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compreendendo um aminoacido U ligante e pelo menos outro aminoacido: em que o tensoativo X € um grupo de Férmula I:
Férmula I, onde as definices sdo aqui apresentadas. A presente invengao refere-se ainda ao uso dos referidos produtos de
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"PRODUTO DE PEPTIDEO COMPREENDENDO TENSOATIVO
LIGADO DE FORMA COVALENTE A PEPTIDEO, COMPOSIGCAO
FARMACEUTICA QUE O COMPREENDE, BEM COMO USO DE
PRODUTO DE PEPTIDEO NO TRATAMENTO DE CONDICAO
ASSOCIADA A RESISTENCIA A INSULINA, DOENGA
CARDIOVASCULAR E DIABETES".

Referéncia Cruzada

[0001] Este pedido reivindica prioridade para o Pedido de Patente
Provisional dos Estados Unidos Numero de Série 61/487.640,
depositado em 18 de maio de 2011, e Pedido de Patente Provisional
dos Estados Unidos Numero de Série 61/543.716, depositado em 5 de
outubro de 2011, que sao incorporados aqui por referéncia em suas
integras.

Campo da Invengao

[0002] A prevaléncia crescente de diabetes melito € uma crise de
saude mundial de propor¢des epidémicas que € um principal
contribuidor para morbidez e mortalidade do paciente e um maior énus
econdmico. A obesidade é um importante fator de risco para a diabetes
tipo 2, e aproximadamente 90% de pacientes com diabetes tipo 2 estao
com excesso de peso ou obeso. A obesidade € um problema
rapidamente crescente mundialmente e atualmente mais de 65% de
adultos N° Estados Unidos estdo com excesso de peso (Hedley, A.A.,
e outro (2004) JAMA 291: 2847-2850). Existe uma necessidade de
desenvolvimento de tratamentos farmacéuticos seguros e eficazes para
obesidade e diabetes melito.

Sumario da Invengao

[0003] Sao descritos aqui composicbes e meétodos para o
tratamento ou prevencgéo de disturbios associados com a resisténcia a

insulina incluindo e nao limitados a obesidade, a sindrome metabdlica,
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diabetes tipo 2, hipertensao, aterosclerose ou similares. Em algumas
modalidades, os métodos incluem tratamento profilatico e/ou
terapéutico com peptideos e/ou proteinas. Produtos farmacéuticos de
peptideo e/ou proteina frequentemente sofrem de diversas limitacdes
em seu uso em medicina (Nestor, J.J., Jr. (2007) Comprehensive
Medicinal Chemistry Il 2: 573-601) — curta duragdo de acéo, fraca
biodisponibilidade, e auséncia de seletividade do subtipo de receptor.
Além disso, peptideos e/ou proteinas sao instaveis em formulacdes,
frequentemente sendo objeto de agregacéo.

[0004] Sao descritos aqui certos peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados (por exemplo, GLP-1, glucagon, analogos
relacionados ou similares) que provém mais longa duragao de agao e/ou
biodisponibilidade melhorada na administracdo das proteinas e/ou
peptideos modificados. Tais peptideos e/ou proteinas covalentemente
modificados sdo adequados para a prevengao e/ou tratamento de
condigdes associadas com a obesidade, a sindrome metabdlica,
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, hipertensdo, aterosclerose, ou
similares.

[0005] Em algumas modalidades, os peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados descritos aqui séo ligados a tensoativos de
glicosideo. Em um aspecto, o0s peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados séo ligados a um tensoativo de glicosideo
em que o peptideo e/ou proteina é ligado ao glicosideo no tensoativo e
o glicosideo é entdo ligado a um grupo hidrofébico. Sdo também
fornecidos aqui, em algumas modalidades, reagentes e intermediarios
para a sintese de peptideos e/ou proteinas modificados (por exemplo,
GLP-1 modificado, glucagon, analogos de glucagon ou GLP-1, ou
similares) por meio da incorporagao de tensoativos.

[0006] Sao fornecidos aqui, em algumas modalidades, produtos de

peptideo compreendendo um tensoativo X, covalentemente ligado a um
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peptideo, o peptideo compreendendo um aminoacido U ligante e pelo

menos um outro aminoacido:

cra
- S
o .

X D PoPIe0 |

it
LS

Férmula I-A

[0007] em que o tensoativo X é um grupo de Férmula I:

R1aw2 (o) W‘I

R? g
R1do OR1b
- OR'® -n Férmula |
em que:

[0008] R'a é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo,

H, um grupo Ci-C3o alquila substituida ou ndo substituida, um grupo
alcoxiarila substituida ou nao substituida, ou um grupo aralquila
substituida ou nao substituida;

[0009] R™ R e R' sdo cada qual, independentemente em cada
ocorréncia, uma ligagcao, H, um grupo C+-Csp alquila substituida ou nao
substituida, um grupo alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um
grupo aralquila substituida ou n&o substituida;

[00010] W' éindependentemente, em cada ocorréncia, —CHz2-, —CHa-
O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -(C=S)-NH-, ou -CH>-S-;
[00011] W2 é —O-, -CH>- ou —S-;

[00012] R?é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo,
H, um grupo C+-Cgz0 alquila substituida ou ndo substituida, um grupo
alcoxiarila substituida ou nao substituida, ou um grupo aralquila
substituida ou ndo substituida, -NH>, -SH, C»-C4-alceno, C2-Cs-alcino, -
NH(C=0)-CH2-Br, -(CH2)m -maleimida, ou -N3;

[00013] né1,20u3;e

[00014] mé 1-10;
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[00015] o peptideo é selecionado de Férmula ll:

[00016] aas-aar-aaz-aas-aas-aas-aar-aag-aag-aao-  aaii-aaiz-aais-
dai4-adis-dadie-dai7-daig-adi19-add20- aAdz1-addzz2-ddz3-dad24-ad2s5-dd2e-ddzr-
aazs-aazg-aazo-aaszi-aasz-aass-aass-aass-aass-aasr-Z Férmula Il (SEQ. ID.
N°. 1)

em que:

[00017] Z é OH, ou —-NH-R3 em que R® é H ou C4-C+2 alquila
substituida ou nao substituida, ou uma cadeia de PEG de menos do que
10 Da;

[00018] aa1 é His, N-Ac-His, pGlu-His, ou N-R3-His;

[00019] aa: é Ser, Ala, Gly, Aib, Ac4c ou Ac5c;

[00020] aasé GIn, ou Cit;

[00021] aas é Gly, ou D-Alg;

[00022] aasé Thr, ou Ser;

[00023] aas € Phe, Trp, F2Phe, Me2Phe, ou Nal2;

[00024] aa7é Thr, ou Ser;

[00025] aas é Ser, ou Asp;

[00026] aas € Asp, ou Glu;

[00027] aa+o € Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, ou Bip2EtMeO;

[00028] aa11 € Ser, Asn, ou U;

[00029] aai2é Lys, Glu, Ser, Arg, ou U;

[00030] aa+s é ausente ou Tyr, GIn, Cit, ou U;

[00031] aai4 € ausente ou Leu, Met, Nle, ou U;

[00032] aais é ausente ou Asp, Glu, ou U;

[00033] aa+e € ausente ou Ser, Gly, Glu, Aib, Ac5c, Lys, Arg, ou U;
[00034] aa+7 € ausente ou Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Acbc,
ou U;

[00035] aais € ausente ou Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4dc, Ac5c, ou U;
[00036] aai9 € ausente ou Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U;

[00037] aa20 € ausente ou GIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou
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U;

[00038] aa21 € ausente ou Asp, Glu, Leu, Aib, Ac4c Ac5c, ou U;
[00039] aa22 € ausente ou Phe, Trp, Nal2, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U
[00040] aa23 € ausente ou Val, lle, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U;

[00041] aa24 € ausente ou GIn, Ala, Glu, Cit, ou U;

[00042] aazs € ausente ou Trp, Nal2, ou U;

[00043] aaze € ausente ou Leu, ou U;

[00044] aao7 € ausente ou Met, Val, Nle, Lys, ou U;

[00045] aa28 é ausente ou Asn, Lys, ou U;

[00046] aa29 é ausente ou Thr, Gly, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U;

[00047] aaso0 € ausente ou Lys, Aib, Ac4c, Acbc, ou U;

[00048] aas1 € ausente ou Arg, Aib, Ac4c, Acbc, ou U;

[00049] aas2 € ausente ou Asn, Aib, Ac4c, Acbc, ou U,

[00050] aass € ausente ou Arg, Aib, Ac4c, Acbc, ou U;

[00051] aass € ausente ou Asn, Aib, Ac4c, Acbc, ou U,

[00052] aass € ausente ou Asn, Aib, Ac4c, AcSc, ou U,

[00053] aass € ausente ou lle, Aib, Ac4dc, Ac5C, ou U;

[00054] aass € ausente ou Ala, Aib, Ac4c, Ac5C, ou U;

[00055] aas7ausente ou U;

[00056] U é um aminoacido natural ou ndo natural que compreende
um grupo funcional usado para ligacdo covalente ao tensoativo X;
[00057] em que quaisquer dois de aai-aasy sao opcionalmente
ciclizados por meio de suas cadeias laterais para formar uma ligacéo de
lactam; e

[00058] contanto que um, ou pelo menos um de aai1 — aas7 seja o
aminoacido ligante U covalentemente ligado a X.

[00059] Em algumas modalidades, n € 1. Em algumas modalidades,
n é 2, e um primeiro glicosideo € ligado a um segundo glicosideo por
meio de ligag&o entre W? do primeiro glicosideo e qualquer um de OR'®,

OR'® ou OR'® do segundo glicosideo. Em algumas modalidades, n é 3,
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e um primeiro glicosideo € ligado a um segundo glicosideo por meio de
ligagéo entre W2 do primeiro glicosideo e qualquer um de OR'™, OR' ou
OR' do segundo glicosideo, e o segundo glicosideo é ligado a um
terceiro glicosideo por meio de ligagao entre W2 do segundo glicosideo
e qualquer um de OR™, OR'¢ ou OR' do terceiro glicosideo.

[00060] Em uma modalidade, compostos de Férmula I|-A séo

compostos em que X tem a estrutura:
R'a W2
R1dOHOR1b

[00061] R'™ ¢ H, um grupo de protegdo, um grupo C+-Cso alquila

Formula |

em que:

substituida ou n&o substituida, ou uma porcdo contendo nucleo
esteroide;

[00062] R'™, R, e R'" s&o cada qual, independentemente em cada
ocorréncia, H, um grupo de protecdo, ou um grupo C1-C30 alquila
substituida ou nao substituida;

[00063] W' éindependentemente, em cada ocorréncia, —CHa-, —CH>-
O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -(C=S)-NH-, ou -CH>-S-;
W2 é -O-, -S-;

[00064] R? é uma ligagdo, C2-Cs-alceno, C2-Cs-alcino, ou -(CH2)m-
maleimida: e

m é 1-10.

[00065] Em outra modalidade, compostos de Fdérmula I-A sao

compostos em que X tem a estrutura:

R'@ W2 o] W1\;i
R1do OR1b
OR‘IC
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[00066] Consequentemente, na modalidade descrita acima, R? é
uma ligacao.

[00067] Por exemplo, em uma modalidade exemplar da Estrutura de
X descrita acima, W' é —C(=O)NH-, R? é uma ligagdo entre W' e um
residuo de aminoacido U dentro do peptideo (por exemplo, um grupo
amino na cadeia lateral de um residuo de lisina presente no peptideo).
[00068] Em uma outra modalidade, compostos de Formula I-A sao
compostos em que X tem a estrutura:

R=W2_ O WLRZ}L:

R1do OR1b
OR1C

[00069] Por exemplo, em uma modalidade exemplar da Estrutura de
X descrita acima, W' é —CH2- e R? € um grupo funcional maleimida
ligado a alquila sobre X e R? é ligado a uma porgao adequada de um
residuo de aminoacido U dentro do peptideo (por exemplo, um grupo
tiol em um residuo de cisteina do peptideo forma um tioéter com a
maleimida sobre X).

[00070] Em ainda outra modalidade, compostos de Férmula I-A sdo

compostos em que X tem a estrutura:

1a 2 fe) wi
R ~ ,
R

__g_

R1do OR1b

OR'® Formula |

em que:
[00071] R'™ é H, um grupo de protegdo, um grupo Ci-Cso alquila
substituida ou nao substituida, ou uma por¢cdo contendo nucleo
esteroide;
[00072] R'™, R, e R'" s&o cada qual, independentemente em cada
ocorréncia, H, um grupo de protegcdo, ou um grupo C1-Czo alquila

substituida ou nao substituida;
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[00073] W?'é -(C=0)-NH-;

[00074] W2¢é-0O-;

[00075] R?é uma ligagao.

[00076] Em uma modalidade adicional, compostos de Férmula I-A

sao compostos em que X tem a estrutura:

R1a W2 o] w!
.,
R

__g_

R1do OR1b

OR'® - Férmula |

em que:

[00077] R'é um grupo C+-Cs alquila substituida ou n&o substituida;
[00078] R™, R', e R" s&o H;

[00079] W' é -(C=0)-NH-;

[00080] W2¢é-O-;e

[00081] R?¢é uma ligagao.

[00082] Em algumas modalidades descritas acima e aqui, R’ é um
grupo C+-Cso alquila substituida ou ndo substituida.

[00083] Em algumas modalidades descritas acima e aqui, R' é um
grupo Ce-C2o alquila substituida ou ndo substituida.

[00084] Sao também contempladas aqui modalidades alternativas

em que X na Férmula I-A tem a estrutura:

2 1
‘/&{W O w\R2
R1do OR1b
OR1C

[00085] Por exemplo, em uma modalidade exemplar da Estrutura de
X descrita acima, W' é -S-, R? é um grupo C1-Cs3 alquila, W2 é S, R'@ é
uma ligagdo entre W? e uma porgdo adequada de um residuo de
aminoacido U dentro do peptideo (por exemplo, um grupo tiol em um

residuo de cisteina do peptideo forma um tioéter com X).
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[00086] Em outra modalidade exemplar da Estrutura de X descrita
acima, W' é -O-, R2 é um grupo C1-Csg alquila, W? é O, R'@ é uma ligagao
entre W2 e uma porgdo adequada de um residuo de aminoacido U
dentro do peptideo (por exemplo, um grupo hidroxila em um residuo
serina ou treonina do peptideo forma um éter com X).

[00087] Em algumas modalidades, U é usado para ligagao covalente
a X e € um aminodacido natural ou ndo natural dibasico, um aminoacido
natural ou ndo natural compreendendo um tiol, um aminoacido nao
natural compreendendo um grupo —Nsz, um aminoacido n&o natural
compreendendo um grupo acetilénico, ou um aminoacido n&o natural
compreendendo um -NH-C(=0)-CH2-Br ou uma —(CH2)m-maleimida,
em que m é 1-10.

[00088] Em algumas modalidades do produto de peptideo, o
tensoativo € um tensoativo da classe de 1-alquil glicosideo. Em algumas
modalidades do produto de peptideo, o tensoativo € ligado ao peptideo
por meio de uma ligagao de amida.

[00089] Em algumas modalidades do produto de peptideo, o
tensoativo X € compreendido de acido 1-eicosil beta-D-glucurénico,
acido 1-octadecil beta-D-glucurénico, acido 1-hexadecil beta-D-
glucurénico, acido 1-tetradecilbeta D-glucurénico, acido 1-dodecil beta
D-glucurénico, acido 1-decil beta-D-glucurdnico, acido 1-octil beta-D-
glucurénico, acido 1-eicosil beta-D-diglucurénico, acido 1-octadecil
beta-D-diglucurdnico, acido 1-hexadecil beta-D-diglucurénico, acido 1-
tetradecil beta-D-diglucurdnico, acido 1-dodecil beta-D-diglucurénico,
acido 1-decil beta-D-diglucurénico, acido 1-octil beta-D-diglucurénico,
ou 1-ecosil beta-D-glicose funcionalizada, 1-octadecil beta-D-glicose, 1-
hexadecil beta-D-glicose, 1-tetradecil beta-D-glicose, 1-dodecil beta-D-
glicose, 1-decil beta-D-glicose, 1-octil beta-D-glicose, 1-eicosil beta-D-
maltosideo, 1-octadecil beta-D-maltosideo, 1-hexadecil beta-D-

maltosideo, 1-dodecil beta-D-maltosideo, 1-decil beta-D-maltosideo, 1-
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octil beta-D-maltosideo, e similares, e o produto de peptideo é
preparado pela formagao de uma ligagao entre os grupos anteriormente
mencionados € um grupo sobre o peptideo (por exemplo, um grupo -
COOH N grupos anteriormente mencionados e um grupo amino do
peptideo).

[00090] Em algumas modalidades do produto de peptideo, U é um
aminoacido terminal do peptideo. Em algumas modalidades do produto
de peptideo, U é um aminoacido ndo terminal do peptideo. Em algumas
modalidades do produto de peptideo, U € um D- ou L- aminoacido
natural. Em algumas modalidades do produto de peptideo, U € um
aminoacido ndo natural. Em algumas modalidades do produto de
peptideo, U é selecionado de Lys, Cys, Orn, ou um aminoacido nao
natural que compreende um grupo funcional usado para ligacao
covalente ao tensoativo X.

[00091] Em algumas modalidades do produto de peptideo, o grupo
funcional usado para ligagao covalente do peptideo ao tensoativo X € —
NH2, -SH, -OH, -Ns3, haloacetila, uma —(CH2)m-maleimida (em que m é
1-10), ou um grupo acetilénico.

[00092] Em algumas modalidades grupos funcionais de cadeia
lateral de dois diferentes residuos de aminoacido s&o ligados para
formar um lactam ciclico. Por exemplo, em algumas modalidades, uma
cadeia lateral de Lys forma um lactam ciclico com a cadeia lateral de
Glu. Em algumas modalidades tais estruturas de lactam sao invertidas
e sao formadas de um Glu e a Lys. Tais ligagdes de lactam em alguns
casos sao conhecidas estabilizarem estruturas alfa helicoidais em
peptideos (Condon, S.M., e outro (2002) Bioorg Med Chem 10: 731-736;
Murage, E.N., e outro (2008) Bioorg Med Chem 16: 10106-12); Murage,
E.N., e outro (2010) J Med Chem 53: 6412-20). Em algumas
modalidades residuos de cisteina podem ser ligados por meio da

formagao de dissulfeto a fim de realizar uma forma similar de restricdo
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conformacional e auxiliar na formagéo de estruturas helicoidais (Li, Y.,
e outro (2011) Peptideos 32: 1400-1407. Em algumas modalidades
grupos funcionais de cadeia lateral de dois diferentes residuos de
aminoacido sao ligados para formar um heterociclo gerado por meio de
uma "reacgéao de clique" entre os grupos funcionais de alcino e azida de
cadeia lateral a fim de obter uma forma similar de restricdo
conformacional e conformacgdes helicoidais estabilizadas (Le Chevalier
Isaad A., e outro (2009) J peptideo Sci 15: 451-4).

[00093] Em algumas modalidades, o produto de peptideo
compreendendo um alquil glicosideo covalentemente ligado € um
glucagon covalentemente modificado ou analogo do mesmo. Em
algumas de tais modalidades, o produto de peptideo contém um acido
1-O-alquila B-D-glucurénico covalentemente ligado e o peptideo € um
analogo de glucagon.

[00094] Em algumas modalidades, um produto de peptideo
compreendendo um alquil glicosideo covalentemente ligado é um GLP-
1 covalentemente modificado, ou analogo do mesmo. Em algumas de
tais modalidades, o produto de peptideo compreende um acido 1-O-
alquila B-D-glucurdnico covalentemente ligado e o peptideo € um
analogo de GLP-1.

[00095] Em algumas modalidades, o produto de peptideo de Férmula
[-A tem a estrutura de Férmula IlI-A

[00096] aai-aar-aasz-aas-aas-aas-aar-aas-aag-aato-  aai1-aaiz-aais-
dai4-aais-adie-aair-aalg-adig-adzo-  ddzi1-aadzz-aadzs3-addz4-adzs-aadze-adzr-
aazg-aaze -Z Formula IlI-A (SEQ. ID. N°. 2)

em que:

[00097] Z é OH, ou —-NH-R3, em que R® é H, ou C-C12 alquila
substituida ou nao substituida, ou uma cadeia de PEG de menos do que
10 Da;

[00098] aa1 é His, N-Ac-His, pGlu-His, ou N-R3-His;
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[000100]
[000101]
[000102]
[000103]
[000104]
[000105]
[000106]
[000107]
[000108]
[000109]
[000110]
[000111]
[000112]
[000113]
[000114]
ou U(X);
[000115]
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aa, é Ser, Ala, Gly, Aib, Ac4c, ou Ac5c;

aas é GIn, ou Cit;

aas € Gly, ou D-Ala;

aas é Thr, ou Ser;

aas € Phe, Trp, F2Phe, Me2Phe, ou Nal2;

aaz € Thr, ou Ser;

aasg € Ser, ou Asp;

aag é Asp, ou Glu;

aaqo € Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, ou Bip2EtMeO;

aai é Ser, Asn, ou U;

aaiz é Lys, Glu, Ser, Arg, ou U(X);

aais € ausente ou Tyr, GIn, Cit, ou U(X);

aaq4 € ausente ou Leu, Met, Nle, ou U(X);

aais € ausente ou Asp, Glu, ou U(X);

aaie € ausente ou Ser, Gly, Glu, Aib, Ac5c, Lys, Arg, ou U(X);
aa7 € ausente ou Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c,

aaig € ausente ou Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

aaig € ausente ou Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

[000116]
U(X);

[000117]
[000118]
[000119]
[000120]
[000121]
[000122]
[000123]
[000124]
[000125]

aazo € ausente ou GIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou

aaz1 € ausente ou Asp, Glu, Leu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
aaz2 € ausente ou Phe, Trp, Nal2, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
aazs € ausente ou Val, lle, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

aaz4 € ausente ou GIn, Ala, Glu, Cit, ou U(X);

aazs € ausente ou Trp, Nal2, ou U(X);

aaze € ausente ou Leu, ou U(X);

aay7 € ausente ou Met, Val, Nle, Lys, ou U(X);

aags € ausente ou Asn, Lys, ou U(X);

aazg € ausente ou Thr, Gly, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
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em que quaisquer dois de aai-aaz9 sdo opcionalmente ciclizados por
meio de suas cadeias laterais para formar uma ligagao de lactam; e
contanto que um, ou pelo menos um de aa+e, aa17, aais, aa1g, aazo, aaz1,
aazz, aazs, @az4, aazs, aaze, adzz, aazs OU aazy Seja 0 aminoacido natural
ou nao natural U covalentemente ligado a X.

[000126] Em algumas modalidades, o produto de peptideo de Férmula
[-A tem a estrutura de Férmula I11-B:

[000127] Hisi-aaz-aas-Glys-Thrs-aaes-Thr7-Sers-Aspo-aao-aa11-aa2-
aai3z-aas-aais-aaie-aai7-aais-aaig-aaze-aazi1-aaz-aazs-Z Formula 111-B
(SEQ. ID. N°. 3)

em que:

[000128] Z é OH, ou —NH-R3, em que R® é H ou substituido ou nio
substituido C4-C12 alquila; ou uma cadeia de PEG de menos do que
10Da;

[000129] aa: é Ser, Ala, Gly, Aib, Ac4c, ou Ac5c;

[000130] aasé GIn, ou Cit;

[000131] aas € Phe, Trp, F2Phe, Me2Phe, MePhe, ou Nal2;

[000132] aa1o € Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, ou Bip2EtMeO;

[000133] aa11 € Ser, Asn, ou U(X);

[000134] aa12 é Lys, Glu, Ser ou U(X);

[000135] aa+s é ausente ou Tyr, GIn, Cit, ou U(X);

[000136] aa+s4 € ausente ou Leu, Met, Nle, ou U(X);

[000137] aa1s é ausente ou Asp, Glu, ou U(X);

[000138] aa+e € ausente ou Ser, Gly, Glu, Aib, Ac4c, Acbc, Lys, R, ou
U(X);

[000139] aa17 é ausente ou Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Acbc,
ou U(X);

[000140] aais € ausente ou Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000141] aa+9 € ausente ou Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000142] aa2o € ausente ou Gin, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou
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U(X);

[000143] aaz1 € ausente ou Asp, Glu, Leu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000144] aa2x2 € ausente ou Phe, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X)

[000145] aazs € ausente ou Val, lle, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000146] em que quaisquer dois de aai-aaxs sdo opcionalmente
ciclizados por meio de suas cadeias laterais para formar uma ligagéo de
lactam; e contanto que um, ou pelo menos um de aa+s, aa17, aa1s, aa1g,
aapo, aaz1, aaze, @aazs OU aaz4 seja 0 aminoacido natural ou ndo natural U
covalentemente ligado a X.

[000147] Em algumas modalidades de Formula I-A, IlI-A, 11I-B ou
Formula V, U € qualquer aminoacido ligante descrito aqui.

[000148] Em algumas modalidades de Formula I-A, IlI-A, 11I-B ou
Formula V, aas2 é lisina. Em algumas modalidades de Formula I-A, lI-
A, IlI-B ou Férmula V, aa14 € leucina.

[000149] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, aa1s € um residuo de lisina ligado a X.

[000150] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, aa17 € um residuo de homo Arginina (hArg).

[000151] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, aa17 € um residuo de glicina.

[000152] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, aaz € um residuo de Aib ou Ac4c.

[000153] Em algumas modalidades de Fdérmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, o peptideo compreende um ou mais residuos de Aib.
[000154] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, peptideo compreende um ou mais residuos Aib na
terminacao C.

[000155] Em algumas modalidades de Férmula I-A, IlI-A, 1lI-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:

[000156] Hiss-aax-Glns-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Serg-Aspo-Tyrio-Ser1-
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Leu1s-Asp1s- Aibie-aai7-Lys(N-6mega-1'-alquila beta-D-

glucuronila)ig-aa1e-NH2; (SEQ. ID. N°. 318) em que

[000157]
[000158]
[000159]
[000160]
[000161]

aaz é Aib ou Ac4c;

aai7 € Arg, hArg ou Gin;

aatg é Aib, Ac4c ou Acbc; e

alquila € uma cadeia alquila linear C8 a C20.

Em algumas modalidades de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou

Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:

[000162]

His1-aaz-GInz-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri4-

Lysi2-Tyris-Leu1s-Asp1s-  Aibis- aa17-Lys(N-Omega-1'-alquila beta-D-

glucuronila)ig-aaie-aa20-NHz; (SEQ. ID. N°. 319) em que

[000163]
[000164]
[000165]
[000166]
[000167]

aaz é Aib ou Ac4c,

aai7 € Arg, hArg ou Gin,

aaig e aa20 sao individualmente Aib, Ac4c ou Acbc; e
alquila € uma cadeia alquila linear C8 a C20.

Em algumas modalidades de Foérmula I-A, llI-A, 1lI-B ou

Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:

[000168]

Lys12-Tyriz-Leu1s-Asp1s-

His1-aaz-GInz-Glys-Thrs-Phees-Thr7-Sers-Aspo-Tyrio-Seri4-

aate- aair-Lys(N-Omega-1'-alquila beta-D-

glucuronila)ig-aaig-NHz; (SEQ. ID. N°. 320) em que

[000169]
[000170]
[000171]
[000172]
[000173]
[000174]

aaz € Aib ou Ac4c;

aais € Aib ou Ac4c;

aai7 é Arg, hArg ou Gin;

aa1g € Aib, Ac4c ou Acbc; e

alquila é uma cadeia alquila linear C8 a C20.

Em algumas modalidades de Férmula I-A, llI-A, 1lI-B ou

Foérmula V, aais € aazo sao cliclizados para formar uma ligacao de

lactam.
[000175]

Em algumas modalidades de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou

Foérmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
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[000176] Hist-aa2-Glns-Glys-Thrs-Phes-Thr7-Sers-Aspo-Tyrio-Seris-
Lys12-Tyris- Leuts-Aspis- aate- aatz Alars-Alate-aazo-Gluzi-Phez: -llezs-
Lys(N-6mega-1'-alquila  beta-D-glucuronila)2s-Trp2s-Leuzs-aazz-Asnas-
Thrao-NH2; (SEQ. ID. N°. 321) em que

[000177] aa2 € Aib ou Ac4c;

[000178] aa+1e € aazx sdo cada qual individualmente ou Lys ou Glu e
sao cliclizados por meio de suas cadeias laterais para formar uma
ligagao de lactam,;

[000179] aa+7 € Arg, hArg ou GIn;

[000180] aa27 € Met ou Nle; e

[000181] alquila € uma cadeia alquila linear Cg-Cao.

