dque se compde de acetato sdédico,
carbonato sdédico, citrato, glicil-glicina, histidina, glicina,
lisina, arginina, sédio dihidrogénio fosfato, fosfato de
hidrogénio dissddio, fosfato sdédico, e tris(hidroximetil)-
aminometano, bicina, tricina, 4&cido mélico, succinato, dcido
maléico, 4cido fumarico, &cido tartdrico, 4cido aspartico ou
misturas derivadas. Cada uma destas solugdes tampao especificas

constitui uma forma de realizacdo alternativa da invencgao.

Numa forma de realizacgdo adicional da invencgdo a formulagdo
adicional compreende um conservante farmaceuticamente aceitdvel.
Numa forma de realizacdo adicicnal da invengdo o conservante &
seleccionado do grupo que consiste em fenol, o-cresol, m-cresol,
p-cresol, metilo p-hidroxibenzoato, propilo p-hidroxibenzoato, 2
de 2, butilo p-hidroxibenzoatc, 2 de 2, 4lcool benzilico,
clorobutanol, e timerosal, bronopol, dcido benzdico, imidurea,
clorohexidina, sédio dehidroacetato, clorocresol, etilo p-
hidroxibenzoato, cloreto de benzetdnio, clorfenesina (3p-
clorfenoxipropano—-1,2-diol) ou misturas derivadas, Numa forma de
realizagdo o conservante é fenol ou m-cresol. Numa forma de
realizacdo adicional da invengdo o conservante estd presente
numa concentracdo de 0.1 mg/ml a 20 mg/ml. Numa forma de
realizacdo adicional da invengdo o conservante estd presente
numa concentracdo de 0.1 mg/ml a 5 mg/ml. Numa forma de
realizacdo adicional da invengcdo o conservante estd presente

numa concentracdo de 5 mg/ml a 10 mg/ml. Numa forma de
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realizacdo adicional da invengdo o conservante estd presente
numa concentracdo de 10 mg/ml a 20 mg/ml. Cada um destes
conservantes especificos constitui uma forma de realizagéo
alternativa da invencdo. O uso de um conservante em composicdes
farmacéuticas ¢é bem conhecido do técnico especializado. Para
comodidade se faz referéncia a Remington: The Science and

Practice of Pharmacy, 192 edicao, 1995.

Numa forma de realizacao adicional da invencdao a formulacéao
adicional compreende um agente isotdénico. Numa forma de
realizagao adicional da invengdo o agente isotdnico é
seleccionado do grupo composto por um sal (por exemplo, cloreto
de sdédio), um acucar ou dalcool de acgucar, um aminodcido (por
exemplo, L-glicina, L-histidina, arginina, 1lisina, isoleucina,
dcido aspartico, triptofano, treonina), um alditol (por exemplo,
(glicerina) de glicerina, propandiol de 2-propanediol
(propileneglicol), propandiol de 3-propanediol, butanodiol de 3-
butanediol) polietilenoglicol (por exemplo, PEG400), ou misturas
derivadas. Numa forma de realizacdo, o agente de isotonicidade é
propileneglicol. Qualquer ag¢ucar, tais como mono-, di-, ou
polissacaridos, ou glucanos hidrossoluveis, incluindo por
exemplo frutose, glucose, manose, sorbose, xilose, maltose,
lactose, sacarose, trealose, dextrana, pululano, dextrina,
ciclodextrina, amido soluvel, amido de hidroxietilo e
carboximetilcelulose-Na podem ser usados. Numa forma de
realizacdo, o aditivo de aclcar é sacarose. O alcool de acucar é
definido como um hidrocarboneto C4-C8 com pelo menos um grupo -
CH e inclui, por exemplo, manitol, sorbitol, inositol,
galactitol, dulcitel, xilitol, e arabitol. Numa forma de
realizacdo, o aditivo polidlcool ¢ manitol. Os aclcares ou
poliadlcoois anteriormente mencionados podem ser usados
individual ou em combinagdc. Ndo hd nenhum limite fixo a
guantidade usada, visto que acgucar ou polidlccol € soluvel na
preparacdo liquida e ndo afecta adversamente os efeitos

estabilizantes conseguidos usando os métocdos da invencgao. Numa
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forma de realizacdo, a concentracdo de aglcar ou polidlcool esta
entre aproximadamente 1 mg/ml e 150 mg/ml. Numa forma de
realizacdo adicional da invencdo, © agente isotdnico estéd
presente numa concentracdo de 1 mg/ml a 50 mg/ml. Numa forma de
realizacdo adicional da 1invengdo, o agente 1isotédnico esté
presente numa concentragdo de 1 mg/ml a 7 mg/ml. Numa forma de
realizacdo da invencdo, o agente 1isotdnico estd presente numa
concentracdo de 5 mg/ml a 7 mg/ml. Numa forma de realizacdo
adicional da invencdo, o agente isotdnico estd presente numa
concentracgdo de 8 mg/ml a 24 mg/ml, Numa forma de realizacgdo
adicional da invencdo, o agente isotdnico estd presente numa
concentracdo de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada um destes agentes
especificos isoténicos constitui uma forma de realizagao
alternativa da invencdo. O wuso de um agente isotdnico em
composicdes farmacéuticas é bem conhecido do técnico
especializado. Para comodidade, faz-se referéncia a Remington:

The Science and Practice of Pharmacy, 192 edigdo, 1995.

Numa forma de realizacdo adicional da invengdo, a formulacao
adicional compreende um agente quelante. Numa forma de
realizagdo adicional da invencdo o agente quelante é
seleccionado de sais de Aacido etilenodiaminotetracético (EDTA),
dcido citrico, e &cido aspartico, e suas misturas derivadas.
Numa forma de realizagdo adicional da invengdo, o agente
guelante esta presente numa concentracdo de 0.1 mg/ml a 5 mg/ml.
Numa forma de realizacao adicional da invencdo, o agente
guelante esta presente numa concentracdo de 0.1 mg/ml a 2 mg/ml.
Numa forma de realizagdo adicional da invengao, o agente
guelante estd presente numa concentracao de 2 mg/ml a 5 mg/ml.
Cada um de estes agentes quelantes especificos constitui uma
forma de realizacdo alternativa da invencdo. O uso de um agente
guelante em composigdes farmacéuticas é bem conhecido do técnico
especializado. Para comodidade, faz-se referéncia a Remington:

The Science and Practice of Pharmacy, 19° edigdo, 1995.
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Numa forma de realizagdao adicional da invencgao, a formulacao
adicional compreende um estabilizador. O uso de um estabilizador
em composi¢des farmacéuticas ¢é bem conhecido do técnico
especializado. Para comodidade, faz-se referéncia a Remington:

The Science and Practice of Pharmacy, 19° edigdo, 1995.

Mais detalhadamente, as composicdes da invengdo sao composicgdes
farmacéuticas de liquido estabilizado cujos componentes
terapeuticamente activos incluem um polipéptido que
possivelmente exibe formacdo de agregado durante o armazenamento
em formulagdes farmacéuticas liquidas. Por "formagdo de
agregado" estd destinada wuma interacgdo fisica entre as
moléculas de polipéptido que resulta na formacdo de oligdmeros,
que podem ficar soluveis, ou agregados grandes visiveis que
precipitado da solugdo. Por "durante armazenamento" entende-se
uma composicao farmacéutica liquida ou formulacdo uma vez
preparada, ndo € imediatamente administrado a um sujeito. Em vez
disso, a preparacao seqguinte, € empacotada para armazenamento,
em forma de um liquido, em num estado gelado, ou numa forma seca
para uma reconstituicdo posterior ou outra forma adequada para
administragdo a um sujeito. Por "forma seca” entende-se a
composicdo farmacéutica liquida ou formulacdo, sendo seca por
qualquer por secagem por congelacdo (quer dizer, liofilizacao;
ver, por exemplc, Williams and Polli (1984) J. Parenteral Sci.
Technol. 38:48-59), atomizagac (ver Masters (1991) em Spray-
Drying Handbook (5th ed; Longman Scientific and Technical,
Essez, U.K.), pdgs. 491-676; Broadhead et al. (1992) Drug Devel.
Ind. Pharm. 18:1169-1206; e Mumenthaler et al. (1994) Pharm.
Res., 11:12-20), ou secagem a ar (Carpenter and Crowe (1988)
Cryobiology 25:459-470; and Roser (1991) Biopharm. 4:47-53).
Formacdo de agregado por um polipéptido durante armazenamento de
uma composig¢do farmacéutica liquida pode adversamente afectar a
actividade bioldgica daquele polipéptido, resultando na perda de
eficdcia terapéutica da composicdo farmacéutica. Além disso, a

formagcdao de agregado pode causar outros problemas tais como
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bloqueio de tubulagdo, membranas, ou bombas quando a composigao
farmacéutica que contém o polipéptido ¢ administrada usando um

sistema de infusao.

As composicgbes farmacéuticas da invencao podem adicionalmente
compreender uma quantidade duma base de aminoacido suficiente
para diminuir a formacdo do agregado pelo polipéptido durante o
armazenamento da composicdo. Por "base aminodcida" entende-se um
aminodcido ou uma combinacdo de aminodcidos, em que qualquer
aminodcido dado estd presente na sua base livre ou na sua forma
de sal. Onde ¢ usada uma combinacdo de amincdcidos, todos os
aminoacidos podem estar presentes nas suas formas de base
livres, todos podem estar presentes nas suas formas de sal, ou
alguns podem estar presentes nas suas formas de base livre
enquanto outros estdo presentes nas suas formas de sal. Numa
forma de realizacdo, os aminodcidos para usar na preparacdo das
composicdes da invencdo sdo aqueles que transportam uma cadeia
lateral carregada, tais como arginina, lisina, d4cido aspartico,
e acido glutadmico. Qualquer estereoisdmero (quer dizer, L, D, ou
uma mistura do mesmo) de um aminocdcido especifico (por exemplo,
metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, iscleucina,
dcido aspéartico, triptofano, treonina e suas misturas derivadas)
ou combinacles destes estereoisdmeros, podem estar presentes nas
composicdes farmacéuticas da invengdo desde que o amincdcido
especifico esteja presente na sua forma de base livre ou na sua
forma de sal. Numa forma de realizacdo, o L-estereoisdémero é
usado. As composicdes da invencdo podem também ser formuladas
com andlogos destes aminodcidos. Por "andlogo aminodcido"
entende-se um derivado do aminodcido de origem natural que traz
aproximadamente o efeitc desejado de diminuir a formacao de
agregado pelo polipéptido durante 0 armazenamento das
composicgdes farmacButicas liquidas da invencdo. Os analogos de
arginina adequados incluem, por exemplo, aminoguanidina, poli-
ornitina e N-monoetilico L-arginina, andlogos de metionina
adequados incluem etionina e butionina e andlogos de cisteina
adequados incluem S-metil-L cisteina. Como com o0s outros

aminoacidos, os analogos de aminodcido sdo incorporados nas
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composicdes na sua forma de base livre ou na sua forma de sal.
Numa forma de realizacdo adicional da invencdo, os aminodcidos
ou andlogos de aminodcido sdo usados numa concentracdo, que &

suficiente para evitar ou atrasar a agregacdo da proteina.

Numa forma de realizacgdo adicional da invencao, a metionina (ou
outros aminoacidos sulfuricos ou andlogos aminodcidos) pode ser
adicionada para inibir a oxidacdo de residuos de metionina para
sulféxido de metionina quando o polipéptido age como o agente
terapéutico ¢ um polipéptido que compreende pelo menos um
residuo de metionina susceptivel para a dita oxidacgadc. Por
"inibir" entende-se a acumulagdao minima de espécies oxidadas de
metionina sobre tempo. Inibir a metionina oxidante resulta na
retencdo superior do polipéptido na sua forma molecular
adequada. Pode ser usado qualquer estereoisdmero de metionina (L
ou D) ou combinag¢des do mesmo. A quantidade a ser adicionada
deverd ser uma quantidade suficlente para inibir a oxidacdo dos
residuos de metionina de maneira que a quantidade de sulféxido
de metionina é aceitdvel para agéncias reguladoras.
Habitualmente, isto significa que a composicgdo contém nada mais
que aproximadamente 10% a <cerca de 30% de sulfdxido de
metionina. Geralmente, isto pocde ser conseguido por adicao de
metionina de maneira que o racio da metionina adicionada para
residuos de metionina varia de aproximadamente 1:1 para
aproximadamente 1000:1, tal como 10:1 1 para aproximadamente

100:1.

Numa forma de realizacdo adicional da invencao a formulacéao
adicional compreende um estabilizador seleccionado do grupo de
polimeros de peso molecular elevado ou compostos moleculares
baixos. Numa forma de realizacao adicional da invencao o
estabilizador é seleccionado de polietilenoglicol (por exemplo,
PEG 3350), 4&lcool polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona,
carboxi /hidroxi celulose ou derivados do mesmo (por exemplo,
HPC, HPC-SL, HPC-L e HPMC), ciclodextrinas, substancias com

enxofre como monoticglicerol, dcido tioglicdlico e 2—
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metiltioetanol, e sais diferentes (por exemplo, cloreto de
s6dio) . Cada um destes estabilizadores especificos constitul uma

forma de realizacado alternativa da invencéao.

As composicdes farmacéuticas podem também compreender agentes
estabilizantes adicionais, que adicionalmente enriguecem
estabilidade de um polipéptido terapeuticamente activo. Os
agentes estabilizantes de interesse especifico a presente
invencdo incluem, mas ndo estdc limitados a, metionina e EDTA,
que protegem o polipéptido contra a oxidacdo de metionina, e um
agente tensioactivo ndo idnico, que protege o polipéptido contra
a agregacac associada com a descongelacdao ou deslizamento

mecdnico.

Numa forma de realizacgdo adicional da invencgdo a formulagao
adicional compreende um agente tensiocactivo. Noutra forma de
realizacao da invencdo, a composicdo farmacéutica compreende
dois  agentes tensioactivos  diferentes. O termo  "Agente
tensioactivo" como aqui usado refere-se a quaisquer moléculas ou
ides que sao compostos por uma parte hidrossoluvel
(hidrofilica), a cabeca, e um segmento lipossoliuvel
(lipofilico). Os agentes tensiocactivos acumulam
preferencialmente em interfaces, <cuja parte hidrofilica ¢&
orientada em direccdo a 4dagua (fase hidrofilica) e a parte
lipofilica em direccdo a fase de o6leo ou hidrofdbica (isto ¢,
vidro, ar, éleo etc.). A concentracdo, em gue 08 agentes
tensioactivos comecam a formar micelas, ¢ conhecida como a
concentracdo de micela fundamental ou CMC. Além disso, o0s
agentes tensioactivos Dbaixam a tensdo de superficie de um
liquido. Os agentes tensiocactivos sao compostos também compostos
como anfipaticos. O termo "Detergente" & um sindénimo usado para

agentes tensiocactivos em geral,
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Agentes tensiocactivos anidnicos podem ser seleccionados do grupo
de: acido quenodesoxicdlico, sal sédico de acido
quenodesoxicédlico, 4acido c¢dlico, 4&cido Dehidrocédlico, 4&cido
Deoxicdlico, éster metilico de 4acido Deoxicdélico, Digitonina,
Digitoxigenina, N, N-Dimetildodecilamina N-éxido, Docusato de
so6dio, sodio de 4acido Glicoquenodeoxicdlico, hidrato de acido
Glicocdlico, monohidrato de d&cido Glicodeoxicdlico, sal sédico
de &cido Glicodeoxicdédlico, sal sédico de dcido Glicodeoxicdlico,
sal disddio 3-sulfato de acido Glicolitocdlico, éster etilico de
dcido Glicolitocdlico, sal sdédico N-Lauroilsarcosina, sal sdédico
N-N-Lauroilsarcosina, N-Lauroilsarcosina, N-Lauroilsarcosina,
sulfato dodecil de 1litio, Lugol, sal sdédico de 4cido 1-
Octanesulfoénico, sal sédico de A&cido 1-Octanesulfdnico, 1-
butanosulfonate de sbddio, 1-decanosulfonato de sédio, 1-
dodecanosulfonato de sdédio, 1l-heptanosulfonato de sdédio, 1-
heptanosulfonato de sédio, l-nonanosulfonato de sdédio, 1-
propanosulfonato de monohidrato, Z2-bromoetanosulfonato de sddio,
hidrato de colato de sédioc, bilis de boi ou ovelha, hidrato de
colato de sdédio, colato de sédio, deoxicolato de sdédio, sulfato
dodecil de sdédio, sulfato dodecil de sdédio, hexanosulfonato de
sébdio, sulfato de octilo de sédio, pentancsulfonato de sdédio,
taurocolato de sdédio, sal sdédico de acido Tauroquenodeoxicdédlico,
monohidrato de sal sdédico de &cido Tauroquenodeoxicdédlico, sal
diséddio 3-sulfato de dcido Taurolitocdlico, sal sbédico de dcido
Tauroursodeoxicdlico, sulfato dodecil Trizma®, DSS (Docusato de
soédio, registo CAS no [577-11-7]), Docusato de calcio, registo
CAS no [128-49-4]), Docusato de potéassio, registo CAS no [7491-
09-01), $SDS (sulfato dodecil de sdédio ou sulfato lauril de

sédio), Dodecilfosfocdlina (FOS-C6lina-12), Decilfosfocdlina

(FOS-Célina-10), Nonilfosfocdlina (FOS-C61lina-9), acido
fosfatidico dipalmitoil, caprilato de sdédio, e/ou 4acido
Ursodeoxicdlico.