[000182] Em algumas modalidades de Formula I-A, IlI-A, 11I-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:

[000183] His1-aa2-GlIn3-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Serg-Aspo-Tyrio-Seri1-
Lys12-Tyr13-Leu1s4-Aspis-ciclico (Glu1e-Glnq7-Alasg-Alae-Lys20)-Gluzs-
Pheao-llexs-Lys(N-6mega-1'-alquila  beta-D-glucuronila)2s-Trp2s-Leuzs-
Meto7-Asnos-aaze-NHz; (SEQ. ID. N°. 322) em que aaz € Aib ou Ac4c,
aa29 é Thr, Aib, Ac4c, ou Acbc, e o grupo 1'-alquila é selecionado de
dodecila, tetradecila, hexadecila, ou octadecila; e as cadeias laterais N°s
aminoacidos nas posi¢des 16 e 20 sdo cliclizados para formar um
lactam de cadeia lateral.

[000184] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Formula V, aai2 e aas sdo cliclizados para formar uma ligagado de
lactam.

[000185] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Foérmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:

[000186] His1-aaz-Glns-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Serg-Aspgo-Tyrio-Serq1-
aai>-Tyriz- Leuts-Aspis- aate- aair-Lys(N-6mega-1'-alquila beta-D-
glucuronila)ig-aaie-aazo-NHz2; (SEQ. ID. N°. 323) em que

[000187] aa2 é Aib ou Ac4c;
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[000188] aai2 e aate sdo cada qual individualmente ou Lys ou Glu e
sado cliclizados por meio de suas cadeias laterais para formar uma
ligacéo de lactam;
[000189] aa17 € Arg, hArg;
[000190] aa19 € aazo sao individualmente ou Aib, Ac4c ou Ac5c; e
[000191] alquila € uma cadeia alquila linear C8-C20.
[000192] Em algumas modalidades de Formula I-A, IlI-A, 11I-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000193] Hisi-Ac4co-GIns-Glys-Thrs-Phees-Thrz-Sers-Aspgo-Tyrio-Ser11-
ciclo(Glu12-Tyr1s- Leu14-Asp1s- Lys1e)- @aa17-Lys(N-6mega-1'-alquila beta-
D-glucuronila)1g-Aib1g-Aib2o-NH2; (SEQ. ID. N°. 324) em que
[000194] aa12 e aa+e sao cliclizados por meio de suas cadeias laterais
para formar uma ligagao de lactam;
[000195] aa+7 é Arg ou hArg; e
[000196] alquila € uma cadeia alquila linear C12, C14, C16, ou C18.
[000197] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000198] His1-aa2-GIns-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Serg-Aspo-Tyrio-Seri1-
aa12-Tyris-Leu1s-Asp1s-  aate- aatr7-Lys(N-6mega-1'-alquila  beta-D-
glucuronila)is-aate-aazo-NHz; (SEQ. ID. N°. 325)

em que
[000199] aa12 e aas sdo cada qual individualmente ou Lys ou Glu
[000200] e aai2 e aas sao cliclizados por meio de suas cadeias
laterais para formar uma ligacédo de lactam; aa+7 € Arg ou hArg; aaig €
aazo sao individualmente ou Aib, Ac4c ou Acbc; e o grupo 1'-alquila é
selecionado de dodecila, tetradecila, hexadecila, ou octadecila.
[000201] Em algumas modalidades de Férmula I-A, llI-A, 1lI-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000202] Hiss-aa2-Glns-Glys-Thrs-aae-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Sers1-
Lys12-Tyriz-Leu1s-Aspis- Seris- Aib17-Lys(N-dmega-1'-dodecil beta-D-
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glucuronila)ig- aa19-NH2; (SEQ. ID. N°. 326) em que aa2 é Aib ou Ac4c,
aas € Me2Phe, MePhe, ou Phe; e aa19é Aib, Ac4c, ou Acbc.
[000203] Em algumas modalidades de Formula I-A, IlI-A, 11I-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000204] Hiss-aa2-Glns-Glys-Thrs-aae-Thr7-Sers-Aspo-Tyrio-Seri4-
Lys12-Tyriz-Leuqs-Aspis- Serie- aai17-Lys(N-dmega-1'-dodecil beta-D-
glucuronila)ig-aate-aaz-NHz; (SEQ. ID. N°. 327) em que aaz € Aib ou
Acé4c, aas € Me2Phe, MePhe, ou Phe; aai7 € Arg ou hArg, e aa19 Ou aazo
é Aib, Ac4c, ou Ac5c.
[000205] Em algumas modalidades de Formula I-A, [lI-A, 11I-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000206] His-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-
Lys12-Tyriz-Leuts-Aspis- ciclo(Gluie- Argi7-Alass- Alaio- Lys2o)-Lys(N-
Omega-1'-alquila beta-D-glucuronila)zi- Phez22- aa23-NHz; (SEQ. ID. N°.
328) em que aaxs € Aib, Ac4dc, ou Ac5c e o grupo 1'-alquila é selecionado
de dodecila, tetradecila, hexadecila, ou octadecila..
[000207] Em algumas modalidades de Férmula I-A, [lI-A, 1lI-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000208] Hiss-aax-Glns-Glys-Thrs-aas-Thr7-Sers-Aspo-Tyrio-Seri4-
aai>-Tyriz- Leuis-Aspis- aais- aair-aais-Alaig-aaz-Lys(N-6mega-1'-
alquila beta-D-glucuronila)21-Phe2z-aazs-NH2; (SEQ. ID. N°. 329)

em que
[000209] aa: e Aib ou Ac4c:
[000210] aaes € Me2Phe, MePhe, ou Phe;
[000211] aa12 e aats sdo cada qual individualmente ou Lys ou Glu;
[000212] e aaie € aax sao cliclizados por meio de suas cadeias
laterais para formar uma ligacéo de lactam;
[000213] aa+7 € Arg, hArg ou GIn;
[000214] aa1s € Aib ou Ala;

[000215] aa23 é Aib, Ac4c, ou AcSc e o grupo 1'-alquila € selecionado

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 24/143



19/127

de dodecila, tetradecila, hexadecila, ou octadecila.
[000216] Em algumas modalidades de Formula I-A, IlI-A, 11I-B ou
Férmula V, o produto de peptideo tem a estrutura:
[000217] Hiss-aa2-Glns-Glys-Thrs-aae-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri4-
aa-Tyriz- Leuws-Aspis- aate- aair-Lys(N-Omega-1'-alquila beta-D-
glucuronila)ig-aate-aazo-NH2; (SEQ. ID. N°. 330)

em que
[000218] aaz € Aib ou Ac4c:
[000219] aas € Phe;
[000220] aa+2 e aa1s s@o cada qual individualmente ou Lys ou Glu; e
aa12 € aa1s sao cliclizados por meio de suas cadeias laterais para formar
uma ligagao de lactam;
[000221] aa17 € Arg ou hArg;
[000222] aa19 € Aib, Ac4c, ou Ac5c;
[000223] aa2 € Aib, Ac4c, ou Acbc e the e o grupo 1'-alquila é
selecionado de dodecila, tetradecila, hexadecila, ou octadecila.
[000224] Em algumas modalidades, para qualquer composto de
Formula [-A, Foérmula IlI-A, Férmula [1I-B ou Formula V, X é
compreendido de uma cadeia dodecil alquila.
[000225] Em algumas modalidades, o produto de peptideo € um
produto de peptideo biologicamente ativo que se liga ao GLP1R e/ou ao
GLCR.
[000226] Em uma modalidade especifica, os produtos de peptideo de
Formula [-A, 1lI-A, [lI-B ou Férmula V, descritos acima e aqui tém a
seguinte estrutura:

RHN._O

HO.,,

HO OR'a

OH

[000227] em que R' é uma cadeia C4-Cy alquila como descrito na

Tabela 1 de Figura 1, R' € um peptideo como descrito na Tabela 1 de
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Figura 1 e Tabela 2 de Figura 2, W? de Férmula I-A é —O-, e W' de
Formula I-A é —(C=0O)NH- e é parte de uma ligagdo de amida ao
peptideo R'. Em algumas de tais modalidades, R é uma cadeia Cs-C2o
alquila. Em algumas de tais modalidades, R' ¢ uma cadeia Cg-C2o
alquila. Em algumas de tais modalidades, R'® é uma cadeia C12-C2o
alquila. Em algumas de tais modalidades, R'® é uma cadeia C12-C1s
alquila.

[000228] Em modalidades descritas acima, uma por¢cdo amino de um
aminoacido e/ou um peptideo R' (por exemplo, um grupo amino de um
residuo de aminoacido tal como a Lisina, ou um residuo de lisina dentro

do peptideo R') é usada para formar uma ligagdo covalente com um

HO.__0O
HO OR'2

OH (Formula A),

composto de Estrutura:

[000229] em que R'@é uma cadeia C1-C2 alquila como descrito acima
e na Tabela 1 de Figura 1 e Tabela 2 de Figura 2.

[000230] Em tais casos, o residuo de aminoacido tendo uma porcao
amino (por exemplo, uma Lisina dentro do peptideo R') que é usada
para formar uma ligagcao covalente ao composto A descrito acima, € um
aminoacido U ligante que é ligado a um tensoativo X tendo a estrutura
de Férmula A. Consequentemente, como um exemplo, Lys(C12) de

Tabela 1 de Figura 1 ou Tabela 2 de Figura 2 tem a seguinte estrutura:

o]

H
_N
> \E)kOH
HN._O
NN TN NN
Ho” > Yo
OH :

[000231] Também contemplado dentro do escopo das modalidades
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apresentadas aqui sado os produtos de peptideo de Férmula I-A
derivados de tensoativos com base em acido maltourdnico através da
ligagdo em qualquer ou ambas as fungdes de acido carboxilico. Desse
modo, como um exemplo, peptideos na Tabela 1 de Figura 1 ou Tabela
2 de Figura 2 compreendem um aminoacido ligante de lisina ligado a

um tensoativo X com base em acido maltourdnico e tendo a estrutura:

e
:L{N\)J\OH

ﬁ SO

[000232] Sera entendido que em uma modalidade, compostos de
Formula |-A sao preparados ligando-se uma lisina a um grupo X,
seguido pela litagcdo de residuos de aminoacido adicionais e/ou
peptideos sado ligados ao composto X-lisina para obter compostos de
Férmula I-A. Sera entendido que outros aminoacidos naturais ou nao
naturais descritos aqui sdo também adequados para ligacdo ao
tensoativo X e sdo adequados para ligar adicionais
aminoacidos/peptideos para obter compostos de Férmula I-A. Sera
entendido que em outra modalidade, compostos de Formula |-A séo
preparados para ligar um peptideo de tamanho total ou tamanho parcial
a um grupo X, seguido por ligagao opcional de residuos adicionais de
aminoacido e/ou peptideos sdo ligados para obter compostos de
Formula I-A.

[000233] Em uma modalidade especifica, é fornecido aqui um
composto selecionado de compostos de Tabela 1 de Figura 1 ou Tabela
2 de Figura 2.

[000234] Sao também fornecidas aqui composi¢des farmacéuticas

compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
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produto de peptideo descrito acima, ou sal aceitavel do mesmo, e pelo
menos um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[000235] Em algumas modalidades das composi¢des farmacéuticas,
o veiculo € um veiculo com base aquosa. Em algumas modalidades das
composigdes farmacéuticas, o veiculo € um veiculo com base né&o
aquosa. Em algumas modalidades das composi¢des farmacéuticas, o
veiculo com base ndo aquosa € um solvente semelhante ao
hidofluoroalcano que pode compreender a-lactose anidrosa submicron
ou outros excipientes.

[000236] E contemplada dentro do escopo das modalidades
apresentadas aqui a reacdo de um aminoacido e/ou um peptideo
compreendendo um aminodacido U ligante transportando um nucledfilo,
e um grupo X compreendendo um transporte de um grupo de saida ou
um grupo funcional que pode ser ativado para conter um grupo de saida,
por exemplo, um acido carboxilico, ou qualquer outro grupo de reagao,
desse modo provendo ligagao covalente do aminoacido e/ou peptideo a
um tensoativo X por meio do aminoacido ligante U para fornecer um
produto de peptideo de Férmula I-A.

[000237] Também contemplado dentro do escopo de modalidades
apresentadas aqui é a reacdo de um aminoacido e/ou um peptideo
compreendendo um aminoacido U ligante transportando um grupo de
saida ou um grupo funcional que pode ser ativado para conter um grupo
de saida, por exemplo, um acido carboxilico, ou qualquer outro grupo
de reagao, e um grupo X compreendendo um grupo nucleofilico, desse
modo provendo ligagdo covalente do aminoacido e/ou peptideo a um
tensoativo X por meio do aminoacido ligante U para fornecer um produto
de peptideo de Formula I-A.

[000238] Sera entendido que, em uma modalidade, compostos de
Formula I-A sao preparados por reacdo de um aminoacido U ligante com

X, seguido pela adicdo de outros residuos a U para obter o produto de
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peptideo de Formula I-A. Sera entendido que em uma modalidade
alternativa, compostos de Férmula |-A sdo preparados por reacao de
um peptideo adequado compreendendo um aminoacido U ligante com
X, seguido por adigdo opcional de outros residuos a U, para obter o
produto de peptideo de Férmula I-A.
[000239] Sao também fornecidos aqui métodos para sintetizar
produtos de peptideo descritos acima, compreendendo etapas
sequenciais de

(a) Acoplamento de um peptideo com um intermediario, isto

€, um composto de Férmula IV:

R12 W2 o w!
R2

R1do OR1b

OR'™® "Formula IV
em que:
[000240] R'@ éindependentemente, em cada ocorréncia, uma ligacéo,
H, um grupo de saida, um grupo de protegao, um aminoacido natural ou
nao natural, um grupo C1-Czg alquila substituida ou ndo substituida, um
grupo alcoxiarila substituida ou n&o substituida, ou um grupo aralquila
substituida ou nao substituida;
[000241] R'™, R'¢, e R s&o cada qual independentemente, em cada
ocorréncia, uma ligagcéo, H, um grupo de saida, um grupo de protecao,
um aminoacido natural ou ndo natural reversivelmente protegido, um
grupo C+-Csp alquila substituida ou ndo substituida, um grupo alcoxiarila
substituida ou n&o substituida, ou um grupo aralquila substituida ou ndo
substituida;
[000242] W' é —CH2-, -CH>-0O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -
(C=S)-, -(C=S)-NH-, ou -CH2-S-;
[000243] W?2é -O-, -CH2- ou -S-;

[000244] R? é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo,
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H, um grupo de saida, um grupo de protecao, um aminoacido natural ou
ndo natural reversivelmente protegido, um grupo C+-Czo alquila
substituida ou ndo substituida, um grupo alcoxiarila substituida ou ndo
substituida, ou um grupo aralquila substituida ou ndo substituida, -NHo,
-SH, C2-Cs-alceno, C,-Cs-alcino, -NH(C=0)-CH2-Br, -(CH2)m -
maleimida, ou -Ns.
[000245] né1,2o0u3;
[000246] m é 1-10;
e

(b) opcionalmente desproteger o peptideo acoplado de etapa
(a).
[000247] Em algumas modalidades dos métodos, cada aminoacido
natural ou ndo natural é independentemente, em cada ocorréncia, um
aminoacido ligante reversivelmente protegido. Em algumas
modalidades dos métodos, cada aminoacido natural ou ndo natural é
independentemente, em cada ocorréncia, uma lisina reversivelmente
protegida ou livre.
[000248] Em algumas modalidades dos métodos, o peptideo € um
peptideo de Formula Il como descrito acima.
[000249] Em algumas modalidades dos métodos,
[000250] né 1;
[000251] W' é -(C=0)-;
[000252] R é um grupo C1-Cso alquila substituida ou n&o substituida,
um grupo 1-alcoxiarila substituida ou nao substituida, ou um grupo 1-
aralquila substituida ou ndo substituida,
[000253] R?é uma lisina reversivelmente protegida de configuragéo D
ou L.
[000254] Em algumas modalidades dos métodos,
[000255] né 1;
[000256] W' é -(C=0)-;
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[000257] R é um grupo Cs-Cso alquila substituida ou ndo substituida,
um grupo 1-alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um grupo 1-
aralquila substituida ou n&do substituida,

[000258] R?¢é uma lisina reversivelmente protegida de configuragéo D
ou L.

[000259] Em algumas modalidades dos métodos, R'@ é um grupo
octila, decila, dodecila, tetradecila, ou hexadecila.

[000260] Em algumas modalidades dos métodos,

[000261] né1;

[000262] W' é -(C=0)-NH- ou —(C=0)-0-;

[000263] R?¢é um grupo hidrofébico C1-C30 alquila substituida ou ndo
substituida, um grupo 1-alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um
grupo 1-aralquila substituida ou n&o substituida,

[000264] R'@ é uma serina ou treonina reversivelmente protegida de
configuragdo D ou L.

[000265] Em algumas modalidades dos métodos, R? é um grupo
octila, decila, dodecila, tetradecila ou hexadecila.

[000266] Em algumas modalidades dos métodos,

[000267] né 1;

[000268] m é 1-6;

[000269] W'é —CHa-;

[000270] R é um grupo hidrofébico C1-Cso alquila substituida ou nao
substituida, um grupo 1-alcoxiarila substituida ou nao substituida, ou um
grupo 1-aralquila substituida ou n&o substituida,

[000271] R? é -N3, NH2, -C:-alcino, -(CHz)m-maleimida, NH-(C=0)-
CH2-Br, ou NH-(C=0)-CH2-l.

[000272] Em algumas modalidades de Férmula IV,

[000273] né1;

[000274] W' é —(C=0)-0-;

[000275] R2?éH,
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[000276] R'@ é um grupo hidrofébico C+-Cso alquila substituida ou ndo
substituida.

[000277] Em algumas modalidades dos métodos, W' & —(CH2)O. Em
algumas modalidades dos métodos, n € 1. Em algumas modalidades
dos métodos, n € 2, e um primeiro glicosideo é ligado a um segundo
glicosideo por meio de ligagdo entre W? do primeiro glicosideo e
qualquer um de OR', OR' ou OR'® do segundo glicosideo.

[000278] Em algumas modalidades dos métodos, n é 3, e um primeiro
glicosideo € ligado a um segundo glicosideo por meio de ligagao entre
W2 do primeiro glicosideo e qualquer um de OR'™, OR' ou OR'® do
segundo glicosideo, e 0 segundo glicosideo é ligado a um terceiro
glicosideo por meio de ligagdo entre W? do segundo glicosideo e
qualquer um de OR'®, OR' ou OR' do terceiro glicosideo.

[000279] Em algumas modalidades dos métodos, o composto de
Formula IV é uma N-e-(1'-alquila glucuronila)-lisina reversivelmente
protegida da configuragdo D ou L, em que R'@ é uma cadeia C4-Cy
alquila substituida ou nao substituida, um grupo 1-alcoxiarila substituida
ou nao substituida, ou um grupo 1-aralquila substituida ou nao
substituida.

[000280] Em algumas modalidades dos métodos, o composto de
Foérmula IV é N-¢-(1'-dodecil B-D-glucuronila)-lisina uma reversivelmente
protegida da configuracédo D ou L.

[000281] Em algumas modalidades dos métodos, a desprotecao
compreendendo o uso de tratamentos com acido suave e ou base
suave. Em algumas modalidades dos métodos, a desprotecao
compreendendo o uso de acidos fortes.

[000282] Em algumas modalidades, os métodos também
compreendem as etapas de cromatografia, dessalinizacdo de
intermediarios por cromatografia liquida de alto desempenho, de fase

reversa ou cromatografia de intermediarios por permuta de ion.
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[000283] Uma composicao farmacéutica compreendendo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um produto de peptideo descrito
acima e aqui, ou sal aceitavel do mesmo, e pelo menos um veiculo ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[000284] E fornecido aqui um método para tratar uma condigdo
associada com resisténcia a insulina compreendendo a administracao
de qualquer composto descrito aqui a um individuo em necessidade do
mesmo.

[000285] Sao fornecidos aqui métodos para tratar diabetes, retinopatia
diabética, neuropatia diabética, nefropatia diabética, cicatrizacdo de
ferimento, resisténcia a insulina, hiperglicemia, hiperinsulinemia,
sindrome metabdlica, complicagcdes diabéticas, niveis sanguineos
elevados de acidos graxos livres ou glicerol, hiperlipidemia, obesidade,
hipertrigliceridemia, aterosclerose, sindrome cardiovascular aguda,
infarto, reperfusdo isquémica ou hipertensdo, compreendendo
administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de um produto de
peptideo descrito acima e aqui a um individuo em necessidade do
mesmo.

[000286] Sao fornecidos aqui métodos de reduzir o ganho de peso ou
induzir a perda de peso compreendendo administrar a um individuo em
necessidade do mesmo, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um produto de peptideo descrito acima e aqui a um individuo em
necessidade do mesmo.

[000287] Sao fornecidos aqui métodos para tratar condigcbes
mamiferas caracterizadas pela resisténcia a insulina ligada a obesidade
ou a sindrome metabdlica compreendendo administrar a um individuo
em necessidade do mesmo, uma quantidade de um produto de peptideo
descrito acima e aqui para inducao da perda de peso ou sensibilizagao
de insulina, a um individuo em necessidade disso.

[000288] Em algumas modalidades, a condicdo a ser tratada é a
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sindrome metabdlica (Sindrome X). Em algumas modalidades, a
condigao a ser tratada € diabetes. Em algumas modalidades, a condi¢éo
a ser tratada € hiperlipidemia. Em algumas modalidades, a condigédo a
ser tratada é hipertensdo. Em algumas modalidades, a condigc&o a ser
tratada € doenca vascular incluindo aterosclerose, ou a inflamacéao
sistémica caracterizada por proteina reativa C elevada.

[000289] Em algumas modalidades dos métodos, a quantidade eficaz
do produto de peptideo para administracédo € de cerca de 0,1 pg/kg/dia
a cerca de 100,0 ug/kg/dia, ou de 0,01 ug/kg/dia a cerca de 1 mg/kg/dia
ou de 0,1 ug/kg/dia a cerca de 50 mg/kg/dia. Em algumas modalidades,
o produto de peptideo € administrado parenteralmente. Em algumas
modalidades, o produto de peptideo é administrado subcutaneamente.
Em algumas modalidades, o método de administracdo do produto de
peptideo é insuflacdo nasal.

[000290] Sera entendido, entretanto, que o nivel de dose especifico e
frequéncia de dosage para qualquer individuo particular em
necessidade de tratamento pode ser variado e dependera de uma
variedade de fatores incluindo a atividade do composto especifico
empregado, a estabilidade metabdlica e duragdo de acado daquele
composto, a idade, peso corporal, saude geral, sexo, dieta, modo e
tempo de administragao, taxa de excregcéo, combinacédo de farmaco, a
severidade da condig¢ao particular, e o hospedeiro que esta passando
por terapia.

[000291] Sao fornecidos aqui métodos de tratar a sindrome
metabdlica, ou suas doengas componentes, compreendendo
administrar a um individuo em necessidade do mesmo, uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um produto de peptideo descrito acima. Em
algumas modalidades, a condicdo de sindrome metabdlica tem
progredido para diabetes.

[000292] E também fornecido aqui um peptideo de ligacdo a GLCR
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e/lou GLP1R covalentemente modificado ou analogo do mesmo,
compreendendo um grupo hidrofilico como descrito aqui; € um grupo
hidrofébico covalentemente ligado ao grupo hidrofilico. Em modalidades
especificas, o produto de proteina e/ou peptideo covalentemente
modificado compreende um grupo hidrofilico que € um sacarideo e um
grupo hidrofébico que € uma cadeia C1-C2 alquila ou uma cadeia
aralquila.

[000293] Em uma modalidade, ¢é fornecido um método para
quimicamente modificar uma molécula por ligagdo covalente a um
tensoativo para aumentar ou manter a biological agao da composigao
ou molécula, por exemplo, atividade enzimatica ou de ligagdo ao
receptor. Em algumas modalidades, a molécula € um peptideo. O
método adicionalmente pode incluir outra modificagdo compreendendo
ligagao covalente da molécula na composigao a um polimero tal como
polietileno glicol.

[000294] Em outra modalidade, é fornecido um método de reduzir ou
eliminar imunogenicidade de um farmaco de proteina e/ou peptideo
covalentemente ligando a cadeia de peptideo a pelo menos um alquil
glicosideo em que a alquila tem de 1 a 30 atomos de carbono.
[000295] E também fornecido um método de tratamento de condigdes
associadas com resisténcia a insulina incluindo e n&o limitadas a
obesidade, a sindrome metabdlica, diabetes tipo 2, hipertensao,
aterosclerose ou similares, compreendendo administrar uma
composicao de farmaco compreendendo um peptideo covalentemente
ligado a pelo menos um alquil glicosideo e liberado para um vertebrado,
em que a alquila tem de 1 a 30 atomos de carbono, 1 a 20 carbonos, ou
ademais na faixa de 6 a 16 atomos de carbono, ou 6 a 18 carbonos, e
em que ligagao covalente do alquil glicosideo ao peptideo aumenta a
estabilidade, biodisponibilidade e/ou duracéo de acédo do farmaco.

[000296] E também fornecido aqui o uso de um produto de peptideo
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descrito aqui (por exemplo, um produto de peptideo de Formula I-A,
Formula IlI-A, Formula lI-B, ou Férmula V) para a fabricagdo de um
medicamento para o tratamento de qualquer condicdo descrita acima e
aqui.

Breve Descrigao das Figuras

[000297] Figura 1 A Tabela 1 na Figura 1 representa compostos que
foram preparados por métodos descritos aqui. O relatério descritivo
fornece sequéncias para SEQ. ID. N°. 1-3 e SEQ. ID. N°. 318-343.
Adicionalmente, a Tabela 1 de Figura 1 fornece SEQ. ID Numeros para
os compostos EU-A300 a EU-A425 tendo SEQ. ID. N%. 4-129
respectivamente, como mostrado na Tabela 1 de Figura 1. Compostos
na Tabela 1 de Figura 1, e suas respectivas SEQ. ID. N°. mostradas na
Tabela 1 de Figura 1 sédo pelo presente incorporados no relatorio
descritivo como depositado.

[000298] Figura 2 A Tabela 2 na Figura 2 representa compostos que
foram preparados por métodos descritos aqui. O relatério descritivo
fornece SEQ. ID. N°s. 1-3 e SEQ. ID. N°. 318-343. Adicionalmente,
Tabela 2 de Figura 2 fornece SEQ. ID Numeros para os compostos EU-
A426 a EU-599 tendo SEQ. ID. N°. 130-317 respectivamente, como
mostrado na Tabela 2 de Figura 2. Compostos na Tabela 2 de Figura 2,
e suas respectivas SEQ. ID. N°. mostradas na Tabela 2 de Figura 2 sédo
pelo presente incorporados no relatorio descritivo como depositado.
[000299] Figura 3 A Figura 3 ilustra a estrutura cristal de raio-X
(Runge, S., e outro (2008) J Biol Chem 283: 11340-7) do sitio de ligagao
do dominio extracelular do receptor de GLP-1 e ilustra elementos de
ligagéo hidrofobica critica do receptor e a exendina-4 de ligante (Val'?,
Phe??’, Trp?®’, Leu?®") que sdo imitados e substituidos pela porgao de 1'-
alquila hidrofébica do tensoativo N° peptideos da invencéo.

Descrigao Detalhada da Invengao

[000300] Sa&o descritos aqui certos peptideos e/ou proteinas
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covalentemente modificados com propriedades farmacéuticas
melhoradas. Sao também fornecidos aqui métodos para uso dos
peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados para o
tratamento de disturbios relacionados com a obesidade e a sindrome
metabdlica.