Os agentes tensioactivos catidnicos podem ser seleccionados do

grupo de: brometo de alquiltrimetilaménio.
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Cloreto de Dbenzalcdnio, Cloreto de Dbenzalcdnio, cloreto de

Benzildimetilhexadecilaménio, cloreto de
Benzildimetiltetradecilamdnio, Tetracloridrato de
Benziltrimetilaménio, brometo de Dimetildioctadecilaménio,
brometo de Dodeciletildimetilaménio, brometo de

dodeciltrimetilaménio, brometo de dodeciltrimetilaménio, brometo
Etilhexadecildimetilamdénio, brometo de Hexadeciltrimetilamdnio,
brometo de Hexadeciltrimetilaménio, polioxietileno(10)-N-tallow-
1, 3-diaminopropanoc, brometo de Tonzénio, e/ou

Trimetil (tetradecil)brometo de aménio.

Os agentes tensiocactivos nao idnicos podem ser seleccionados do
grupo de: BigCHAP, Bis(polietileno glicol bis[imidazoil
carbonilo]), copolimeros de bloco como copolimeros de bloco
polietilenedxido/polipropilenedxida tais como poloxameros,
poloxamero 188 e poloxamero 407, Brij® 35, Brij® 56, Brij® 72,
Brij® 76, Brij® 92V, Brij® 97, Brij® 58P, Cremophor® EL, éter
monododecil glicol Decaetileno, N-Decanoil-N-metilglucamina, n-
dodecanoil-N-metilglucamida, poliglucédsidos de alquilo, dleo de
ricino etoxilado, éter monodecil glicol de Heptaetileno, éter
monodecil glicol de Heptaetileno, éter monotetradecil glicol de
Heptaetileno, éter monodecil glicol de Hexaetileno, éter
monohexadecil gliccl de Hexaetileno, éter monooctadecil glicol
de Hexaetileno, éter monotetradecil glicol de Hexaetileno,
Igepal CA-630, Igepal CA-630, Metil-6-0O-(N-heptilcarbamoil)-
beta-D-glucopirandsido, éter monodecil glicol de Nonaetileno, N-
Nonanoil-N-metilglucamina, N-Nonanoil-N-metilglucamina, éter
monodecil glicol de Octaetileno, éter monodecil glicol de
Octaetileno, éter monohexadecil glicol de Octaetileno, éter
monooctadecil glicol de Octaestilenco, éter monotetradecil glicol
de Octaetileno, octilo-B-D-glucopirandsido, éter monodecil
glicol de Pentaetileno, éter monodecil glicol de Pentaetileno,
éter monohexadecil glicol de Pentaetileno, éter monohexil glicol

de Pentaetileno, éter monooctadecil glicol de Pentaetileno, éter
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monooctil glicol de Pentaetileno, éter diglicidil glicol de
Polietileno, éter W-1 polietilenoglicol, éter 10 tridecil
polioxietileno, 100 estearato polioxietileno, éter 20
isohexadecil polioxietileno, éter 20 oleico polioxietileno, 40
estearato polioxietileno, 50 estearato polioxietileno, 8
estearato polioxietileno, polioxietileno bis(imidazolil
carbonilo), estearato de ©propilenoglicol 25 de polioxietileno,
casca Saponina de Quillaja, Span® 20, Span® 40, Span® 60, Span®
65, Span® 80, Span® 85, Tergitol, Tipo 15-5-12, Tergitol, Tipo
15-5-30, Tergitol, Tipo 15-8-5, Tergitol, Tipo 15-5-7, Tergitol,
Tipo 15-5-9, Tergitol, Tipo ©NP-10, Tergitol, Tipo NP-4,
Tergitol, Tipo NP-40, Tergitol, Tipo NP-7, Tergitol, Tipo NP-9,
Tetradecil-p-D-maltosido, éter monodecil glicol de Tetraetileno,
éter monododecil glicol de Tetraetileno, éter monotetradecil
glicol de Tetraetileno, éter monodecil glicol de Trietileno,
éter monododecil glicol de Trietileno, éter monohexadecil glicol
de Trietileno, éter monooctil glicol de Trietileno, éter
monotetradecil glicol de Trietileno, Triton CF-21, Triton CF-32,
Triton DF-12, Triton DF-16, Triton GR-5M, Triton QS-15, Triton
QS—-44, Triton X-100 , Triton X-102, Triton X-15, Triton X-151,
Triton X-200, Triton X-207, Triton® X-100, Triton® X-114,
solugdo Triton® X-165, solugao Triton® X-305, Triton® X-405,
Triton® X-45, Triton® X-705-70, TWEEN® 20, TWEEN® 40, TWEEN® 60,
TWEEN® 6, TWEEN® 65, TWEEN® 80, TWEEN® 81, TWEEN® 85, Tiloxapol,

esfingofosfolipidos (esfingomielina), e esfingoglicolipidos
(ceramidas, «gangliésidos), fosfolipidos, e/ou n-UndecilP-D-
glucopirandsido.

Os agentes tensicactivos bipolares podem ser seleccionados do
grupo de: CHAPS, CHAPSO, sal interno propanosulfato 3-
(Decildimetilaménio), sal interno propanosulfato 3-
(Dodecildimetilaménio), sal interno propanosulfato 3-
(Dodecildimetilaménio),3—(N,N-Dimetilmiristilaménio)
propanosulfonato, 3—(N,N-Dimetiloctadecilamdnio) -

propanosulfonato, sal interno 3-(N,N-Dimetiloctilaménio)
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propanosulfonato, 3-(N,N-Dimetilpalmitilaménio) propanosulfonato,
N-alquilo-N,N-dimetilaménio-l-propanosulfonatos, 3-colamido-1-
propildimetilaménio-1-propancsulfonato, Dodecilfosfocdlina,
miristoil lisofosfatidilcolina, Zwittergent 3-12 (N-dodecil-N,N-
dimetil-3-aménio-1l-propanosulfonato), Zwittergent 3-10 (3-
(Decildimetilaménio) —propanosulfonato sal interno), Zwittergent
3-08(3-(0Octildimetilamdnio)pro-panesulfonato),

glicerofosfolipidos (lecitinas, quefalinas, fosfatidil serina),
gliceroglicolipidos (galactopiranédsido), alquilo, alcoxil (éster
alquilico), alcoxi (alquilo éter)- derivados de lisofosfatidil e
fosfatidilcolinas, por exemplo, lauroil e derivados de miristoil
de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, e
modificagbes do grupo principal polar, ou seja, colinas,
etanolaminas, acido fosfatidico, serinas, treoninas, glicerina,
inositol, lisofosfatidilserina e lisofosfatidiltreonina,

beza

acilcarnitinas e derivados, derivados de lisina N “"-acilados,

arginina ou histidina, ou derivados de lisina ou arginina com

Nbeta_

cadeia lateral acilada, derivados de dipéptidos acilados

que compreendem qualquer combinacdo de lisina, arginina ou
histidina e um aminodcido neutro ou acidico, derivado N""*-
acilado de um tripéptido que compreende qualguer combinacdo de
um aminoacido neutro e dois aminodcidos carregados, ou o agente
tensiocactivo pode ser seleccionado do grupo de derivados de
imidazolina, &cidos gordos de cadeia longa e sals derivados Cs—
Ci» (por exemplo, 4&cido oleico e &cido caprilico), N-Hexadecil-
N, N-dimetil-3-aménio-l-propanosulfonato, agentes tensiocactivos
monovalentes (alquilo-arilo-sulfconatos)aniodnicos, palmitoil
Lisofosfatidil-L-serina, lisofosfolipidos (por exemplo, 1 acilo-
sn-glicero-3-fosfato ésteres de etanolamina, colina, serina ou

treonina), ou misturas derivadas.

0 termo "alquil-poliglucosidos" como aqui usado refere-se a uma
cadeia Cs;p alquilo recta ou ramificada, —-alquenilo ou alquinilo
gue ¢é substituida por uma ou mais fracgbes de glucdsido tais

como maltosido, sacdrido etc. As formas de realizacdo destes
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alquilo-poliglucdsidos incluem Cgig—alquilo-poliglucédsidos. As
formas de realizacdo especificas destes alquilo-poliglucdsidos
incluem as mesmas cadeias de carbono numeradas tais como a
cadeia alquilo C¢, Cs, Cin, Cis, Cisy Cis, Cis & Cs. As formas de
realizac¢do especificas das fracgdes de glucdsido incluem
piranoside, glucopirancside, maltoside, maltotrioside e
sacarose. Em formas de realizacao da invencdo menos que b6
fracgdes de glucdsido sdo fixas ao grupo alquilo. Em formas de
realizagdo da invencdo com menos de 5 fracgdes de glucédsido séo
fixadas ao grupo alquilo. Em formas de realizagdo da invengao
com menos de 4 fracgbes de glucdsido sdo fixadas ao grupo
alquilo. Em formas de realizacdo da invencao com menos de 3
fracgdes de glucédsido sdo fixadas ao grupo alquilo. Em formas de
realizagdo da inveng¢do com menos de 2 fracgdes de glucdsido sao
fixadas ao grupo alquilo. As formas de realizacdo especificas de
alquilo-poliglucdsidos sao glucdsidos de alquilo, tal como n-
decilo PB-D-glucopiranoside, decilo p-D-maltopiranoside, dodecil
f-D-glucopiranoside, n-dodecil [(-D-maltoside, n-dodecil [3-D-
maltoside, n-dodecil f-D-maltoside, tetradecil f-D-
glucopiranoside, decilo B-D-maltoside, hexadecil p-D-maltoside,
decilo [(-D-maltotrioside, dodecil p-D-maltotrioside, tetradecil
f-D-maltotrioside, hexadecil f-D-maltotrioside, n-dodecil-
sacarose, sacarose de n-decilo, sacarose monocaprato,
monolaurato de sacarose, sacarose monomiristato, e sacarose

monopalmitato.

0 uso de um agente tensiocactivo em composicdes farmacéuticas é
bem conhecido do técnico especializado. Para comodidade, faz-se
referéncia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy,

192 edicdo, 1995.

Numa forma de realizacgdo adicional da invencgdo a formulagao
adicional compreende inibidores de protease tails como EDTA

(dcido etilencdiaminotetracético) e benzamidina-HCl, mas outros
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inibidores de protease comercialmente disponiveis podem também
ser usados. O uso de um inibidor de protease é especificamente
util em composicgdes farmacéuticas que compreendem zimogéneos de

proteases para inibir autocatdlise.

E possivel que outros ingredientes possam estar presentes na
férmula farmacéutica peptidica da presente invengdo. Os ditos
ingredientes adicionais podem incluir agentes molhantes,
emulsionantes, antioxidantes, agentes de estabilizacéao,
modificadores de tonicidade, agentes quelantes, ides metdlicos,
veiculos oleaginosos, proteinas (por exemplc, albumina de soro
humano, gelatina ou proteinas) e um ido anfotérico (por exemplo,
um aminodcido tals como betaina, taurina, arginina, glicina,
lisina e histidina). Os ditos ingredientes adiciocnais,
naturalmente, nao deveriam adversamente afectar a estabilidade

total da fdérmula farmacéutica da presente invencgao.

As composigdes farmacéduticas contendo um composto de acordo com
a presente invencdo, podem ser administradas a um doente com
necessidade do dito tratamento em diferentes lugares, por
exemplo, em lugares toépicos, por exemplo, pele e mucosa, em
lugares que deriva absorgido, por exemplo, administracido numa
artéria, numa vela, no coracgdo, e em lugares que envolvem
absorcdo, por exemplo, administracdo na pele, debaixo da pele,
num misculo ou no abddémen. A administracdc de composicdes
farmacéuticas de acordo com a invencgdo pode ser feita através de
diferentes itinerarios de administrag¢do, por exemplo, lingual,
sublingual, Dbocal, na boca, oral, no estdmago e intestino,
nasal, pulmonar, por exemplo, através dos bronquiolos e alvéolos
ou uma combinacdo dos mesmos, epidérmica, cutédnea, transdérmica
vaginal, rectal, ocular, por exemplo, através da conjuntiva,
uretal, e parenteral para pacientes com necessidade de tal

tratamento.
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As composicgdes da presente invencado podem ser administradas de
diferentes formas de dosificacdo, por exemplo, como solugdes,
suspensdes, emulsdes, micro-emulsdes, emulsdo multipla, espumas,
pomadas, cola, gesso, pomadas, comprimidos, comprimidos
revestidos, elixires, céapsulas, por exemplo, cédpsulas de
gelatina duras e cdpsulas de gelatina macias, supositérios,
cdpsulas rectais, gotas, géis, spray, pd, aerossdis, inaladores,
gotas de olho, pomadas oftdlmicas, colirios, pessdrios vaginais,
anéis vaginais, pomadas vaginais, solucdo de injecc¢do, solugdes
de transformacao in situ, ©por exemplo, ajuste in situ,
gelificacdo in situ, precipitacéo in situ, cristalizacao in

situ, solucao de infusdo, e implantes.

As composicdes da invencao pode adicionalmente ser composta por,
ou fixada a, por exemplo através de, interacgdes covalentes
hidrofébicas e electrostdticas, um suporte de medicamento,
sistema de administracdo de medicamentos e sistema de
administracdo de medicamentos avancado, para adicicnalmente
enriquecer a estabilidade do compostoc da presente invencao,
aumentar a biodisponibilidade, aumentar a solubilidade, diminuir
os efeitos adversos, obter cronoterapia bem conhecida dos
técnicos especializados, e aumentar a adesdo do paciente ou
qualquer combinagdo dos mesmos. Os exemplos de excipientes,
sistemas de administracdo de medicamentos e sistemas de
administragdo de medicamentos avancada incluem, mas naoc estao
limitados a, polimeros, por exemplo, celulose e derivados,
polissacaridos, por exemplo, dextrana e derivados, amido e
derivados, poli(vinil 4lcool), polimeros de acrilato e de
metacrilato, d4cido polidcido e poliglicédlico e copolimeros de
bloco dos mesmos, glicdis de polietileno, proteinas de suporte,
por exemplo, albumina, géis, por exemplao, sistemas
termogelificagao, por exemplo, sistemas copoliméricos de bloco
bem conhecidos pelos técnicos especializados, micelas,
liposomas, microsferas, nanoparticulas, cristais liquidos e

dispersbes dos mesmos, fase L2 e dispersdes do mesmo, bem
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conhecidos pelos técnicos  especializados na matéria de
comportamento e fase em sistemas de Agua-lipido, micelas
poliméricas, emulsdes multiplas, auto-emulsificacao, auto-
microemulsificag¢do, ciclodextrinas e derivados dos mesmos, e

dendrimeros.

As composigdes da presente invencdo sdo Uteis na formulacgdo de
solidos, semi-sdlidos, pd e solugdes para administracdao pulmonar
de compostos da presente invencao, usando, por exemplo, um
inalador de dose dosificada, inalador de pbé seco e um
nebulizador, todos sendc dispositivos bem conhecidos pelos

técnicos especializados.

As composig¢les da presente invencgao sdo especificamente Uteis na
formulacdo de sistemas controlados sustentados, protelados,
retardados, e de administragao de medicamento de libertacao
lenta. Mais especificamente, mas nao limitado a, as composigdes
sdo uteis em formulacgdo de libertacgdo parenteral controlada e
sistemas de libertacdo sustentados (ambos os sistemas conduzindo
a uma reducao de muitas vezes do numero de administracgdes), bem
conhecidos pelos técnicos especializados. Ainda mais
preferencialmente, sido controlados os sistemas de libertacéo e
libertagao sustentados  administrados  subcutaneamente. Sem
limitar o é&mbito da invencdo, os exemplos de sistemas de
libertacdo uteis controlada e composigdes sdo hidrogéis, géis
oleaginosos, cristais liquidos, micelas poliméricas,
microsferas, nanoparticulas. Os métodos para produzir sistemas
de libertacdo controlados Uteis para composicdes da presente
invencdo incluem, mas nao estdo limitados a, cristalizacao,

condensag¢ao, co-cristalizacdo, precipitag¢do, co-precipitacgao,

emulsdo, dispersao, homogeneizacgao de alta pressao,
encapsulacgdo, atomizacgdo, micro-encapsulamento, coacervagao,
separacdao de fase, evaporacdo de solvente para produzir

microsferas, extrusdo e processos de fluido supercriticos. E
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feita a referéncia geral ao Handbook of Pharmaceutical
Controlled Release (Wise, D.L., ed. Marcel Dekker, New York,
2000) e Drug and the Pharmaceutical Sciences vol. 99: Protein
Formulation and Delivery (MacNally, E.J., ed. Marcel Dekker, New

York, 2000).

A administracdo parenteral pode ser realizada por, injeccgédo
subcuténea, intramuscular, intraperitoneal ou intravenoso
mediante uma seringa, opcionalmente uma seringa tipo caneta.
Alternativamente, a administracdoc parenteral pode ser realizada
mediante uma bomba de infusdo. Uma opgdo adicional € uma
composicao que pode ser uma solu¢dao ou suspensdo ou um pd para a
administracdo do composto da presente invencdo em forma de um
liquido nasal ou pulmonar ou pulverizacdo de pd. Como uma outra
opgdo adicional, as composig¢des farmacéuticas contendo 0
composto da invencdo podem  também  ser adaptadas para
administracdo transdérmica, por exemplo, por injeccdo sem agulha
ou um penso, opcionalmente um penso iontoforético, ou

transmucosal, por exemplo, oral, administracao.

Os compostos da presente invencao podem ser administrados
mediante a rota pulmonar num veiculo, como uma solugdo,
suspensao ou pd seco, usando qualguer um dos tipos conhecidos de
dispositivos adequados para administracac de medicamento
pulmonar. Exemplos destes compreendem, mas nao se limitam a,
trés tipos gerais de gerador de aerossol para administracdo de
medicamento pulmonar, e pode incluir nebulizadores jacto ou
ultrasdnicos, inaladores doseados, ou inaladores de pd seco (Cf.
Yu J, Chien YW. Pulmonary drug delivery: Physiologic and
mechanistic aspects. Crit Ver Ther Drug Carr Sys 14(4) (1997)
395-453) .
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Baseado numa metodologia de teste padronizada, o didmetro
aerodindmico (d,) de uma particula ¢ definido como o diémetro
geométrico equivalente de uma particula esférica de referéncia
padrio de densidade de unidade (1 g/cm’). No caso mais simples,
para particulas esféricas, d, refere-se a um didmetro de
referéncia (d) como funcdo da raiz quadrada do rdcio de

densidade como descrito por:

As modificagdes para esta relacdo ocorrem para particulas nao-
esféricas (cf. Edwards DA, Ben-Jebria A, Langer R. Recent
advances in pulmonary drug delivery using large, porous inhaled
particles. J Appl Physiol 84(2) (1998) 379-385). 0Os termos
"MMAD" e "MMEAD" sdo bem descritos e conhecidos da técnica (cf.
Edwards DA, Ben-Jebria A, Langer R. e representa uma medida do
valor médio duma distribuicdo do tamanho das particulas
aerodinamica. Recent advances in pulmonary drug delivery using
large, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2) (1998)
379-385). O diadmetro aerodindmico de massa média (MMAD) e
didmetro aerodinédmico eficaz de massa média (MMEAD) sdo usados
intermutdveis, sdo pardmetros estatisticos, e empiricamente
descrevem a dimensdo de particulas de aerossol em relacdo ao seu
potencial para depositar nos pulmbes, independentes da forma
real, dimensdo, ou densidade (cf. Edwards DA, Ben-Jebria A,
Langer R. Recent advances in pulmonary drug delivery using
large, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2) (1998)
379-385). 0O MMAD é normalmente calculado a partir da medicédo
feita com impactores, um instrumentoc que mede um comportamento

inercial de particula em ar.

Numa forma de realizagdo adicional, a formulagdac poderia ser
aerossolizado  por qualquer tecnologia de aerossolizacgao
conhecida, tais como nebulizacdo, para obter um MMAD de
particulas de aerossol infericr a 10 um, mais preferencialmente

entre 1-5 pm, e mais preferivelmente entre 1-3 pm. O tamanho de
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particula preferencial ¢ baseado na dimensdao mais eficaz para
administracdao de medicamento ao pulmdo profundo, em que a
proteina é optimamente absorvida (cf. Edwards DA, Ben-Jebria A,
Langer R. Recent advances 1in pulmonary drug delivery using
large, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2) (1998)
379-385).

A deposicao de pulmao profundo das formulagdes pulmonares que
compreendem do composto da presente invencao pode opcional ser
ainda optimizada usando modificacdes das técnicas de inalacéo,
por exemplo, mas nado limitado a: fluxo de inalagdc lenta (por

exemplo, 30 L/min), retencdo de respiracgdo e tempo de actuacéo.

O termo "formulagdo estabilizada" refere-se a uma formulagao com
estabilidade fisica aumentada, estabilidade quimica aumentada ou

estabilidade fisica e quimica aumentada.

0O termo "estabilidade fisica"™ da formulacgdo proteinica como agui
usado refere-se a tendéncia da proteina para formar agregados
biologicamente inactivos e/ou insoluveis da proteina como
resultado da exposicdao da proteina a tensdes termo-mecdnicas
e/ou interaccao com interfaces e superficies que sao
desestabilizadoras, tais como superficies hidrofdébicas e
interfaces. A estabilidade fisica das formulagdes de proteina
aquosas ¢ avaliada mediante inspecg¢dc visual e/ou medigdes de
turvacdo depois da exposicdo da formulacdo cheia em recipientes
adequados (por exemplo, cartuchos ou frascos) para tensao
mecdanica/fisica (por exemplo, nervosismo) em temperaturas
diferentes para varios periodos de tempo. A inspec¢do visual das
formulagdes é realizada debaixo de luz focalizada com um fundo
escuro. A turvacdo da formulacdo é caracterizada pelo facto de
que uma classificagdo de pontuacao visual do grau de turvacao,

por exemplo, numa escala de 0 a 3 (uma formulagao que mostra nao
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turvacdo corresponde a uma pontuacgao visual 0, e uma formulagao
gue mostra turvacdo visual a luz do dia corresponde a pontuacdo
visual 3). Uma formulacdo € classificada fisicamente instavel em
relacdo a agregacdo proteinica, quando mostra turvacgdo visual a
luz do dia. Alternativamente, a turvacdo da formulacao pode ser
avaliada por medig¢des de turvagdo simples, bem conhecidas do
técnico especializado. A estabilidade fisica das formulagdes de
proteina aquosas podem também ser avaliadas usando um agente
espectroscédpico ou sonda do estado conformacional da proteina. A
sonda é preferencialmente uma molécula pequena que
preferencialmente liga a um conformero ndo-nativo da proteina.
Um exemplo de uma sonda pequena molecular espectroscdpica de
estrutura proteinica é Thioflavin T. A Thioflavin T é um corante
fluorescente que foi extensamente wusado para a deteccao de
fibrilas de amildide. Na presenca de fibrilas, e talvez outras
configuracdes proteinicas também, a Thioflavin T faz surgir um
novo maximo de excitagdo em aproximadamente 450 nm e emissdo
realizada em aproximadamente 482 nm quando ligado a uma forma
proteinica de fibrila. A Thioflavin T € essencialmente ndo-

fluorescente nos comprimentos de onda.

Qutras moléculas pequenas podem ser usadas como sondas das
mudangas na estrutura proteinica dos estados nativos para nao-
nativos. Por exemplo, as sondas "sistema de libertacgéo
hidrofdbico" que ligam preferencialmente a sistemas de
libertacdo hidrofdébicos expostos de uma proteina. Os sistemas de
libertacado hidrofébicos sdo geralmente inseridos dentro da
estrutura tercidria de uma proteina no seu estado nativo, mas
torna-se exposto quando uma proteina comega a desdobrar ou
desnaturar. Exemplos destas pequenas moléculas, as sondas
espectroscédpicas sdo, tintas aromdticas hidrofébicas, tais como
antraceno, acridina, fenantrolina ou similar. OQutras sondas
espectroscépicas sdo complexos acidos amino de metal, tais como

complexos de cobalto de metal de aminodcidos hidrofébicos, tais
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como fenilalanina, leucina, isoleucina, metionina, e valina, ou

similar.

0 termo "estabilidade quimica" da formulagdo proteinica como
aqui usado refere-se a mudancas quimicas covalentes na estrutura
proteinica conduzindo a formacdo de produtos de degradacédo
gquimica com poténcia bioldgica menos potencial e/ou propriedades
imunogénicas  potencialmente aumentadas comparadas com a
estrutura de proteina nativa. VArios produtos de degradacéao
guimica podem ser formados dependendo do tipo e natureza da
proteina nativa e o ambiente ao qual a proteina é exposta. A
eliminacdo de degradacdo gquimica pode provavelmente nao ser
completamente evitada e quantidades crescentes de produtos de
degradacao quimica sao frequentemente vistas durante o
armazenamento e a utilizacao da formulagdo proteinica comec bem
conhecida pelo técnico especializado. A maioria das proteinas é
propensa a deamidacdo, um processo no qual o grupo de amidas de
cadeia lateral em residuos glutaminil ou asparaginil &
hidrolisado para formar um acido carboxilico livre. Qutras vias
de degradac¢bes implica a formac¢do de produtos de transformagao
de peso molecular elevado em que duas ou mails moléculas
proteinicas sa&o ligadas reciprocamente de forma covalente
através de transmidacdo e/ou interaccgdes de disulfuro que conduz
a formacdo de produtos de degradacdo de dimero, oligbémero e
polimero covalentemente ligados (Stability of Protein
Pharmaceuticals, Ahern. T.J. & Manning M.C., Plenum Press, New
York 1992). A oxidacdo (de por exemplo, residuos de metionina)
pode ser mencionada como outra variante de degradagdo quimica. A
estabilidade quimica da formulacgdo proteinica pode ser avaliada
ao medir a quantidade dos produtos de degradacdo quimica em
vdrios pontos de tempo apds exposicdo a diferentes condigbes
ambientais (a formagao de produtos de degradagdao pode
frequentemente ser acelerada por, por exemplo, temperatura
crescente). A quantidade de cada ©produto de degradacédo

individual ¢é frequentemente determinada por separacdo dos
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produtos de degradacdo dependendo da dimensdo da molécula e/ou
carregar usando varias técnicas de cromatografia (por exemplo,

SEC-HPLC e/ou RP-HPLC).

Assim, como delineadc acima, uma "formulacédo estabilizada"
refere-se a uma formulacdo com estabilidade fisica aumentada,
estabilidade quimica aumentada ou estabilidade fisica e quimica
aumentada. Em geral, uma formulagdo deve ser estavel durante o
uso e armazenamento (de acordo com o uso recomendado e condicgdes

de armazenamento) até a data de expiracdo ser atingida.

Numa forma de realizacdo da invencdo a férmula farmacéutica que
compreende o composto da presente invengdo é estavel durante
mais de 6 semanas de uso e durante mais de 3 anos de

armazenamento.

Noutra forma de realizagdo da invencdo a formula farmacéutica
gue compreende o composto da presente invencdo € estdvel durante
mais de 4 semanas de uso e durante mais de 3 ancs de

armazenamento.

Numa forma de realizagdo adicional da invencdo a férmula
farmacéutica que compreende o composto da presente invencédo é
estdvel durante mais de 4 semanas de uso e durante mais de dois

anos de armazenamento.

Numa mesma forma de realizacdo adicional da invencdo a fdérmula
farmacéutica que compreende o composto da presente invencdo é
estdvel durante mais de 2 semanas de uso e durante mais de dois

anos de armazenamento.
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Noutro aspecto, a presente invencdo refere-se ao uso de um
composto de acordo com a invencdo para a preparacdo de um

medicamento.

Numa forma de realizacdo, um composto de acordo com a invencgac é
usado para a preparacdo de um medicamento para o tratamento ou
prevencdo de hiperglicemia, diabetes tipo 2, toleréncia
diminuida a glicose, diabetes tipo 1, obesidade, hipertenséo,
sindrome X, dislipidemia, disturbios cognitivos, aterosclerose,
enfarte do miocdrdio, cardiopatia corondria e outros disturbios
cardiovasculares, acidente wvascular cerebral, sindroma do

intestino irritavel, dispepsia e ulceras gastricas.

Noutra forma de realizacgdc, um composto de acordo com a invengao
¢ usado na preparacdo de um medicamento para atrasar ou prevenir

a progressao da doenca diabetes tipo 2.

Noutra forma de realizacdo, um composto de acordo com a invencao
¢ usado para a preparacdo de um medicamentc para diminuir a
ingestdo de alimentos, diminuir apoptose célula [, aumentar a
funcdo e massa da célula B, e/ou para restaurar a sensibilidade

da glucose as células B.

0O tratamento com um composto de acordo com a presente invencgdo
pode também ser combinado com um segundo ou mais substéncias
farmacologicamente activas, por exemplo, seleccionadas de
agentes contra a diabetes, agentes anti-obesidade, agentes que
regulam o apetite, agentes anti-hipertensivos, agentes para o
tratamento e/ou prevencdc de complicacdes resultando de ou
associado com diabetes e agentes para o tratamento e/ou
prevencao de complicacgbes e doencas resultando de ou associado
com obesidade. Os exemplos destas substancias farmacologicamente
activas sao: insulina, sulfonilureias, biguanidas, meglitinidas,

inibidores de glucosidase, antagonistas de glucagado, inibidores
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DPP-IV (dipeptidil  peptidase-1V), inibidores de enzimas
hepdticas envolvidas na estimulacdo de gluconeogenese e/ou
glicogenolise, moduladores de absorcao de glucose, compostos que
modificam do metabolismo de lipido, tals como agentes
antihiperlipidémicos como inibidores HMG CoA  (estatinas),
Polipéptidos 1Inibidores Gastricos (analogos GIP), ingestdo
reduzida de alimentos compostos, agonistas RXR e agentes que
agem no canal de potdssio dependente de ATP das células-f;
Colestiramina, colestipol, clofibrato, gemfibrozil, lovastatina,
pravastatina, simvastatina, probucol, dextrotiroxina,
neteglinida, repaglinida; bloqueadores- tais como alprenolol,
atenolol, timolol, pindolol, propranolol e metoprolol,
inibidores ACE (enzima de conversdo de angiotensina) tais como
benazeprilo, captoprilo, enalaprilo, fosinoprilo, lisinoprilo,
alatrioprilo, quinaprilo e ramiprilo, bloqueadores de canal de
cadlcio tais como nifedipina, felodipina, nicardipina,
isradipina, nimodipina, diltiazem e verapamil, e bloqueadores-o
tais como doxazosina, urapidil, prazosina e terazosina;
agonistas CART (cdpia regulada de anfetamina de cocaina),
agonistas PYY (neurcpéptido Y), agonista PII, agonistas PIIZ2,
agonistas PII4, agonistas PPY2/PYY4 misturados, agonistas MC4
(melanocortina 4), antagonistas orexina, agonistas TNEF (factor
de necrose tumoral), agonistas CRF (factor de libertacédo de
corticotropina), antagonistas CREF PB (proteina aglutinante do
factor de libertacdo de corticotropina), agonistas urccortina,
agonistas p3, agonistas MSH (hormona estimulantes de
melandécito), antagonistas MCH (hormona de concentracao de
melanécito), agonistas CCK (colecistoquinina), inibidores de
reabsorcao de serotonina, inibidores de reabsorcao de serotonina
e noradrenalina, compostos misturados de serotonina e
noradrenérgicos, agonistas S5HT (serotonina), agonistas
bombesina, antagonistas galanina, hormona de <crescimento,
compostos de libertacdc de hormona de crescimento, agonistas TRH
(hormona de libertacdo de tireotropina), moduladores UCP 2 ou 3
(separando proteina 2 ou 3), agonistas leptina, agonistas DA

(bromocriptina, doprexina), inibidores de lipase/amilase,
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moduladores  RXR (receptor X retindide), agonistas  TRP;
antagonistas histamina H3, agonistas ou antagonistas de
Polipéptidos Inibidores Géastricos (andlogos GIP), anadlogos de

gastrina e gastrina.

O tratamento com um composto de acordo com esta invencdo pode
também ser combinado com cirurgia - uma cirurgia que influencia
os niveis de glucose e/ou homeostase de lipido, tais como banda

gastrica ou bypass gdstrico.

Devera ser compreendido que qualquer combinacdo adequada dos
compostos, de acordo com a invencdo, com um ou mais dos
compostos acima mencionados e opcionalmente um ou mais
substéncias farmacologicamente activas adicionais sao

consideradas estar no dmbito da presente invencdo.

A presente invencdo € subsequentemente ilustrada pelos exemplos
seguintes que, no entanto, nao devem ser considerados como
limitadores do ambito de proteccdo. As caracteristicas descritas
na descricdo ©precedente e nos exemplos seguintes podem,
separadamente e com qualquer combinacao dos mesmos, ser material

para realizar a invencdo em diversas formas do mesmo.

EXEMPLOS

Abreviaturas usadas:

r.t: temperatura ambiente

DIPEA: diisopropiletilamina
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H,0: agua
CHsCN: acetonitrilo
DMEF: NN dimetilformamida

HBTU:2 (1H-Benzotriazol-1-il-)-1,1, 3, 3tetrametilurédnio

hexafluorofosfato

Fmoc: 9 H-fluoreno-9-ilmetdxicarbonilo

Boc: tert butiloxicarbonilo

OtBu: tert éster de butilo

tBu: tert butilo

Trt: trifenilmetilo

Pmc: 2,2,5,7,8-Pentametilo-croman-6-sulfonilo

Dde: 1-(4,4-Dimetilo-2,6-dioxocictohexilideno)etilo
ivDde: 1-(4,4-Dimetilo-2,6-dioxociclohexilideno)-3-metilbutilo
Mtt: 4-metiltritilo

Mmt: 4-metoxitritilo

DCM: diclorometano

TIS: triisopropilsilano)

TFA: 4cido trifluocracético

Et,0: dietiléter

NMP: 1-Metilo-pirrolidina-2-ona

DIPEA: Diisopropiletilamina

HOAt: 1-Hidroxi-7-azabenzotriazola

HOBt: l1-Hidroxibenzotriazola

DIC: Diisopropilcarbodiimida
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A: Sintese de péptido ligante de resina.