[000301] Em algumas modalidades, as proteinas e/ou peptideos
modificados compreendem um peptideo e/ou proteina covalentemente
ligado a um grupo hidrofilico, um "cabega" (por exemplo, um poliol, (por
exemplo, um sacarideo)); o grupo hidrofilico é covalentemente ligado a
um grupo hidrofébico, uma "cauda", desse modo gerando um
tensoativo. Em algumas modalidades, o uso de porc¢des de tensoativo
de glicosideo ligado a hidrofdbico (por exemplo, alquil glicosideo) para
modificacdo covalente dos peptideos ou proteinas (por exemplo,
glucagon ou Peptideos relacionados com GLP-1 ou similares), prolonga
a duracido de acao dos peptideos e/ou proteinas por multiplos
mecanismos, incluindo a formacao de depdsitos do farmaco no sitio de
administracdo no corpo e ligacado a proteinas portadoras hidrofébicas.
Em algumas modalidades, a incorporagcdo de impedimento estérico
dentro da estrutura de proteina e/ou proteina pode impedir o acesso de
proteases ao produto de peptideo e/ou proteina e desse modo prevenir
a protedlise. Em algumas modalidades, modificacdo de tensoativo (por
exemplo, ligagdo covalente de classe de alquil glicosideo de
tensoativos) de peptideos e/ou proteinas como descrito aqui, aumenta
o transporte através das barreiras mucosais. Consequentemente, as
modificagbes dos peptideos e/ou proteinas descritos aqui fornecem
beneficios desejaveis incluindo e nao limitados a, protecdo de
protedlise, e movimento retardado a partir do sitio de administracao,
desse modo levando ao comportamento farmacocinético prolongado
(por exemplo, prolongacdo de circulacdo ti2) e biodisponibilidade

transmucosal melhorada.
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[000302] Em algumas modalidades, a interagcdo dos peptideos e/ou
proteinas melhorados com seus receptores € modificada de modos
benéficos pela truncagao da sequéncia, introducao de restricdo e/ou a
incorporagdo de impedimento estérico. S&o descritos aqui novos
reagentes de alquil glicosideo que proveem a incorporagdo tanto de
rigidez quanto impedimento estérico nas proteinas e/ou peptideos
modificados. Em algumas modalidades, o impedimento estérico confere
seletividade de receptor as proteinas e/ou peptideos modificados
descritos aqui. Em algumas modalidades, o impedimento estérico
fornece protecao de protedlise.

[000303] Proteinas e peptideos sofrem numerosas mudancas fisicas
e quimicas que podem afetar a poténcia e seguranca. Entre estas estao
a agregacao, que inclui dimerizacao, trimerizagdo, e a formacgéao de
agregados de ordem superior, tais como amiloides. Agregagao € um
resultado chave que acompanha multiplos efeitos potencialmente
deletérios para produtos terapéuticos com base em peptideo e/ou
proteina, incluindo perda de eficacia, farmacocinéticos alterados,
estabilidade reduzida ou vida de prateleira do produto, e inducédo de
imunogenicidade indesejavel. Biodisponibilidade e farmacocinéticos de
um peptideo de autoassociagcao podem ser influenciados por tamanho
do agregado e a facilidade de rompimento das interagdes
intermoleculares nao covalentes no sitio subcutaneo (Maiji, S.K., e outro
(2008) PLoS Biol 6: €17). Em alguns casos, peptideos podem agregar-
se em depdositos subcutaneos que se desassociam com ti2 de 30 ou
mais dias. Tal dissolugao lenta pode levar a efeitos favoraveis, tal como
liberagdo durante um més de uma unica injecdo sc causes uma
concentragdo sanguinea tao baixa que o peptideo aparece inativo in
vivo. Desse modo, em alguns casos, a agregacao hidrofébica torna
impossivel uma biodisponibilidade e eficacia do peptideo (Clodfelter,
D.K., e outro (1998) Pharm Res 15: 254-262). Os produtos de peptideo
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modificados sdo descritos aqui ligados a tensoativo e sé&o
opcionalmente designados para permitir ou a interferéncia com a
agregagao, ou agregacao realgada, como desejado.

[000304] Frequentemente oligossacarideos de ocorréncia natural que
sdo covalentemente ligados a proteinas ndo tém carater tensoativo. Em
algumas modalidades, produtos de peptideo e/ou proteina descritos
aqui tém um sacarideo covalentemente ligado e um grupo hidrofébico
adicional que confere carater tensoativo aos peptideos modificados,
desse modo provendo a regulacdo de biodisponibilidade,
imunogenicidade, e/ou comportamento farmacocinético dos peptideos
modificados por tensoativo.

[000305] Proteinas e peptideos modificados com oligossacarideos
sdo descritos em, por exemplo, Jensen, K.J. e Brask, J. (2005)
Biopolimers 80: 747-761, através da incorporacido de estruturas de
sacarideo ou oligossacarideo usando métodos enzimaticos (Gijsen,
H.J., e outro (1996) Chem Rev 96: 443-474; Sears, P. e Wong, C.H.
(1998) Cell Mol Life Sci 54: 223-252; Guo, Z. e Shao, N. (2005) Med Res
Rev 25: 655-678) ou quimicos (Urge, L., e outro (1992) Biochem
Biophys Res Commun 184: 1125-1132; Salvador, L.A., e outro (1995)
Tetrahedron 51: 5643-5656; Kihlberg, J., e outro (1997) Methods
Enzymol 289: 221-245; Gregoriadis, G., e outro (2000) Cell Mol Life Sci
57: 1964-1969; Chakraborty, T.K., e outro (2005) Glicoconj J 22: 83-93;
Liu, M., e outro (2005) Carbohydr Res 340: 2111-2122; Payne, R.J., e
outro (2007) J Am Chem Soc 129: 13527-13536; Pedersen, S.L., e outro
(2010) Chembiochem 11: 366-374). Peptideos bem como proteinas
foram modificados por glicosilagéo (Filira, F., e outro (2003) Org Biomol
Chem 1: 3059-3063); (Negri, L., e outro (1999) J Med Chem 42: 400-
404); (Negri, L., e outro (1998) Br J Pharmacol 124: 1516-1522); Rocchi,
R., e outro (1987) Int J Pept Proteina Res 29: 250-261; Filira, F., e outro
(1990) Int J Biol Macromol 12: 41-49; Gobbo, M., e outro (1992) Int J
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Pept Proteina Res 40: 54-61; Urge, L., e outro (1992) Biochem Biophys
Res Commun 184: 1125-1132; Djedaini-Pilard, F., e outro (1993)
Tetrahedron Lett 34: 2457 - 2460; Drouillat, B., e outro (1997) Bioorg
Med Chem Lett 7: 2247-2250; Lohof, E., e outro (2000) Angew Chem Int
Ed Engl 39: 2761-2764; Gruner, S.A., e outro (2001) Org Lett 3: 3723-
3725; Pean, C., e outro (2001) Biochim Biophys Acta 1541: 150-160;
Filira, F., e outro (2003) Org Biomol Chem 1: 3059-3063; Grotenbreg,
G.M., e outro (2004) J Org Chem 69: 7851-7859; Biondi, L., e outro
(2007) J Pept Sci 13: 179-189; Koda, Y., e outro (2008) Bioorg Med
Chem 16: 6286-6296; Yamamoto, T., e outro (2009) J Med Chem 52:
5164-5175).

[000306] Entretanto, as tentativas anteriormente mencionadas nao
descrevem um grupo hidrofébico adicional ligado ao oligossacarideo
ligado a peptideo. Consequentemente, sdo fornecidos aqui peptideos
e/ou proteinas modificados que incorporam um grupo hidrofébico ligado
a um sacarideo e/ou oligossacarideo que € covalentemente ligado ao
peptideo e/ou proteina e que prové a regulacédo de biodisponibilidade,
imunogenicidade e comportamento farmacocinético.
Consequentemente, sdo também fornecidos aqui reagentes tensoativos
compreendendo um oligossacarideo e um grupo hidrofébico, que prové
modificacdo covalente de peptideos e/ou proteinas tal como, por
exemplo, glucagon e/ou GLP-1 e/ou analogos dos mesmos.

[000307] E fornecido aqui o uso de tensoativos com base em
sacarideo em ligacdo covalente a um peptideo para melhora das
propriedades de peptideo e/ou proteina. Em algumas modalidades, a
modificacado de tensoativo (por exemplo, ligagao covalente de classe de
alquil glicosideo de tensoativos) de peptideos e/ou proteinas como
descrito aqui, aumenta o transporte através das barreiras mucosais. Em
algumas modalidades, ligacido covalente de um tensoativo a um produto

de peptideo e/ou proteina reduz ou impede a agregacao do peptideo

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 40/143



35/127

e/ou proteina. Em algumas modalidades, os peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados s&o glucagon covalentemente modificados
ou peptideos GLP-1, ou analogos do mesmo, que sao modificados para
melhorar suas propriedades farmacéuticas e médicas por modificacao
covalente com porgdes tensoativas de alquil glicosideo. Estes analogos
modificados por tensoativo tém impedimento estérico aumentado que
impede a protedlise, retarda a captacao e retarda a depuragao do corpo.
[000308] Em certos casos, os efeitos de tensoativos sdao benéficos
com respeito as propriedades fisicas ou desempenho de formulacbes
farmacéuticas, porém sao irritantes a pele e/ou outros tecidos e em
particular sdo irritantes as membranas mucosais tais como aquelas
encontradas nas areas do nariz, boca, olho, vagina, reto, bucal ou
sublingual. Adicionalmente, em alguns casos, tensoativos denaturam
proteinas, desse modo destruindo sua fungdo bioldgica. Visto que os
tensoativos exercem seus efeitos acima da concentracido de micela
critica (CMC), tensoativos com baixas CMC's s&do desejaveis, de modo
que eles possam ser utilizados com eficacia em baixas concentracoes
ou em pequenas quantidades em formulacbes farmacéuticas.
Consequentemente, em algumas modalidades, tensoativos (por
exemplo, alquil glicosideos) adequados para modificacbes de peptideo
descritas aqui ttm a CMC menor do que cerca de 1 mM em agua pura
ou em solugdes aquosas. A titulo de exemplo apenas, certos valores
CMC para alquil glicosideos em agua sao: Octil maltosida 19,5 mM,;
Decil maltosida 1,8 mM; Dodecil-00-D-maltosida 0,17 mM; Tridecil
maltosida 0,03 mM; Tetradecil maltosida 0,01 mM; dodecanoato de
sacarose 0,3 mM. Sera apreciado que um tensoativo adequado possa
ter uma CMC maior ou menor, dependendo do peptideo e/ou proteina
gue € modificado. Como usado aqui, "Concentragao de Micela Critica"
ou "CMC" é a concentragdo de um componente anfifilico (alquil

glicosideo) em solugdo na qual a formagdo de micelas (micelas
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esféricas, bastdes redondos, estruturas lamelares etc.) na solugdo é
iniciada. Em certas modalidades, os alquil glicosideos dodecila, tridecil
e tetradecil maltosida ou glicosideo, bem como dodecanoato,
tridecanoato, e tetradecanoato de sacarose, possuem menores CMC's
e sdo adequados para modificacdes de peptideo e/ou proteina descritas
aqui.

Resisténcia a Insulina

[000309] Os riscos associados com hiperglicemia prolongada incluem
um risco aumentado de complicacbes microvasculares, neuropatia
sensorial, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, mortalidade
macrovascular, e mortalidade de toda e qualquer causa. Diabetes tipo 2
estd também ligada causalmente com a obesidade, uma epidemia
global adicional. Pelo menos $232 bilhdes foram despendidos com
tratamento e prevencao de diabetes mundialmente em 2007, com trés
quartos daquela quantidade despendida em paises industrializados no
tratamento de complicagbes a longo prazo e em cuidados gerais, tais
como esforcos para prevenir complicagdées micro e macrovasculares.
Em 2007, custos indiretos estimados de diabetes (incapacidade, perda
de produtividade, e morte prematura devido a diabetes) para os Estados
Unidos foram de $58 bilhdes.

[000310] A obesidade leva a resisténcia a insulina, uma capacidade
diminuida das células no corpo reagirem a estimulagao da insulina por
meio de numeros diminuidos de receptores de insulina e um
acoplamento diminuido daqueles receptores a sistemas de sinalizagao
intracelular criticos. O estado obeso também leva a "sindrome
metabdlica", uma constelacdo de doengas (resisténcia a insulina,
hipertensao, aterosclerose, e outro) com muito grandes consequéncias
de cuidados com a saude. Se a resisténcia a insulina for diagnosticada
suficientemente cedo, diabetes tipo 2 declarada pode ser prevenida ou

retardada, com intervencdes de estilo de vida reduzindo a ingestédo de

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 42/143



37/127

caloria e gordura corporal e por meio de tratamento com farmaco para
normalizar o controle glicémico. A despeito de normas de tratamento
que recomendam intervengao precoce, agressiva, muitos pacientes néo
reagem a alvos para controle glicémico. Muitos fatores contribuem para
a faléncia do controle da diabetes tipo 2 bem-sucedidamente, incluindo
influéncias psicossociais e econdmicas e deficiéncias na eficacia,
conveniéncia e perfis de tolerabilidade farmacos antidiabéticos
disponiveis. Os produtos de peptideo e/ou proteina sdo descritos aqui
designados para superar estas deficiéncias.

Efeito de Incretina

[000311] O "efeito de incretina" é usado para descrever o fenbmeno
por meio do qual a carga de glicose liberada oralmente produz uma
secrec¢ao de insulina muito maior do que a mesma carga de glicose
administrada intravenosamente. Este efeito € mediado por pelo menos
dois hormdnios de incretina secretados pelas células | intestinais.
Polipeptideo insulinotrépico dependente da glicose (GIP) e peptideo 1
semelhantes ao glucagon (GLP-1) foram identificados como incretinas
e acredita-se que individuos sadios possam derivar até 70% de sua
resposta secretoria de insulina prandial do efeito de incretina.

[000312] Normalmente os peptideos de incretina sdo secretados
quando necessario, em resposta a nutrientes ingeridos, e tém uma
meia-vida de plasma curta, devido a degradacéao pela enzima dipeptidil
peptidase IV (DPP-4). Em pessoas com diabetes tipo 2, sensibilidade
pancreatica ao GLP-1 é prejudicada, porém a resposta secretéria de
insulina pode ser restaurada com doses farmacolégicas doses de GLP-
1 humano (Kieffer, T.J., e outro (1995) Endocrinology 136: 3585-3596).
Além disso, GLP-1 promove a neogénese e preservacao de célula beta
(Aaboe, K., e outro (2008) Diabetes Obes Metab 10: 994-1003). O GLP-
1 tem efeitos benefices adicionais, tais como sobre a fungéo cardiaca:

por exemplo, ele melhora a fungao ventricular esquerda (Sokos, G.G., e
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outro (2006) J Card Fail 12: 694-699) em individuos humanos. O GLP-
1 também retarda o esvaziamento gastrico em humanos e reduz o
apetite (Toft-Nielsen, M.B., e outro (1999) Diabetes Care 22: 1137-
1143).

[000313] Tratamento de pacientes de diabetes com analogos de GLP-
1 metabolicamente estaveis e de longa acédo é descrito em, por
exemplo, Drab, S.R. (2010) Pharmacotherapy 30: 609-624, sofre de
questdes relacionadas com a conveniéncia de uso e efeitos colaterais
tais como a nausea, risco de pancreatite e carcinoma da tireoide.
Analogos de GLP-1 fornecem estimulagdo da secregcdo de insulina
dependente de glicose e leva a um risco reduzido de hipoglicemia. Além
disso, enquanto diversos tratamentos em curso para diabetes causam
ganho de peso, como descrito abaixo, os analogos de GLP-1 induzem
a saciedade e uma suave perda de peso. Consequentemente, em
algumas modalidades, sao fornecidos aqui analogos de GLP-1 que séo
de longa acédo e sao administrados em baixas doses, desse modo
reduzindo os efeitos colaterais associados comos tratamentos em
curso.

[000314] Diversos horménios de intestino de peptideo sdo conhecidos
modularem o apetite (Sanger, G.J. e Lee, K. (2008) Nat Rev Drug Discov
7. 241-254). Diversos peptideos sao derivados de processamento
enzimatico, especifico de tecido (prohorménio convertases; PCs) do
produto de gene de preproglucagon: por exemplo glucagon, GLP-I,
peptideo-2 semelhante ao glucagon (GLP-2), glicentina e
oxintomodulina (OXM) (Drucker, D.J. (2005) Nat Clin Pract Endocrinol
Metab 1: 22-31; Sinclair, E.M. e Drucker, D.J. (2005) Physiology
(Bethesda) 20: 357-365). GLP-1, GLP-2, glicentina e OXM séao
cossecretados de células L no intestino em resposta a alimentagao.
O preproglucagon € Alternativamente processado (PC2) para produzir

glucagon nas células alfa nas ilhotas pancreaticas. A estrutura de OXM
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€ essencialmente glucagon com uma extensdo de terminal C de 8
residuos.

[000315] Além da estimulagdo de biossintese de insulina e de
secrecgao de insulina dependente de glicose, o GLP-1 e seus miméticos
estaveis (por exemplo Byetta) também causam modesta perda de peso
em modelos animais (Mack, C.M., e outro (2006) Int J Obes (Lond) 30:
1332-1340) e em pacientes diabétidos do tipo 2 (DeFronzo, R.A., e outro
(2005) Diabetes Care 28: 1092-1100; Buse, J.B., e outro (2010)
Diabetes Care 33: 1255-1261). A infusdo de glucagon reduz a ingestéo
de alimento em homem (Geary, N., e outro (1992) Am J Physiol 262:
R975-980), enquanto que o tratamento de glucagon continuo de tecido
de adipose também promove a lipolise (Heckemeyer, C.M., e outro
(1983) Endocrinology 113: 270-276) e a perda de peso (Salter, J.M., e
outro (1960) Metabolism 9: 753-768; Chan, E.K., e outro (1984) Exp Mol
Pathol 40: 320-327). O glucagon tem efeitos de ampla variagdo sobre o
metabolismo de energia (Heppner, K.M., e outro (2010) Physiol Behav)).
O glucagon, ou analogos, pode ser usado de um modo diagnéstico para
paralisia temporaria do trato intestinal. Desse modo, pelo menos dois
dos produtos de processamento de PC da proteina preproglucagon
estdo ligados a saciedade e efeitos metabdlicos.

[000316] Em roedores, administracdo intraperitoneal repetida de
OXM, um terceiro produto de preproglucagon, foi associado com tecido
de adipose branco reduzido e a redugdo em peso, em comparagao com
os controles (Dakin, C.L., e outro (2004) Endocrinology 145: 2687-
2695). Oxm reduziu a ingestdo de alimento em 19,3% durante uma
administracao de infus&o intravenosa a humanos de peso normal e este
efeito persiste durante mais de 12 horas, apos a infusdo (Cohen, M.A.,
e outro (2003) J Clin Endocrinol Metab 88: 4696-4701). O tratamento de
voluntarios durante um periodo de 4 semanas resultou em um efeito de

saciedade prolongado e perda de peso refletindo um decréscimo em
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gordura corporal (Wynne, K., e outro (2005) Diabetes 54: 2390-2395).
[000317] OXM é estruturalmente homologo com GLP-1 e glucagon, e
ativa tanto o receptor de glucagon (GCGR) quanto o receptor de GLP-1
(GLP1R), porém com 10 a 100 vezes menos poténcia do que os ligantes
epbnimos. Além disso, o estudo de interacbes de OXM com GLP1R
sugere que ele pode ter diferentes efeitos sobre o recrutamento de beta-
arrestina em comparagédo com GLP-1 (Jorgensen, R., e outro (2007) J
Pharmacol Exp Ther 322: 148-154), desse modo agindo como um
ligante "polarizado". Um unico receptor para OXM foi pesquisado
durante diversos anos, porém néao foi ainda elucidado e € admitido agir
por meio das séries de reacao de GLP1R e GCGR. Consequentemente,
sao fornecidos aqui métodos para modificagdo de tensoativo de
peptideos de intestino que prové a indugcdo de saciedade, perda de
peso, alivio de resisténcia a insulina e/ou retardo na progresséo de
prediabetes para diabetes.

GLP-1

[000318] Em vista do comportamento complexo e interagente dos
produtos da proteina de preproglucagon sobre a saciedade e
metabolismo descrito acima, trabalhadores de multiplos grupos
estudaram as ligagdes da atividade de estrutura sobre a estrutura de
GLP-1 e glucagon. Residuos ao longo das sequéncias foram mostrados
aceitarem a substituicdo. Por exemplo, a substituicdo por Ala é bem
aceita na regiao de terminal N de GLP-1, especialmente em 2, 3, 5, 8,
11, e 12 (Adelhorst, K., e outro (1994) J Biol Chem 269: 6275-6278).
[000319] Foi mostrado que analogos quiméricos com a capacidade de
se ligar a GLP1R e GLCR podem ser obtidos por enxerto de residuos
de terminal C de GLP-1 sobre a terminag¢ao N de glucagon (Hjorth, S.A.,
e outro (1994) J Biol Chem 269: 30121-30124). O residuo na posigcao 3
(Glu acidico em GLP1 ou GIn neutro em Glucagon ou OXM) reduz a
afinidade de glucagon (Runge, S., e outro (2003) J Biol Chem 278:
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28005-28010) ou OXM (Pocai, A., e outro (2009) Diabetes 58: 2258-
2266) para o GIP1R. O efeito sobre o perfil metabdlico de animais
tratados com analogos estabilizados de GLP-1 ou glucagon ou OXM
com GIn nas posi¢des 3 foi estudado (Dia, J.W., e outro (2009) Nat
Chem Biol 5: 749-757; Druce, M.R., e outro (2009) Endocrinology 150:
1712-1722; Pocai, A., e outro (2009) Diabetes 58: 2258-2266). Estes
analogos foram designados terem agao agonistica sobre ambos GLP1R
e sobre GCGR (Dia, J.W., e outro US 2010/0190701 A1).

[000320] Analogos quiméricos devem ter os efeitos desejaveis dos
horménios origem agindo sobre seus receptores e, portanto, similares
aos efeitos de OXM, que aparentemente age sobre ambos GLP-1R e
GLCR: secrecao de insulina dependente de glicose e saciedade,
acoplada com lipolise e queima aumentada de gordura devido ao
glucagon. Os analogos foram mostrados causarem os efeitos desejados
de peso diminuido e queima aumentada de gordura. Tal perfil seria
atrativo no tratamento de obesidade, porém um maior desafio em
tratamento de obesidade €& obediéncia. Embora os atualmente
conhecidos analogos totais de glucagon e OXM, respectivamente, com
afinidade para ambos GLP-1R e GLCR possam resultar em perda de
peso, estes analogos nao sao otimizados para a alta biodisponibilidade,
propriedades farmacéuticas, e conveniente liberagao para os pacientes
gue sao necessarios para regimes de tratamento com farmaco ideal.
Consequentemente, sdo fornecidos aqui analogos de peptideos de
intestino (por exemplo, GLP, OXM, glucagon ou similares) que provém
alta biodisponibilidade e/ou efeitos de longa duragdo para resultado
terapéutico melhorado em tratamento de condi¢gbes tais como
obesidade e/ou diabetes e/ou a sindrome metabdlica.

[000321] Fatores adicionais para tratamento otimizado de uma
sindrome metabdlica e diabetes com moléculas semelhantes a OXM

referem-se a duragdo de tratamento e a quantidade de acdo de
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glucagon. Por exemplo, tratamento continuo com analogos que ativam
GLP-1 e receptores de glucagon (o perfil farmacologico de OXM) podem
resultar em perda de massa gordurosa muito grande e rapida (Day,
J.W., e outro (2009) Nat Chem Biol 5: 749-757), porém pode também
causar a perda de massa muscular magra pode também causar a perda
de massa muscular magra (Kosinski, J.R., e outro (2012) Obesidade
(Silver Spring): doi: 10.1038/0by.2012.67), que é desfavoravel para um
produto farmacéutico nesta classe. Por exemplo, no artigo de pesquisa
por Kosinski, J.R., e outro, o horménio natural Oxm é administrado
continuamente durante 14 dias de uma minibomba Alzet e resulta em
um decréscimo de 30% em massa gordurosa, porém também causou
um decréscimo de 7% em massa magra (musculo).

[000322] A acao do glucagon é conhecido estimular a glicogendlise,
lipolise e a queima aumentada de gordura, porém pode também ter
efeiktos catabdlicos sobre o musculo. Um tratamento bem-sucedido
usando um agente que combina a agdo de GLP-1 e glucagon (the OXM
profile) necessitard idealmente causar a saciedade e secrecéo
potenciada de insulina dependente de glicose de um analogo de GLP-1
com uma quantidade judiciosa de acdo de glucagon (queima de
gordura). Além disso, uso intermitente de tal agente fornecera o perfil
clinico desejado de perda de peso continua, moderada, por meio da
perda de massa gordurosa, com perda minimizada de massa magra.
Sao fornecidas aqui moléculas com uma combinacéo desejavel de acao
de GLP-1 e OXM, bem como um perfil farmacocinético/farmacodinamico
adaptavel para permitir uso ideal em terapia (por exemplo, em uma
sindrome metabdlica, diabetes, obesidade, e similares).

[000323] Em uma modalidade, os compostos de Formula I-A, lI-A, 1l1-
B e Formula V sao designados para fornecer ou atividade como
glucagon ou atividade como GLP-1. Em outra modalidade, os

compostos de Formula I-A, IlI-A, [lI-B e Féormula V fornecem atividade
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adaptavel. Por exemplo, em um caso, os produtos de peptideo descritos
aqui (por exemplo, compostos na Tabela 1 de Figura 1 e Tabela 2 de
Figura 2) tém um ECsp de menos do que cerca de 500 nM,
preferivelmente menos do que cerca de 50 nM, mais preferivelmente
menos do que cerca de 20 nM em receptores para ambos, glucagon e
GLP-1. Em outro caso, os produtos de peptideo descritos aqui (por
exemplo, compostos na Tabela 1 de Figura 1 e Tabela 2 de Figura 2)
sdo mais potentes (por exemplo, ECso de menos do que 10 nM,
preferivelmente menos do que 5 nM, mais preferivelmente cerca de 1
nM) para o receptor de GLP-1 e menos potente para o receptor de
glucagon (por exemplo, ECso de menos do que 50 nM, preferivelmente
menos do que cerca de 20 nM, mais preferivelmente cerca de 5 nM)
para o receptor de glucagon. Esta regulagdo de atividade bioldgica
prové alguma retencdo de uma quantidade judiciosa de acao de
glucagon, desse modo provendo a ocorréncia de queima de gordura,
enquanto também mantendo os efeitos benéficos de secrecao
potenciada de insulina dependente de glicose. OXM é estruturalmente
homologo ao GLP-1 e glucagon, e ativa tanto o receptor de glucagon
(GCGR) quanto o receptor de GLP-1 (GLP1R). Consequentemente, em
algumas modalidades, os compostos de Formula I-A, Formula llI-A,
Formula IlI-B e Férmula V fornecem uma atividade como OXM
adaptavel. Em algumas modalidades especificas, os produtos de
peptideo descritos aqui compreendem um peptideo tendo residuos de
aminoacido 1-17 de GLP-1 e/ou analogos do mesmo (por exemplo,
analogos compreendendo substituicdes de aminoacido nao natural
modificado, como descrito aqui, ligagcdes de lactam ciclizadas, como
descrito aqui, modificacdo de tensoativos como descrito aqui, ou uma
combinagado do mesmo). Em algumas outras modalidades, os produtos
de peptideo descritos aqui compreendem um peptideo tendo residuos

de aminoacido 1-16 de GLP-1 e/ou analogos do mesmo (por exemplo,
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analogos compreendendo substituicdes de aminoacido nao natural
modificado como descrito aqui, ligagdes de lactam ciclizadas como
descrito aqui, modificacdo de tensoativos como descrito aqui, ou uma
combinagdo das mesmas). Em modalidades adicionais, os produtos de
peptideo descritos aqui compreendem um peptideo tendo residuos de
aminoacido 1-18 de GLP-1 e/ou analogos do mesmo (por exemplo,
analogos compreendendo substituicbes de aminoacido nao natural
modificado como descrito aqui, ligagdes de lactam ciclizadas como
descrito aqui, modificacdo de tensoativos como descrito aqui, ou uma
combinagdo das mesmas). Adicionalmente os produtos de peptideo
descritos aqui compreendem um ou mais residuos (por exemplo, Aib,
Ac4C) que fornecem estabilizagdo de hélice dos compostos designados
de Férmula I-A, Férmula IlI-A, Férmula [11-B, Férmula V, e compostos na
Tabela 1 de Figura 1, e Tabela 2 de Figura 2.

[000324] Acredita-se que a subfamilia de glucagon de ligantes ligue-
se a seus receptores de um modo comum de dois dominios para
diversas receptores de classe B (classe de secretina, receptores
acoplados a proteina G (GPCR)). Para GLP-1 é percebido que existe
uma regiao de terminal N de residuo 1 a cerca de residuo 16 que se liga
aos topos das hélices de transmembrana (regido de justamembrana) e
uma regiao de terminal C helicoidal de 17 a 31 que se liga a extenséao
de terminal N, extracelular, grande (ECD) do receptor. A ligagao destes
ligantes foca no fato de que analogos N-terminalmente truncados destes
ligantes de peptideo podem também manter a afinidade e seletividade
de ligagédo substancial para justamente a regido de ECD isolada do
receptor. Portanto, foi sugerido que a regido de terminal N é
responsavel pela ativacdo do receptor enquanto que a regido de
terminal C é responsavel pela ligacdo. Foi recentemente mostrado que
analogos de GLP-1 de terminal N, curtos podem ser ambos potentes

aglutinantes, bem como ativadores de receptor (Mapelli, C., e outro
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(2009) J Med Chem 52: 7788-7799; Haque, T.S., e outro (2010)
Peptideos 31: 950-955; Haque, T.S., e outro (2010) Peptideos 31: 1353-
1360).