A resina peptidilica protegida foi sintetizada de acordo com a
estratégia Fmoc num sintetizador de péptido Applied Biosystems
433 em escala 0,25 mmol ou 1,0 mmol usando os protocolos do
fabricante fornecedor FastMoc UV que emprega HBTU (2-(lH-
Benzotriazol-1-i1)-1,1,3,3tetrametilurdénio hexafluorofosfato) ou
HATU (O-(7- azabenzotriazol-1-il)-1,1, 3, 3tetrametilurénio
hexafluorofosfato) acoplamentos mediados em NMP (N-metilo
pirrolidona), e monitorizacao UV da desproteccao do grupc de
protecgdo Fmoc. A resina de inicio usada para a sintese das
amidas peptidicas GLP-1 foi a resina Rink-Amide e tanto Wang
como a resina clorotritil foram usados para péptidos GLP-1 com
um carboxi C-terminal. Os derivados de aminodcido protegidos
usados eram aminodcidos Fmoc padrdo (fornecidos por exemplo, por
Anaspec, ou Novabiochem) fornecidos em cartuchos adequados pré-
pesados para o sintetizador ABI433A com a excepgao de
aminodcidos ndo naturais tais como Fmoc-Aib-OH (dcido Fmoc-
aminoisobutirico). O aminodcido N terminal era Boc protegido no
grupo amino alfa (por exemplo, Boc-His(Boc)OH foi wusado para
péptidos com His no N-terminal). O grupo amino de epsilon de
lisina na posicaoc 26 fol protegido com Mtt, Mmt, Dde, ivDde, ou
Boc, dependendo da rota para fixacdo da parte aglutinante de
albumina e separador. A sintese dos péptidos pode, em alguns
casos, ser aperfeicoada pelo uso de dipéptidos protegidos na
unido de amida de dipeptideo com um grupo que pode ser clivado
sob condig¢des acidicas tais, mas ndo limitadas a 2-Fmoc-oxi-4-
metoxibenzilo ou 2,4,6-trimetoxibenzilo. Em casocs em gue uma
serina ou uma treonina estdo presentes no péptido, o uso de
dipéptidos de pseudoprolina pode ser usado (ver por exemplo,
catélogo de Novobiochem 2002/2003 ou versdo nova, ou W.R.

Sampson (1999), J. Pep. Sci. 5, 403.
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Procedimento para remocdo de ivDde ou Dde-proteccgdo.

A resina (0.25 mmol) foi colocada num agitador manual/aparelho
de filtracdo e tratada <com 2% de hidrazina em N-metilo
pirrolidona (20 ml, 2x12 min) para eliminar o grupo Dde ou ivDde

e lavada com N-metilo pirrolidona (4x20 ml).

Procedimento para remocao de Mtt ou Mmt-proteccaoc.

A resina (0.25 mmol) foi colocada num agitador manual/aparelho
de filtragdo e tratada com 2% de TFA e 2-3% de TIS em DCM (20
ml, 5-10 minutos repetindo 6-12 vezes) para eliminar o grupo Mtt
ou Mmt e lavada com DCM (2x20 ml), 10% de MeOH e 5% de DIPEA em

DCM (2x20 ml) e N-metilo pirrolidona (4x20 ml).

Procedimento para fixacdo de cadeia lateral para residuo de

Lisina.

A residuo aglutinante de albumina (B-U-cadeia lateral de férmula
I) pode ser fixada ao péptido GLP-1 por acilagdo para péptido
aglutinante de resina ou acilagdo em solugao para o péptido
desprotegido usando reactivo acilante padrdo tal como, mas nao

limitada a, DIC, HOBt/DIC, HOAt/DIC, ou HBTU.

Fixacdo ao péptido aglutinante de resina:

Via |

0O residuo aglutinante albumina (éster activo ou anidrido

simétrico) activado (B-U-cadeia lateral de férmula I) tal como
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dcido octadecanedidico mono-(2,5-dioxo-pirrolidina-1-i1) éster
(Ebashi et al. EP511600, 4 molares equivalentes relativos ao
péptido ligante resina) foi dissolvido em NMP (25 mL),
adicionado a resina e agitado durante a noite a temperatura
ambiente. A mistura reactiva foi filtrada e a resina foi lavada
extensivamente com NMP, diclorometano, 2-propancl, metanol e

éter dietilico.

Via ||

0 residuo aglutinante albumina (B-U-cadeia lateral de férmula I)

foi dissolvido em N-metilo pirrolidona/cloreto de metileno (1:1,

10 ml). O reactivo activante, tal como hidroxibenzotriazola
(HOBt) (4 molares equivalentes relativos a resina) e
diiscopropilcarbodiimida (4 molares equivalentes mclares

relativos a resina), foram adicionados e a solucdo foi agitada
durante 15 min. A solugdo foi adicionada a resina e
diisopropietilamina (4 molares equivalentes molares relativos a
resina) foi adicionada. A resina foi agitada 2 a 24 horas a
temperatura ambiente. A resina fol lavada com N-metilo
pirrolidona (2x20 ml), N-metilo pirrolidona/cloreto de metileno

(1:1) (2x20 ml) e cloreto de metileno (2x20 ml).

via |||

O residuo aglutinante albumina (éster activo ou anidrido
simétrico) activo (B-U-cadeia lateral de férmula I) tal como
dcido octadecanedidico mono-(2,5-dioxo-pirrolidina-1-il1) éster
(Ebashi et al. EP511600, 1-1,5 molares equivalentes
relativamente ao péptido GLP-1) foi dissolvido num solvente
orgédnico tal como acetonitrilo, THF, DMF, DMSO ou numa mistura

de agua/solvente orgdnico (1-2 ml) e adicionado a uma solucdo do
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péptido em &gua (10-20 ml) juntamente com 10 molares
equivalentes de DIPEA. No caso de grupos de proteccgdo no residuo
aglutinante de albumina, tais como tert-butilo, a mistura
reactiva foi liofilizada O/N e o péptido Dbruto isolado
desprotegido mais tarde - no caso de um grupo tert-butilo, o
péptido foi dissolvido numa mistura de 4cido trifluoracético,
dgua e triisopropilsilano (90:5:5). Apds 30 minutos, a mistura
foi, evaporada em vdcuo e o péptido final purificado por HPLC

preparado.

Procedimento para remogdo de Fmoc—protecgao: A resina (0.25

mmol) foi colocada num matraz de filtro num aparelho manual de
agitacdo e tratada com N-metilo pirrolidona/cloreto de metileno
(1:1) (2%x20 ml) e com N-metilo pirrolidona (1x20 ml), uma
solugdo de 20% piperidina em N-metilo pirrclidona (3x20 ml, 10
minutos cada). A resina foi lavada com N-metilo pirrolidona
(2x20 ml), N-metilo pirrolidona/cloreto de metileno (1:1) (2x20

ml) e cloreto de metileno (2x20 ml).

Procedimento para clivagem do péptido da resina:

0 péptido foi clivado da resina ao agitar durante 180 minutos a
temperatura ambiente com uma mistura de acido trifluoracético,
dgua e triisopropilsilano (95:2.5:2.5 a 92:4:4). A mistura de
clivagem foi filtrada e o filtrado foil concentrado a um éleo por
uma corrente de nitrogénio. O péptido bruto foi precipitado
deste 6leo com 45 ml de éter dietilico e lavado 1 a 3 wvezes com

45 ml éter dietilico.

Purificagdo: O péptido bruto foi purificado por HPLC semi-
preparado numa coluna 20 mm X 250 mm embalada com silica C-18 5p
ou 7u. Dependendo do péptido, foi usado um ou dois sistemas de

purificacao.
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TFA: Apds secar o péptido bruto foi dissolvido em 5 ml 50% &cido
acético H:0 e diluido para 20 ml com H;O e injectado na coluna
gue logo foi eluida com um gradiente de 40-60% CH3CN em 0.1% TFA
10 ml/min durante 50 minutos a 40 ©°C. Fol recolhido o péptido
contendo fracgdes. O péptido purificado foi licofilizado depois
de diluicdo do eluato com dgua. Sulfato de aménio: A coluna foi
equilibrada com 40% CHsCN em 0.05 M (NH4).S0,, que foi ajustado
para pH 2.5 com concentradoc H,30,. Apds a secagem do péptido
bruto foi dissolvido em 5 ml 50% 4cido acético H,0 e diluido
para 20 ml com H;0 e injectado na coluna que logo foi eluida com
um gradiente de 40% - 60% CHsCN em 0.05M (NH4),S0,, pH 2.5 em 10
ml/min durante 50 minutos a 40 °C. Foi recolhido o péptido
contendo fracg¢des e diluido com 3 volumes de H,0 e passado
através de um cartucho Sep-Pak® Cl8 (Waters part. #:51910) que
foi equilibrado com 0.1% TFA. Foi logo eluido com 70% CH3CN que
contém 0.1% TFA e o péptido purificado foi isolado por

liofilizacdo depois da diluicdo do eluato com &dgua.

0 produto final obtido foi caracterizado por RP-HPLC analitico

(tempo de retencado) e por LCMS.

A andlise RP-HPLC foi realizada usando deteccgdo UV a 214 nm e um
Vydac 218TP54 4.6 mm X 250 mm coluna silica C18 5u (The
Separations Group, Hesperia, USA) que foi eluido em 1 ml/min em

42 °C. Foram usadas duas condicdes de eluicao diferentes:

Al: Equilibracdo da coluna com uma solucgdo tampao com 0.1 M
(NH4) 2S0., que fol ajustada para pH 2.5 com concentrado H;S80, e
eluicdo por um gradiente de 0% a 60% CH:CN na mesma solugao

tampdo durante 50 minutos.

Bl: Equilibracgdo da coluna com 0.1 % TFA/H.0 e eluigdo por um
gradiente de 0% CH3CN/0.1% TFA/H,O0 para 60% CH3CN/0.1% TFA/H,0O
durante 50 minutos.
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B6: Equilibragdo da coluna com 0.1 % TFA/H,0 e eluigdo por um

¢

gradiente de 0% CH;CN/0.1 % TFA/H,O para 90% CH;CN/0.1 % TFA/H,0

durante 50 minutos.

Em alternativa, a andlise RP-HPLC foi realizada usando deteccédo
UV em 214 nm e um Symmetry300, 3.6 mm X 150 mm, coluna de silica

C-18 (Waters) que foi eluido em 1 ml/min a 42 °C.

B4: Equilibracdo da ccluna com 0.05% TFA/H,0 e eluigdo por um
gradiente de 5% CHyCN/0.05% TFA/H,0 para 95% CH3CN/0.05% TFA/H,0

durante 15 minutos.

Foi usada a instrumentacdo seguinte:

0 LCMS foi realizadce numa disposigdo que consistia num
espectrdémetro de massa quadrupolo Sciex API 100 Single, bomba
Perkin Elmer Series 200 Quard, amostrador automdatico Perkin
Elmer Series 200, detector UV Applied Biosystems 7854, detector

difusor de luz evaporada Sedex 75.

O controlo de instrumentos e recolha de dados foram feitos pelo
software de controlo Sciex Sample executado num computador com

Windows 2000.

A bomba HPLC estd conectada a dois reservatdrios de eluente

contendo:

A: 0.05% de acido trifluoracético em dgua

B: 0.05% de acido trifluoracético em acetonitrilo
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A andlise & realizada & temperatura ambiente injectando um
volume apropriado da amostra (preferencialmente 20 ul) na coluna

que ¢ eluida com um gradiente de acetonitrilo.

As condicdes de HPLC, definicdes do detector e espectrdmetro de

massa usadas sao dadas na tabela seguinte.

Coluna: Waters Xterra MS C-18 X 3 mm id 5 um

Gradiente: 5%-90% de acetonitrilo linear durante 7.5 minutos em

1.5 ml/min

Detecgdo: 210 nm (saida andloga de DAD)

ELS (saida andloga de ELS), 40 °C

MS modo de ionizagdo API-ES

Alternativamente o LCMS foi realizado numa disposicdo composta

por Hewlett Packard series 1100 G1312A Bom Pump, Hewlett Packard
series 1100 Column compartment, Hewlett Packard series 1100
G1315A DAD diode array detector, Hewlett Packard series 1100 MSD
e Sedere 75 Evaporative Light Scattering detector controlled by
HP Chemstation software. A Dbomba HPLC estd conectada a dois

reservatdrios de eluente contendo:

A: 10mM NH,O0H em &gua

B: 10mM NH,OH em 90% de acetonitrilo

A analise foi realizada a 23 °C injectando um volume apropriado
da amostra (preferencialmente 20 pl) sobre a coluna que é eluida

com um gradiente de A e B.
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As condigdes HPLC, definigdes do detector e espectrdémetro de

massa usadas sdao dadas na tabela seguinte.

Column Waters Xterra MS C-18 X 3 mm 1id 5 Om

Gradiente 5% - 100% de acetonitrilo linear durante 6.5 minutos

em 1.5 ml/min

Detecgdo 210 nm (saida andloga de DAD)

ELS (saida andlogo de ELS)

MS modo de ionizacdo API-ES. Scan 100-1000 amu fase 0.1 amu

Radioligante aglutinado a membranas plasmdticas que expressam O

receptor GLP-1 humano

0 ensaio aglutinante foi realizado com membranas plasmdticas
purificadas contendo o receptor GLP-1 humano. As membranas
plasmdticas contendo os receptores foram purificadas de
expressdo estavel BHK tk-ts 13 c¢élulas. As membranas foram
diluidas em Solucgdo Tampdo de Ensaio (50 mM HEPES, 5 mM EGTA, 5
mM MgCl,, 0.005% Tween 20; pH=7.4) para uma concentracao final
de 0.2 mg/ml de proteina e distribuido a placas de
microtitulagdao de cavidade 96 pré-revestidas com 0.3 % PEI. As
membranas na presenca de 0.05 nM ["°]GLP-1, ligantes nédo
marcados em concentracdes crescentes e concentragdes HSA
diferentes (0.005%, 0.05%, e 2%) foram incubadas 2 horas a 30
°C. Apds a incubagdo, os ligantes livres foram separados dos
ligantes aglutinados por filtragdo através de um colector de
vdcuo seguido 2X100 pl lavando com uma solucdo tampdo de ensaio
gelado. Os filtros foram secos durante a noite a RT, agitados e

quantificados num contador-vy.
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Exemplo 1
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N-¢%*(17-carboxiheptadecanoil) - [Aib8, Arg34] GLP-1-(7-37) -péptido

Uma resina (Fmoc-Gly-NovaSyn TGT, 0.22 mmol/g Novabiochem 0.25
mmol) foi usada para produzir a sequéncia primdria numa maquina
BART433A de acordo com directrizes de fabricantes. Todos grupos
de proteccdo eram dcide 1labil com a excepcgdo do residuo usado na
posicdo 26 (FmocLys(ivDde)-OH; Novabiochem) que permite a
desproteccdo especifica desta lisina em vez de qualquer outra

lisina.

Procedimento

A resina (0.09 mmol) foi colocada num agitador manual/aparelho
de filtragao e tratada com 4% de hidrazina no N-metilo
pirrolidona em (4x10 min. 4x4 ml} para eliminar o grupo ivDde. A
resina foi lavada com N-metilo pirrolidona (3x4 ml). O 4cido
octadecanedidico mono— (2, 5-dioxopirrolidona-1-il)éster) (4
molares equivalentes relativos a resina) foi dissolvido em DMF
(4ml) . yiy solugao foi adicionada a resina e a
diisopropiletilamina (8 molares equivalentes relativos a resina)
foi adicionada. A resina foil agitada 24 horas a temperatura
ambiente. A resina foil lavada com N-metilo pirrolidona (4x4 ml)
e DCM (4x4ml). O péptido foi clivado da resina ao agitar durante

180 minutos a temperatura ambiente com uma mistura de 4acido
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trifluoracético, 4agua e triisopropilsilano (92.5:5.0:2.5 4 ml).
A mistura de clivagem foi filtrada e o péptido bruto foi
precipitado de 40 ml de éter dietilico e lavada 3 vezes com 45
ml de éter dietilico. O péptido bruto foi purificado por HPLC
preparado numa coluna 20 mm X 250 mm embalada com silica C-18
Tp. O péptido bruto fol dissolvido em 5 ml 50% dcido acético em
dgua e diluido para 20 ml com H,O0 e injectado na coluna que foi
logo eluido com um gradiente de 25-65% (CHsCN em &gua com 0.1%
TFA) 20 ml/min durante 40 minutos a RT. O péptido contendo
fracgdes foil recolhido. O péptido purificade foi licofilizado

depois da diluic¢do do eluato com &dgua.
HPLC (método B4): RT= 9.94 minutos (91%)
LCMS: m/z = 1232 (MH.’') Calculado para (MH:'") = 1232

Exemplo 2
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N-g“°(19-carboxinonadecanoil) - [AibB, Arg34]GLP-1-(7-37) —péptido

Preparado como no Exemplo 1 e de acordo com o¢s "métodos

sintéticos™.
HPLC (método B4): RT= 10.42 minutos (91%)

LCMS: m/z = 1242 (MH;’'), calculado para (MH:;’") = 1242

Exemplo 3
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N-£%®(4—{ [N- (2-carboxietilo)-N-(15-carboxipentadecanoil) amino]

metil}benzoil [Arg34]GLP-1-(7-37)-péptido

Para uma solugdo de 4-(N-(2-(tert-butoxicarbonil)etil)-N-(15-
(tert-butoxicarbonil) pentadecanoil) aminometil) &cido benzdico
(36 mg, 60 pmol) em THF (1 ml) foram adicionados DIPEA (7 ul) e
O-(l-succinimidilo)-N,N,N',N'-tetrametilurdnio hexafluorofosfato
(TSTU, 17 Mg, 56 mpl). Depois de agitar durante 1 hora a
temperatura ambiente, a mistura foi diluida com THFE (1 ml), e 1
ml da solugdo resultante fol adicionada a wuma solugdo de
[Arg34]GLP-1-(7-37) péptido (aproximadamente 100 Mg) e DIPEA
(103 pl) em &gua (5 ml). Depois de 0.5 hora mais da solucdo THF
do agente acilante (0.4 ml) foi adicionada. Depois de agitar a
temperatura ambiente durante 1.5 hora, a mistura reactiva foi
filtrada e aplicada ao HPLC preparado (eluicdo de gradiente com
35-55% MeCN/55-35% a4agua/10% 4agua com 1% TFA). As fracgdes
contendo o produto desejado foram combinadas e liofilizadas. O
produto foi entdo tratado com 25 ml de uma mistura de TFA e &gua
(95/5  wvol) durante 15 minutos a temperatura ambiente,
concentrado, e purificado outra vez por HPLC. Foram obtidos 15.4

mg do composto base.
HPLC (método B4): RT = 9.41 minutos (99%)
LCMS: m/z = 1287 (MH:’"). Calculado para (MH:""): 1287

Exemplo 4
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino)

etdxiletdxi)acetilo] [Aib8,Arg34]GLP-1 - (7-37)péptido.

H R
-,-—a'«\\«N)(ﬁ-ssfF‘rabVstLgsgnﬁ-»-\/E-ePMWLVRGA ressanennt

HEOR, 3.
Dy TH \
R B
*0 f\/\/\/\/\/\./B\ i \J\ 0. i
Eﬂwf\ ;I»ﬂgf»fmfnﬂ nﬁ\rxﬂ%ﬂj{

O [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-péptido foi preparado por uma sintese
de péptido Fmoc-fase sgé6lida standard e purificado pelo HPLC
preparado. O [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-péptido foi dissolvido em
dgua (15 ml ) e DIPEA (50ul) fol adicionado. 17-((S)-l-tert-
Butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxopirrolidina-1-

iloxicarbonilmetéxi) etdxi] etilcarbamoil} metdxi) etoxi]
etilcarbamoil}propilcarbamoil) éster tert-butilo dcido
heptadecandéico (21 mg) foi dissolvido em acetonitrilo/dgua 2:1
(1,5 ml) e adicionado em partes pequenas. A reaccao foi
controlada por HPLC. Quando ndo foi mais [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-
37)-péptido encontrado, a mistura reactiva foi liofilizada O/N.
2o composto isolado foi adicionado 10 ml de 90% TFA/5% TIS/5%
dgua e a mistura reactiva manteve-se durante 2 horas, evaporada
in vacuo, e coevaporado com heptano. O &leo residual foi
dissolvido em 15ml de &gua com 1% de NH3-aq e purificado pelo

HPLC preparado para dar o composto base.
HPLC (método B4): RT = 9.60 minutos (100%)
LCMS: m/z = 1372 (MH*). Calculado para (MH;™) : 1372

Exemplo 5
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N-g2—[2-(2-[2=-(2-[2-(2-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etdxi)etdxi]acetilamino)

etdxiletdxi)acetilo] [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido.

0 péptido foi preparado de acordo com: A. Uma sintese de péptido
aglutinante resina na escala 0.25 mmol numa resina Fmoc-Gly-Wang
(0.66 mmol/g Novabiochem) foi usada para produzir a sequéncia
primdria numa mdguina ABI433A de acordo com directrizes de
fabricantes. Todos 0s grupos de protecgdo eram dcido ldbil com a
excepcgdo do residuo wusado na posicdo 26 (FmocLys(Mtt)-OH;
Novabiochem) que é acido super 1labil, que permite a desprotecgao

especifica desta lisina, melhor que qualquer outra lisina.

Procedimento para remocao de Mtt-proteccdo. A resina (0.25 mmol)
foi colocada num agitador manual/aparelho de filtracdo e tratada
com 2% TFA, 3% TIS em DCM (20 ml, 5-10 minutos repetidos 6-12
vezes) para eliminar o grupo Mtt e lavada com DMF. A sintese foi
continuada com Procedimento para fixacdo de cadeias laterais
para residuo de Lisina, seguindo a Rota II, com o Procedimento
apropriado para remogcdo de Fmoc-proteccao. Desproteccao final,
purificacdo de HPLC e andlise pelo HPLC e LC-MS de acordo com 0s

procedimentos.

HPLC (método B6): RT = 34.56 minutos (100%)

LCMS: m/z = 1381.8 (MH,"). Calculado para (MH'): 4142.7
Exemplo 6
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-Carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilaminol]etdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [3-(4-Imidazolilo)Propionil7,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido

Preparado como no exemplo 5 e de acordo com "métodos

sintéticos™.
HPLC (método B6): RT = 32.89 minutos (100%)
LCMS: m/z = 1362.3 (MH:,"). Calculado para (M.H'): 4085.6

Exemplo 7
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N-e"°—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -
(carboximetilamino)acetilamino]etdxi) etdxi] acetilamino)

etdxiletdxi)acetilo] [Aib8, Arg34]GLP-1-(7-37)péptido

Preparado como no Exemplo 5 e de acordo com '"métodos

sintéticos™.
HPLC (método B6): RT = 32.67 minutos (100%)
LCMS: m/z = 1367.3 (MH:’"). Calculado para (M.H'): 4100.6

Exemplo 8
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N-e%—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanolamino) -3 (S) -
sulfopropionilaminoletdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib8,Arg34]1GLP-1-(7-37)péptido

Preparado como no Exemplo 5 e de acordo com "métodos

sintéticos™.
HPLC (método B6): RT = 32.04 minutos (100%)
LCMS: m/z = 1379.8 (MH,""). Calculado para (MH'): 4136.7

Exemplo 9
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N-e”°—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxi]acetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Gly8,Arg34]1GLP-1-(7-37) péptido.

[Gly8,Arg34]GLP-1(7-37) péptido que comeca de 150 mg de resina
de cloreto 2-clorotritilc (1.4 mmol/g) foi preparada por uma
sintese peptidica de fase sdlida Fmoc usando Apex396 de Advanced
Chemtech. O residuo Lys na posicdoc 26 foi protegido como
Lys(ivDde) enquanto as cadeias laterais funcionais para os
outros aminodcidos eram protegidas com grupos de proteccdo de
dcido 1lébil normal. O residuo Lys foi desprotegido com 3% de
hidrazina/3% de piperidina em NMP durante 1 hora. Entdo, as duas
unidades de 8-amino-3,6-acido dioxaoctandico, acido y-glutamico
e dcldo octadecanedidico foram acopladas a resina anexa ao
péptido usando DIC/HOAt. O péptido foi por fim desprotegido e
clivado da resina <com TFA/TIS/H,O0/ticanisol (90/5/3/2). O

péptido foi isclado por LC-MS.
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HPLC: eluido em 46% de acetonitrilo

MALDI: 4087 (MH,)

Exemplo 10
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N-e®—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-amida

[Aib8,34]1GLP-1(7-37) amida que comeca de 200 mg de resina
Tentagel RAM S (0.26 mmol/g) fol preparada por uma sintese
peptidica de fase sdélida Fmoc wusando Apex396 de Advanced
Chemtech. O residuo Lys na posicdc 26 foi protegido como
Lys(ivDde) enquanto as cadeias laterais funcionais para os
outros aminodcidos foram protegidas com grupos de proteccdo de
dcido 1dbil normal. O residuo Lys foi desprotegido com 3% de
hidrazina/3% de piperidina em NMP durante 1 hora. Entdo, as duas
unidades de 8-amino-3,6-acido dioxaoctandico, dcido y-glutamico
e 4acido octadecanedidico foram acopladas a resina anexa ao
péptido usando DIC/HOAt. O péptido foi por fim desprotegido e
clivado da resina com TFA/TIS/H,0/tiocaniscl (90/5/3/2). O

péptido foi isclado por
LC-MS.
HPLC: eluido em 49% acetonitrilo

MALDI: 4114 (MH,)
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Exemplo 11
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N-e?—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib8,Arg34,Pro37]GL P-1-(7-37)amida

0 péptido foi preparado numa resina de amida Rink (0.70 mmol/g
Novabiochem) e inclusive como no Exemplo 5 e de acordo com

"métodos sintéticos".

HPLC (método B6): RT = 32,13 min (100%). (método Al): RT = 44,33
min (98.4%)

LCMS: m/z = 1385.3 (MH.,’"). Calculado para (M.H'): 4153.8

Exemplo 12
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Aibp®, Lys26 (N—s26—{2—(2—(2—(2—[2—(2—(4—(pentadecanoilamino) -4-

carboxibutirilamino) etdxi) etdxi] acetilo)etdxi)etdxi)

acetilo)}),Arg’*)GLP-1 H(7-37)-0H

HPLC (método B6): RT= 30.41 min

LCMS: m/z = 1362.9 (MH:;') tem calculado para (M') = 4085.61
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Exemplo 13
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N-e?~[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4~{ [N-(2-carboxietilo)-N-(17-
carboxiheptadecancil)amino]lmetilo}benzoil)amino]etdxi)

etdxilacetilamino)etédxiletdxi)acetilo] [Aib8,Arg34]GLP-1 (7-37)

[Gly8,Arg34]GLP-1(7-37) péptido que comeca de 150 mg de resina
cloreto 2-clorotritilo (1.4 mmol/g) foi preparada por uma
sintese peptidica de fase sdélida Fmoc usando Apex396 de Advanced
Chemtech. O residuo Lys na posicdo 26 foi protegido como
Lys(ivDde) enquanto as cadeias laterais funcionais para os
outros aminodcidos foram protegidas com grupos de proteccdo de
dacido 1ldbil normal. O residuo Lys foi desprotegido com 3% de
hidrazina/3% de piperidina em NMP durante 1 hora. Entdo, as duas
unidades de 8-amino-3,6-acido dioxaoctandico e 4{[(2-tert-
butoxicarboniletilo)-(17-tert-butoxicarbonilo-heptadecanoil) -

amino-metilo}-acido benzdico foram acopladas a resina anexa ao
péptido usando DIC/HOAt. O péptido foi por fim desprotegido e
clivado da resina <com TFA/TIS/H,O0/ticanisol (90/5/3/2). O

péptido foi isclado por LC-MS preparado.
HPLC: eluido em 52% acetonitrilo

MALDI: 4191 (MH,)

Exemplo 14
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N-o'-formilo, N-g”°~ [2- (2-[2- (2-[2-(2-[4~- (17~
carboxiheptadecancilamino)—-4(S)-carboxibutirilamino]etdxi)

etéxilacetilamino)etdéxi]etdxi)acetilo] [Arg’*]GLP-1-(7-37)-péptido

HPLC (método B6): RT= 32,6 min

LCMS: m/z = 1377.3 (MH:,’") tem calculado para (M') = 4128.0

Exemplo 15
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N-£2°26-[2-(2-[2-(2-[2—-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino) -
4(S)-carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino)etdxi]

etéxi)acetilo] [Aib8, Glu22, Arg34]GLP-1-(7-37)péptido.

[Aib8,Glu22,Arg34]GLP-1(7-37) péptido que comeca de 150 mg de
resina Fmoc-Gly-Wang (0.66 mmol/g) foi preparada por uma sintese
peptidica de fase sdlida Fmoc wusando Apex396 de Advanced
Chemtech. O residuo Lys na posicdo 26 foi protegido como
Lys(Mtt) enquanto as cadelas laterais funcionais para os ocutros
aminoacidos foram protegidas com grupos de protecgdo de acido
1labil normal. O residuo Lys foi desprotegido com 2% de TFA/2% de
TIS em DCM durante 4x5 minutos. As duas unidades de 8-amino-3,6-
dcido dioxaoctandico, dcido vy-glutdmico e éster tert-butilo

dcido octadecandico, foram acopladas a resina anexa ao péptido
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usando DIC/HOAt. O péptido foi por fim desprotegido e clivado da
resina com TFA/TIS/H,O/ticanisol (90/5/3/2). O péptido foi

isolado por LC-MS.

HPLC: eluido em 50% acetonitrilo

MALDI: 4187 (MH,)

Exemplo 16
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N-¢“°{3-dicarboxipropilo)carbamoil)pentadecancilamino) - (S)-4-
carboxibutirilamino] etdxi) etdxi] etdxi} etdxi)
etdxiletdxiltetdxi)etdxilpropionil} [Aib8,Arg34]1GLP-1-(7-37)-

péptido

Método e andlise

Preparado como no Exemplo 3 e de acordo com "métodos

sintéticos".
HPLC (método B4): RT = 10.29 min (92%)

LCMS: m/z = 1450 (MH;’'). Calculado para (MH:;'): 1450

Exemplo 17
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N-e®—[2-(2-[2-(2-[2-(2-{[4-{ [N~ (2-carboxietilo)-N-(17-
carboxiheptadecancil)amino]lmetilo}benzoil)amino] (4(S) -
carboxibutirilamino)etdxi)etdxi]acetilamino)etdxiletdxi)

acetilo] [Aib8,Arg34]1GLP-1(7-37)

[Aib8,Arg34]GLP-1(7-37) péptido que comeca de 150 mg de resina
Fmoc-Gly-Wang (0.66 mmol/g) foi preparada por uma sintese
peptidica de fase sdélida Fmoc wusando Apex396 de Advanced
Chemtech. O residuo Lys na posicdoc 26 foi protegido como
Lys(Mtt) enquanto as cadeias laterais funcionais para os outros
aminoacidos foram protegidas com grupos de proteccdo de 4acido
14bil normal. O residuo Lys foi desprotegido com 2% de TFA/2% de
TIS em DCM durante 4x5 minutos. As duas unidades de 8-amino-3,6-
dcido dioxaocctandico, acido y—glutamico e 4{[ (2-tert-
butoxicarboniletilo)-(17-tert-butoxicarbonilo-heptadecanoil)-

amino]-metilo}-dcido benzdico foram acopladas a resina anexa ao
péptido usando DIC/HOAt. O péptido foi por fim desprotegido e
clivado da resina com TFA/TIS/H,O/tiocaniscl (90/5/3/2). O

péptido foi isclado por HPLC preparado.
HPLC: eluido em 51% acetonitrilo

MALDI: 4320 (MH,)

Exemplo 18
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N-g%°—{ (S) —4-carboxi-4-((S)-4-carboxi-4-((S)-4-carboxi-4-((S)-4-
carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino) butirilamino)

butirilamino)butirilamino)butirilamino} [Aib8,Arg 34]GLP-1-(7-37)

O péptido foi sintetizado wusando quimica Fmoc num Liberty
Microwave Peptide Synthetyzer (CEM Corporation). A sintese foi
realizada numa resina Gly-Wang (Novabiochem) com uma carga de
0.66 mmol/g usando 4 vezes o excesso de aminodcidos e DIC/HOAt
para acoplamento. A histidina N-terminal foil Boc-protegida e a
lisina para ser modificada foi Mtt-protegida. Depois de sintese
da estrutura peptidica, o grupo Mtt foi eliminado com 3% de TFA
em DCM e a cadeia lateral foi construida nos protocolos de
sintese peptidica normal wusando Liberty. Na uUltima fase, o

didcido gordurcso foi agregado como um mono-t-butilester.

Depois de clivagem com TFA/TIS/agua (95:2.5:2.5), o péptido foi
dissolvido em 50% de acetonitrilo por adigdo de DIPEA e
purificado num sistema Waters LC-MS usando uma coluna 10 pm X-
Terra Prep MS Cl8 executada a temperatura ambiente. Depois de 5
minutos em 30% CHsCN, 0.08% TFA, 4 ml/min, a coluna foi eluida
com um gradiente linear de 30 a 70% CHsCN durante 40 minutos. As
fracgdes contendo o composto desejado foram recolhidas e a
concentracdo do péptido no eluato foi determinada por medicdo da
absorcdo de UV em 280 nm assumindo coeficientes de extincéao
molares de 1280 e 3690 para tirosina e  triptofano,
respectivamente. A identidade e pureza foram confirmadas por
MALDI. Depois da determinacao de concentracao, o eluato foi
distribuido em frascos contendo a quantidade desejada e seca por

centrifugacdo a vacuo.

HPLC: eluido em 52% acetonitrilo
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MALDI: 4239 (MH.)

Exemplo 19
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N-¢“°~4—(17-carboxiheptadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilo-

[Aib8,Arg34]1GLP-1-(7-37) —péptido
Método e andlise

Preparado como no Exemplo 4 e de acordo com "métodos

sintéticos".
HPLC (método B4): Rt = 9.64 min (97 %)

LCMS: m/z: = 1276 (MHf+), calculado para (MHQ+) 1276

Exemplo 20
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N-g2—{3-[2=(2=-{2-[2-(2=-{2-[2-(2-14=-(17-

carboxiheptadecancilamino)-4(S)-carboxibutirilamino] etdxi)
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etdoxi]etdxiletdxi)etdxi]etdxi}etdxi)etdxi]propionilo} [Aib8,

Arg34]1GLP-1-(7-37) -péptido.