[000325] Além disso, o estudo de uma estrutura de cristal de raio-x
(Runge, S., e outro (2008) J Biol Chem 283: 11340-7) da regido de
terminal N do GLP1R com analogos antagonistas truncados da mimica
de GLP-1, exendina-4 (Byetta), ligada nesta regido mostra que uma
regido de ligagédo a ligante critica no ECD é de alta hidrofobicidade
(Figura 3). A sequéncia de exendina-4 além de Glu15 interage como
uma hélice anfifilica com esta regido muito hidrofébica (Val'®, Phe??,
Trp?®, Leu®®’). Em uma modalidade, fragmentos de terminal N truncados
de GLP-1 ou glucagon sdo modificados para ligacdo a GLCR e sé&o
covalentemente ligados a um tensoativo. A por¢ao hidrofébica 1'-alquila
do tensoativo imita e substitui a regido de terminal C do ligante de
hormonio nativo e aumenta a poténcia, eficacia, e duracédo de acéo dos
peptideos. Além disso, tais analogos tém maiores vantagens devido a
seu menor tamanho, que reduz sua complexidade, scustos de sintese,
e suscetibilidade a protedlise. Além disso, peptideos menores sdo mais
facilmente absorvidos através da mucosa nasal ou barreira de enterécito
do intestino.

[000326] A hipoglicemia é uma condigao de baixo agucar sanguineo
que pode ser desafiadora da vida e é cada vez mais observada como
tratamento mais agressivo de elevado agucar sanguineo por tratamento
de insulina intensivo que esta sendo usado em mais pacientes. A
hipoglicemia €& observada quando os niveis de glicose sanguinea
observada quando os niveis de glicose sanguinea caem muito baixo
para fornecer energia suficiente para o cérebro e musculos para as
atividades do corpo. Glucagon pode ser usado para tratar esta condi¢cao
e funciona assim estimulando o figado para romper o glicogénio para

gerar glicose e causar os niveis de glicose sanguinea elevarem-se para
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o valor normal. Analogos de glucagon que mantém a capacidade de
ativar o GLCR podem ser usados para obter este efeito desejavem
sobre o0s niveis de glicose sanguinea.

[000327] Analogos de GLP-1 que ativam o GLP1R estimulam a
producédo e, na presenga de niveis elevados de glicose sanguinea,
liberagdo de insulina do pancreas. Esta acao resulta em controle
eficiente e normalizagdo dos niveis de glicose sanguinea, como
observado com os produtos em circulagao, tal como a exenatida
(Byetta®). Além disso, tais produtos parecem produzir um apetite
reduzido e retardar o movimento de alimento do estdbmago. Desse
modo, eles sao eficazes no tratamento de diabetes por meio de
multiplos mecanismos. Analogos que combinam os efeitos de glucagon
e GLP-1 que ativam tanto o GLCR quanto o GLP1R podem oferecer um
beneficio no tratamento de diabetes por meio de uma agcdo combinada
para suprimir o apetite, liberar insulina de um modo dependente de
glicose, auxiliar na protecdo de hipoglicemia e acelerar a queima de
gordura.

[000328] Tais métodos para tratar a hiperglicemia, incluindo diabetes,
diabetes melito tipo |, diabetes melito tipo Il, ou diabetes gestacional, ou
dependente de insulina ou ndo dependente de insulina, sdo acreditados
serem uteis na redugcdo de complicagbes de diabetes incluindo
nefropatia, retinopatia e doenga vascular. Aplicagcbes em doenca
cardiovascular abrangem doenga microvascular, bem como
macrovascular (Davidson, M.H., (2011) Am J Cardiol 108[suppl]:33B-
41B; Gejl, M., e outro (2012) J Clin Endocrinol Metab
97:d0i:10.1210/jc.2011-3456), e incluem tratamento para infarto do
miocardio. Tais métodos para reduzir o apetite ou promover a perda de
peso corporal sao acreditados serem uteis na reducéo de peso corporal,
prevenindo o ganho de peso, ou tratando a obesidade de varias causas,

incluindo obesidade induzida por farmaco, e reduzindo complicacdes
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associadas com obesidade, incluindo doenga vascular (doenca de
artéria coronaria, acidente vascular cerebral, doencga vascular periférica,
isquemia reperfusdo, etc.), hipertenséo, inicio de diabetes tipo II,
hiperlipidemia e doengas musculoesqueletais.

[000329] Como usado aqui, o termo glucagon ou analogos de GLP-1
inclui todos os sais farmaceuticamente aceitaveis ou ésteres dos
mesmos.

Peptideos e Analogos dos Mesmos

[000330] Em um aspecto, os peptideos que sao covalentemente
modificados e sdo adequados para métodos descritos aqui séo
analogos de glucagon truncados e/ou o GLP-1 relacionado ao horménio,
incluindo e n&o limitado a:

Glucagon:

[000331] His1-Serz- GIns-Glys-Thrs Phes- Thr7-Sers- Aspo-Tyrio-Serq1-
Lys12-Tyr1z-Leuts-Aspis-Serie-Arg17-Arg1s-Ala1o-Glnzo-Asp21-Pheoo-
Val23-Glnas-Trpas-Leuzs-Meta7-Asnzs-Thrag (SEQ. ID. N°. 331)
Oxintomodulina:

[000332] His1-Serz- GIns-Glys-Thrs Phes- Thr7-Sers- Aspo-Tyrio-Serq1-
Lys12-Tyr1z-Leu1s4-Aspis-Serie-Arg17-Arg1s-Ala1o-Glnzo-Asp21-Pheoo-
Val23-Glngs-Trpzs-Leuze-Meta7-Asnos-Thrag-Lys3zo-Argsi-Asnaz-Argas-
Asnzs-Asnzs-lless-Alaz7 (SEQ. ID. N°. 332)

GLP-1 (usando numeragéao de glucagon):

[000333] Hist-Alaz- Glus-Glys-Thrs Phes- Thr7-Sers- Aspo-Valio-Seri4-
Seri2-Tyriz-Leu1s-Glu1s-Gly16-Gln17-Alats-Alate-Lys20-Gluz1-Pheoo-llezs-
Alazs-Trpos-Leuze-Vala7-Lysos-Gly2o-Argso (SEQ. ID. N°. 333)

[000334] Em algumas modalidades, um produto de peptideo descrito
aqui tem a estrutura de Férmula V:

[000335] aai-aaz-aaz-aas-aas-aas-aar-aas-aag-aato-  aaii-aaiz-aais-
dais-adis-adie-adir-adig-adi9-ddzo- dAadz1-dadzz-adz3-addz4-ddzs-ddze-adzr-

aazs-aazg-aazo-aaszi-aasz-aass-aass-aass-aass-aasr-Z Formula V (SEQ. ID.
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N°. 334)

[000336] em que:

[000337] U é um aminoacido de ligagao;

[000338] X é um tensoativo ligado a cadeia lateral de U;

[000339] Z é OH, ou —-NH-R3, em que R® é H ou C4-C2 alquila
substituida ou ndo substituida;

[000340] aa1 é His, N-Ac-His, pGlu-His ou N-R3-His;

[000341] aa: € Ser, Ala, Gly, Aib, Ac4c ou Ac5c;

[000342] aasé GIn, ou Cit;

[000343] aas é Gly, ou D-Alg;

[000344] aasé Thr, ou Ser;

[000345] aae € Phe, Trp, F2Phe, Me2Phe, ou Nal(2);

[000346] aa7 € Thr, ou Ser;

[000347] aas é Ser, ou Asp;

[000348] aag é Asp, ou Glu;

[000349] aa1o € Tyr, Leu, Met, Nal(2), Bip, ou Bip2EtMeO;

[000350] aa11 € Ser, Asn, ou U(X);

[000351] aa+2 € Lys, Glu, Ser, Arg, ou U(X);

[000352] aas3 é ausente, Tyr, GIn, Cit, ou U(X);

[000353] aais4 € ausente, Leu, Met, Nle, ou U(X);

[000354] aa1s é ausente, Asp, Glu, ou U(X);

[000355] aa+e € ausente, Ser, Gly, Glu, Aib, Acbc, Lys, Arg, ou U(X);
[000356] aa+7 € ausente, Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c, ou
U(X);

[000357] aa+s € ausente, Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000358] aa+g € ausente, Ala, Val, Aib, Ac4c,Ac5c, ou U(X);

[000359] aaxo é ausente, GIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Acbc, ou
U(X);

[000360] aa21 € ausente, Asp, Glu, Leu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000361] aa22 € ausente, Phe, Trp, Nal(2), Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
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[000362] aa2s é ausente, Val, lle, Aib, Ac4dc, Ac5c, ou U(X);
[000363] aa2s4 € ausente, GIn, Ala, Glu, Cit, ou U(X);
[000364] aaos € ausente, Trp, Nal(2), ou U(X);

[000365] aass € ausente, Leu, U(X);

[000366] aao7 € ausente, Met, Val, Nle, Lys, ou U(X);
[000367] aazs € ausente, Asn, Lys, ou U(X);

[000368] aaog € ausente, Thr, Gly, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000369] aaso0 € ausente, Lys, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000370] aas1 € ausente, Arg, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000371] aas2 € ausente, Asn, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000372] aass € ausente, Arg, Aib, Ac5c, ou U(X);

[000373] aass € ausente, Asn, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
[000374] aass € ausente, Asn, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

[000375]
[000376]
[000377]

aase € ausente, lle, Aib, Ac4c, Ac5C, ou U(X);
aase € ausente, Ala, Aib, Ac4c, Ac5C, ou U(X);

aas7 ausente ou U(X);

[000378]
[000379]

um diaminoacido como Lys ou Orn, X € um tensoativo modificado da

contanto que um, ou pelo menos um de aa11 — aasz seja U(X).

Em modalidades especificas, o aminoacido de ligagédo U, é

classe 1 de alquil glicosideo ligado a U, e Z é OH, ou —-NH-R2, em que

R3 é H ou C4-C12; ou uma cadeia de PEG de menos do que 10Da.

[000380] Em algumas modalidades, um produto de peptideo descrito
aqui tem a estrutura de Formula I11-B:
[000381] His1-aaz-aas-Glys-Thrs-aae-Thrr-Sers-Aspo-aaio-aai1-aaz-

dai3-adad14-aai1s-ddi1e-add17-dad1s-da19-dazop-a 821-8822-3823-2

[000382] FORMULA l1I-B (SEQ. ID. N°. 3)

em que:
[000383] Z é OH, ou —NH-R3, em que R® é H ou substituido ou nio
substituido C+-C12 alquila; ou uma cadeia de PEG de menos do que
10Da;
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aa, é Ser, Ala, Gly, Aib, Ac4c, ou Ac5c;

aas é GIn, ou Cit;

aas € Phe, Trp, F2Phe, Me2Phe, MePhe, ou Nal2;
aaqo € Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, ou Bip2EtMeO;
aai é Ser, Asn, ou U;

aaiz é Lys, Glu, Ser ou U(X);

aa3 € ausente ou Tyr, GIn, Cit, ou U(X);

aa4 € ausente ou Leu, Met, Nle, ou U(X);

[000391]
[000392]
U(X);

[000393]
ou U(X);
[000394]
[000395]
[000396]
U(X);

[000397]
[000398]
[000399]
[000400]

aais € ausente ou Asp, Glu, ou U(X);

aaie € ausente ou Ser, Gly, Glu, Aib, Ac4c, Acbc, Lys, R, ou

aai7 € ausente ou Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c,

aaig € ausente ou Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
aaqg € ausente ou Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

aazo € ausente ou GIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou

aaz1 € ausente ou Asp, Glu, Leu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
aaz2 € ausente ou Phe, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X)
aazs € ausente ou Val, lle, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

em que quaisquer dois de aai-aaxs s&o opcionalmente

ciclizados por meio de suas cadeias laterais para formar uma ligacéo de

lactam; e

[000401]

contanto que um, ou pelo menos um de aa1s, aa17, aas, aao,

aao, aaz1, aazz, aaz3 OU aaxs seja o aminoacido natural ou nao natural U

covalentemente ligado a X.

[000402]

Em algumas modalidades especificas de Formula IlI-A,

Formula 1lI-B e Formula V, X tem a estrutura:
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R1a W2 (o] w!
RZ

R0 OR'b

OR'® Foérmula |

em que:
[000403] R é um grupo C+-Cs alquila substituida ou n&o substituida;
[000404] R'™, R'® e R'¥s&o H;
[000405] W' é -(C=0)-NH-;
[000406] WZ2¢é-O-; e
[000407] R?¢é uma ligagao.
[000408] Em algumas das modalidades descritas acima, R'® é um
grupo C1-Coo alquila, um grupo Cgs-Coo alquila, grupo C+2-18 alquila ou
grupo C14-C+g alquila.
[000409] Em algumas modalidades de Férmula 1lI-B, U é qualquer
aminoacido ligante descrito aqui. A Tabela 1 na Figura 1 e Tabela 2 na
Figura 2 ilustram certos exemplos de peptideos que sao covalentemente
ligado com tensoativos como descrito aqui.
[000410] Sao contemplados dentro do escopo de modalidades
apresentadas aqui produtos de peptideo de Formula I-A, Férmula 1lI-A,
Férmula IlI-B ou Férmula V, em que o produto de peptideo compreende
um, ou mais de um grupo tensoativo (por exemplo, o grupo X tendo a
estrutura de Férmula 1). Em uma modalidade, um produto de peptideo
de Férmula I-A, Formula IlI-A, Férmula lI-B ou Férmula V, compreende
um grupo tensoativo. Em outra modalidade, um produto de peptideo de
Formula I-A, Férmula llI-A, Férmula 1lI-B ou Férmula V, compreende
dois grupos tensoativos. Em ainda outra modalidade, um produto de
peptideo de Formula I-A, Formula IlI-A, Férmula [1I-B ou Férmula V,
compreende trés grupos tensoativos.
[000411] E reconhecida aqui a importancia de certas porgdes de SEQ.
ID. N°. 331 para o tratamento de condigdes associadas com resisténcia

a insulina e/ou condi¢cbes cardiovasculares. Consequentemente, €&

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 57/143



52/127

fornecido aqui um método de tratamento de diabetes em um individuo
em necessidade do mesmo compreendendo a administragdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um analogo de glucagon
compreendendo residuos de aminoacido aai-aai7 de SEQ. ID. N°. 331
ao individuo em necessidade do mesmo.

[000412] Em outra modalidade, é fornecido aqui um método de
tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aas-aass de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade
do mesmo.

[000413] Em outra modalidade, é fornecido aqui um método de
tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aa-aatg de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade
do mesmo.

[000414] Em outra modalidade, é fornecido aqui um método de
tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aa-aazo de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade
do mesmo.

[000415] Em uma modalidade adicional, a administracdo do referido
analogo de glucagon descrito acima causa perda de peso.

[000416] E reconhecida aqui a importancia de certas porgdes de SEQ.
ID. N°. 1 para o tratamento de condi¢cdes associadas com resisténcia a
insulina e/ou condigdes cardiovasculares. Consequentemente, é
fornecido aqui um método de tratamento de diabetes em um individuo

em necessidade do mesmo compreendendo a administragdo de uma
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quantidade terapeuticamente eficaz de um analogo de glucagon
compreendendo residuos de aminoacido aat-aa17 de SEQ. ID. N°. 1 ao
individuo em necessidade do mesmo.

[000417] Em outra modalidade, é fornecido aqui um método de
tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo,
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aai-aaig de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000418] Em outra modalidade, é fornecido aqui um método de
tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aas-aate de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000419] Em outra modalidade, é fornecido aqui um método de
tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aas-aazo de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000420] Em uma modalidade adicional, a administracdo do referido
analogo de glucagon descrita acima causa perda de peso.

[000421] Em qualquer das modalidades descritas acima, o referido

analogo de glucagon é modificado com um tensoativo X de Férmula I:
1a w2 (o) wi
R \Rz
g_
RNO OR“’
OR'® n

[000422] R' é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo,

Foérmula |

em que:
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H, um grupo C+-Cs3o alquila substituida ou ndo substituida, um grupo
alcoxiarila substituida ou n&o substituida, um grupo aralquila substituida
ou nao substituida, ou uma porcao contendo nucleo esteroide;
[000423] R'™, R, e R' s&o cada qual, independentemente em cada
ocorréncia, uma ligagéo, H, um grupo C+-C3p alquila substituida ou ndo
substituida, um grupo alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um
grupo aralquila substituida ou ndo substituida;

[000424] W' é independentemente, em cada ocorréncia, —CHa-, —CH>-
O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -(C=S)-NH-, ou -CH>-S-;
[000425] W?2é —O-, -CH2- ou -S-;

[000426] R? é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo
a U, H, um grupo C1-C30 alquila substituida ou ndo substituida, um
grupo alcoxiarila substituida ou n&o substituida, ou um grupo aralquila
substituida ou ndo substituida, -NH>, -SH, C»-C4-alceno, C2-Cs-alcino, -
NH(C=0)-CH2-Br,

-(CH2)m -maleimida, ou -N3;

[000427] né1,20u3;e

[000428] m é 1-10.

[000429] Em uma modalidade especifica, o referido analogo de

glucagon é modificado com um tensoativo, X tendo a estrutura:
R'a W2
R1dOHORm

[000430] R é um grupo C+-Cs3 alquila substituida ou nédo substituida;

[000431] R'™, R'™, e R's&o H;

[000432] W' é -(C=0)-NH-;

[000433] W2¢é-0O-;e

[000434] R?é uma ligacao.

[000435] Em algumas das modalidades descritas acima, R' é um

Férmula |

em que:
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grupo C+-C2o alquila, um grupo Cg-C2o alquila, grupo C12-C1s alquila ou
grupo C14-C+s alquila.

[000436] Como usado aqui, o termo diabetes inclui tanto a diabetes
tipo 1 quanto tipo 2. Consequentemente, em algumas modalidades os
métodos descrito aqui compreendem a administracdo de qualquer
composto descrito aqui incluindo compostos de Férmula I, llI-A, 11I-B
e/ou Férmula V, e/ou compostos descritos na Tabela 1 de Figura 1 e
Tabela 2 de Figura 2 a um individuo sofrendo de diabetes tipo 1. Em
algumas outras modalidades, os métodos descrito aqui compreendem
administracao de qualquer composto descrito aqui, incluindo compostos
de Formula Il, 1lI-A, [1I-B e/ou Férmula V, e/ou compostos descritos na
Tabela 1 de Figura 1 e Tabela 2 de Figura 2 a um individuo sofrendo de
Diabetes tipo 2.

[000437] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doencga cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aa-aas7 de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade
do mesmo.

[000438] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doencga cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administragcdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aa-aats de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade
do mesmo.

[000439] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doencga cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aa-aatg de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 61/143



56/127

do mesmo.

[000440] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doenca cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aas-aax de SEQ. ID. N°. 331 ao individuo em necessidade
do mesmo.

[000441] Em alguns casos para as modalidades descritas acima, o
referido analogo de glucagon € administrado quando a doenga
cardiovascular esta associada com um evento isquémico.

[000442] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doenca cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aas-aas7 de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000443] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doencga cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aai-aass de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000444] E também descrito aqui um método de tratamento de uma
doencga cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aai-aaie de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000445] E também descrito aqui um método de tratamento de uma

doenca cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 62/143



57127

compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um analogo de glucagon compreendendo residuos de
aminoacido aai-aazo de SEQ. ID. N°. 1 ao individuo em necessidade do
mesmo.

[000446] Em alguns casos para as modalidades descritas acima, o
referido analogo de glucagon € administrado quando a doenga
cardiovascular esta associada com um evento isquémico.

[000447] Em qualquer das modalidades descritas acima, o referido

analogo de glucagon € modificado com um tensoativo X de Féormula I:
R'2W 0] W\R2
g_
R1do OR“’
OR'® "

[000448] R'@ éindependentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo,

Formula |

em que:

H, um grupo Ci-C3o alquila substituida ou ndo substituida, um grupo
alcoxiarila substituida ou nao substituida, um grupo aralquila substituida
ou nao substituida, ou uma porg¢ao contendo nucleo esteroide;
[000449] R'™, R'¢, e R' s&o cada qual, independentemente em cada
ocorréncia, uma ligagao, H, um grupo C+-Csp alquila substituida ou nao
substituida, um grupo alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um
grupo aralquila substituida ou n&o substituida;

[000450] W' éindependentemente, em cada ocorréncia, —CHz2-, —CHa-
O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -(C=S)-NH-, ou -CH>-S-;
[000451] W?2 é —O-, -CHa- ou —S-;

[000452] R? é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo
a U, H, um grupo C1-C3 alquila substituida ou ndo substituida, um grupo
alcoxiarila substituida ou nao substituida, ou um grupo aralquila
substituida ou n&o substituida, -NH3, -SH, C2-C4-alceno, C»-Cs-alcino, -
NH(C=0)-CH2-Br, -(CH2)m -maleimida, ou -N3;

[000453] né1,20u3;e

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 63/143



58/127

m é 1-10.
[000454] Em uma modalidade especifica, o referido analogo de

glucagon é modificado com um tensoativo, X tendo a estrutura:
R'2 W2 lo} w'\Rz
Tt
ore Formula |

[000455] R' é um grupo C+-Cs alquila substituida ou n&o substituida;
[000456] R'™, R, e R s&o H;

[000457] W' é -(C=0)-NH-;

[000458] WZ2¢é-0O-; e

[000459] R?¢é uma ligagao.

[000460] Em algumas das modalidades descritas acima, R'® é um

em que:

grupo C+-C2o alquila, um grupo Cg-C2o alquila, grupo C12-C1s alquila ou
grupo C14-C18 alquila.

[000461] Modificagdes nas terminagdes amino ou carboxila podem
opcionalmente ser introduzidas N° peptideos (por exemplo, glucagon
ou GLP-1) (Nestor, J.J., Jr. (2009) Current Medicinal Chemistry 16: 4399
- 4418). Por exemplo, os peptideos podem ser truncados ou acilados na
terminacdo N para produzir analogos de peptideos exibindo baixa
eficiéncia, parcial atividade agonista e antagonista, como foi observado
para alguns peptideos (Gourlet, P., e outro (1998) Eur J Pharmacol 354:
105-111, Gozes, I. € Furman, S. (2003) Curr Pharm Des 9: 483-494), o
teor dos quais é incorporado aqui por referéncia). Por exemplo, a
delecdo dos primeiros 6 residuos de bPTH produz analogos
antagonisticos (Mahaffey, J.E., e outro (1979) J Biol Chem 254: 6496-
6498; Goldman, M.E., e outro (1988) Endocrinology 123: 2597-2599) e
uma operagao similar sobre os peptideos descrita aqui gera potentes
analogos antagonisticos. Outras modificagcbes a terminacdo N de
peptideos, tais como dele¢cdes ou incorporagao de D-aminoacidos tal

como D-Phe também podem fornecer agonistas ou antagonistas
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potentes e de longa acdo, quando substituidos com as modificagcbes
descritas aqui tais como alquil glicosideos de cadeia longa. Tais
agonistas e antagonistas também tém utilidade comercial e incluem-se
no escopo de modalidades contempladas descritas aqui.

[000462] Também contemplado dentro do escopo de modalidades
descritas aqui sdo tensoativos covalentemente ligados a analogos de
peptideo, em que o peptideo nativo € modificado por acetilagcao,
acilacédo, PEGilagcédo, ADP-ribosilagéo, amidagao, ligagdo covalente de
um lipideo ou derivado de lipideo, ligagao covalente de fosfotidilinositol,
reticulacdo, ciclizacao, formacdo de ligagdo de dissulfeto,
desmetilagao, formacgao de reticulacdo covalente de cisteina, formacao
de piroglutamato, formilagdo, gama-carboxilagdo, glicosilagao,
formacao ancora de GPI, hidroxilacéo, iodagao, metilacdo, miristoilacao,
oxidacdo, processamento proteolitico, fosforilacdo, prenilagao,
racemizacao, glicosilagao, ligacao lipideo, sulfagdo, gama-carboxilagao
de residuos de acido glutamico, hidroxilagdo e ADP-ribosilagao,
selenoilacao, sulfagao, adicao de aminoacidos a proteinas mediada por
RNA de transferéncia, tal como arginilagdo, e ubiquitinagdo. Veja, por
exemplo, (Nestor, J.J., Jr. (2007) Comprehensive Medicinal Chemistry
Il 2: 573-601, Nestor, J.J., Jr. (2009) Current Medicinal Chemistry 16:
4399 - 4418, Creighton, T.E. (1993, Wold, F. (1983) Posttranslational
Covalent Modification of Proteins 1-12, Seifter, S. e Englard, S. (1990)
Methods Enzymol 182: 626-646, Rattan, S.1., e outro (1992) Ann N Y
Acad Sci 663: 48-62). Também contemplado dentro do escopo de
modalidades sao descritos aqui peptideos que sido ramificados ou
ciclicos, com ou sem ramificagdo. Peptideos ciclicos, ramificados e
circulares ramificados resultam de processos naturais pos-
translacionais e sao também feitos por métodos sintéticos adequados.
Em algumas modalidades, qualquer produto de peptideo descrito aqui

compreende um analogo de peptideo descrito acima que é entdo
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covalentemente ligado a uma porc¢ao tensoativa de alquil-glicosideo.
[000463] Também contemplado dentro do escopo de modalidades
apresentadas aqui sdo cadeias de peptideo substituidas em uma porgéao
adequada pela substituicdo dos analogos reivindicados aqui por
acilagcédo sobre um aminoacido ligante em, por exemplo, a posi¢céo-¢ de
Lys, com acidos graxos tais como acidos octanodicos decandicos
dodecandicos tetradecandicos hexadecanoicos octadecnoicos 3-
fenilpropandicos e similares, com cadeias alquila saturadas ou né&o
saturadas (Zhang, L. e Bulaj, G. (2012) Curr Med Chem 19: 1602-1618).
Exemplos ilustrativos ndo limitantes de tais analogos sao:

[000464] His-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri4-
Lys12-Tyr1z-Leu1s-Asp1s- Serie- Arg17-Lys(N-€psilon-dodecanoil)1s-Aib1o-
NH2, (SEQ. ID. N°. 335)

[000465] His1-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thr7-Sers-Aspgo-Tyrio-Serq1-
Lys12-Tyriz-Leuts-Aspis-  Serie-  Argi7-Lys(N-épsilon-tetradecanoil)1s-
Ac4cio-NH2, (SEQ. ID. N°. 336)

[000466] His1-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thr7-Sers-Aspgo-Tyrio-Serq1-
Lys12-Tyriz-Leuts-Aspis-  Serie-  Argi7-Lys(N-épsilon-hexadecanoil)1s-
Aib1e-NH2, (SEQ. ID. N°. 337)

[000467] His1-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phes-Thr7-Sers-Aspgo-Tyrio-Serq1-
Lys12-Tyriz-Leu1s-Aspis- Aibie- Argi7-Lys(N-épsilon-dodecanoil)1s-NHa,
(SEQ. ID. N°. 338)

[000468] His1-Aib2-GInz-Glys-Thrs-Phes-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Ser11-
Lys12-Tyriz-Leuts-Aspis-  Aibie-  Argi7-Lys(N-épsilon-tetradecanoil)1s-
NH2, (SEQ. ID. N°. 339)

[000469] His1-Aib2-GInz-Glys-Thrs-Phes-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Ser11-
Lys12-Tyris-Leuts-Aspis-  Aibie-  Args7-Lys(N-épsilon-hexadecanoil)qs-
NH:, (SEQ. ID. N°. 340)

[000470] Hiss-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri1-
Lys12-Tyr1z-Leuqs-Asp1s-Serie-Arg17-Lys(N-épsilon-(gama-glutamil)-N-
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alfa-tetradecanoil))1s-Aib1o-NHz2, (SEQ. ID. N°. 341) e similares.
[000471] Em outras modalidades, uma cadeia de peptideo é
opcionalmente substituida em uma posi¢cdo adequada por reagao sobre
um aminoacido ligante, por exemplo, a sulfidrila de Cys, com um
espacgador e uma porcao hidrofdbica, tal como um nucleo esteroide, por
exemplo, uma porgao de colesterol. Em algumas de tais modalidades,
o peptideo modificado também compreende uma ou mais cadeias de
PEG. Exemplos ndo limitantes de tais moléculas séo:

[000472] Hiss-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri4-
Lys12-Tyris-Leuts-Asp1s-Aib1e-Arg17-Cys(S-(3-(PEG4-
aminoetilacetamida-colesterol)))+s-Aib1o-NH2, (SEQ. ID. N°. 342)
[000473] Hiss-Aib2-Glnz-Glys-Thrs-Phee-Thr7-Sers-Aspe-Tyrio-Seri4-
ciclo(Glu12-Tyr13-Leu1s-Asp1s-Lys1e)-Arg17-Cys(S-(3-(PEG4-
aminoetilacetamida-colesterol)))1s-NH2. (SEQ. ID. N°. 343)

[000474] Com excecdo dos vinte aminoacidos padrbes, existe um
vasto numero de "aminoacidos nao padrbes" ou aminoacidos nao
naturais, que sao conhecidos para a técnica e que podem ser
incorporados N° compostos descritos aqui, como descrito acima.
Outros aminoacidos nao padrdes sdao modificados com cadeias laterais
reativas para conjugacado (Gauthier, M.A. e Klok, H.A. (2008) Chem
Commun (Camb) 2591-2611; de Graaf, A.J., e outro (2009) Bioconjug
Chem 20: 1281-1295). Em um método, um par de sintetase de tRNA/
tRNA evoluido é codificado no plasmideo de expressao pelo cédon
supressor ambar (Deiters, A, e outro (2004). Bio-org. Med. Chem. Lett.
14, 5743-5). Por exemplo, p-azidofenilalanina foi incorporada em
peptideos e em seguida reagida com um tensoativo funcionalizado, ou
um polimero de PEG tendo uma por¢ao de acetileno na presenga de um
agente de reducdo e ions de cobre para facilitar uma reacéo organica
conhecida como "Cicloadi¢ao Huisgen [3+2]". Uma sequéncia de reagao

similar usando os reagentes descritos aqui contendo um alquil
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glicosideo modificado por acetileno ou glicosideo modificado por PEG
resultara em peptideos PEGilados ou modificados por alquil glicosideo.
For peptideos de menos do que cerca de 50 residuos, sintese de fase
soélida padrao € usada para incorporacao dos referidos residuos reativos
de aminoacido na posi¢cdo desejada na cadeia. Tais peptideos e/ou
proteinas modificados por tensoativo oferecem um diferente espectro de
propriedades farmacologicas e medicinais do que os peptideos
modificados pela incorporacao de PEG apenas.