LCMS*: m/z: = 1417 (MH:"), calculado para (MH:"") 1417

*HPLC (eluido em 0.5 ml/min em 42 °C por um gradiente linear de
5 —---->80% acetonitrilo, 85->10% 4dgua e 10% de uma solucdo de
1.0% de acido trifluoracético durante 50 min. Detecgdo UV em 214
num Symmetry300, 5Sum, coluna de silica 3.9 mm X 150 mm C-

18.)método B4): Rt = 32.09 min (95 %)

Exemplo 21
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N-e%—{2-(2-(2-(2-[2-(2-(4-(17-carboxiheptadecancilamino) —4-
carboxibutirilamino)etdxi)etdxi]acetilo)etdxi)etdxi)

acetilo) }-[Aib****" % Arg™, Pro’’, Lys**] GLP-1 (7-37) amida

HPLC (método B6): RT= 35.0 min

LCMS: m/z = 1394.0 (MH:’") tem calculado para (M') = 4180.0

Exemplo 22
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N-g?6—[2-(2-[2-[4- (21-carboxiuneicosanoilamine)-4(S) -
carboxibutirilaminoletdxiletdxi)acetilo] [A1bS; Arg34]1GLP-1-(7-
37)

Preparado usando ¢ mesmo método como no Exemplo 19.
HPLC: eluido em 53.4% acetonitrilo

MALDI: 4025 (MH,)

OQutros compostos descritos na presente aplicacdo presente
incluem:
.
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N-e%—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiuneicosanoilamino) -4 (8) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxi]acetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib8,Arg34]1GLP-1-(7-37)péptido.
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N-ol-formil-N-e*-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-
carboxinonadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilamino] etdxi)
etdxilacetilamino)etdxi]etdxi)acetilo] [Arg34]GLP-1-(7-

37)péptido.
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Estudo farmacodindmico usando ratos db/db

Num aspecto desta inveng¢dc, os agonistas GLP-1 tém uma duracgao
de accdo de pelo menos 24 horas depois de dosificacdo de 30

nmol/kg a ratos db/db.
A eficdcia e duracdo da accdo sdo medidas em ratos db/db.

Os ratos db/db machos sdo enviados de Taconic, Dinamarca com a
idade de 8-10 semanas. A partir do tempo de chegada, o0s ratos
sdo abrigados sob condi¢bes normais mas a 24 °C. Os ratos séo
mantidos 10 por gaiola até experimentacdo com livre acesso a
alimentacdo normal (Altromin, Brogaarden APS., Dinamarca) e agua
corrente num dia normal: ciclo de 1luz (luz acesa as 6h da
manhd). Os ratos sdo usados durante 1 experiéncia por semana

durante 3 semanas. Depois disto, os ratos sofrem eutandsia,

2pds um periodo de aclimatizacgdo de 1 semana, o aglcar no sangue
¢ medido para amostragem do capilar da extremidade da cauda. Em
resumo, 5 ul de sangue é recolhido em tubos capilares de vidro
heparinizado e imediatamente suspensos em 250 pl de solugao
tamponada de EBIO (Eppendorf; Alemanha) num tubo Eppendorf 1.5
ml. A concentracdo do agucar no sangue ¢ medida pelo método de
oxidase de glucose no analisador EBIO Plus Auto(Eppendorf,

Alemanha) .
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O corte de valor para glucose no sangue é 10 mM. Ao avaliar os
ratos, ¢é essencial, que todos os 42 ratos introduzidos na
experiéncia tenham valores de glucose no sangue acima dos 10 mM,
mas também que a variacdo dos inter-ratos seja pequena.
Consequentemente, se muitos ratos nac forem seriamente
diabéticos, considerando que alguns sdo, 0 inicio das
experiéncias deveria ser posposta uma semana e feitas novas

medicdes de glucose no sangue basais.

Baseado nos valores de glucose no sangue basais, o0s ratos sao
destinados para 7 grupos de n=6 com O grupo de alinhamento que

significam os valores de glucose no sangue.

No dia do teste de glucose no sangue basal, os valores matutinos
sdo constatados como descrito antericrmente e o pesc corporal
basal de cada rato ¢ constatado. Um tempo 0, o composto é
doseado subcutaneamente na zona da nuca (volume da dose aprox.
300 pl/50 g rato). Os valores de glucose no sangue sdo seguidos
até 48 horas (tempo 1, 3, 6, 24 e 48 h) e o peso corporal

2

terminal € constatado.

Todos os dados sac introduzidos no GrafPad Prism onde sao

calculados os pesos médios de glucose no sangue e corpo delta.

Um aspecto desta invencdo € preparar andlogos GLP-1/derivados
com plasma estendido semi-vivos que sdo adequados para uma unica
administracdo semanal. As propriedades cinéticas do farmaco
podem ser avaliadas em mini porcos ou porcos domésticos como

descrito em baixo.

Seleccdo farmacocinética uma vez por semana de andalogos GLP-1
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A selecgdo farmacocinética de andlogos GLP-1 para identificacao
de candidatocs uma vez por semana foil realizada em candidatcs que
de acordo com o plano das seleccgbdes de projecto, foram mostradas
para serem suficientemente potentes em relacdo a reducdo de
glucose potencial num modelo de rato diabético (ratos db/db) e
posteriormente tenha um tempo de duracdo de 48 horas ou mais no

modelo de rato db/db.

Selecgdo primaria

A primeira parte da selecgdo farmacocinética consistiu da
administracdo de uma dose individual subcutdnea de 2 nmol/kg
para trés mini porcos pesando 8-12 kg. As amostras de sangue
foram extraidas de cada animal em pré-dose, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8,
12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas pds a injeccgdo. Todas as amostras
de sangue foram estabilizadas com um tampdo de estabilizacao
especial que consiste em: EDTA (disédio) 0.18 M, Aprotenin 15000
KIE/ml, Val-Pyr 0.30 mM, pH ajustade para 7.4 para evitar a
degradacdo enzimatica dos andlogos GLP-1. O plasma foi recolhido
de cada amostra de sangue estabilizada por centrifugacaoc (4 ©°C,
10 minutos, 1270 G (4000 rpm), e analisada para o contetdo do
andlogo GLP-1 através de ensaios ELISA. Trés ensaios ELISA
diferentes foram usadcs para a andlise de plasma: O *“Ensaio
Total" que usa a combinacdo de anticorpos F1/Ra2135 que detecta
a molécula 7-37GLP-1 N-terminalmente intacta e a molécula 9-
37GLP-1 N-terminal enzimaticamente degradada com um limite de
deteccao (LOD) de 35 pM e uma margem dindmica analitica de 35-
30000 pM. O "Ensaio intacto" wusa a combinacdo de anticorpos
F1/Mab26.1. Este ensaio apenas detectou a molécula 7-37GLP-1 N-
terminalmente intacta. O LOD era 35 pM e uma margem dindmica
analitica de 35-30000 pM. O T"Ensaic intacto-Aib" wusou a
combinacdo de anticorpos F1/GLP162-3F15. Este ensaio detectou o

Aib N-terminal estabilizado da molécula GLP-1 que permite a
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detecgdo de analogos GLP-1 estabilizados. O LOD foi de 45 pM e a

margem dindmica analitica 45-30000 pM.

Todos os perfis de tempo de concentracde de plasma foram
analisados farmacocineticamente por uma andlise néo-
comportamental. Os seguintes pardmetros farmacocinéticos foram
calculados se os dados foram permitidos: ti.., Cuaxr AUC,

AUC/dose, AUCsguraporr Az Tw CL/F, V,/F e MRT.

Seleccdo secundaria

Uma sequnda parte da seleccao farmacocinética foi conduzida
naqueles compostos com um vida média de terminal inicial de 60-
70 horas ou mais. Esta seleccdo era consistida de uma dose
individual de administracdo intravencsa e subcuténea de 2
nmol/kg para seis mini porcos para cada forma de administracdo.
A amostra de sangue programada foi estendida de 0-120 horas para
0-432 e 0-504 horas depois da administracao intravenosa e
subcuténea, respectivamente. Isto fol feito para aumentar a
precisao e exactidao das estimativas de parametro
farmacocinéticas, especialmente a vida média terminal, AUC e a
clareza de pardmetros derivados e volume de distribuicdo, e para

calcular a biodisponibilidade apds a administracdo subcutdnea.

Ensaio GLP-1 (AIBS-INTACT)

O ensaio foi um ensaio em duas partes com incubagdo simulténea
do analite com receptor e anticorpo detector. Um preparado para
usar substrato quimiluminiscente foi wusado para maximizar o
sinal. O ensaio ndo reconhece o enddgeno GLP-1 (7-37) nem o

DPPIV clivado GLP-1 (9-37).
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Plasma de referéncia para ensaios de GLP-1

O-plasma foi obtido a partir do agrupado de plasma EDTA sem
Valina Pirrolidida e Aprotinina de animais em jejum. O agrupado
plasma EDTA foi incubadc a 37 °C durante 4 horas para eliminar
tracos de GLP-1 e apds a incubacdo de Valina Pirrolidida e

Aprotinina foram adicionadas.

Solugdes Tampao

Solucgdo tampdo de revestimento

O PBS foi usado como solugdo tampao de revestimento: 10mM de

fosfato sédico e 145 mM de cloreto de sdédio ajustado ao pH 7.4.

Solugdo tampdo de lavagem

PBS com 0.05% (v/v) Tween 20

Solugdo Tampdo de ensaio

PBS com 0.05% (v/v) Tween 20, 10 g/L BSA e 10 mg/L anti-TNP.

Solucdo tampao streptavidina

Solucdo tampao de lavagem com um 0.5 M NaCl adicional.
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Substrato

Preparado para usar substrato SuperSignal Elisa Femto (Pierce,

cat.no. 37075).

Padrdes

Os padrdes foram obtidos a partir de 25 pM de uma solucédo
concentrada de 0113-0000-0217. O péptido fol em seriamente
diluido em ©plasma de referéncia para fazer padrdes com
concentrag¢bes finais de 30000-10000-3333-1111-370-123-41 e 0 pM.
Os padrdoes foram armazenados em tubos Micronic em 100 pL de

aliquotas a -20 °cC.

Procedimento de ensaio

2000 Micro-placas Crystal (negro) foram revestidas com
anticorpos monocclonais GLPb1-7F1, 100 uL de 5 pg/mL em PBS

durante a noite a 4 °C.

As placas foram lavadas 5 vezes com solucao tampac de lavagem
num lavador de placa automatizada (SkanWasher; Skatron) e
deixadas a descansar durante pelo menos 30 minutos com solugao

tampdo de lavagem para bloquear os restantes locais.

20 pL da amostra ou padrdo foi adicionada a cada cavidade em
duplicado imediatamente seguido de 100 pL GLP162-3F15 com
biotina, 1 pg/mL em solucdo tampdo de ensaio. As placas foram
incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente num agitador de
placa seguido por 5 ciclos de lavagem como descrito

anteriormente.
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100 pL de solucdo streptavidina-peroxidase (KPL, cdédigo 14-30-
00, 1:20000 em solucdo tampao streptavidina) foi adicionada a
cada cavidade e incubada durante 1 hora a temperatura ambiente
num agitador de placa. As placas foram lavadas como
anteriormente mencionado e apds esvaziar 100 pL de SuperSignal
femto foi agregada. As placas foram colocadas num agitador
durante 1 minuto e medidas no Orion Luminometer (Berthold). Os
dados foram transferidos para MultiCalc e curvas padrao
calculados wusando o método 4PL pesado. As concentragdes de

amostra foram calculadas a partir da curva padrao.

ENSAIO GLP-1 (TOTAL)

0 ensaio foi um ensaio em duas partes com incubagdo simulténea
do analite com anticorpo receptor e detector. O ensaio reconhece

GLP-1 clivado N-terminalmente até GLP-1 (12-37).

Solucdes Tampac

Solucdo tampao de revestimento

0 PBS foi usado como solucgdo tampdo de revestimento: 10mM de

fosfato sédico e 145 mM de cloreto de sdédio ajustado a pH 7.4.

Solucdo tampao de lavagem

PBS com 0.05% (v/v) Tween 20
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Solugdo tampao de ensaio

PBS com 0.05% (v/v) Tween 20, 10 g/L BSA e 10 mg/L anti-TNP.

Solucdo tampdo de streptavidina

Solugdo de tampao de lavagem com 0.5 M NaCl adicional.

Substrato

Substrato rdpido TMB (KemEnTec cdédigo 4380R)

Solucdo tampao inibidor

4 M HPO,

Padrdes

Os padrdes foram obtidos a partir de 25 uM de sclucdo
concentrada de 0113-0000-0217. O péptido foi seriamente diluido
em plasma de referéncia para fazer padrdes com concentragdes
finais de 30000-10000-3333-1111-370-123-41 e 0 pM. Os padrdes
foram armazenados em tubos Micronic em 100 pL de ©partes

aliquotas a -20 °C.

Procedimento de ensaio
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As placas de microtitulagdo Maxisorp (NUNC) foram revestidas com
anticorpo monoclonal GLPb1-7F1, 100 pL de 5 pg/mL em PBS durante

a noite a 4 °C.

As placas foram lavadas 5 vezes com solucao tampac de lavagem
num lavador de placa automatizada (SkanWasher, Skatron) e
permitiu permanecer durante pelo menos 30 minutos com sclucgdo

tampdo de lavagem para bloquear os restantes sitios.

20 pL de amostra ou padrdo foi adicionado a cada cavidade
imediatamente seguido de 100 pL Ra2135 bkiotinilado, 1 pg/mL em
solucdo tampao de ensaio. As placas foram incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente num agitador de placa seguido de 5

ciclos de lavagem, como anteriormente descrito.

100 uL de solucdc de streptavidina-peroxidase (Amer sham
Bioscinces cédigo RPN4401V, 1:8000 em solucdo tampao de ensaio)
foi adicionada a cada cavidade e incubada durante 1 hora a
temperatura ambiente num agitador de placa. As placas foram
lavadas como anteriormente descrito e apbs esvaziar 100 pL de
TMB foi adicionado e depois de 5 minutos, parado com 100 pL

HsPO,.

As placas foram medidas no Victor Multilabel Reader (Wallac). Os
dados foram transferidos para MultiCalc e curvas padrao
calculadas usando o método 4PL pesado. As concentracdes de

amostra foram calculadas a partir da curva padrac.

103/106



Os procedimentos experimentais em vida, andlise de plasma e
andlise farmacocinética foram idénticos aqueles descritos sob a

selecgdo primaria.

Férmula farmacéutica:

Um composto da invencdo pode ser formulada como:

Composto de exemplo 4 6,25 mg/ml
Propilenoglicol 14,0 mg/ml
Fenol 5.5 mg/ml

Solugdo Tampao de Fosfato pH 8.15

Opcionalmente, o composto ¢ tratado com calor e/ou base antes da

formulacao como descrito em W02006/051110.

Lisboa, 02 de Novembro de 2010
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Reivindicacgdes

1. Um andlogo GLP-1 com pelo menos um residuo aminodcido ndo-
protogénico nas posicdes 7 e/ou 8 relativamente a sequéncia GLP-
1 (7-37), que é acilado com uma parte B-U’ ao residuc de lisina

na posicg¢do 26, caracterizado por

(i) B-U’ compreende pelo menos dois grupos acidicos, um dos

guais é anexo terminalmente;

(1i) U' & seleccionado de

O, OH 5}
G HOM&O ) 5
NS A e B,
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Reivindicacgdes

1. Um andlogo GLP-1 com pelo menos um residuo aminodcido ndo-
protogénico nas posicdes 7 e/ou 8 relativamente a sequéncia GLP-
1 (7-37), que é acilado com uma parte B-U’ ao residuc de lisina

na posicg¢do 26, caracterizado por

(i) B-U’ compreende pelo menos dois grupos acidicos, um dos

guais é anexo terminalmente;

(1i) U' & seleccionado de
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COOH OH : MLK
em que

p é 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, ou 23; e (iii) B é um grupo acidico

seleccionado de

em que 1 é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20.
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2. Um analogo GLP-1 de acordo com a reivindicagdo 1, o qual é um

composto de férmula I (SEQ ID N°. 2):

Xaa,-XaagGh-Gly-Thr-Phe-ThrSer-Asp-Xas, - 3erXam - Xa8,,-X a8, -Glu-Xaa, -

o
. Bl :
X3323~AFa-ﬁaazswm\')!-&}(aaﬂ@he«iie%aa wlrp-Leu-Xaa, -Xaa,-Kaa,-Kaa,-Xaay,

Formula §

em que

Xaa; ¢ L-histidina, imidazopropionil, «a-hidréxi-histidina, D-
histidina, desamino-histidina, 2—-amino-histidina, p-hidroxi-
histidina, homohistidina, N”-acetilo-histidina, N*-formilo-
histidina, a-fluorometilo-histidina, o-metilo-histidina, 3-

piridilalanina, 2-piridilalanina ou 4-piridilalanina;

Xaas € Ala, Gly, Vval, Leu, Ile, Thr, Ser, Lys, Aib, 4cido

carboxilico (l-aminociclopropil), acido carboxilico (1-
aminociclobutil), 4cido carboxilico (l-aminociclopentil), 4&cido
carboxilico (1-aminociclohexil), acido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou &dcido carboxilico (l-aminociclooctil);

Xaais € Val ou Leu;

Xaaig € Ser, Lys ou Arg;

Xaaps € Tyr ou Gln;

Xaas, € Leu ou Met;

Xaa,, é Gly, Glu ou Aib;

[ON

Xaass Gln, Glu, Lys ou Arg;

[ON

Xaass Ala ou Val;
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Xaaz; ¢ Glu ou Leu;

Xaasy € Ala, Glu ou Arg;

Xaas; € Val ou Lys;

Xaas, ¢ Lys, Glu, Asn ou Arg;

Xaass € Gly ou Aib;

Xaass € Arg, Gly ou Lys, ou é ausente;

Xaas; € Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, ou é ausente.

3. Um andlogo GLP-1 de acordo com as reivindicagdes 1-2, em que
mé 2, 3, 4, ou 5, né 1 ou 2; s &0, 1, ou 2; t é 0, 1, 2, ou

3; pé1l, 2,3 4, 7, 11, ou 23.

4. Um andlogo GLP-1 de acordc com as reivindicagdes 1-3

caracterizado por B-U' ser

[ 2=

O
Q06 . : :
oA ©
%
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em que 1 é 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20,

pél, 2, 3, 4 7, 8, 9, 10, 11, ou 12,
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t é 0 ou 1,

mé 2, 3, ou 4.

5. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 4, em que 1 é
14, 15, 16, 17, ou 18; p é 1, 2, 3, 4, ou ll; s € 0, 1, ou 2; t

¢ 0 oul.

6. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-5, em que s é 1.

7. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-5, em que 1 é 16.

8. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-5, em que p é 3 ou 4.

g. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-5, em que n é 1,

10. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 2-9, em que Xaa, € His ou desamino-histidina; Xaas
¢ Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Lys, ou Aib; Xaa:;; € Val; Xaas € Ser;
Xaaps € Tyr; Xaaz € Leu; Xaaz € Gly, Glu, ou Aib; Xaa,; € Gln ou
Glu; Xaays é Ala; Xaa,; é Glu; Xaas ¢ Ala ou Glu; Xaas; é Val;
Xaass € Lys ou Arg; Xaas € Gly ou Aib; Xaas € Arg ou Lys; Xaas; é

Gly, amida, ou ausente.
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11. Um andlocgo GLP-1 de acordo com a reivindicagado 10,
caracterizado por Xaa; € His; Xaaz € Gly ou Aib; Xaa;s ¢ Val;
Xaajg € Ser; Xaajy € Tyr; Xaa., € Leu; Xaa,, € Glu ou Aib; Xaa.,; é
Gln; Xaa;s € Ala; Xaaz; &€ Glu; Xaas € Ala; Xaas; é Val; Xaass é Lys

ou Arg; Xaas; € Gly ou Aib; Xaass € Arg; Xaas; é Gly.

12, Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢les 1-11, em que o dito andlogo GLP-1 compreende uma
modificacdo do N-terminal L-histidina na posigcdo 7 da sequéncia

GLP-1 (7-37).

13. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 12, em que o
dito andlogo GLP-1 compreende imidazopropionil’, oa-hidroxi-
histidina’ ou N-metilo-histidina’, D-histidina’, desamino-
histidina’, 2-amino-histidina’, f-hidroxi-histidina’,
homohistidina’, N"-acetil-histidina’, o-fluorometil-histidina’,
o-metil-histidina’, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina’, ou 4-

piridilalanina’.

14, Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢les 1-13, em que o dito andlogo GLP-1 compreende uma
substituicdo do L-alanina na posicdo 8 da sequéncia GLP-1 (7-37)

para outro residuo aminoacido.

15. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 14, em que o

dito andlogo GLP-1 compreende Aib°, Gli°, val®, Ile®, Leu®, Ser?,

Thr®, &cido carboxilico (l-aminociclopropil), &cido carboxilico
(l-aminociclobutil), dcido carboxilico (l-aminociclopentil),
dcido carboxilico (l-aminociclcochexil), &cido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou acido carboxilico (l-aminociclooctil).
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16. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicagdo 15, em que o

dito andlogo GLP-1 compreende Aib®,

17. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢les precedentes, em que o dito andlogo GLP-1
compreende ndo mais que quinze residuos de aminocdcidos gue foram
alterados, adicionados ou eliminados como comparado com GLP-1

(7-37) (SEQ ID N°, 1),

18. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacgdo 17, em que
ndo mais que dez residuos de aminodcidos foram alterados,
adicionados ou eliminados em comparacdo com GLP-1 (7-37) (SEQ ID

N°. 1).

19. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 18, em que
ndo mais que seis residuos de amincdcidos foram alterados,
adicionados ou eliminados em comparacgdao com GLP-1 (7-37) (SEQ ID

N°. 1).

20. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes precedentes, em que o dito andlogo GLP-1
compreende ndo mais que 3 residuos de aminodcidos, os gquais néo

sado codificados pelo cddigo genético.

21. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢les precedentes, em que o dito andlogo GLP-1

compreende apenas um residuo de lisina.

22. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des precedentes, em que € Aib8, Arg34-GLP-1(7-37),
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Aib¥*, Arg’*~GLP-1(7-37), [3-(4-Imidazolilo)Propionilo’, Arg’*]GLP-
-(7-37) péptido, Aib®, Arg™, Pro’’-GLP-1(7-37), ou
Aip» #2720 Arg’, Pro’’-GLP-1(7-37)amida; todos os quais sédo

substituidos por B-U’ na posigao 26.

23. Um compcstc de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, o qual é seleccionado de
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino) -4 (S) -
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdéxilacetilamino) etdxi] etdxi)
acetilo] [3-(4-Imidazolilo)Propionilo’, Arg®*]GLP-1-(7-37)péptido,
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(1T7-carboxiheptadecanoilamino) -
(carboximetiloamino)acetilamino] etdxi) etdxi] acetilamino)

etéxiletédxi)acetilo] [Aib?, Arg™]GLP-1-(7-37)péptido,
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
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N-ol-formilo-N-g“*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-
carboxinonadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilamino] etdxi)

etéxilacetilamino)etéxi]etdxi)acetilo] [Arg ] GLP-1-(7-37)péptido.

24, Um método para aumentar o tempo de accado num doente de um
andlogo GLP-1 para mais de aproximadamente 40  horas,
caracterizado por modificar pelo menos um dos residuos de
aminoacidos na posicdo 7 e 8 de um péptido GLP-1 (7-37) ou um
andlogo do mesmo, e acilando o dito andlogo GLP-1 com uma parte
B-U'- como descrito em qualquer uma das reivindicacdes
precedentes no residuo de lisina na posicdo 26 do dito andlogo

GLP-1.

25. Uma composicdo farmacéutica que compreende um composto de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23, e um excipiente

farmaceuticamente aceitdvel.

26. A composicao farmacéutica de acordo com a reivindicacao 25,

a qual é adequada para administracdo parenteral.

27. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 1-23 para a preparacido de um medicamento.
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28. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1-23 para a preparacao de um medicamento para o
tratamento ou prevencdo de hiperglicemia, diabetes tipo 2,
tolerdncia diminuida & glicose, diabetes tipo 1, obesidade,
hipertensdo, sindrome X, dislipidemia, distarbios cognitivos,
aterosclerose, enfarte do miocardio, cardiopatia corondria e
outros disturbios cardiovasculares, acidente vascular cerebral,

sindroma do intestino irritdvel, dispepsia e Ulceras géstricas.

29. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bBes 1-23 para a preparagao de um medicamento para

atrasar ou prevenir a progressac na diabetes tipo 2.

30. Uso de um composto de acordo com qualquer p as
reivindicag¢des 1-23 para a preparacdo de um medicamento para
diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir apoptose célula 8,
aumentar a funcdo e massa da célula B, e/ou para restaurar a

sensibilidade da glucose as células B.

31. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

23 para uso como um medicamento.

32. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
23 para uso no tratamento ou prevencdo de hiperglicemia,
diabetes tipo 2, toleréncia diminuida a glicose, diabetes tipo
1, obesidade, hipertensado, sindrome X, dislipidemia, disttrbios
cognitivos, aterosclercse, enfarte do miocdrdio, cardiopatia
corondria e outros disturbios cardiovasculares, acidente
vascular cerebral, sindroma do intestino irritdvel, dispepsia e

Ulceras gastricas.
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33. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
23 para usar para atrasar ou prevenir a progressao em diabetes

tipo 2.

34. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicacles 1-
23 para diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir apoptose
célula fp, aumentar a funcdo e massa da célula B, e/ou para

restaurar a sensibilidade da glucose as células B.

Lisboa, 02 de Novembro de 2010
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em que

p é 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, ou 23; e (iii) B é um grupo acidico

seleccionado de

em que 1 é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20.
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2. Um analogo GLP-1 de acordo com a reivindicagdo 1, o qual é um

composto de férmula I (SEQ ID N°. 2):

Xaa,-XaagGh-Gly-Thr-Phe-ThrSer-Asp-Xas, - 3erXam - Xa8,,-X a8, -Glu-Xaa, -

o
. Bl :
X3323~AFa-ﬁaazswm\')!-&}(aaﬂ@he«iie%aa wlrp-Leu-Xaa, -Xaa,-Kaa,-Kaa,-Xaay,

Formula §

em que

Xaa; ¢ L-histidina, imidazopropionil, «a-hidréxi-histidina, D-
histidina, desamino-histidina, 2—-amino-histidina, p-hidroxi-
histidina, homohistidina, N”-acetilo-histidina, N*-formilo-
histidina, a-fluorometilo-histidina, o-metilo-histidina, 3-

piridilalanina, 2-piridilalanina ou 4-piridilalanina;

Xaas € Ala, Gly, Vval, Leu, Ile, Thr, Ser, Lys, Aib, 4cido

carboxilico (l-aminociclopropil), acido carboxilico (1-
aminociclobutil), 4cido carboxilico (l-aminociclopentil), 4&cido
carboxilico (1-aminociclohexil), acido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou &dcido carboxilico (l-aminociclooctil);

Xaais € Val ou Leu;

Xaaig € Ser, Lys ou Arg;

Xaaps € Tyr ou Gln;

Xaas, € Leu ou Met;

Xaa,, é Gly, Glu ou Aib;

[ON

Xaass Gln, Glu, Lys ou Arg;

[ON

Xaass Ala ou Val;
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Xaaz; ¢ Glu ou Leu;

Xaasy € Ala, Glu ou Arg;

Xaas; € Val ou Lys;

Xaas, ¢ Lys, Glu, Asn ou Arg;

Xaass € Gly ou Aib;

Xaass € Arg, Gly ou Lys, ou é ausente;

Xaas; € Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, ou é ausente.

3. Um andlogo GLP-1 de acordo com as reivindicagdes 1-2, em que
mé 2, 3, 4, ou 5, né 1 ou 2; s &0, 1, ou 2; t é 0, 1, 2, ou

3; pé1l, 2,3 4, 7, 11, ou 23.

4. Um andlogo GLP-1 de acordc com as reivindicagdes 1-3

caracterizado por B-U' ser

[ 2=

O
Q06 . : :
oA ©
%
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em que 1 é 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20,

pél, 2, 3, 4 7, 8, 9, 10, 11, ou 12,
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t é 0 ou 1,

mé 2, 3, ou 4.

5. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 4, em que 1 é
14, 15, 16, 17, ou 18; p é 1, 2, 3, 4, ou ll; s € 0, 1, ou 2; t

¢ 0 oul.

6. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-5, em que s é 1.

7. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-5, em que 1 é 16.

8. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-5, em que p é 3 ou 4.

g. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-5, em que n é 1,

10. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 2-9, em que Xaa, € His ou desamino-histidina; Xaas
¢ Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Lys, ou Aib; Xaa:;; € Val; Xaas € Ser;
Xaaps € Tyr; Xaaz € Leu; Xaaz € Gly, Glu, ou Aib; Xaa,; € Gln ou
Glu; Xaays é Ala; Xaa,; é Glu; Xaas ¢ Ala ou Glu; Xaas; é Val;
Xaass € Lys ou Arg; Xaas € Gly ou Aib; Xaas € Arg ou Lys; Xaas; é

Gly, amida, ou ausente.
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11. Um andlocgo GLP-1 de acordo com a reivindicagado 10,
caracterizado por Xaa; € His; Xaaz € Gly ou Aib; Xaa;s ¢ Val;
Xaajg € Ser; Xaajy € Tyr; Xaa., € Leu; Xaa,, € Glu ou Aib; Xaa.,; é
Gln; Xaa;s € Ala; Xaaz; &€ Glu; Xaas € Ala; Xaas; é Val; Xaass é Lys

ou Arg; Xaas; € Gly ou Aib; Xaass € Arg; Xaas; é Gly.

12, Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢les 1-11, em que o dito andlogo GLP-1 compreende uma
modificacdo do N-terminal L-histidina na posigcdo 7 da sequéncia

GLP-1 (7-37).

13. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 12, em que o
dito andlogo GLP-1 compreende imidazopropionil’, oa-hidroxi-
histidina’ ou N-metilo-histidina’, D-histidina’, desamino-
histidina’, 2-amino-histidina’, f-hidroxi-histidina’,
homohistidina’, N"-acetil-histidina’, o-fluorometil-histidina’,
o-metil-histidina’, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina’, ou 4-

piridilalanina’.

14, Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢les 1-13, em que o dito andlogo GLP-1 compreende uma
substituicdo do L-alanina na posicdo 8 da sequéncia GLP-1 (7-37)

para outro residuo aminoacido.

15. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 14, em que o

dito andlogo GLP-1 compreende Aib°, Gli°, val®, Ile®, Leu®, Ser?,

Thr®, &cido carboxilico (l-aminociclopropil), &cido carboxilico
(l-aminociclobutil), dcido carboxilico (l-aminociclopentil),
dcido carboxilico (l-aminociclcochexil), &cido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou acido carboxilico (l-aminociclooctil).
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16. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicagdo 15, em que o

dito andlogo GLP-1 compreende Aib®,

17. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢les precedentes, em que o dito andlogo GLP-1
compreende ndo mais que quinze residuos de aminocdcidos gue foram
alterados, adicionados ou eliminados como comparado com GLP-1

(7-37) (SEQ ID N°, 1),

18. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacgdo 17, em que
ndo mais que dez residuos de aminodcidos foram alterados,
adicionados ou eliminados em comparacdo com GLP-1 (7-37) (SEQ ID

N°. 1).

19. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 18, em que
ndo mais que seis residuos de amincdcidos foram alterados,
adicionados ou eliminados em comparacgdao com GLP-1 (7-37) (SEQ ID

N°. 1).

20. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes precedentes, em que o dito andlogo GLP-1
compreende ndo mais que 3 residuos de aminodcidos, os gquais néo

sado codificados pelo cddigo genético.

21. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢les precedentes, em que o dito andlogo GLP-1

compreende apenas um residuo de lisina.

22. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des precedentes, em que € Aib8, Arg34-GLP-1(7-37),
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Aib¥*, Arg’*~GLP-1(7-37), [3-(4-Imidazolilo)Propionilo’, Arg’*]GLP-
-(7-37) péptido, Aib®, Arg™, Pro’’-GLP-1(7-37), ou
Aip» #2720 Arg’, Pro’’-GLP-1(7-37)amida; todos os quais sédo

substituidos por B-U’ na posigao 26.

23. Um compcstc de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, o qual é seleccionado de
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdéxilacetilamino) etdxi] etdxi)
acetilo] [3-(4-Imidazolilo)Propionilo’, Arg®*]GLP-1-(7-37)péptido,

3

a
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(1T7-carboxiheptadecanoilamino) -
(carboximetiloamino)acetilamino] etdxi) etdxi] acetilamino)

etéxiletédxi)acetilo] [Aib?, Arg™]GLP-1-(7-37)péptido,
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino) -3 (S) -
sulfopropionilaminoletdxi)etédxilacetilamino) etdxi] etoxi)

acetilo] [Aib®, Arg’*]GLP-1-(7-37)péptido,
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N-g?~[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino)-4(S) -

carboxibutirilamino]etdxi)etdxi]acetilamino)etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib®, Arg’*]GLP-1-(7-37) -amida,
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N-o’-formilo, N—g“*—[2- (2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-
carboxiheptadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilaminoletdxi)
etbxilacetilamino)etéxi]etdxi)acetilo] [Arg *]GLP-1-(7-37) -
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilaminol]etdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib®, Glu**, Arg’*]GLP-1-(7-37) péptido,
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N-e—{3-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-[4-(15-(N-((8)-1,3-
dicarboxipropilo)carbamoil)pentadecancilamino)—-(S)-4-
carboxibutirilamino]etdxi)etdxiletdxiletdxi)etdxiletdxi}

etéxi)etdxi]propionil} [Aib%, Arg™®]GLP-1-(7-37) —-péptido,
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N-e%—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-{ [N-(2-carboxietilo) -N- (17—
carboxiheptadecancil)amino]lmetilo}benzoil)amino] (4(S) -
carboxibutirilamino)etdxi)etdxi]acetilamino)etdxiletdxi)

acetilo] [Aib®, Arg’*]GLP-1(7-37),
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N-g*—{(S)-4-carboxi—4—((S)-4-carboxi-4—( (S)-4-carboxi-4—-((S)-4-

carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino) butirilamino)

butirilamino)butirilamino)butirilamino} [Aib®, Arg™*]GLP-1-(7-37),
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N-g?°~4-(17-Carboxiheptadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilo-

[Aib%, Arg™]GLP-1-(7-37) -péptido,
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N-e?—{2-(2-(2-(2-[2-(2-(4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4-
carboxibutirilamino) etdxi) etdxi] acetilo) etdxi)
etéxi)acetilo) }-[Aip>* #7739  Arg’*, Pro’’, Lys®*] GLP-1 (7-
37),amida
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N-g%—[2-(2-[2-[4- (21-Carboxiuneicosanoilamino) -4 (8) -

carboxibutirilamino]etéxiletédxi)acetilo] [Aib%, Arg’*]GLP-1-(7-37),
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N-g*—[2-(2-[2=(2-[2=(2-[4-(21-carboxiuncicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino)etdxi]etdxi)acetilo]

[Aib%, Arg™ ] GLP-1-(7-37) péptido,
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N-ol-formilo-N-g“*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-
carboxinonadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilamino] etdxi)

etéxilacetilamino)etéxi]etdxi)acetilo] [Arg ] GLP-1-(7-37)péptido.