[000475] O técnico versado apreciara que numerosas permutagdes
dos analogos de peptideo sejam possiveis e, contanto que uma
sequéncia de aminoacido tenha uma porcéo tensoativa incorporada,
possuira os atributos desejaveis de produtos de peptideo modificados
por tensoativo descritos aqui.

Certas Definigoes

[000476] Como usado no relatoério descritivo, "um, uma" ou "um, uma"
significa um ou mais. Como usado na(s) reivindicagcdo(des), quando
usado em conjunto com a palavra "compreendendo”, as palavras "um,
uma" ou "um, uma" significam um ou mais. Como usado aqui, "outro"
significa pelo menos um segundo ou mais.

[000477] Como usado aqui, as abreviagdes de uma e trés letras para
0s varios aminoacidos comuns sao como recomendado em Pure Appl.
Chem. 31, 639-645 (1972) e 40, 277-290 (1974) e aquiescem com 37
CFR § 1.822 (55 FR 18245, 1 de maio de 1990). As abreviagdes
representam L-aminoacidos, a menos que de outro modo designadas
as D- ou DL. Certos aminoacidos, tanto natural e ndo natural, sdo
aquiral, por exemplo, glicina, Ca-dietilglicina (Deg), acido a-amino-
isobutirico (Aib), acido 1-aminociclobutano-1-carboxilico (Ac4c), acido
1-aminociclopentano-1-carboxilico (Ac5c), acido 1-aminocicloexano-1-
carboxilico (Ac6c). Analogos de glutamina incluem citrulina (Cit). Todas

sequéncias de peptideo sdo apresentadas com o aminoacido de
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terminal N a esquerda e o aminoacido de terminal C a direita.

[000478] Um grupo "alquila" refere-se a um grupo hidrocarboneto
alifatico. Referéncia a um grupo alquila inclui "alquila saturada" e/ou
"alquila insaturada". Um grupo alquila, se saturado ou insaturado, inclui
grupos ramificados, de cadeia linear, ou ciclicos. Um grupo alquila
"substituido" é substituido com um ou mais grupo(s) adicional(is). Em
certas modalidades, um ou mais grupo(s) adicional(is) s&o
individualmente e independentemente selecionados de amida, éster,
alquila, cicloalquila, heteroalquila, arila, heteroarila, heteroaliciclico,
hidréxi, alcoxi, arildxi, alquiltio, ariltio, alquilsulféxido, arilsulfoxido, éster,
alquilsulfona, arilsulfona, ciano, halogénio, alcoila, alcoiloxo, isocianato,
tiocianato, isotiocianato, nitro, haloalquila, haloalcoxi, fluoroalquila,
amino, alquil-amino, dialquil-amino, amido, oxo, produto natural
hidrofébico tal como um esteroide, uma cadeia aralquila (incluindo
alcoxiarila), cadeia alquila contendo uma porg¢éao acila, ou similares. Em
algumas modalidades, um grupo alquila € ligado a posi¢ao Na de um
residuo (por exemplo, Tyr ou Dmt) em um peptideo. Esta classe é
referida como N-alquila e compreende grupos alquila lineares ou
ramificados de C1-C10, ou um grupo alquila substituida por arila tal como
benzila, feniletila e similares. Em algumas modalidades, uma porgéo
alquila € um grupo 1-alquila que esta em ligagao glicosidica (tipicamente
ns posic¢ao 1 de, por exemplo, glicose) a porgao sacarideo. Tal grupo 1-
alquila € um grupo C+-Czp alquila.

[000479] Um grupo "arila" refere-se a um anel aromatico em que cada
dos atomos que formam o anel € um atomo de carbono. Anéis arila
descritos aqui incluem anéis tendo cinco, seis, sete, oito, nove, ou mais
do que nove atomos de carbono. Grupos arila sdo opcionalmente
substituidos com substituintes selecionados de halogénio, alquila, acila,
alcoxi, alquiltio, sulfonila, dialquil-amino, carboxila ésteres, ciano ou

similares. Exemplos de grupos arila incluem, porém nao estao limitados
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a fenila, e naftalenila.

[000480] O termo "acila" refere-se a uma cadeia C1-C2 acila. Esta
cadeia pode compreender uma cadeia alifatica linear, uma cadeia
alifatica ramificada, uma cadeia contendo uma por¢éo alquila ciclica, um
produto natural hidrofébico, tal como um esteroide, uma cadeia
aralquila, ou uma cadeia alquila contendo uma porgao acila.

[000481] O termo "nucleo esteroide" refere-se ao nucleo de esteroides
compreendendo uma combinagao de quatro anéis fundidos designados

A, B, C e D como mostrado abaixo:

©

esteroide incluem, e nao sao limitados a, colesterol e similares.

Exemplos de porgcoes contendo nucleo de

[000482] Como usado aqui, uma "composicdo terapéutica" pode
compreender uma mistura com um veiculo ou excipiente aquoso ou
organico, e pode ser composto, por exemplo, com os veiculos
farmaceuticamente aceitaveis ndo téxicos usuais para comprimidos,
péletes, capsulas, liofilizados, supositérios, solugcbes, emulsdes,
suspensdes, ou outra forma adequada para uso. Os veiculos, além
daqueles descritos acima, podem incluir alginato, colageno, glicose,
lactose, manose, goma acacia, gelatina, manitol, pasta de amido,
trissilicato de magnésio, talco, amido de milho, ceratina, silica coloidal,
amido de batata, ureia, triglicerideos de cadeia média, dextranas, e
outros veiculos adequados para uso na fabricagao de preparagdes, em
forma sdlida, semissdlida, ou liquida. Além disso, agentes estabilizantes
auxiliares, espessantes ou colorantes, podem ser usados, por exemplo,
um agente seco estabilizante, tal como triulose.

[000483] Como usado aqui, um "veiculo farmaceuticamente aceitavel"
ou "veiculo eficaz terapéutico” é aquoso ou ndo aquoso (solido), por

exemplo, alcodlico ou oleaginoso, ou uma mistura dos mesmos, e pode
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conter um tensoativo, emoliente, lubrificante, estabilizante, pigmento,
perfume, preservativo, acido ou base para ajuste do pH, um solvente,
emulsificante, agente gelificante, umidificante, estabilizante, agente
umectante, agente de liberagdo com o tempo, umectante, ou outro
componente comumente incluido de uma forma particular de
composigao farmacéutica. Veiculos farmaceuticamente aceitaveis séo
bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, solu¢des aquosas,
tais como agua ou salina fisiologicamente tamponada ou outros
solventes ou veiculos, tais como glicais, glicerdis, e éleos, tal como éleo
de oliva ou ésteres organicos injetaveis. Um veiculo farmaceuticamente
aceitavel pode conter compostos fisiologicamente aceitaveis que agem,
por exemplo, para estabilizar ou aumentar a absorgcao de inibidor
especifico, por exemplo, carboidratos, tai como glicose, sacarose ou
dextranas, antioxidantes, tais como acido ascorbico ou glutationa,
agentes quelantes, proteinas de baixo peso molecular ou outros
estabilizantes ou excipientes.

[000484] Como usado aqui, uma quantidade "ressensibilizante a
insulina" de um produto de peptideo € uma quantidade que aumenta a
resposta do corpo a insulina endégena ou exogenamente administrada,
tipicamente ao mesmo tempo em que reduzindo o peso corporal, em um
individuo em necessidade disso, como evidenciado, por exemplo, por
um teste de desafio de glicose oral ou teste de grampo euglicémico.
[000485] As composicdes farmacéuticas podem também conter outras
substancias auxiliares farmaceuticamente aceitaveis como requerido
para condicdes fisioldégicas aproximadas, tais "substancias" incluem,
porém nao estdo limitadas a, agentes de ajuste de pH e de
tamponamento, agentes de ajuste de tonicidade e similares, por
exemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloreto de sédio, cloreto de
potassio, cloreto de calcio, etc. Adicionalmente, o peptideo, ou variante

do mesmo, suspensao pode incluir agentes protetores de lipideo que
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protegem lipideos contra danos de radical livre e peroxidativos de
lipideo em armazenagem. Saciadores de radical livre lipofilicos, tal
como quelantes de alfa-tocoferol e especificos de ferro soluveis em
agua, tal como ferrioxamina, sdo adequados.

[000486] Como usado aqui, um "tensoativo" é um agente tensoativo
que modifica a tensao interfacial de agua. Tipicamente, tensoativos tém
um grupo ou regiéo lipofilica e um hidrofilico na molécula. Amplamente,
o grupo inclui sabdes, agentes detergentes, emulsificantes,
dispersantes e umectantes, e diversos grupos de antissépticos. Mais
especificamente, os tensoativos incluem esteariltrietanolamina, sédio
lauril sulfato, taurocolato de sédio, acido laurilaminopropiénico, lecitina,
cloreto de benzalconio, cloreto de benzetbnio e monoestearato de
glicerina; e polimeros hidrofilicos, tais como alcool polivinilico,
polivinilpirrolidona, polietilenoglicol (PEG), carboximetilcelulose sddica,
metilcelulose, hidroximetilcelulose, hidroxietilcelulose e
hidroxipropilcelulose ou alquil glicosideos. Em algumas modalidades,
um tensoativo € um tensoativo nao iénico (por exemplo, um tensoativo
de alquil glicosideo). Em algumas modalidades, um tensoativo € um
tensoativo idnico.

[000487] Como usado aqui, "alquil glicosideo" refere-se a qualquer
acgucar ligado por uma ligagao a qualquer alquila hidrofébica, como é
conhecido na técnica. A alquila hidrofébica pode ser escolhida de
qualquer tamanho desejado, dependendo da hidrofobicidade desejada
e a hidrofilicidade da porcao de sacarideo. Em um aspecto, a faixa de
cadeias alquila € de 1 a 30 atomos de carbono; ou de 6 a 16 atomos de
carbono.

[000488] Como wusado aqui, "sacarideo" €& inclusivo de
monossacarideos, oligossacarideos ou polissacarideos em formas de
cadeia linear ou anel. Oligossacarideos sao sacarideos tendo dois ou

mais residuos monossacarideos. Alguns exemplos dos muitos
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sacarideos possiveis para uso em forma funcionalizada incluem glicose,
galactose, maltose, maltotriose, maltotetraose, sacarose, trealose ou
similares.

[000489] Como usado aqui, "ésteres de sacarose" sdo ésteres de
sacarose de acidos graxos. Esteres de sacarose podem tomar muitas
formas por causa dos oito grupos hidroxila em sacarose disponivel para
reagao e os muitos grupos de acido graxo, de acetato em até gorduras
maiores, mais maci¢gas que podem ser reagidas com sacarose. Esta
flexibilidade significa que muitos produtos e funcionalidades podem ser
adaptadas, com base na porcdo de acido graxo usada. Esteres de
sacarose tém usos de alimento e ndo alimento, especialmente como
tensoativos e emulsificantes, com aplicacées de desenvolvimento em
produtos farmacéuticos, cosméticos, detergentes e aditivos alimentares.
Eles sé&o biodegradaveis, nao toxicos e suaveis para a pele.

[000490] Como usado aqui, um alquil glicosideo "adequado" significa
aquele que é nao téxico e nao idnico. Em alguns casos, um alquil
glicosideo adequado reduz a imunogenicidade ou agregagao e aumenta
a biodisponibilidade de um composto quando ele é administrado com o
composto por meio das rotinas ocular, nasal, nasolacrimal, sublingual,
bucal, inalagdo ou por rotinas de injecdo, tais como as rotinas
subcutanea, intramuscular, ou intravenosa.

[000491] Um "aminoacido ligante" é qual aminoacido natural ou nao
natural que compreende um grupo funcional reativo (de Graaf, A.J., e
outro (2009) Bioconjug Chem 20: 1281-1295) que é usado para ligacao
covalente com um tensoativo funcionalizado. A titulo de exemplo, em
algumas modalidades, um aminoacido ligante é Lys, ou Orn tendo um
grupo funcional reativo -NH3; ou Cys, tendo um grupo funcional reativo
—SH; ou Asp ou Glu, tendo um grupo funcional reativo —C(=0)-OH. A
titulo de exemplo, em algumas outras modalidades, um aminoacido

ligante € qualquer aminoacido tendo um grupo funcional reativo tal como

Petic&io 870210082263, de 06/09/2021, pag. 73/143



68/127

-OH, -Ns, haloacetila ou um grupo acetilénico que € usado para
formagao de uma ligagédo covalente com um tensoativo adequadamente
funcionalizado.

[000492] Como usado aqui, um "tensoativo funcionalizado" é um
tensoativo compreendendo um grupo reativo adequado para ligagao
covalente com um aminoacido ligante. A titulo de exemplo, em algumas
modalidades, um tensoativo funcionalizado compreende um grupo
carboxilico (por exemplo, na posigdo 6 de um monossacarideo) como o
grupo reativo adequado para ligagdo covalente com um aminoacido
ligante. A titulo de exemplo, em algumas modalidades, um tensoativo
funcionalizado compreende um grupo —NH2, um grupo —Ns, um grupo
acetilénico, um grupo haloacetila, um grupo —O-NH2, ou um grupo —
(CH2-)m-maleimida, por exemplo, na posi¢édo 6 de um monossacarideo
(como mostrado no Esquema 6), que prové a ligagao covalente com um
adequado aminoacido ligante. Em algumas modalidades, um tensoativo
funcionalizado € um composto de Férmula Il como descrito aqui.
Opcionalmente, em algumas modalidades especificas, um tensoativo
funcionalizado compreende um aminoacido ligante covalentemente
ligado; o peptideo modificado por tensoativo é entdo formado por adigédo
sequencial de um ou mais aminoacidos ao aminoacido ligante.
[000493] Como usado aqui, o termo "peptideo" é qualquer peptideo
compreendendo dois ou mais aminoacidos. O termo peptideo inclui
polipeptideos, peptideos curtos (por exemplo, peptideos
compreendendo entre 2 a 14 aminoacidos), peptideos de comprimento
médio (15-50) ou peptideos de cadeia longa (por exemplo, proteinas).
Os termos peptideo, polipeptideo, peptideo e proteina de comprimento
médio podem ser usados alternadamente aqui. Como usado aqui, o
termo "peptideo” € interpretado para significar um polimero composto
de residuos de aminoacido, variantes estruturais de ocorréncia natural

relacionadas, e analogos do mesmo de ocorréncia ndo natural sintéticos
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ligados por meio de ligagdes de peptideo, variantes estruturais de
ocorréncia natural relacionadas, e analogos do mesmo de ocorréncia
nao natural sintéticos. Peptideos sintéticos podem ser sintetizados, por
exemplo, usando um sintetizador de peptideo automatizado.

[000494] Peptideos podem conter aminoacidos exceto o0s
aminoacidos codificados pelo gene. "Peptideo(s)" incluem aqueles
modificados ou por processos naturais, tal como processamento e
outras modificacdes postranslacionais, porém também por técnicas de
modificacdo quimica. Tais modificagdes sdo bem descritas em textos
basicos e em monografias mais detalhadas, e sdo bem conhecidas por
aqueles versados na técnica. Sera apreciado que em algumas
modalidades, o0 mesmo tipo de modificagdo esteja presente no mesmo
ou graus variaveis em diversos sitios em um determinado peptideo.
Além disso, um determinado peptideo, em algumas modalidades,
contém mais do que um tipo de modificacées. Modificagcdes ocorrem em
qualquer lugar em um peptideo, incluindo o esqueleto do peptideo, as
cadeias laterais de aminoacido, e as terminagdes amino ou carboxila.
[000495] O termo peptideo inclui peptideos ou proteinas que
compreendem aminoacidos naturais e nao naturais ou analogos de
aminoacidos naturais. Como usado aqui, "analogos" de peptideo e/ou
proteina compreendem aminoacidos n&o naturais com base N°
aminoacidos naturais, tais como analogos de tirosina, que incluem
tirosinas para-substituidas, tirosinas orto-substituidas, e tirosinas meta-
substituidas, em que o substituinte na tirosina compreende um grupo
acetila, um grupo benzoila, um grupo amino, uma hidrazina, uma
hidroxiamina, um grupo tiol, um grupo carboxi, um grupo metila, um
grupo isopropila, um C2-C2 hidrocarboneto de cadeia linear ou
ramificado, um hidrocarboneto saturado ou insaturado, um grupo O-
metila, um grupo poliéter, um halogénio, um grupo nitro, ou similares.

Exemplos de analogos de Tyr incluem 2,4-dimetil-tirosina (Dmt), 2,4-
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dietil-tirosina, O-4-alil-tirosina, 4-propil-tirosina, Ca-metil-tirosina e
similares. Exemplos de analogos de lisina incluem ornitina (Orn), homo-
lisina, Ca-metil-lisina (CMeLys), e similares. Exemplos de fenilalanina
analogos incluem, porém nao estdo limitados a, fenilalaninas meta-
substituidas, em que o substituinte compreende um grupo metdxi, um
grupo C1-Coo alquila, por exemplo, um grupo metila, um grupo alila, um
grupo acetila, ou similares. Exemplos especificos incluem, porém nao
estdo limitados a, 2,4,6-trimetil-L-fenilalanina (Tmt), O-metil-tirosina, 3-
(2-naftil)alanina (Nal(2)), 3-(1-naftil)alanina (Nal(1)), acido 3-metil-
fenilalanina, 1,2,3,4-tetraidroisoquinolina-3-carboxilico (Tic),
fenilalaninas fluoradas, isopropil-fenilalanina, p-azido-fenilalanina, p-
acil-fenilalanina, p-benzoil-fenilalanina, p-iodo-fenilalanina, p-
bromofenilalanina, p-amino-fenilalanina, e isopropil- fenilalanina e
similares. Outros aminoacidos ndo padrées ou ndo naturais usados em
projeto de analogo de peptideo incluem e nédo estdo limitados a
aminoacidos C-alfa-dissubstituidos tal como Aib, Ca-dietilglicina (Deg),
acido aminociclopentano-1-carboxilico (Ac5c), e similares. Tais
aminoacidos frequentemente levam a uma estrutura reprimida,
frequentemente obliqgua a uma estrutura alfa helicoidal (Kaul, R. e
Balaram, P. (1999) Bioorg Med Chem 7: 105-117). Exemplos adicionais
de tais aminoacidos n&o naturais uteis em projeto analogo sao Homo-
arginina (Har), e similares. A substituicdo de ligacbes de amida
reduzidas em certos casos leva a protecédo de destruicdo enzimatica ou
altera a ligagao ao receptor. A titulo de exemplo, a incorporagado de uma
unidade de dipeptideo Tic-Phe com uma ligacdo de amida reduzida
entre os residuos (designados como Tic-¥Y[CH2-NH]-¥-Phe) reduz a
degradacao enzimatica. Consequentemente, também contemplado
dentro do escopo de modalidades sao descritos aqui tensoativos
covalentemente ligados a peptideos que compreendem analogos de

aminoacidos e/ou peptideo modificados descritos acima. Certos
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aminoacidos nao naturais sdo mostrados abaixo.

oH
HaC HaC
CHa Hg
HA Ha 0 HN
CHy CHy

CHy
2,6-dimetil-L-tirosina 2,4,6-trimetil-L-fenilalanina 2-(1-naftil-L-alanina)
(Dmt) (Tmp) (Nal(1))
r -
HyC
CH
N o @Hj\g Hﬂxﬁ
CHy
2-(2-naftil-L-alanina) acido 1,2,3,4-tetraidroisoquino-  acido alfa-amino
isobutirico
(Nal(2)) lina-3-carboxilico (Tic) (Aib)

OoH oH oH
2,2-dietilglicina acido 2-aminociclobutano- acido aminociclopentano-1-
(Deg) 1-carboxilico (Ac4c) carboxilico (Ac5c)
[ +] =]
H B CHa
T A
2-L-bifenil-alanina (Bip) 2-L-(2'-etil,4'-metoxi)-bifenil-alanina
(Bip2EtMeO)
@LH i
N N\;)J\OH
H =
\© (Tic-Y[CH2-NH]-¥-Phe).

[000496] Como usado aqui, o termo "variante" é interpretado significar

um peptideo que seja diferente de um peptideo de referéncia, porém
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mantém propriedades essenciais. Uma variante tipica de um peptideo
difere em sequéncia de aminoacido de outro peptideo de referéncia.
Geralmente, as diferencas sio limitadas de modo que as sequéncias do
peptideo de referéncia e a variante sejam intimamente similares
totalmente e, em muitas regides, idénticos. Uma variante e peptideo de
referéncia podem diferir em sequéncia de aminoacido por uma ou mais
substitui¢des, adi¢des, dele¢cdes em qualquer combinacdo. Um residuo
de aminoacido substituido ou inserido pode ou nao ser um codificado
pelo cédigo genético. Variantes de ocorréncia ndo natural de peptideos
podem ser feitas por técnicas de mutagénese, por sintese direta, e por
outros métodos recombinantes adequados.

Métodos

[000497] Sao fornecidos aqui, em algumas modalidades, métodos
para prevencao e/ou tratamento de condicbes associadas com
decréscimos em sensibilidade de insulina, compreendendo a
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
produto de peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo descrito
aqui (por exemplo, um produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, 1lI-B
ou Férmula V) a individuos em necessidade do mesmo. Em algumas
modalidades, as condicbes caracterizadas por decréscimos em
sensibilidade de insulina incluem, e ndo estao limitadas a, a sindrome
metabodlica, resisténcia a insulina relacionada com a obesidade,
hipertensao, inflamacao sistémica associada com proteina reativa C
elevada, diabetes, ou similares.

[000498] Também sao fornecidos aqui métodos para tratamento de
resisténcia a insulina compreendendo a administracdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um produto de peptideo e/ou
proteina modificado por tensoativo descrito aqui (por exemplo, um
produto de peptideo de Formula I-A, llII-A, [lI-B ou Férmula V) a

individuos em necessidade do mesmo. Em algumas modalidades, a
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resisténcia a insulina esta associada com a sindrome metabdlica
(Sindrome X) e/ou diabetes.

[000499] Sao também fornecidos aqui métodos para estimular a
ressensibilizacdo do corpo a insulina, compreendendo a administracéo
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um produto de peptideo
e/ou proteina modificado por tensoativo descrito aqui (por exemplo um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Férmula V) a
individuos em necessidade do mesmo.

[000500] Em ainda outras modalidades, sao fornecidos aqui métodos
para aumentar a sensibilidade a insulina através da perda de peso,
compreendendo a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um produto de peptideo e/ou proteina modificado por
tensoativo descrito aqui (por exemplo, um produto de peptideo de
Formula I-A, 1lI-A, I11-B ou Férmula V e na Tabela 1 de Figura 1 e Tabela
2 de Figura 2) a individuos em necessidade do mesmo.

[000501] Séao também fornecidos aqui métodos de tratar diabetes ou
prediabetes compreendendo administrar a um individuo em
necessidade do mesmo, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um produto de peptideo descrito acima e aqui e na Tabela 1 de Figura
1 e Tabela 2 de Figura 2 a um individuo em necessidade do mesmo.
[000502] Sao fornecidos aqui métodos para tratar ou retardar a
progressao ou inicio de condi¢cdes selecionadas de diabetes, retinopatia
diabética, neuropatia diabética, nefropatia diabética, resisténcia a
insulina, hiperglicemia, hiperinsulinemia, sindrome metabdlica,
complicagdes diabéticas, niveis sanguineos elevados de acidos graxos
livres ou glicerol, hiperlipidemia, obesidade, hipertrigliceridemia,
aterosclerose, sindrome cardiovascular aguda, infarto, reperfusao
isquémica a hipertensao, compreendendo administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um produto de peptideo descrito aqui € na

Tabela 1 de Figura 1 e Tabela 2 de Figura 2 a um individuo em
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necessidade do mesmo. Em uma modalidade adicional, sdo fornecidos
aqui métodos para tratar retardos em cicatrizagcdo de ferimento,
compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um produto de peptideo descrito aqui e na Tabela 1 de Figura 1 e
Tabela 2 de Figura 2 a um individuo em necessidade do mesmo.
[000503] Em uma modalidade, a referida condicdo a ser tratada € a
diabetes. Em uma modalidade a referida condicdo a ser tratada é a
resisténcia a insulina. Em uma modalidade a referida condicdo a ser
tratada é a sindrome metabdlica. Em uma modalidade a referidda
quantidade eficaz do referido peptideo € de cerca de 0,1 ug/kg/dia a
cerca de 100,0 ug/kg/dia.

[000504] Em uma modalidade o método de administracdo ¢é
parenteral. Em uma modalidade o método de administragao € per oral.
Em uma modalidade o método de administragcédo é subcutdneo. Em uma
modalidade o método de administracao é insuflacdo nasal.

[000505] E também fornecido aqui um método de reduzir o ganho de
peso ou induzir a perda de peso compreendendo administrar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um produto de peptideo descrito
aqui e na Tabela 1 de Figura 1 e Tabela 2 de Figura 2 a um individuo
em necessidade do mesmo. Em algumas modalidades, o ganho de peso
esta associada com a sindrome metabdlica.

[000506] E fornecido aqui um método de tratamento de hipoglicemia
compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um produto de peptideo descrito aqui e na Tabela 1 de Figura 1 e
Tabela 2 de Figura 2 a um individuo em necessidade do mesmo.
[000507] Também sao fornecidos aqui métodos para tratamento de
diabetes compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um produto de peptideo descrito aqui e na Tabela 1 de Figura
1 e Tabela 2 de Figura 2 a um individuo em necessidade do mesmo e

pelo menos um agente terapéutico adicional; em que o referido agente
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terapéutico é selecionado de um agente antidiabético, um agente
antiobesidade, um agente de saciedade, um atente anti-inflamatério, um
agente anti-hipertensivo, um agente antiaterosclerético e um agente
redutor de lipideo.