24, Um método para aumentar o tempo de accado num doente de um
andlogo GLP-1 para mais de aproximadamente 40  horas,
caracterizado por modificar pelo menos um dos residuos de
aminoacidos na posicdo 7 e 8 de um péptido GLP-1 (7-37) ou um
andlogo do mesmo, e acilando o dito andlogo GLP-1 com uma parte
B-U'- como descrito em qualquer uma das reivindicacdes
precedentes no residuo de lisina na posicdo 26 do dito andlogo

GLP-1.

25. Uma composicdo farmacéutica que compreende um composto de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23, e um excipiente

farmaceuticamente aceitdvel.

26. A composicao farmacéutica de acordo com a reivindicacao 25,

a qual é adequada para administracdo parenteral.

27. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 1-23 para a preparacido de um medicamento.
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28. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1-23 para a preparacao de um medicamento para o
tratamento ou prevencdo de hiperglicemia, diabetes tipo 2,
tolerdncia diminuida & glicose, diabetes tipo 1, obesidade,
hipertensdo, sindrome X, dislipidemia, distarbios cognitivos,
aterosclerose, enfarte do miocardio, cardiopatia corondria e
outros disturbios cardiovasculares, acidente vascular cerebral,

sindroma do intestino irritdvel, dispepsia e Ulceras géstricas.

29. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bBes 1-23 para a preparagao de um medicamento para

atrasar ou prevenir a progressac na diabetes tipo 2.

30. Uso de um composto de acordo com qualquer p as
reivindicag¢des 1-23 para a preparacdo de um medicamento para
diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir apoptose célula 8,
aumentar a funcdo e massa da célula B, e/ou para restaurar a

sensibilidade da glucose as células B.

31. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

23 para uso como um medicamento.

32. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
23 para uso no tratamento ou prevencdo de hiperglicemia,
diabetes tipo 2, toleréncia diminuida a glicose, diabetes tipo
1, obesidade, hipertensado, sindrome X, dislipidemia, disttrbios
cognitivos, aterosclercse, enfarte do miocdrdio, cardiopatia
corondria e outros disturbios cardiovasculares, acidente
vascular cerebral, sindroma do intestino irritdvel, dispepsia e

Ulceras gastricas.
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33. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
23 para usar para atrasar ou prevenir a progressao em diabetes

tipo 2.

34. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicacles 1-
23 para diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir apoptose
célula fp, aumentar a funcdo e massa da célula B, e/ou para

restaurar a sensibilidade da glucose as células B.

Lisboa, 02 de Novembro de 2010
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Reivindicacgdes

1. Um andlogo GLP-1 com pelo menos um residuo aminodcido ndo-
protogénico nas posicdes 7 e/ou 8 relativamente a sequéncia GLP-
1 (7-37), que é acilado com uma parte B-U’ ao residuc de lisina

na posicg¢do 26, caracterizado por

(i) B-U’ compreende pelo menos dois grupos acidicos, um dos

guais é anexo terminalmente;

(1i) U' & seleccionado de

O, OH 5}
G HOM&O ) 5
NS A e B,
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COOH OH : MLK
em que

p é 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, ou 23; e (iii) B é um grupo acidico

seleccionado de

em que 1 é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20.
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2. Um analogo GLP-1 de acordo com a reivindicagdo 1, o qual é um

composto de férmula I (SEQ ID N°. 2):

Xaa,-XaagGh-Gly-Thr-Phe-ThrSer-Asp-Xas, - 3erXam - Xa8,,-X a8, -Glu-Xaa, -

o
. Bl :
X3323~AFa-ﬁaazswm\')!-&}(aaﬂ@he«iie%aa wlrp-Leu-Xaa, -Xaa,-Kaa,-Kaa,-Xaay,

Formula §

em que

Xaa; ¢ L-histidina, imidazopropionil, «a-hidréxi-histidina, D-
histidina, desamino-histidina, 2—-amino-histidina, p-hidroxi-
histidina, homohistidina, N”-acetilo-histidina, N*-formilo-
histidina, a-fluorometilo-histidina, o-metilo-histidina, 3-

piridilalanina, 2-piridilalanina ou 4-piridilalanina;

Xaas € Ala, Gly, Vval, Leu, Ile, Thr, Ser, Lys, Aib, 4cido

carboxilico (l-aminociclopropil), acido carboxilico (1-
aminociclobutil), 4cido carboxilico (l-aminociclopentil), 4&cido
carboxilico (1-aminociclohexil), acido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou &dcido carboxilico (l-aminociclooctil);

Xaais € Val ou Leu;

Xaaig € Ser, Lys ou Arg;

Xaaps € Tyr ou Gln;

Xaas, € Leu ou Met;

Xaa,, é Gly, Glu ou Aib;

[ON

Xaass Gln, Glu, Lys ou Arg;

[ON

Xaass Ala ou Val;

317



Xaaz; ¢ Glu ou Leu;

Xaasy € Ala, Glu ou Arg;

Xaas; € Val ou Lys;

Xaas, ¢ Lys, Glu, Asn ou Arg;

Xaass € Gly ou Aib;

Xaass € Arg, Gly ou Lys, ou é ausente;

Xaas; € Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, ou é ausente.

3. Um andlogo GLP-1 de acordo com as reivindicagdes 1-2, em que
mé 2, 3, 4, ou 5, né 1 ou 2; s &0, 1, ou 2; t é 0, 1, 2, ou

3; pé1l, 2,3 4, 7, 11, ou 23.

4. Um andlogo GLP-1 de acordc com as reivindicagdes 1-3

caracterizado por B-U' ser

[ 2=

O
Q06 . : :
oA ©
%
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em que 1 é 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20,

pél, 2, 3, 4 7, 8, 9, 10, 11, ou 12,

517



t é 0 ou 1,

mé 2, 3, ou 4.

5. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 4, em que 1 é
14, 15, 16, 17, ou 18; p é 1, 2, 3, 4, ou ll; s € 0, 1, ou 2; t

¢ 0 oul.

6. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-5, em que s é 1.

7. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-5, em que 1 é 16.

8. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-5, em que p é 3 ou 4.

g. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-5, em que n é 1,

10. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 2-9, em que Xaa, € His ou desamino-histidina; Xaas
¢ Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Lys, ou Aib; Xaa:;; € Val; Xaas € Ser;
Xaaps € Tyr; Xaaz € Leu; Xaaz € Gly, Glu, ou Aib; Xaa,; € Gln ou
Glu; Xaays é Ala; Xaa,; é Glu; Xaas ¢ Ala ou Glu; Xaas; é Val;
Xaass € Lys ou Arg; Xaas € Gly ou Aib; Xaas € Arg ou Lys; Xaas; é

Gly, amida, ou ausente.
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11. Um andlocgo GLP-1 de acordo com a reivindicagado 10,
caracterizado por Xaa; € His; Xaaz € Gly ou Aib; Xaa;s ¢ Val;
Xaajg € Ser; Xaajy € Tyr; Xaa., € Leu; Xaa,, € Glu ou Aib; Xaa.,; é
Gln; Xaa;s € Ala; Xaaz; &€ Glu; Xaas € Ala; Xaas; é Val; Xaass é Lys

ou Arg; Xaas; € Gly ou Aib; Xaass € Arg; Xaas; é Gly.

12, Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢les 1-11, em que o dito andlogo GLP-1 compreende uma
modificacdo do N-terminal L-histidina na posigcdo 7 da sequéncia

GLP-1 (7-37).

13. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 12, em que o
dito andlogo GLP-1 compreende imidazopropionil’, oa-hidroxi-
histidina’ ou N-metilo-histidina’, D-histidina’, desamino-
histidina’, 2-amino-histidina’, f-hidroxi-histidina’,
homohistidina’, N"-acetil-histidina’, o-fluorometil-histidina’,
o-metil-histidina’, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina’, ou 4-

piridilalanina’.

14, Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢les 1-13, em que o dito andlogo GLP-1 compreende uma
substituicdo do L-alanina na posicdo 8 da sequéncia GLP-1 (7-37)

para outro residuo aminoacido.

15. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 14, em que o

dito andlogo GLP-1 compreende Aib°, Gli°, val®, Ile®, Leu®, Ser?,

Thr®, &cido carboxilico (l-aminociclopropil), &cido carboxilico
(l-aminociclobutil), dcido carboxilico (l-aminociclopentil),
dcido carboxilico (l-aminociclcochexil), &cido carboxilico (1-

aminocicloheptil), ou acido carboxilico (l-aminociclooctil).
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16. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicagdo 15, em que o

dito andlogo GLP-1 compreende Aib®,

17. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢les precedentes, em que o dito andlogo GLP-1
compreende ndo mais que quinze residuos de aminocdcidos gue foram
alterados, adicionados ou eliminados como comparado com GLP-1

(7-37) (SEQ ID N°, 1),

18. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacgdo 17, em que
ndo mais que dez residuos de aminodcidos foram alterados,
adicionados ou eliminados em comparacdo com GLP-1 (7-37) (SEQ ID

N°. 1).

19. Um andlogo GLP-1 de acordo com a reivindicacdo 18, em que
ndo mais que seis residuos de amincdcidos foram alterados,
adicionados ou eliminados em comparacgdao com GLP-1 (7-37) (SEQ ID

N°. 1).

20. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes precedentes, em que o dito andlogo GLP-1
compreende ndo mais que 3 residuos de aminodcidos, os gquais néo

sado codificados pelo cddigo genético.

21. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢les precedentes, em que o dito andlogo GLP-1

compreende apenas um residuo de lisina.

22. Um andlogo GLP-1 de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des precedentes, em que € Aib8, Arg34-GLP-1(7-37),
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Aib¥*, Arg’*~GLP-1(7-37), [3-(4-Imidazolilo)Propionilo’, Arg’*]GLP-
-(7-37) péptido, Aib®, Arg™, Pro’’-GLP-1(7-37), ou
Aip» #2720 Arg’, Pro’’-GLP-1(7-37)amida; todos os quais sédo

substituidos por B-U’ na posigao 26.

23. Um compcstc de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, o qual é seleccionado de

B . p o
N--B-Nwiiﬁ TFTADVEIY LEGQA R\Q#EF TAWLVREE  G—u
My CR, H

oy el ‘L‘

HOWN *'L““‘T wgwﬂ«i %ﬁvﬁqw

N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib%, Arg’*1GLP-1-(7-37) péptido,

“}thGTFTSB\:ESV mamﬁjtruwww B G

e 0 \”e
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Rt
e,
Ima
. #oj

}]«E\:‘ _'GTFYSD‘JSEVR.EGO.AN-NVK—EF:AWLVHGRS“——“""
“L‘J IE

&

S ]\
M\Em,wv&f\v&%iﬁ:wm\] ;--\,'-‘ j\ A,«QWJ\(W
]

10717



N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilamino]etdxi)etdéxilacetilamino) etdxi] etdxi)
acetilo] [3-(4-Imidazolilo)Propionilo’, Arg®*]GLP-1-(7-37)péptido,

3

a
o et Ea‘r;isnvsav1_Ea«a.w\~ﬁv)‘~r:;=mw;v;~esn G

HET T,

i\

) ]
H J\ R~ T S \}ri
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- g &

~ ,

1

N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(1T7-carboxiheptadecanoilamino) -
(carboximetiloamino)acetilamino] etdxi) etdxi] acetilamino)

etéxiletédxi)acetilo] [Aib?, Arg™]GLP-1-(7-37)péptido,

'\Q H i
%*H-n\ STFEBBYIEY LEGRASH A8 8 1ARLYE SR o

a

£, h

NS H :k
‘j‘ﬁ_ ~

o
. Q
Iy i
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) X r 5
N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino) -3 (S) -
sulfopropionilaminoletdxi)etédxilacetilamino) etdxi] etoxi)

acetilo] [Aib®, Arg’*]GLP-1-(7-37)péptido,
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o Gy .
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N-g?~[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino)-4(S) -

carboxibutirilamino]etdxi)etdxi]acetilamino)etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib®, Arg’*]GLP-1-(7-37) -amida,
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acetilo] [Aib®, Arg’®, Pro37] GLP-1-(7-37)amida,
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N-o’-formilo, N—g“*—[2- (2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-
carboxiheptadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilaminoletdxi)
etbxilacetilamino)etéxi]etdxi)acetilo] [Arg *]GLP-1-(7-37) -
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N-e*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4 (S) -
carboxibutirilaminol]etdxi)etdxilacetilamino) etdxi] etdxi)

acetilo] [Aib®, Glu**, Arg’*]GLP-1-(7-37) péptido,

y R
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N-e—{3-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-[4-(15-(N-((8)-1,3-
dicarboxipropilo)carbamoil)pentadecancilamino)—-(S)-4-
carboxibutirilamino]etdxi)etdxiletdxiletdxi)etdxiletdxi}

etéxi)etdxi]propionil} [Aib%, Arg™®]GLP-1-(7-37) —-péptido,
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N-e%—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-{ [N-(2-carboxietilo) -N- (17—
carboxiheptadecancil)amino]lmetilo}benzoil)amino] (4(S) -
carboxibutirilamino)etdxi)etdxi]acetilamino)etdxiletdxi)

acetilo] [Aib®, Arg’*]GLP-1(7-37),
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N-g*—{(S)-4-carboxi—4—((S)-4-carboxi-4—( (S)-4-carboxi-4—-((S)-4-

carboxi-4-(19-carboxinonadecanoilamino) butirilamino)

butirilamino)butirilamino)butirilamino} [Aib®, Arg™*]GLP-1-(7-37),
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N-g?°~4-(17-Carboxiheptadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilo-

[Aib%, Arg™]GLP-1-(7-37) -péptido,
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N-e?—{2-(2-(2-(2-[2-(2-(4-(17-carboxiheptadecancilamino) -4-
carboxibutirilamino) etdxi) etdxi] acetilo) etdxi)
etéxi)acetilo) }-[Aip>* #7739  Arg’*, Pro’’, Lys®*] GLP-1 (7-
37),amida
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N-g%—[2-(2-[2-[4- (21-Carboxiuneicosanoilamino) -4 (8) -

carboxibutirilamino]etéxiletédxi)acetilo] [Aib%, Arg’*]GLP-1-(7-37),
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N-g*—[2-(2-[2=(2-[2=(2-[4-(21-carboxiuncicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etdxi)etdxilacetilamino)etdxi]etdxi)acetilo]

[Aib%, Arg™ ] GLP-1-(7-37) péptido,

14/17



T

o

o
g———hE‘GTﬁrsavSsvl.:zaan«-ég\,_}l—--—-erx»wquan.—,\\m

i
RERE N

S R 3

- - - { g o R 3 S PR
NN TN S S "l‘/‘-’ﬂr" e gy N B e N
T

N-ol-formilo-N-g“*—[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-
carboxinonadecanoilamino) -4 (S)-carboxibutirilamino] etdxi)

etéxilacetilamino)etéxi]etdxi)acetilo] [Arg ] GLP-1-(7-37)péptido.

24, Um método para aumentar o tempo de accado num doente de um
andlogo GLP-1 para mais de aproximadamente 40  horas,
caracterizado por modificar pelo menos um dos residuos de
aminoacidos na posicdo 7 e 8 de um péptido GLP-1 (7-37) ou um
andlogo do mesmo, e acilando o dito andlogo GLP-1 com uma parte
B-U'- como descrito em qualquer uma das reivindicacdes
precedentes no residuo de lisina na posicdo 26 do dito andlogo

GLP-1.

25. Uma composicdo farmacéutica que compreende um composto de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23, e um excipiente

farmaceuticamente aceitdvel.

26. A composicao farmacéutica de acordo com a reivindicacao 25,

a qual é adequada para administracdo parenteral.

27. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 1-23 para a preparacido de um medicamento.
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28. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1-23 para a preparacao de um medicamento para o
tratamento ou prevencdo de hiperglicemia, diabetes tipo 2,
tolerdncia diminuida & glicose, diabetes tipo 1, obesidade,
hipertensdo, sindrome X, dislipidemia, distarbios cognitivos,
aterosclerose, enfarte do miocardio, cardiopatia corondria e
outros disturbios cardiovasculares, acidente vascular cerebral,

sindroma do intestino irritdvel, dispepsia e Ulceras géstricas.

29. Uso de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bBes 1-23 para a preparagao de um medicamento para

atrasar ou prevenir a progressac na diabetes tipo 2.

30. Uso de um composto de acordo com qualquer p as
reivindicag¢des 1-23 para a preparacdo de um medicamento para
diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir apoptose célula 8,
aumentar a funcdo e massa da célula B, e/ou para restaurar a

sensibilidade da glucose as células B.

31. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

23 para uso como um medicamento.

32. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
23 para uso no tratamento ou prevencdo de hiperglicemia,
diabetes tipo 2, toleréncia diminuida a glicose, diabetes tipo
1, obesidade, hipertensado, sindrome X, dislipidemia, disttrbios
cognitivos, aterosclercse, enfarte do miocdrdio, cardiopatia
corondria e outros disturbios cardiovasculares, acidente
vascular cerebral, sindroma do intestino irritdvel, dispepsia e

Ulceras gastricas.
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33. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
23 para usar para atrasar ou prevenir a progressao em diabetes

tipo 2.

34. Um composto de acordo com qualquer uma das reivindicacles 1-
23 para diminuir a ingestdo de alimentos, diminuir apoptose
célula fp, aumentar a funcdo e massa da célula B, e/ou para

restaurar a sensibilidade da glucose as células B.

Lisboa, 02 de Novembro de 2010
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