[000508] Em algumas modalidades dos métodos descritos acima, o
peptideo e/ou proteina que é covalentemente ligado a um tensoativo é
um glucagon ou peptideo GLP-1, ou um analogo do mesmo. Em
algumas modalidades, o peptideo e/ou proteina modificado por
tensoativo (por exemplo, um produto de peptideo de Formula I-A, IlI-A,
[lI-B ou Foérmula V) é administrado profilaticamente e retarda a
ocorréncia de qualquer condi¢cdo associada com a resisténcia a insulina,
incluindo e ndo limitada a sindrome metabdlica, hipertenséo, diabetes,
diabetes tipo 2, diabetes gestacional, hiperlipidemia, aterosclerose,
inflamagdo sistémica ou similares. Em algumas modalidades, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Férmula V) é
administrado terapeuticamente e retarda a progressédo de qualquer
condi¢ao associada com a sindrome metabdlica, hipertensao, diabetes,
diabetes tipo 2, diabetes gestacional, hiperlipidemia, aterosclerose,
inflamagdo sistémica ou similares. Em algumas modalidades, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Férmula V) é
administrado profilaticamente e/ou terapeuticamente e retarda a
progressao de resisténcia a insulina para diabetes. Em algumas
modalidades, o peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por
exemplo, um produto de peptideo de Formula I-A, lI-A, 11I-B ou Férmula
V) é administrado profilaticamente e/ou terapeuticamente e reduz ou
detém perda adicional de resisténcia a insulina, desse modo
estabilizando a doenca.

[000509] Em algumas modalidades, o peptideo e/ou proteina
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modificado por tensoativo (por exemplo, um produto de peptideo de
Formula I-A, llI-A, [1I-B ou Férmula V) € administrado parenteralmente.
Em algumas modalidades, o peptideo e/ou proteina modificado por
tensoativo (por exemplo, um produto de peptideo de Formula I-A, IlI-A,
[lI-B ou Férmula V) é administrado subcutaneamente. Em algumas
modalidades, o peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por
exemplo, um produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, 11I-B ou Férmula
V) é administrado por insuflagdo nasal.

[000510] Em algumas modalidades dos métodos descritos acima, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Formula I-A, IlI-A, 1lI-B ou Férmula V) tem uma
maior duracdo de acdo em comparagcdo a um produto farmacéutico
compreendendo produtos terapéuticos atualmente conhecidos (por
exemplo, exenatida, metformina ou similares).

Terapia de Combinagao

[000511] Em algumas modalidades dos métodos descritos acima, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Férmula V) é
administrado em combinagcdo com outros métodos de tratamento da
sindrome metabdlica selecionado do grupo compreendendo um agente
antidiabético, um agente antiobesidade, um agente anti-hipertensivo,
um agente antiaterosclerético e um agente redutor de lipideo. A titulo de
exemplo, agentes antidiabéticos eficazes adequados para a
administragdo em combinagdo com um produto de peptideo e/ou
proteina modificado por tensoativo descrito aqui incluem uma biguanida,
uma sulfonilureia, um inibidor de glicosidase, um agonista de PPARY,
um agonista dual de PPARa/y, um inibidor de aP2, um inibidor de DPP4,
um sensibilizante a insulina, um analogo de GLP-1, insulina e uma
meglitinida. Exemplos adicionais incluem metformina, gliburida,

glimepirida, glipirida, glipizida, clorpropamida, gliclazida, acarbose,
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miglitol, pioglitazona, troglitazona, rosiglitazona, muraglitazar, insulina,
GI-262570, isaglitazona, JTT-501, NN-2344, L895 645, YM-440, R-
119702, A19677, repaglinida, nateglinida, KAD 1129, AR-HO 39242,
GW-40 | 5 44, KRP2 | 7, AC2993, LY3 | 5902, NVP-DPP-728A e
saxagliptina.

[000512] Em algumas modalidades dos métodos descritos acima, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Férmula V) é
administrado em combinacdo com outros métodos de tratamento da
sindrome metabdlica selecionado do grupo de agentes antiobesidade
eficazes. A titulo de exemplo, agentes antiobesidade eficazes
adequados para administracdo com os produtos de peptideo descritos
aqui incluem agonista beta 3 adrenérgico, um inibidor de lipase, um
inibidor de recaptacdo de serotonina (e dopamina), um composto
receptor beta de tireoide, um antagonista de CB-I, um NPY-Y2 e um
agonista de receptor de NPY-Y4 e um agente anorético. Membros
especificos destas classes compreendem orlistat, AfL-962,
A19671,L750355, CP331648, sibutramina, topiramato, axocina,
dexanfetamina, fentermina, fenilpropanolamina, rimonabante (SR1
417164), e mazindol.

[000513] Em algumas modalidades dos métodos descritos acima, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Férmula V) é
administrado em combinagcdo com outros métodos de tratamento da
sindrome metabdlica selecionado do grupo de agentes redutores de
lipideo eficazes. A titulo de exemplo, agentes redutores de lipideo
eficazes adequado para administracdo com os produtos de peptideo
descritos aqui incluem agentes selecionados do grupo que consiste em
um inibidor de MTP, proteina de transferéncia de éster de colesterol, um

inibidor de HMG CoA redutase, um inibidor de esqualeno sintetase, um
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derivado de acido fibrico, um super regulador de atividade de receptor
de LDL, um inibidor de lipoxigenase, e um inibidor de ACAT. Exemplos
especificos destas classes compreendem pravastatina, lovastatina,
sinvastatina, atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, nisvastatina,
visastatina, fenofibrato, genfibrozil, clofibrato, avasimibe, TS-962, MD-
700, CP -52941 4, e LY295 427.

[000514] Em algumas modalidades dos métodos descritos acima, o
peptideo e/ou proteina modificado por tensoativo (por exemplo, um
produto de peptideo de Férmula I-A, llI-A, [lI-B ou Formula V) é
administrado em combinagdo com horménios de peptideo, e analogos
dos mesmos, que sdo conhecidos apresentarem efeitos prossaciedade
em modelos animais e em homem. E contemplada dentro do escopo
de modalidades apresentadas aqui uma combinacdo do produtos de
peptideo descritos aqui e agentes de saciedade de longa agao para o
tratamento de obesidade. Exemplos de tais agentes de saciedade de
peptideo incluem GLP-1, polipeptideo pancreatico (PP), colecistocinina
(CCK), peptideo YY (PYY), amilina, calcitonina, OXM, neuropeptideo Y
(NPY), e andlogos dos mesmos (Bloom, S.R., e outro (2008) Mol Interv
8: 82-98; Field, B.C., e outro (2009) Br J Clin Pharmacol 68: 830-843).
[000515] Sao também contemplados dentro do escopo das
modalidades apresentadas aqui, métodos para o tratamento de
obesidade compreendendo a administragdo de produtos de peptideo
descritos aqui em combinagdo com hormdnios de peptideo incluindo e
nao limitados a analogos e antagonistas de leptina, grelina e CART
(transcrigao regulada por cocaina e anfetamina).

[000516] Produtos de peptideo adicionais no corpo estdo associados
com células de gordura ou o estado obeso (adipocinas) e séao
conhecidos terem efeitos proinflamatorios (Gonzalez-Periz, A. e Claria,
J. (2010) ScientificWorldJournal 10: 832-856). Tais agentes terdo acdes

favoraveis adicionais quando usados em combinagdo com os produtos
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de peptideo descritos aqui. Exemplos de agentes que oferecem um
efeito benéfico quando usados em combinacdo com os produtos de
peptideo descritos aqui incluem analogos e antagonistas de
adiponectina, quemerina, visfatina, nesfatina, omentina, resistina,
TNFalfa, IL-6 e obestatina.

Intermediarios

[000517] Em uma modalidade fornecida aqui sé&o intermediarios e/ou
reagentes compreendendo uma porgao tensoativa e um grupo funcional
reativo capaz de formar uma ligagdo com um grupo funcional reativo em
um aminoacido natural ou ndo natural. Estes intermediarios e/ou
reagentes provém melhora na biodisponibilidade e comportamento
farmacéutico, farmacocinético e/ou farmacodinadmico de peptideos e/ou
proteinas de uso em doenga humana e animal. Ligagao covalente de
tais intermediarios e/ou reagentes por meio de grupo funcional em uma
cadeia lateral de um aminoacido, por exemplo, em uma fungcao de
épsilon-amino de Lys, uma sulfidrila de Cys, ou na terminagdo amino ou
carboxi do alvo de peptideo e/ou proteina prové a sintese dos produtos
de peptideo descritos aqui. Em modalidades especificas, porcoes
tensoativas n&o ibnicas sdo mono ou dissacarideos com uma
substituicao O-alquil glicosidica, a referida ligacao glicosidica sendo da
configuragdo alfa ou beta. Em modalidades especificas, cadeias O-
alquila s&o de cadeias C1-C20 ou de Cs-C16 alquila.

[000518] Em outra modalidade fornecida aqui estao intermediarios
e/ou reagentes compreendendo uma porgao tensoativa nao iénica, com
certa ligacao alquil glicosidica que imita ligagées O-alquil glicosidica e
um grupo funcional reativo capaz de formar uma ligagcdo com um grupo
funcional reativo em um aminoacido natural ou nao natural. Tais
intermediarios e/ou reagentes contém cadeias alquila ligadas a S ou
cadeias alquila ligadas a N e tém estabilidade quimica e/ou enzimatica

alterada, em compasracédo com os produtos ligados a alquil glicosideo
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ligado a O.

[000519] Em algumas modalidades, um intermediario e/ou reagente é
fornecido aqui um composto em que o grupo hidrofilico € uma glicose
modificada, galactose, maltose, acido glucurénico, acido diglucurénico
ou similares. Em algumas modalidades, o grupo hidrofilico é glicose,
maltose, acido glucurénico, ou acido diglucurdnico e o grupo hidrofébico
€ uma cadeia C+4-C2 alquila ou uma cadeia aralquila. Em algumas
modalidades a ligagcdo glicosidica ao grupo hidrofébico € de uma
configuragdo alfa e em algumas das ligacbes é beta no centro
anomérico no sacarideo.

[000520] Em algumas modalidades, o grupo hidrofilico é glicose,
maltose, acido glucurdnico, ou acido diglucurdnico e o grupo hidrofébico
€ uma cadeia C1-Coo alquila ou aralquila.

[000521] Em algumas modalidades, um intermediario e/ou reagente
fornecido aqui compreende um tensoativo contendo um grupo funcional
reativo que € um grupo de acido carboxilico, um grupo amino, uma
azida, um aldeido, uma maleimida, uma sulfidrila, um grupo
hidroxilamino, uma alcino ou similares.

[000522] Em algumas modalidades, o intermediario e/ou reagente é
um alquil glicosideo ligado a O com uma das fungdes hidroxila
modificadas para ser um grupo de acido carboxilico ou funcional de
amino. Em algumas modalidades, o reagente € um acido 1-O-alquil
glucurdnico de configuragéo alfa ou beta e a cadeia alquila € de C1a Cx
de comprimento. Em algumas de tais modalidades, o grupo alquila € de
Cs a C16 de comprimento.

[000523] Em algumas modalidades, o reagente compreende um acido
1-O-alquil diglucurénico de configuracao alfa ou beta e a cadeia alquila
€ de Cq1 a Cx de comprimento. Em algumas de tais modalidades, o
grupo alquila é de Ces a C16 de comprimento.

[000524] Em algumas modalidades, o reagente é um alquil glicosideo
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ligado a S de configuracéo alfa ou beta com uma das fungdes hidroxila
modificado para ser um acido carboxilico ou grupo funcional de amino.
[000525] Em algumas modalidades, o reagente € um alquil glicosideo
ligado a N de configuragao alfa ou beta com uma das fung¢des hidroxila
modificado para ser um acido carboxilico ou grupo funcional de amino.
[000526] Em ainda outra modalidade fornecida aqui estdo produtos de
peptideo e/ou proteina contendo um alquil glicosideo covalentemente
ligado com propriedades aceitaveis para uso em doenga humana e
animal. O Esquema 1 lista tensoativos ndo idnicos exemplares que
podem ser modificados para produzir os reagentes e/ou intermediarios
que sao uteis para a sintese de produtos de peptideo modificados por

tensoativo descritos aqui.

Octilglicosidea

Esquema 1. Exemplos de tensoativos nao idonicos comercialmente
disponiveis da classe de alquil glicosideo

[000527] Em algumas modalidades, os peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados descritos aqui incorporam uma porgao
tensoativa na estrutura de peptideo. Em modalidades especificas, os
peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados descritos aqui
incorporam um tensoativo nao iénico da classe de alquil, alcoxiaril, ou
aralquil glicosideo. Os alquil glicosideos sao importantes mercadorias
e sdo amplamente usados nas industrias alimenticias, de servico e
limpeza. Desse modo, sua producdo em escala comercialmente
significante foi o objeto de estudo extensivo. Processos tanto

enzimaticos quanto quimicos estédo disponiveis para sua producdo em
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custo muito baixo (Park, D.W., e outro (2000) Biotechnology Letters 22:
951-956). Estes alquil glicosideos podem ser modificados também para
gerar os intermediarios para a sintese dos peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados descritos aqui. Desse modo, sabe-se que
1-dodecil beta-D-glicosideo € preferencialmente oxidado na posigéo
para produzir o correspondente analogo de acido glucurénico em
produgao elevada quando usando o material desprotegido e catalisador
negro de platina na presenga de oxigénio (van Bekkum, H. (1990)
Carbohydrates as Organic Raw Materials 289-310). Métodos
quimiosseletivos adicionais para oxidagao do alcool primario na posi¢cao
6 de alquil glicosideos estdo disponiveis. Por exemplo, o uso de
quantidades cataliticas de 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxila (TEMPO)
com quantidades estequiométricas do oxidante orgéanico
[bis(acetdxi)iodolbenzeno (BAIB) (De Mico, A., e outro (1997) J Org
Chem 1997: 6974-6977) forneceu produg¢des importantes de acidos
nucleosideo-5'-carboxilico (Epp, J.B. e Widlanski, T.S. (1999) J Org
Chem 64: 293-295) por oxidagao da hidroxila primaria. Esta oxidacao é
quimiosseletiva para a hidroxila primaria, mesmo quando as outras
hidroxilas secundarias sejam desprotegidas (Codee, J.D., e outro (2005)
J Am Chem Soc 127: 3767-3773). De uma maneira similar, 1-dodecil 3-
D-glucopiranosideo, 1-tetradecil B-D-glucopiranosideo, 1-hexadecil -
D-glucopiranosideo, 1-octadecil B-D-glucopiranosideo e 1-eicosil p-D-
glucopiranosideo foram oxidados para os correspondentes acidos
urbnicos (acido 1-dodecil B-D-glucurénico, acido 1-tetradecil B-D-
glucurdnico, acido 1-hexadecil B-D-glucurdnico, 1- acido octadecil B-D-
glucurdnico, acido 1-eicosil B-D-glucurénico) por oxidagdo com TEMPO
usando KBr e hipoclorito de s6dio como oxidante estequiomeétrico
(Milkereit, G., e outro (2004) Chem Phys Lipids 127: 47-63) em agua.
Um procedimento de suave oxidagdo usando (diacetoxiiodo)benzeno

(DAIB aka BAIB) € dado N° exemplos. Certos destes intermediarios de
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acido glucurénico sao comercialmente disponiveis (for Exemplo acido
octil b-D-glucurénico; Carbosynth, MO 07928) e, como indicado, uma
ampla faixa sdo submetidos a preparacdo por métodos de rotina
(Schamann, M. e Schafer, H.J. (2003) Eur J Org Chem 351-358; Van
den Bos, L.J., e outro (2007) Eur J Org Chem 3963-3976) ou, sob
solicitacao, de fontes comerciais. O esquema 2 ilustra, como exemplos,
certos intermediarios funcionalizados tensoativos compreendendo um
grupo —COOH como um grupo funcional reativo que sdo usados para

preparar os intermediarios e/ou reagentes descritos aqui.

H

o
| or
/ o
H o H OH
L
HO/ r
HO o
H OH r
HO
H H

HO H/O
H \/\/\
S o

Esquema 2. Exemplos de reagentes de classe de acido alquil
diglucuroénico e glucurénico.

[000528] Similarmente, aralquil glicosideos (incluindo alcoxiarila)
podem formar a base para tensoativos reagentes nao idnicos
intimamente relacionados. Por exemplo, 4-alcoxifenil B-D-
glucopiranosideos sao facilmente sintetizados pela reagcdo de 4-
alquiloxifendis com penta-O-acetila f-D-glicose na presenca de eterato
de trifluoreto de boro. Subsequente desacetilacdo usando trimetilamina
em metanol/agua e oxidacado seletiva, como descrito acima e N°
exemplos, produz os reagentes de acido alcoxiaril glucurénico
adequados para formar os reagentes e peptideos descritos aqui ((Smits,
E., e outro (1996) J Chem Soc, Perkin Trans | 2873-2877; Smits, E., e
outro (1997) Liquid Crystals 23: 481-488).
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H || _OH H | OH
H
HO - M Ho —°
HO o = / HO H
H  “oH \ N H o Ri
H H P~y —R

o "‘/*
S xF
X=0,S, N, CHz, NHCO e similares

Esquema 3. Membros ilustrativos de porcao tensoativa de aralquila
ou alcoxiarila.

[000529] A classe de acido glucurdnico de intermediario é facilmente
ativada por agentes de acoplamento padrao para ligagao a uma cadeia
lateral de aminoacido, por exemplo, aquela de Lys. Desse modo Fmoc-
Lys-O-TMS (trimetilsilila = TMS) pode ser reagido com acido octil beta-
D-glucurdnico na presenga de um agente de acoplamento e o grupo de
protecao de O-TMS pode entdo ser hidrolizado em preparagao aquosa
para produzir Fmoc-Lys (1-octil beta-D-glucuronamida) como mostrado
no Esquema 4. Este reagente pode ser usado para incorporagao na
sintese de fase sodlida de peptideos, usando protocolos de acoplamento
padrao, quando & desejado incorporar a por¢ao tensoativa proxima da
regiao de terminal N da molécula. Os grupos hidroxila secundarios
podem ser deixados desprotegidos, devido a reatividade muitissimo
maior do Grupo funcional de amino Lys ou eles podem ser protegidos
por peracetilacdo. Se uma forma protegida de acetila é usada, os grupos
de protecdo de acetila podem ser removidos em alta produgéo por
tratamento com ou MeOH/NaOMe ou por MeOH/EtsN. O esquema 4

ilustra a preparacao dos reagentes descritos aqui.
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R=CyH;s a CyHg,; 1. Fmoc-Lys-O-TMS
2. Reagente de Acoplamento
3. H,0, KHCO;

o]

\ OH

NH-Fmoc

Esquema 4. Exemplo de uma preparagao de um reagente.

[000530] Em algumas modalidades, reagentes e/ou intermediarios
para a preparagao dos produtos de peptideo biologicamente ativos
descritos aqui compreendem uma familia de aminoacidos ligantes
modificados por tensoativo para incorporacao em produtos de peptideo
sintéticos. Desse modo em uma modalidade, s&o descritos aqui
produtos de peptideo sintetizados de um modo linear em que um
tensoativo funcionalizado € ligado a um aminoacido ligante
reversivelmente protegido por meio de grupo funcional em uma cadeia
lateral de um aminoacido ligante (por exemplo, um grupo amino de um
residuo de lisina) para produzir um reagente proprietario (como
mostrado no Esquema 4.) que pode ser incorporado na cadeia de
peptideo em desenvolvimento e em seguida o peptideo restante é
sintetizado por ligacédo de outros aminoacidos ao residuo de cisteina. O
grupo de protegdo adequado para a sintese de peptideos e/ou proteina
modificados descritos aqui sdo descritos em, por exemplo, T. W. Green,
P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-
Interscience, Nova lorque, 1999, 503-507, 736-739, cuja descricdo é
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incorporada aqui por referéncia.

[000531] Em outra modalidade, produtos de peptideo descritos aqui
séo sintetizados por ligagédo covalente de um tensoativo funcionalizado
a um peptideo longo por meio de grupo funcional adequado em um
aminoacido ligante que esta em uma cadeia de peptideo.

[000532] Alternativamente um tensoativo funcionalizado pode ser
adicionado a uma cadeia lateral de aminoacido ligante que foi
desprotegido durante o curso da sintese de fase sélida do peptideo.
Como um exemplo, um grupo alquil glucuronila pode ser adicionado
diretamente a uma cadeia lateral de aminoacido ligante (por exemplo,
uma cadeia lateral de Lys desprotegida) durante a sintese de fase sélida
do peptideo. Por exemplo, uso de Fmoc-Lys(Alloc)-OH como uma
subunidade fornece protecdo ortogonal que pode ser removida
enquanto o peptideo esta ainda sobre a resina. Desse modo a
desprotecdo da Cadeia lateral de Lys usando Pd/tiobarbital ou outra
receita de desprotecdo de Alloc permite a exposicdo do grupo amino
para acoplamento com a unidade de acido 1-octil beta-D-glucurénico
protegido ou desprotegido por acila. A desprotecado final com um
coquetel de clivagem de baixo % de CF3CO2H (TFA) entédo liberara o
produto desejado. Embora a ligagao glicosidica seja labil ao acido forte,
a experiéncia aqui e por outros é que € relativamente estavel a
condic¢des de clivagem de baixo % de TFA. Alternativamente, a protecéo
de acila (por exemplo, acetila, Ac; benzoila, Bz) ou protecdo de
trialquilsilila N° grupos funcionais de OH de sacarideo pode ser usada
para fornecer protecdo aumentada a ligacéo glicosidica. Subsequente
desprotecdo por base (NH2NH2/MeOH; NHi/MeOH, NaOMe/MeOH)
produz o produto desprotegido desejado. O esquema 4 ilustra
reagentes descritos aqui. O esquema 5 ilustra um exemplo n&o limitante
de um intermediario de peptideo descrito aqui. Embora este exemplo

ilustre um peptideo com a ligacdo de tensoativo na terminacdo N do
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peptideo, os métodos descritos aqui sdo adequados para a sintese de
intermediarios de peptideo tendo a ligagdo a um tensoativo na regiao
mediana, a regido de terminal C ou qualquer posicdo dentro do

peptideo.

Pegtideo

Esquema 5. Exemplo llustrativo de um intermediario de peptideo.

[000533] Reagentes adicionais s&o gerados por modificagado do grupo
funcional de posi¢cao 6 para fornecer métodos variados de ligacédo a
grupos funcionais de cadeia lateral de aminoacido, como mostrado
abaixo no esquema 6. Desse modo, a substituicdo de amino pode ser
usada para ligacao a cadeias laterais de Asp ou Glu. A substituicdo de
azido ou alcino pode ser usada para ligagao a aminoacidos nao naturais
contendo o aceptor complementar para cicloadicdo de Huisgen 3+2
(Gauthier, M.A. e Klok, H.A. (2008) Chem Commun (Camb) 2591-2611).
Grupos funcionais de aminéxi ou aldeido podem ser usados para
ligacédo a aldeido (isto €, ligagdo de oxima) ou para fungcbes de amino
(isto é, alquilacédo redutiva), respectivamente. O grupo funcional de
maleimida ou —NH-(C=0)-CH2>-Br pode ligar-se quimiosseletivamente
com um Cys ou outro grupo funcional de SH. Estes tipos de estratégias
de ligacdo sdo vantajosos quando usados em conjunto com o0s
reagentes descritos aqui. Interconversdo de grupos funcionais é
amplamente praticada em sintese organica e lista completa de multiplas
rotinas para cada das modificacdes de grupo funcionais listadas aqui
estdo disponiveis (Larock, R.C. (1999)) "Comprehensive Organic

Transformagaos", VCH Publishers, Nova lorque.
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[000534] Desse modo, por exemplo, a hidroxila primaria na posicéo 6
de octil 1-B-D-glicosideo é convertida na azida por ativagdo e remogéao
com um anion de azida, reacgdes tais como reagdes usadas em quimica
de carboidrato (por exemplo, por tosilagdo seguido por NaN3). A azida
correspondente € reduzida para a fungdo de amino por redugcdo com
acido tiolacético em piridina (Elofsson, M., e outro (1997) Tetrahedron
53: 369-390) ou por métodos similares de geragdo de grupo amino
(Stangier, P., e outro (1994) Liquid Crystals 17: 589-595). Métodos para
porcdes de acetileno, amindxi, e aldeido sdo melhor realizados na forma
de triacetoxi, disponivel do glicosideo comercialmente disponivel por
tratamento com Ac20, seguido por branda hidrélise da amina primaria.
Esta forma de 6-hidroxi pode ser seletivamente oxidada para o aldeido,
ou ativada como um tosilato ou triflato e removida por NH2OH ou por
acetilida de sodio. A ligagdo de maleimida pode ser através de uma
ligacdo de carbono como mostrado ou, preferivelmente através de uma
ligacdo de O ou amida, novamente por remogéo da hidroxila ativada ou
acoplamento do derivado de acido glucurbnico a um reagente de
maleimida ligado a amino, bem conhecido na técnica. Interconversdes
de grupo funcional adicionais sdo bem conhecidas por aqueles de média
experiéncia na técnica de quimica medicinal e incluem-se no escopo
das modalidades descritas aqui.

[000535] Também contemplado dentro do escopo de métodos
sintéticos descritos aqui sdo os tensoativos em que o sacarideo e cadeia
hidrofébica s&o covalentemente ligados por meio de uma ligagao alfa
glicosidica. Rotinas sintéticas para glicosideos predominantemente a-
ligados s&o bem conhecidas na técnica e tipicamente originam-se com
0 agucar de peracetila e uso de catalise acidica (por exemplo, SnCla,
BF3 ou HCI) para realizar a a-glicosilacdo (Cudic, M. e Burstein, G.D.
(2008) Methods Mol Biol 494: 187-208; Vill, V., e outro (2000) Chem

Phys Lipids 104: 75-91, incorporados aqui por referéncia para tal
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descri¢do). Rotinas sintéticas similares existem para glicosideos de
dissacarideo (von Minden, H.M., e outro (2000) Chem Phys Lipids 106:
157-179, incorporado aqui por referéncia para tal descrigdo).
Interconversdes de grupo funcional entdo prosseguem como acima para
levar ao acido 6-carboxilico acido, e outro para geragdo dos
correspondentes reagentes a-ligados.

[000536] O esquema 6 lista certos compostos e reagentes uteis na
sintese dos peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados
descritos aqui. Nomenclatura padrdo usando abreviagdes de uUnica letra

para aminodacidos € usada.

Rla - C1-C30
R1b-d =TI, Ac, DDz, Bn, OMe o]

ORc ORyC ORyc

Esquema 6. Exemplos de reagente adicionais.

[000537] Muitos alquil glicosideos podem ser sintetizados por
procedimentos conhecidos, como descrito, por exemplo, em (Rosevear,
P., e outro (1980) Biochemistry 19: 4108-4115, Li, Y.T., e outro (1991) J
Biol Chem 266: 10723-10726) ou Koeltzow e Urfer, J. Am. Oil Chem.
Soc., 61:1651-1655 (1984), Patente dos Estados Unidos No. 3.219.656
e Patente dos Estados Unidos No. 3.839.318 ou enzimaticamente, como
descrito, por exemplo, em (Li, Y.T., e outro (1991) J Biol Chem 266:
10723-10726, Gopalan, V., e outro (1992) J Biol Chem 267: 9629-9638).
Ligacdes O-alquila a aminoacidos naturais, tal como Ser, podem ser
realizadas no Fmoc-Ser-OH usando peracetilglicose para produzir Na-
Fmoc-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-L-serina. Este

material € seletivamente desprotegido no atomo de carbono primario
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(posicdo 6) e seletivamente oxidado usando TEMPO/BAIB como
descrito acima para produzir a correspondente funcdo de 6-carboxila
que pode ser acoplada a aminas lipofilicas para gerar uma nova classe

de tensoativo e reagentes n&o idnicos (Esquema 7).

H OAc

1. MeOH/NaOMe
2. TEMPO/BATB
3. DCC/CgH 7-NH,

HO

AllocHN AllocHN

OtBu OtBu

Esquema 7. Exemplo alternativo de reagente de tensoativo nao
idnico.

[000538] A ligacao entre a alquila hidrofébica e o sacarideo hidrofilico
pode incluir, entre outras possibilidades, um glicosidico, tioglicosidico,
amida (Carbohydrates as Organic Raw Materials, F. W. Lichtenthaler
ed., VCH Publishers, Nova lorque, 1991), ureido (Austrian Pat. 386,414
(1988); Chem. Abstr. 110:137536p (1989); veja Gruber, H. e Greber, G.,
"Reactive Sucrose Derivatives" in Carbohydrates as Organic Raw
Materials, pp. 95-116) ou ligacédo de éster (Sugar Esters: Preparation
and Application, J. C. Colbert ed., (Noyes Data Corp., New Jersey),
(1974)).

[000539] Exemplos dos quais uteis alquil glicosideos podem ser
escolhidos para modificagdo para os reagentes ou para a formulacao
dos produtos descritos aqui, incluem: alquil glicosideos, tal como octil-,
nonil-, decil-, undecil-, dodecil-, tridecil-, tetradecila, pentadecil-,
hexadecil-, heptadecil-, e octadecil-D-maltosideo, -glicosideo ou -
sacarosideo (isto €, éster de sacarose) (sintetizados de acordo com
Koeltzow e Urfer; Anatrace Inc., Maumee, Ohio; Calbiochem, San

Diego, Calif.; Fluka Chemie, Switzerland); alquila tiomaltosideos, tal
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como heptila, octila, dodecil-, tridecil-, e tetradecil-0-D-tiomaltosideo
(sintetizados de acordo com Defaye, J. e Pederson, C., "Hidrogen
Fluoride, Solvent and reagent for Carbohydrate Conversion Technology"
in Carbohydrates as Organic Raw Materials, 247-265 (F. W.
Lichtenthaler, ed.) VCH Publishers, Nova lorque (1991); Ferenci, T., J.
Bacteriol, 144:7-11 (1980)); alquil tioglicosideos, tal como 1-dodecil- ou
1-octil-tio a-ou B-D-glucopiranosideo (Anatrace, Inc., Maumee, Ohio;
see Saito, S. e Tsuchiya, T. Chem. Pharm. Bull. 33:503-508 (1985));
alquil tiosacaroses (sintetizados de acordo com, por exemplo, Binder, T.
P. e Robyt, J. F., Carbohydr. Res. 140:9-20 (1985)); alquil
maltotriosideos (sintetizados de acordo com Koeltzow e Urfer); amidas
de acido carbénico alifatico de cadeia longa de amino-alquila éteres de
sacarose; (sintetizados de acordo com Austrian Patent 382,381 (1987);
Chem. Abstr., 108:114719 (1988) e Gruber e Greber pp. 95-116);
derivados de palatinose e isomaltamina ligados por ligagao de amida a
uma cadeia alquila (sintetizados de acordo com Kunz, M., "Sucrose-
based Hidrophilic Building Blocks as Intermediates for the Synthesis of
Surfactants and Polimers" in Carbohydrates as Organic Raw Materials,
127-153); derivados de isomaltamina ligados por ureia a uma cadeia
alquila (sintetizados de acordo com Kunz); ureidos de acido carbdénico
alifatico de cadeia longa de amino-alquila éteres de sacarose
(sintetizados de acordo com Gruber e Greber, pp. 95-116); e amidas de
acido carbénico alifatico de cadeia longa de amino-alquila éteres de
sacarose (sintetizados de acordo com Austrian Patent 382,381 (1987),
Chem. Abstr., 108:114719 (1988) e Gruber e Greber, pp. 95-116).

[000540] Alguns glicosideos preferidos que podem ser também
modificados para incorporar funcionalidade reativa para ligacao ao
peptideo incluem os sacarideos maltose, sacarose, glicose e galactose
ligados por glicosidico ou ligagao de éster a uma cadeia alquila de 6, 8,

10, 12, 14, ou 16 atomos de carbono, por exemplo, hexil-, octil-, decil-,
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dodecil-, tetradecil-, e hexadecil-maltosideo, sacarosideo, glicosideo e
galactosideo. No corpo estes glicosideos sdo degradados para alcool
nao toéxico ou acido graxo e um oligossacarideo ou sacarideo. Os
exemplos acima s&o ilustrativos dos tipos de alquil glicosideos a serem
usados N° métodos reivindicados aqui, entretanto a lista ndo se destina
a ser exaustiva.

[000541] Geralmente, estes tensoativos (por exemplo, alquil
glicosideos) sédo opcionalmente designados ou selecionados para
modificar as propriedades biolégicas do peptideo, tal como para
modular a biodisponibilidade, meia-vida, seletividade de receptor,
toxicidade, biodistribuicao, solubilidade, estabilidade, por exemplo,
térmica, hidrolitica, oxidativa, resisténcia a degradagcdo enzimatica, e
similares, facilidade para purificagdo e processamento, propriedades
estruturais, propriedades espectroscopicas, propriedades quimicas e/ou
fotoquimicas, atividade catalitica, potencial redox, capacidade de reagir
com outras moléculas, por exemplo, covalentemente ou nao
covalentemente, e similares.

Tensoativos

[000542] O termo "tensoativo" descende de encurtamento da frase
"agente tensoativo". Em aplica¢des farmacéuticas, tensoativos séo uteis
em formulagdes farmacéuticas liquidas nas quaiseles servem para
diversos propésitos, agindo como agentes emulsificantes,
solubilizantes, e umectantes. Emulsificantes estabilizam as solucdes
aquosas de substancias lipofilicas ou parcialmente lipofilicas.
Solubilizantes aumentam a solubilidade de components de
composicdes farmacéuticas aumentando a concentragao que pode ser
obtida. Um agente umectante € um aditivo quimico que reduz a tensao
de superficie de um fluido, induzindo-o a espalhar-se facilmente sobre
uma superficie na qual ele € aplicado, desse modo causando

"umectacao” uniforme da superficie com os fluidos. Agentes
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umectantes fornecem um meio para a formulagao liquida obter contato
intimo com a membrana mucosa ou outras areas de superficie com as
quais a formulacdo farmacéutica vem em contato. Desse modo, os
tensoativos podem ser aditivos uteis para estabilizacdo da formulacao
dos produtos de peptideo descritos aqui, bem como para a modificagao
das propriedades do proprio peptideo.

[000543] Em modalidades especificas, alquil glicosideos que séao
sinteticamente acessiveis, por exemplo, os alquil glicosideos, dodecil,
tridecil e tetradecil maltosideo ou glicosideo, bem como dodecanoato,
tridecanoato, e tetradecanoato de sacarose sao adequados para ligagao
covalente a peptideos como descrito aqui. Similarmente, os
correspondents alquiltioglicosideos sao tensoativos sinteticamente
acessiveis, estaveis, que sido aceitaveis para desenvolvimento de
formulacao.

[000544] Uma ampla faixa de propriedades fisicas e tensoativas pode
ser obtida por modificagdo apropriada das regides hidrofébicas ou
hidrofilicas do tensoativo (por exemplo, um alquil glicosideo). Por
exemplo, um estudo comparando a atividade de bicamada de dodecil
maltosideo (DM) com aquela de dodecil glicosideo (DG) descobriu
aquela de DM ser mais do que trés vezes maior do que aquela de DG,
a despeito de ter o mesmo comprimento de cauda hidrofébica (Lopez,
0., e outro (2002) Colloid Polim Sci 280: 352-357). Neste caso particular
a identidade da regido polar (disacarideo vs. monosacarideo) influencia
o comportamento tensoativo. No caso de um tensoativo ligado a um
peptideo, por exemplo, os produtos de peptideo descritos aqui, a regiao
de peptideo também pode contribuir carater hidrofébico ou hidrofilico
para toda a molécula. Desse modo, a adaptagado das propriedades
fisicas e tensoativas pode ser usada para obter as propriedades fisicas
e farmacéuticas particulares adequadas para os alvos de peptideo

individual.
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Modificacao de PEG

[000545] Em algumas modalidades, os produtos de peptideo
modificados por tensoativo sdo descritos aqui também modificados para
incorporar uma ou mais porgdes de PEG (Veronese, F.M. e Mero, A.
(2008) BioDrugs 22: 315-329). Em alguns casos, a incorporagao de
cadeias de PEG grandes impedem a filtracdo do peptideo N°s
glomérulos N° rins na formagédo de urina diluida ali (Nestor, J.J., Jr.
(2009) Current Medicinal Chemistry 16: 4399 - 4418, Caliceti, P. e
Veronese, F.M. (2003) Adv Drug Deliv Rev 55: 1261-1277). Em algumas
modalidades, uma cadeia hidrofilica de PEG opcional prové equilibrar a
solubilidade e propriedades fisicas dos peptideos ou proteinas que
foram tornados hidrofébicos pela incorporacdao da porcao de alquil
glicosideo de cadeia mais longa.

[000546] PEGilacdo de uma proteina pode ter efeitos potencialmente
negativos também. Desse modo, a PEGilagdo pode causar uma perda
substancial de atividade bioldgica para algumas proteinas e isto pode
relacionar-se a ligantes para classes especificas de receptores. Em tais
casos pode existir um beneficio para PEGilagdo reversivel (Peleg-
Shulman, T., e outro (2004) J Med Chem 47: 4897-4904, Greenwald,
R.B., e outro (2003) Adv Drug Deliv Rev 55: 217-250, Roberts, M.J. e
Harris, J.M. (1998) J Pharm Sci 87: 1440-1445).

[000547] Além disso, a massa molecular aumentada pode impedir a
penetracdo de barreiras fisioldégicas exceto a barreira de membrana
glomerular. Por exemplo, foi sugerido que formas de alto peso molecular
de PEGilacdo podem impedir a penetragcdo em alguns tecidos e, desse
modo, reduzir a eficacia terapéutica. Além disso, o peso molecular pode
impedir a captagcdo através de barreiras da membrana mucosal
(liberacao nasal, bucal, vaginal, oral, retal, pulmonar). Entretanto, a
captacao retardada pode ser altamente vantajosa para administragcao

de moléculas estaveis ao pulmao, substancialmente prolongando a
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duragao de agao. Os produtos de peptideo e/ou proteina descritos aqui
tém Dbiodisponibilidade transmucosal aumentada e isto permitira
modificagbes de PEG de cadeia maior a serem usadas em conjunto com
a modificacdo de tensoativo com a obtengdo de biodisponibilidade
comercialmente significante  seguindo rotina intranasal ou outra
transmucosal.

[000548] Em algumas modalidades, polimeros de PEG de cadeia
longa, e polimeros de PEG de cadeia curta sdo adequados para
modificacado das proteinas e peptideos descritos aqui. A administracao
de tratamentos para diabetes por inalagcdo € um novo método para
liberagao de farmaco e o pulmao tem uma barreira altamente penetravel
(por exemplo, Exubera). Para esta aplicagao, penetracéo retardada da
barreira do pulméo, formas preferidas de PEGilacdo sao na faixa de
menor peso molecular de Cio a Casoo0 (aproximadamente 250 a
10,000Da). Desse modo, enquanto uma rotina primaria para
prolongamento por PEG é a obtengdo de um "peso molecular efetivo"
acima, a interrup¢ao da filtracao glomerular (maior do que 68kDa), uso
de cadeias mais curtas pode ser uma rotina para o prolongamento de
residéncia no pulmao para o tratamento de doengas de pulmao e outras
condicdes respiratorias. Desse modo, cadeias de PEG de cerca de 500
a 3000 Da sao de tamanho suficiente para reduzir a entrada na
circulacao periférica, porém insuficiente para fazer com que elas tenham
um tempo de circulagdo muito prolongado. Em algumas modalidades,
PEGilacédo é aplicada para fornecer eficacia local aumentada para o
tecido pulmonar, com potencial reduzido para efeitos colaterais
sisttmicos para os peptideos e/ou proteinas covalentemente
modificados descritos aqui. Em algumas de tais modalidades, cadeias
PEG na faixa de cerca de 750 a cerca de 1500 Da s&o referidas
coletivamente como "PEG1K."

[000549] Além disso, outros polimeros podem ser usados em conjunto
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com os compostos descritos aqui, a fim de otimizar suas propriedades
fisicas. Por exemplo, conjugados de poli(2-etil 2-oxazolina) tém
hidrofobicidade variavel e tamanho suficiente para realgar a duragao de
acao (Mero, A., e outro (2008) J Control Release 125: 87-95). Ligacéo
de tal polimero a um sacarideo produz uma classe de tensoativo
adequada para uso em modificacdo de peptideos e/ou proteinas
descritos aqui.

[000550] Cadeias de polietileno glicol sado funcionalizadas para
permitir sua conjugagao a grupos reativos na cadeia de peptideo e/ou
proteina. Grupos funcionais tipicos permitem a reagdo com grupos
amino, carboxila ou sulfidrila no peptideo através dos correspondentes
grupos carboxila, amino ou maleimido (e similares) na cadeia de
polietileno glicol. Em uma modalidade, PEG compreende uma cadeia
C10-C3000. Em outra modalidade, PEG tem um peso molecular acima de
40,000 Daltons. Em ainda outra modalidade, PEG tem um peso
molecular abaixo de 10,000 Daltons. PEG como uma modificagao de
proteina € bem conhecido na técnica e seu uso é descrito, por exemplo,
nas Patentes dos Estados Unidos N°. 4.640.835, 4.496.689, 4.301.144,
4.670.417,4.791.192, € 4.179.337.

[000551] Um tipo nao tradicional de cadeia PEG é modificado para ser
de natureza anfifilica. Isto &, ele tem ambos a estrutura de PEG
hidrofilica, porém é modificado para conter regides hidrofébicas, tal
como ésteres de acido graxo, e outros componentes hidrofébicos. Veja,
por exemplo, (Miller, M.A., e outro (2006) Bioconjug Chem 17: 267-274);
Ekwuribe, e outro US 6,309,633; Ekwuribe, e outro US 6,815,530;
Ekwuribe, e outro US 6,835,802). Embora estes conjugados de PEG
anfifilicos a proteinas tenham sido originalmente desenvolvidos para
aumentar a biodisponibilidade oral, eles foram relativamente ineficazes
neste papel. Entretanto, o uso de tais conjugados de PEG anfifilicos com

peptideos anfipaticos fornecera residéncia significantemente
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prolongada no pulmao para estender a atividade bioldgica util destes
produtos farmacéuticos. As cadeias de PEG preferidas sao na faixa de
peso molecular de 500 a 3000Da. Descri¢des detalhadas dos métodos
de sintese destes conjugates € dada nas referéncias acima, a integra
das quais € incorporada aqui.

[000552] Uma entidade de PEG em si ndo tem um grupo funcional a
ser ligado a um alvo molecular, tal como um peptideo. Portanto, para
criar ligagdo de PEG, uma entidade de PEG deve ser funcionalizada
primeiro, em seguida uma ligagédo funcionalizada € usada para ligar a
entidade de PEG a uma molécula alvo, tal como um peptideo
(Greenwald, R.B., e outro (2003) Adv Drug Deliv Rev 55: 217-250,
Veronese, F.M. e Pasut, G. (2005) Drug Discov Today 10: 1451-1458,
Roberts, M.J., e outro (2002) Adv Drug Deliv Rev 54: 459-476). Em uma
modalidade, PEGilacido especifica do sitio pode ser obtida através de
substituicdo de Cys em uma molécula de peptideo. O peptide alvo pode
ser sintetizado por sintese de fase soélida, métodos recombinantes, ou
outros métodos, como descrito aqui.

[000553] Desse modo, em algumas modalidades, um produto de
peptideo descrito aqui compreende um Lys ou outro residuo reativo
modificado com um alquil glicosideo e PEGilagao especifica pelo menos
um residuo de Cys, um residuo de Lys ou outro residuo de aminoacido
reativo em outro lugar na molécula.

[000554] Em outra modalidade, um Lys ou outro residuo com uma
cadeia lateral nucleofilica pode ser usado para incorporacéo do residuo
de PEG. Isto pode ser realizado por meio do uso de uma ligagao de
amida ou carbamato a uma cadeia de PEG-carboxila ou PEG-
carbonato. Veja, por exemplo, como descrito (Veronese, F.M. e Pasut,
G. (2005) Drug Discov Today 10: 1451-1458). Um método alternativo é
modificar a cadeia lateral de fungao de amino de Lys por meio da ligagao
de um residuo contendo SH, tal como mercaptoacetila,
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mercaptopropionila (CO-CH2-CH2-CH2-SH), e similares.
Alternativamente, a cadeia de PEG pode ser incorporada na terminacao
C como uma amida durante o curso da sintese. Métodos adicionais para
ligacdo de cadeias de PEG utilizam a reagdo com as cadeias laterais de
His e Trp. Outros métodos similares de modificar a cadeia de peptideo
para permitir a ligacdo de uma cadeia de PEG sdo conhecidos na
técnica e sao incorporados aqui por referéncia (Roberts, M.J., e outro
(2002) Adv Drug Deliv Rev 54: 459-476).

Formulagoes

[000555] Em wuma modalidade, os peptideos ou proteinas
covalentemente modificados como descrito aqui s&o fornecidos em uma
formulacdo que também reduz, previne, ou diminui a associagao ou
agregacgao de peptideo e/ou proteina na composi¢cédo, por exemplo,
reduz a autoassociagdo ou autoagregacao de peptideo e/ou proteina,
ou reduz a associagao ou agregacao com outros peptideos ou proteinas
quando administrada ao individuo.

[000556] A autoassociacdo em alta concentracdo de proteina é
problematica em formulacbes terapéuticas. Por exemplo, a
autoassociacdo aumenta a viscosidade de um anticorpo monoclonal
cocentrado em solucdo aquosa. Preparagdes concentradas de insulina
sao inativadas por autoagregacdo. Estas interagcdes de proteina de
autoassociacao, particularmente em alta concentracdo de proteina,
reduzem, modulam ou obliteram a atividade biolégica de muitas
terapéuticas (Clodfelter, D.K., e outro (1998) Pharm Res 15: 254-262).
Proteinas terapéuticas formuladas em altas concentragcbes para
liberacdo por injecdo ou outros métodos podem ser fisicamente
instaveis ou tornam-se insoluveis como um resultado destas interacées
de proteina.

[000557] Um significante desafio na preparagao de formulacdes de

peptideo e proteina € desenvolver formas de dosagem fabricaveis e
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estaveis. Propriedades de estabilidade fisica, criticas para
processamento e manipulagdo, sao frequentemente pobremente
caracterizadas e dificeis de prever. Uma variedade de fenbmenos de
instabilidade fisica é encontrada, tal como associagédo, agregacao,
cristalizacao e precipitacdo, como determinado pelas propriedades de
interacdo e solubilidade da proteina. Isto resulta em significantes
desafios de fabricacdo, estabilidade, analiticos, e de liberagdo. O
desenvolvimento de formulagdes para farmacos de peptideo e proteina
que requeiram alta dosagem (na ordem de mg/kg) é requerido em
muitas situagdes clinicas. Por exemplo, usando a rotina SC,
aproximadamente <1,5 mL é o volume de administracdo permitido. Isto
pode requerer concentragdes de proteina >100 mg/mL para obter
dosagem adequada. Existem considerages similares em desenvolver
uma formulagao liofilizada de alta concentracdo para anticorpos
monoclonais. Em geral, maiores concentragbes de proteina permitem
menor volume de injecdo a ser usado, 0 que € muito importante para
conforto, conveniéncia, e aceitacdo do paciente. Os compostos
modificados por tensoativo sao descritos aqui designados para
minimizar tais eventos de agregacao e podem ser também facilitados
por meio do uso de pequenas quantidades de tensoativos como aqui
descrito.

[000558] Por que a injegdo é um modo desconfortavel de
administracdo para muitas pessoas, outros métodos de administragao
de produtos terapéuticos de peptideo foram pesquisados. Certos
produtos terapéuticos de peptideo e proteina podem ser administrados,
por exemplo, por administragao intranasal, bucal, oral, vaginal, inalacao,
ou outra transmucosal. Exemplos sdo nafarelina (Synarel®) e calcitonina
gue sao administrados como formulagdes de spray nasal comercial. Os
peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados descritos aqui

sdo designados para facilitar tal administracdo transmucosal e tais
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formulagbes podem ser também facilitadas por meio do uso de
pequenas quantidades de tensoativos como descrito aqui.

[000559] Parametros de formulacgao tipicos incluem a selecéo de pH
de solucgao ideal, tampao, e excipientes estabilizantes. Adicionalmente,
a reconstituicido de massa liofilizada € importante para formulacdes
liofilizadas ou em p6. Um outro e significante problema compreende
mudancas em viscosidade da formulacdo de proteina em
autoassociacdo. Mudangas em viscosidade pode significantemente
alterar as propriedades de liberagao, por exemplo, em liberacao por
spray (aerossol) para sprays intranasal, pulmonar, ou de cavidade oral.
Além disso, a viscosidade aumentada pode tornar a liberagao de injegao
por seringa ou linha mais dificil ou impossivel.

[000560] Muitas tentativas de estabilizar e manter a integridade e
atividade fisioldgica de peptideos foram reportadas. Muitas tentativas
produziram estabilizagdo contra a desnaturagao térmica e agregacéo,
particularmente para sistemas de bomba de insulina. Tensoativos
poliméricos séo descritos (Thurow, H. e Geisen, K. (1984) Diabetologia
27: 212-218; Chawla, A.S., e outro (1985) Diabetes 34: 420-424). A
estabilizacio de insulina por estes compostos foi acreditada ser de uma
natureza estérica. Entre outros sistemas usados estdo os sacarideos
(Arakawa, T. e Timasheff, S.N. (1982) Biochemistry 21: 6536-6544),
osmolitos, tais como aminoacidos (Arakawa, T. e Timasheff, S.N. (1985)
Biophys J 47: 411-414), e rompedores de estrutura de agua, tal como
ureia (Sato, S., e outro (1983) J Pharm Sci 72: 228-232). Estes
compostos exercem sua ag¢ao por modulacao da interacado hidrofdbica
intramolecular da proteina ou peptideo.

[000561] Varios peptideos ou proteinas sdo descritos aqui e podem
ser modificados com qualquer dos reagentes tensoativos
covalentemente ligados descritos aqui. Vantajosamente, as

modificagdbes de peptideo descritas aqui compreendem ligagao
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covalente de um tensoativo que compreende grupos tanto hidrofilicos
(por exemplo, sacarideo) quanto hidrofébicos (por exemplo, cadeia
alquila), desse modo provendo estabilizagdo do peptideo em condigdes
fisiologicas. Em algumas modalidades, ligagdo covalente de uma
por¢do compreendendo um grupo hidrofilico e grupo hidrofébico (por
exemplo, um tensoativo de glicosideo) a um peptideo, e/ou proteina
descrita aqui elimina a necessidade de modificacdo da sequéncia de
aminoacido do peptideo, e/ou proteina para realgar a estabilidade (por
exemplo, reduzir a agregacéo).

[000562] Em algumas modalidades, as formulagdes compreendem
pelo menos um farmaco compreendendo um peptideo modificado com
um reagente derivado de tensoativo descrito aqui e em formulagéo
adicionalmente pode ser associado com um tensoativo, em que o
tensoativo é também compreendido de, por exemplo, um sacarideo,
um alquil glicosideo, ou outro excipiente e pode ser administrado em
um formato selecionado do grupo consistindo em uma gota, um spray,
um aerossol, um liofilizado, um produto secado por spray, um formato
de liberagao injetavel, e um prolongado. O spray e o aerosol podem
ser obtidos através do uso do dispensador apropriado e pode ser
administrado por rotina intranasal, transbucal, inalacdo ou outra
transmucosal. O liofilizado pode conter outros compostos tais como
manitol, sacarideos, a-lactose anidrosa submicron, gelatina, géis ou
polimeros biocompativeis. O formato de liberagao prolongada pode ser
uma inser¢cdo ocular, microparticulados desgastaveis, polimeros
hidrolisaveis, particulados mucoadesivos de dilatacao,
microparticulados sensiveis ao pH, sistemas de nanoparticulas/latex,
resinas de permuta de ion e outros géis poliméricos e implantes
(Ocusert, Alza Corp., California; Joshi, A., S. Ping e K. J. Himmelstein,
Pedido de Patente WO 91/19481). Biodisponibilidade oral significante

é também obtenivel.
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[000563] As modificacbes de peptideo e proteina descritas aqui
mitigam e, em alguns casos, podem eliminar a necessidade de
solventes organicos. Trealose, lactose, e manitol e outros sacarideos
foram usados para prevenir a agregacéo. A agregagao de um anticorpo
monoclonal humanizado anti-IgE foi minimizada por formulagdo com
trealose em ou acima de uma relagdo molar na faixa de 300:1 a 500:1
(excipiente:proteina).  Entretanto, os pds foram excessivamente
coesivos e inadequados para administracdo aerossol ou apresentaram
glicacéo de proteina indesejada durante armazenagem (Andya, J.D., e
outro (1999) Pharm Res 16: 350-358). Cada dos aditivos descobriu-se
ter limitacbes como aditivo para produtos terapéuticos, incluindo
metabolismo xenobidtico, irritacdo ou toxicidade, ou alto custo.
Contemplados para uso com os peptideos elou proteinas
covalentemente modificados sao descritos aqui excipientes que sao
eficazes, ndo irritantes e ndo toxicos, nao requerem
metabolismoxenobidtico, visto que eles sao compreendidos dos
agucares naturais, acidos graxos, ou alcoois de cadeia longa, e que
podem também ser usados para minimizar a agregagao em solugdes
aquosas ou em reconstituicdo aquosa de formulacdes de peptideo e/ou
proteina secas in situ por reconstituicdo aquosa fisiolégica por fluidos
corporais aquosos, tal como plasma ou saliva.

[000564] Outros componentes de formulagdo podem incluir tampdes
e sais fisioldgicos, inibidores de protease nao tdxicos, tal como inibidor
de aprotinina e tripsina de soja, alfa-1-antitripsina, e anticorpos
monoclonais inativadores de protease, entre outros. Tampdes podem
incluir organicos, tais como acetato, citrato, gluconato, fumarato, malato,
polilisina, poliglutamato, quitosana, sulfato de dextrana, etc. ou
inorganicos, tais como fosfato e sulfato. Tais formulacbes podem
adicionalmente conter pequenas concentragbes de agentes

bacteriostaticos, como alcool benzilico, e similares.
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[000565] Formulacbes adequadas para administracdo intranasal
também compreendem solugbes ou suspensions dos produtos de
peptideos e/ou proteina modificados descritos aqui em um solvente de
evaporacao aceitavel, tal como hidrofluoroalcanos. Tais formulag¢des
sdo adequadas para administracdo de inaladores dosificados (MDI) e
tém vantagens de auséncia de movimento a partir do sitio de
administracdo, baixa irritagdo e auséncia de necessidade de
esterilizagcdo. Tais formulacbées podem também conter excipientes
aceitaveis ou agentes de volume, tal como a-lactose anidrosa
submicron.

[000566] Em ainda outro aspecto, os peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados descritos aqui exibem meia vida
aumentada. Como usado aqui, a frase "vida de prateleira" € amplamente
descrita como a duracao do tempo em que um produto pode ser
armazenado, sem que se torne inadequado para 0 uso ou consumo. A
"vida de prateleira" da composi¢ao descrita aqui, pode também indicar
a duragcdo do tempo que corresponde a uma perda toleravel na
qualidade da composicao. A vida de prateleira composicional como
usada aqui é distinguida da data de expiragao; "vida de prateleira”
refere-se a qualidade da composi¢ao descrito aqui, ao passo que "data
de expiracao" refere-se mais aos requisitos de fabricagao e teste da
composicdo. Por exemplo, a composi¢ao passou de sua "data de
expiracao" pode também ser segura e eficaz, porém a qualidade ideal
nao € mais garantida pelo fabricante.

Dosagem

[000567] Os peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados
descritos aqui podem ser administrados em qualquer quantidade para
conferir efeito terapéutico benéfico em diversos estados de doenga. Em
algumas modalidades, peptideos e/ou proteinas covalentemente

modificados sdo descritos aqui uteis no tratamento de inflamag&o. Em
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uma modalidade, compostos apresentados aqui conferem atividade
benéfica na modulagcdo de dor pds-operatéria ou crébnica. Em uma
modalidade, os peptideos sdo administrados a um paciente em
concentracdes maiores ou menores do que aquela de outras formas de
tratamento que modulam a dor. Em ainda outra modalidade, os
peptideos sdo administrados com outros compostos para produzir
efeitos terapéuticos sinérgicos.

[000568] Regimes de liberagao representativos incluem administragao
oral, transmucosal, modos de administragdo parenteral (incluindo
injecdo subcutanea, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa), retal,
bucal (incluindo sublingual), transdérmica, inalagdo, ocular e
transmucosal (incluindo intranasal). Um método atrativo e amplamente
usado para liberagao de peptideos vincula a injegao subcutanea de uma
formulacéo injetavel de liberagao controlada. Em algumas modalidades,
peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados sdo descritos
aqui uteis para administracdo subcutanea, intranasal e inalagdo. Além
disso, dependendo da condicdo que esta sendo tratada, estas
composicdes terapéuticas sao administradas sistemicamente ou
localmente. Técnicas para formulagdo e administracdo podem ser
encontradas na Ultima edicdo de "Remington's Pharmaceutical
Sciences" (Mack Publishing Co, Easton Pa.).

[000569] A selegcao da dose exata e composigcdo e o regime de
liberacdo mais apropriado serdo influenciados, entre outras coisas,
pelas propriedades farmacolégicas do peptideo selecionado, a natureza
e severidade da condicdo que esta sendo tratada, e a condicao fisica e
acuidade mental do receptor. Adicionalmente, a rotina de administragao
resultara em quantidades diferenciais de material absorvido.
Biodisponibilidades para administragdo de peptideos através de
diferentes rotinas s&do particularmente variaveis, com quantidades de

menos do que 1% até aproximadamente 100% sendo observadas.
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Tipicamente, a biodisponibilidade de rotinas exceto inje¢éo intravenosa,
intraperitoneal ou subcutanea é de 50% ou menos.

[000570] Em geral, peptideos e/ou proteinas covalentemente
modificados descritos aqui, ou sais dos mesmos, sdo administrados em
quantidades entre cerca de 0,1 e 1000 ug/kg peso corporal por dia, ou
entre cerca de 0,1 a cerca de 100 ug/kg peso corporal por dia, por
injecdo subcutanea. Para um individuo feminino humano de 50 kg, a
dose diaria de ingrediente ativo € de cerca de 5 a cerca de 5000 ug, ou
de cerca de 5 a cerca de 5000 ug por injecéo subcutanea. Diferentes
doses serdo necessarias, dependendo da rotina de administracao, a
poténcia do composto, o perfil farmacocinético e a biodisponibilidade
aplicavel observada. Por inalacdo, a dose diaria é de 1000 a cerca de
20,000 ug, duas vezes ao dia. Em outros mamiferos, tais como cavalos,
caes, e gado vacum, doses maiores podem ser requeridas. Esta
dosage pode ser liberada em uma composicdo farmacéutica
convencional por uma unica administracao, por aplicagées multiplas, ou
por meio de liberagdo controlada, quando necessario para obter os
resultados mais eficazes.

[000571] Sais farmaceuticamente aceitaveis mantém a atividade
biolégica desejada do peptideo origem, sem efeitos colaterais toxicos.
Exemplos de tais sais sdo (a) sais de adi¢cao de acido formados com
acidos inorganicos, por exemplo, acido hidroclérico, acido hidrobrémico,
acido sulfurico, acido fosfoérico, acido nitrico e similares; e sais formados
com acidos organicos tais como, por exemplo, acido acético, acido
trifluoroacético, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido
fumarico, acido glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascorbico,
acido benzoico, acido tanico, acido pamoico, acido alginico, acido
poliglutdmico,  acidos  naftalenossulfénico, acidos  naftaleno
dissulfénicos, acido poligalacturénico e similares; (b) sais de adicdo de

base ou complexos formados com cations de metal polivalente tais
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como zinco, calcio, bismuto, bario, magnésio, aluminio, cobre, cobalto,
niquel, cadmio, e similares; ou com um cation organico formado de N,N'-
dibenziletilenodiamina ou etilenodiamina; ou (c) combinagdes de (a) e
(b), por exemplo, um sal de tanato de zinco e similares.

[000572] Sa&o também contempladas, em algumas modalidades,
composigdes farmacéuticas compreendendo como um ingrediente
ativo, peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados descritos
aqui, ou sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em mistura com
um veiculo ndo toxico, farmaceuticamente aceitavel. Como mencionado
acima, tais composicoes podem ser preparadas por administragao
parenteral (subcutanea, intramuscular ou intravenosa), particularmente
na forma de solugdes ou suspensodes liquidas; para administracéo oral
ou bucal, particularmente na forma de comprimidos ou capsulas; para
administracdo intranasal, particularmente na forma de pds, gotas
nasais, solucdes de evaporagdo ou aerossois; para inalacao,
particularmente na forma de solugdes liquidas ou pds secos com
excipientes, definidos amplamente; e para administracdo retal ou
transdérmica.

[000573] As  composicdes podem Convenientemente  ser
administradas em forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas
por qualquer dos métodos bem conhecidos na técnica farmacéutica, por
exemplo, como descrito in Remington's Pharmaceutical Sciences, 172.
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985), incorporado aqui
por referéncia. Formulagdes para administracdo parenteral podem
conter como excipientes agua estéril ou salina, alquileno glicois tal como
propileno glicol, polialquileno glicéis tal como polietileno glicol,
sacarideos, Oleos de origem vegetal, naftalenos hidrogenados,
nanoparticulas de albumina de soro (como usado em Abraxane™,
American Pharmaceutical Partners, Inc. Schaumburg IL), e similares.

Para administracdo oral, a formulagao pode ser realgada pela adicdo de
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sais biliares ou acilcarnitinas. Formulagdes para administragdo nasal
podem ser solidas ou solugdes em solventes de evaporacdo tal como
hidrofluorocarbonetos, e podem conter excipientes para estabilizacio,
por exemplo, sacarideos, tensoativos, a-lactose anidrosa submicron ou
dextrana, ou podem ser solugcdes aquosas ou oleosas para uso na forma
de gotas nasais ou spray dosificado. Para administragcdo bucal
excipientes tipicos incluem acucares, estearato de calcio, estearato de
magneésio, amido pregelatinado, e similares.

[000574] Quando formuladas para administracido nasal, a absorcéo
através da membrana da mucosa nasal pode ser também realcada por
tensoativos, tal como, por exemplo, acido glicocélico, acido cdlico, acido
taurocdlico, acido etocolico, acido deoxicdlico, acido quenodesoxicélico,
acido desidrocolico, acido glicodesoxicolico, ciclodextrinas e similares
em uma quantidade na faixa entre cerca de 0,1 e 15% em peso, entre
cerca de 0,5 e 4% em peso, ou cerca de 2% em peso. Uma classe
adicional de realcadores de absorcao reportada exibir maior eficacia
com irritacdo diminuida é a classe de alquil maltosideos, tal como
tetradecilmaltosideo (Arnold, J.J., e outro (2004) J Pharm Sci 93: 2205-
2213, Ahsan, F., e outro (2001) Pharm Res 18: 1742-1746) e referéncias
aqui, todas as quais sao pelo presente incorporadas por referéncia.
[000575] Quando formuladas para liberagcdo por inalagédo, diversas
formulagcbes oferecem vantagens. A adsorgcdo do peptideo ativo aos
sélidos facilmente dispersos, tais como as dicetopiperazinas (por
exemplo, Technosphere particles; (Pfutzner, A. e Forst, T. (2005) Expert
Opin farmaco Deliv 2: 1097-1106) ou estruturas similares fornece uma
formulacdo que resulta em uma rapida captagao inicial do agente
terapéutico. Pds liofilizados, especialmente particulas vitreas, contendo
o peptideo ativo e um excipiente sao uteis para liberagcéo para o pulmao
com boa biodisponibilidade, por exemplo, see Exubera® (insulina

inalada de Pfizer and Aventis Pharmaceuticals Inc.). Sistemas

Peti¢c&o 870210082263, de 06/09/2021, pag. 113/143



108/127

adicionais para liberacao de peptideos por inalagdo sao descritos
(Mandal, T.K., Am. J. Health Syst. Pharm. 62: 1359-64 (2005)).
[000576] Liberacdo de peptideos e/ou proteinas covalentemente
modificados descritos aqui para um individuo durante periodos de
tempo prolongado, por exemplo, durante periodos de uma semana a um
ano, pode ser realizada por uma unica administracdo de um sistema de
liberagdo controlada, contendo suficiente ingrediente ativo durante o
periodo de liberagao desejado. Varios sistemas de liberagao controlada,
tais como microcapsulas tipo reservatério ou monoliticas, implantes de
depdsito, hidrogéis poliméricos, bombas osmaticas, vesiculas, micelas,
lipossomas, emplastros transdérmicos, dispositivos iontoforéticos e
formas de dosagem injetaveis alternativas podem ser utilizados para
este propédsito. Excipientes de liberagdo controlada foram também
desenvolvidos para administracbes duas vezes por semana ou
semanais, por exemplo, um sistema de copolimero de enxerto protegido
(Castillo, G.M., e outro (2012) Pharm Res 29: 306-18) pode ser usado
para peptideos hidrofébicos ou hidrofobicamente modificados, tais
como aqueles da invencdo. A localizagdo no sitio para o qual a
liberagdo do ingrediente ativo é desejada € um aspecto adicional de
alguns dispositivos de liberagdo controlada, que podem revelar-se
benéficos no tratamento de certos disturbios.

[000577] Uma forma de formulacéo de liberagao controlada contém o
peptideo ou seu sal disperso ou encapsulado em um polimero nao
antigénico, nao toéxico, lentamente degradante, tal como acido
copoli(latico/glicdlico), como descrito no trabalho pioneiro de Kent, Lewis,
Sanders, e Tice, Patente dos Estados Unidos N°. 4.675.189, incorporado
por referéncia aqui. Os compostos, ou seus sais, podem também ser
formulados em colesterol ou outras péletes de matriz de lipideo, ou
implantes de matriz de silastdbmero. Liberacio lenta adicional, implante

de depdsito ou formulagdes injetaveis serdo evidentes para o técnico

Peti¢c&o 870210082263, de 06/09/2021, pag. 114/143



109/127

versado. Veja, por exemplo, Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems, J. R. Robinson ed., Marcel Dekker, Inc., Nova lorque,
1978, e R. W. Baker, Controlled Release de Biologically Active Agents,
John Wiley & Sons, Nova lorque, 1987.

[000578] Uma forma adicional de formulacéo de liberagcédo controlada
compreende uma solugdo de um polimero biodegradavel, tal como
acido copoli(latico/glicélico) ou copolimeros de bloco de acido latico e
PEG, é solvente bioaceitavel, que € injetado subcutaneamente ou
intramuscularmente para obter uma formulacdo de depdsito. Mistura
dos peptideos descritos aqui com tal formulacéo polimérica é adequada
para obter formulagdes de duragdo de agao muito longa.

[000579] Como usado aqui, "quantidade terapeuticamente eficaz" é
alternavel com "quantidade eficaz" para os propésitos aqui, e é
determinada por tais consideracbes como s&o conhecidas na técnica. A
quantidade deve ser eficaz para obter um efeito mediado pelo farmaco
desejado N° individuos tratados sofrendo da doenga do mesmo. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz também inclui, porém nao esta
limitada a, medidas apropriadas selecionadas por aqueles versados na
técnica, por exemplo, taxa de sobrevivéncia melhorada, recuperacao
mais rapida, ou melhora, melhora ou eliminacido de sintomas, ou outros
biomarcadores aceitaveis ou marcadores substitutos.

[000580] Sera entendido, entretanto, que o nivel de dose especifico e
frequéncia de dosage para qualquer individuo particular em
necessidade de tratamento pode ser variado e dependera de uma
variedade de fatores incluindo a atividade do composto especifico
empregado, a estabilidade metabdlica e duragdo de acdo daquele
composto, a idade, peso corporal, saude geral, sexo, dieta, modo e
tempo de administracéo, taxa de excrecdo, combinacao de farmaco, a
severidade da condig¢ao particular, e o hospedeiro que esta passando

por terapia.
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[000581] O(s) método(s) de dosagem incluem todos os aspectos das
composigdes descritas aqui incluindo, porém nao limitados as
composigdes que reduzem ou eliminam a imunogenicidade de farmacos
de peptideo e/ou proteina, sdo nao irritantes, tém atividade
antibacteriana ou antifungica, tém estabilidade aumentada ou
biodisponibilidade de um farmaco, diminuem a variacdo de
biodisponibilidade daquele farmaco, evitam a depuragédo do figado de
primeira passagem e reduzem ou eliminam quaisquer efeitos adversos.
Como usado aqui, o termo "imunogenicidade" € a capacidade de uma
substancia particular ou composicdo ou agente para provocar uma
resposta imunoldgica. A imunogenicidade dos peptideos e/ou proteinas
covalentemente modificados descritos aqui é confirmada por métodos
conhecidos na técnica.

[000582] Todas as publicacdes e pedidos de patente mencionados
neste relatorio descritivo sao aqui incorporados por referéncia na
mesma extensido, como se cada publicacdo independente ou pedido de
patente é especificamente e individualmente indicado para ser
incorporado por referéncia.

[000583] Os peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados
descritos aqui e 0os reagentes para a sintese dos mesmos s&o mais
particularmente descritos N° seguintes exemplos que sao destinados
como ilustrativos apenas, visto que numerosas modificacbes e
variagdes inclusas serao evidentes para aqueles versados na técnica.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Reagentes - N-a-Fmoc, N-g-(1-octil 3-D-glucuronideo-6-
il)-L-lisina

[000584] Em um frasco Erlenmeyer de 250 mL secado em forno é

colocado acido 1-octil p-D-glucurénico (Carbosynth Ltd., 3.06 g, 10
mmol), 50 mL de DMF anidroso, e 1-hidroxibenzotriazol anidroso (1,62

g, 12 mmol). Uma solugdo gelada (4°C) de N,N'-dicicloexilcarbodiimida
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(2,48g, 12 mmol) em 50 mL de DMF ¢ adicionado, com agitagéo, e a
reacao € deixada prosseguir durante 5 minutos. O precipitado branco
abundante de N, N'-dicicloexilurea é filtrado em um funil de vidro fritado
e o filtrado é adicionado a uma solug&o de N-a-Fmoc-L-lisina (3,68 g, 10
mmols) em 25 ml de DMF anidroso. A reagdo € deixada prosseguir
durante 25 minutos, com aquecimento para a temperatura ambiente ou
até a cor de ninidrina estar muito fraca. A mistura de reacao é filtrada,
separada para secura e cristalizada de MeOH/Et,O por dissolugdo em
MeOH e lenta diluigdo para o ponto de turvagdo com Et.O, seguido por
refrigeracdo. Outra porificagdo pode ser obtida por cromatografia de
silica-gel usando um gradiente de solvente de EtOAc para
EtOAC/EtOH/AcOH.

[000585] De uma maneira similar, porém substituindo N-a-Boc-L-lisina
€ obtido N-a-Boc,N-¢-(1-octil B-D-glucuronideo-6-il)-L-lisina, adequado
para incorporagao de terminal N e clivagem para uma terminagao N
livre. De uma maneira similar, porém substituindo N-a-Ac-L-lisina é
obtido  N-a-Ac,N-¢-(1-octil B-D-glucuronideo-6-il)-L-lisina, adequado
para incorporacao na terminagcdo N de um peptideo com uma terminal
N bloqueada. De uma maneira similar, porém substituindo a quantidade
apropriada de N-a-Fmoc-L-ornitina é obtido N-a-Fmoc,N-6-(1-octil B-D-
glucuronideo-6-il)-L-ornitina. De uma maneira similar, porém
substituindo outros diaminoacidos N-mono-protegidos alguém obtém os
correspondentes reagentes. Alternativamente, o uso de um grupo de
protecdo de éster de MesSi transitério durante o acoplamento e sem
preativacdo do acido 1-octil B-D-glucurdnico fornece uma facil rotina
para a formacao dos reagentes. O éster de MesSi transitério € produzido
por reagao do Fmoc-Lys-OH com uma quantidade equimolar de N,O-
bis(trimetilsilil)acetamida em diclorometano (CH2Cl2). A camada
organica contém o reagente desejado como uma solugdo em CH2Cl>

pronto para acoplamento com o 1-alquil glucoronideo como acima. A
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mistura de reacéo filtrada é lavada com NaHSO4 aquoso para hidrolisar
o ester de MesSi, secada sobre MgSOs e o solvente é removido.
[000586] Similarmente, porém usando peracetila ou acido perbenzoil
1-octil B-D-glucurdnico alguém obtém a forma protegida de Ac, ou Bz
dos reagentes (por exemplo, acido 2,3,4-trisacetil 1-octil B-D-
glucurdnico, e similares, formados por tratamento com Ac20). Tais
reagentes tém estabilidade aumentada durante a clivagem de acido da
resina e sdo usados quando a instabilidade durante a desprotecao é
detectada, veja (Kihlberg, J., e outro (1997) Methods Enzymol 289: 221-
245) e referéncias inclusas. A desprotecéo final de tais produtos €&
realizada por transesterificacdo catalisada na base apds a clivagem,
pelo uso de MeOH/NH3, MeOH/NaOMe, MeOH/NH2NH2, como descrito
acima.

Exemplo 2: Analogos de peptideo sintético

[000587] Em geral, métodos de sintese de peptideo envolvem a
adigao sequencial de aminoacidos protegidos a uma cadeia de peptideo
em crescimento. Normalmente, o grupo amino ou carboxila do primeiro
aminoacido e qualquer grupo de cadeia lateral reativa sao protegidos.
Este aminoacido protegido € entdo ou ligado a um suporte sélido inerte,
ou utilizado em solucéo, e o aminoacido seguinte na sequéncia, também
adequadamente protegido, é adicionado sob condi¢gdes receptivas a
formacgao da ligagdo de amida. Apds todos os aminoacidos desejados
terem sido ligados na sequéncia apropriada, grupos de protecao e
qualquer suporte solido sdo removidos para produzir o peptideo cru. O
peptideo é dessalinizado e cromatograficamente purificado.

[000588] Um método preferido de preparacdo dos analogos dos
peptideos truncados fisiologicamente ativos, tendo menos do que cerca
de cinquenta aminoacidos, envolve a sintese de peptideo de fase
soélida. Neste método as fungdes de a-amino (Na) e quaisquer cadeias

laterais reativas s&o protegidas por grupos sensiveis ao acido ou a base.
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O grupo de protecao deve ser estavel as condicbes de formacédo de
ligagcdo de peptideo, a0 mesmo tempo em que sendo facilmente
removivel sem afetar a cadeia de peptideo existente. Grupos de
protecdo de a-amino adequados incluem, porém nao estdo limitados a
t-butiloxicarbonila (Boc), benziloxicarbonila (Cbz), o-
clorobenziloxicarbonila, bifenilisopropiloxicarbonila, t-amiloxicarbonila
(Amoc), isoborniloxicarbonila, a,a-dimetil-3,5-dimetoxibenziloxi-
carbonila, o-nitrofenilsulfenila, 2-ciano-t-butoxicarbonila, 9-fluorenil-
metoxicarbonila (Fmoc) e similares, preferivelmente Boc ou mais
preferivelmente, Fmoc. Grupos de protecdo de cadeia lateral
adequados incluem, porém nao estéo limitados a: acetila, benzila (Bzl),
benziloximetila (Bom), Boc, t-butila, o-bromobenziloxicarbonila, t-butila,
t-butildimetilsilila, 2-clorobenzila (Cl-z), 2,6-diclorobenzila, cicloexila,
ciclopentila, isopropila, pivalila, tetraidropiran-2-ila, tosila (Tos),
2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonila (Pbf), trimetilsilila e
tritila. Um grupo de protegcdo de Na preferido para a sintese dos
compostos é o grupo Fmoc. Os grupos de protecdo de cadeia lateral
preferidos sao grupo O-t-Butila para Glu, Tyr, Thr, Asp e Ser; grupo Boc
para cadeias laterais Lys e Trp; grupo Pbf para Arg; grupo Trt para Asn,
GIn, e His. Para modificacdo seletiva de um residuo Lys, protecao
ortogonal com um grupo de protecdo ndao removido por reagentes que
clivam os grupos de protecdo com base em Fmoc ou t-butila é preferida.
Exemplos preferidos para modificacdo da cadeia lateral de Lys incluem,
porém nao estdo limitados a, aqueles removidos por hidrazina, porém
nao piperidina; por exemplo, 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxocicloex-1-ilideno)-3-
metilbutila (ivDde) ou 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxocicloex-1-ilideno)etila
(Dde) e aliloxicarbonila (Alloc). O esquema de grupo de prote¢cao Fmoc-
Lys(ivDde) ou Fmoc-Lys(Dde) é preferido em casos onde a formacéao
de lactam de cadeia lateral é desejada (Houston, M.E., Jr., e outro
(1995) J Pept Sci 1: 274-282; Murage, E.N., e outro (2010) J Med
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Chem), visto que neste caso Fmoc-Glu(O-Alil) e Fmoc-Lys(Alloc) podem
ser incorporados e usados para fornecer protegao transitoria, em
seguida desprotegidos para formagao de lactam, enquanto o grupo de
protecéo de Lys(Dde) permanece para remogao posterior e reagédo com
o tensoativo funcionalizado.

[000589] O esquema do grupo de protegdo de Fmoc-Lys(ivDde) ou
Fmoc-Lys(Dde) é preferidos em casos onde a formagéo de lactam de
cadeia lateral é desejada (Houston, M.E., Jr., e outro (1995) J Pept Sci
1: 274-282; Murage, E.N., e outro (2010) J Med Chem), visto que neste
caso Fmoc-Glu(O-Alil) e Fmoc-Lys(Alloc) podem ser incorporados e
usados para fornecer protecéo transitéria, em seguida desprotegidos
para formacéo de lactam, enquanto o grupo de protecdo de Lys(Dde)
permanece para remocao posterior e reagdo com o tensoativo
funcionalizado.

[000590] Em sintese de fase sodlida, o aminoacido de terminal C é
primeiro ligado a um suporte de resina adequado. Suportes de resina
adequados sao aqueles materiais que sao inertes aos reagentes e
condi¢cdes de reacao da condensacao etapa a etapa e reacgdes de
desprotecdo, bem como sendo insoluvel no meio usado. Exemplos de
resinas  comercialmente  disponiveis incluem resinas de
estire/divinilbenzeno modificadas com um grupo reativo, por exemplo,
co-poli-(estire-divinilbenzeno) clorometilado, co-poli-(estire-
divinilbenzeno) hidroximetilado, e similares. Resina de
fenilacetamidometila (PAM) hidroximetilada benzilada é preferida para
a preparagao de acidos de peptideo. Quando a terminagdo C do
composto € uma amida, uma resina preferida é a resina de p-
metilbenzidrilamino-co-poli(estire-divinil-benzeno), uma resina com
base em 2,4 dimetoxibenzidrilamino ("amida Rink"), e similares. Um
suporte especialmente preferido para a sintese de peptideos maiores

sdo as resinas comercialmente disponiveis contendo sequéncias de
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PEG enxertadas sobre outras matrizes poliméricas, tais como as resinas
Rink Amida-PEG e PAL-PEG-PS (Applied Biosystems) ou resinas
similares designadas para a sintese de amida de peptideo usando o
protocolo de Fmoc. Desse modo em certos cases € desejavel ter uma
ligagdo de amida a uma cadeia de PEG. Aqueles casos séao
convenientes para se ligar um acido N-Fmoc-amino-PEG-carboxilico a
resina de formagéo de amida acima (por exemplo resina de amida Rink
e similares). O primeiro aminoacido da cadeia pode ser acoplado como
um N-Fmoc-aminoacido a funcido de amino da cadeia de PEG. A
desprotecéo final produzira o produto desejado de Peptideo-NH-PEG-
CO-NHqa.

[000591] A ligacédo a resina PAM pode ser realizada por reagao do
aminoacido Na protegido, por exemplo, o acido Boc-amino, como seu
amoénio, ceésio, trietlambnio, 1,5-diazabiciclo-[5.4.0]lundec-5-eno,
tetrametilamoénio, ou sal similar em etanol, acetonitrila, N,N-
dimetilformamida (DMF), e similares, preferivelmente o sal de césio em
DMF, com a resina em uma temperatura elevada, por exemplo, entre
cerca de 40° e 60°C, preferivelmente cerca de 50°C, durante cerca de
12 a 72 horas, preferivelmente cerca de 48 horas. Isto eventualmente
produzira o produto de acido de peptideo seguindo a clivagem de acido
ou uma amida seguindo amindlise.

[000592] O Na-Boc-aminoacido pode ser ligado a resina de
benzidrilamina por meio de, por exemplo, um acoplamento mediado por
N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC)/1-hidroxibenzotriazol (HOBt) durante
cerca de 2 a cerca de 24 horas, preferivelmente cerca de 2 horas em
uma temperatura entre cerca de 10° e 50 °C, preferivelmente 25 °C em
um solvente tal como CH2Cl2 ou DMF, preferivelmente CH2Clo.
[000593] Para protocolos com base em Boc, o0 acoplamento sucessivo
de aminoacidos protegidos pode ser realizado por meétodos bem

conhecidas na técnica, tipicamente em um sintetizador de peptideo
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automatizado.  Seguindo neutralizagdo com trietilamina, N,N-di-
isopropiletilamina (DIEA), N-metilmorfolina (NMM), colidina, ou base
similar, cada aminoacido protegido € introduzido em aproximadamente
cercade 1,5 a 2,5 vezes 0 excesso molar e o acoplamento realizado em
um solvente polar, ndo aquoso, inerte, tal como CH2Cl,, DMF, N-
metilpirrolidona (NMP), N,N-dimetilacetamida (DMA), ou misturas dos
mesmos, preferivelmente em diclorometano em temperatura ambiente.
Para protocolos com base em Fmoc nenhum acido é usado para
desprotecdo, porém uma base, preferivelmente DIEA ou NMM, é
geralmente incorporada na mistura de acoplamento. Os acoplamentos
sao tipicamente feitos em DMF, NMP, DMA ou solventes mistos,
preferivelmente DMF. Agentes de acoplamento representativos séo
N,N'-dicicloexilcarbodiimida (DCC), N,N'-diisopropil-carbodiimida (DIC)
ou outra carbodiimida, ou sozinhos ou na presenca de HOBt, O-acil
ureias, hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitris(pirrolidino)fosfénio
(PyBop), N-hidroxisuccinimida, outras N-hidroxiimidas, ou oximas.
Alternativamente, ésteres ativos de aminoacido protegido (por exemplo,
p-nitrofenila, pentafluorofenila e similares) ou anidridos simétricos
podem ser usados. Os agentes de acoplamento preferidos sdo da
classe de aminio/urénio (nomenclaturas alternativas usadas pelos
fornecedores), tal como hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametilaminio  (HBTU), hexafluorofosfato de  O-(7-
azabenzotraiazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio (HATU),
hexafluorofosfato de 2-(6-Cloro-1H-benzotraiazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilaminio (HCTU), e similares.

[000594] Um método preferido de ligacéo a resina de Fmoc-PAL-PEG-
PS pode ser realizado por desprotecéo do ligante de resina com 20%
de piperidina em DMF, seguido por reagao do aminoacido protegido por
N-a-Fmoc, cerca de um excesso molar de 5 vezes do N-a-Fmoc-

aminoacido, usando HBTU: di-isopropiletilamina (DIEA) (1:2) em DMF
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em um sintetizador de peptideo auxiliado por micro-ondas com um ciclo
de acoplamento de 75° max, 5 minutos.

[000595] Para este protocolo com base em Fmoc no sintetizador de
peptideo auxiliado por micro-ondas, os grupos de protegdo de
aminoacido N-a-Fmoc sdo removidos com 20% de piperidina em DMF,
contendo 1-hidroxibenzotriazol a 0,1M (HOBt), em um protocolo de
desprotecdo dupla durante 30 segundos e em seguida durante 3
minutos, com uma fixagdo maxima de temperatura a 75°C. HOBt ¢é
adicionado a solucdo de desprotecdo para reduzir a formacado de
aspartimida. O acoplamento do préximo aminoacido entdo emprega um
excesso molar de cinco vezes, usando HBTU:DIEA (1:2) com um ciclo
de acoplamento duplo de 75° max., 5 minutos.

[000596] No término da sintese de fase soélida o peptideo totalmente
protegido é removido da resina. Quando a ligagao ao suporte da resina
€ do tipo benzila éster, a clivagem pode ser realizada por meio de
amindlise com uma alquilamina ou fluoroalquilamina para peptideos
com uma terminacdo C de alquilamida, ou por amindlise com, por
exemplo, aménia/metanol ou aménia/etanol para peptideos com uma
terminacdo C de amida nao substituida, em uma temperatura entre
cerca de -10° e 50°C, preferivelmente cerca de 25°C, durante cerca de
12 e 24 horas, preferivelmente cerca de 18 horas. Peptideos com uma
terminacdo C de hidréxi pode ser clivada por HF ou outro regime de
desprotecéao fortemente acidica ou por saponificagdo. Alternativamente,
o peptideo pode ser removido da resina por transesterificacdo, por
exemplo, com metanol, seguido por amindlise ou saponificagdo. O
peptide protegido pode ser purificado por silica-gel ou HPLC de fase
reversa.

[000597] Os grupos de protecdo de cadeia lateral podem ser
removidos do peptideo por tratamento do produto de amindlise com, por

exemplo, fluoreto de hidrogénio liquido anidroso na presenca de anisol
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ou outro recuperador de ion de carbdnio, tratamento com complexo de
fluoreto de hidrogénio/piridina, tratamento com tris(trifluoroacetil)boro e
acido trifluoroacético, por redugédo com hidrogénio e paladio sobre
carbono ou polivinilpirrolidona, ou por redugdo com soédio em amdnia
liquida, preferivelmente com fluoreto de hidrogénio liquido e anisol em
uma temperatura entre cerca de -10° e +10°C, preferivelmente em cerca
de 0°C, durante cerca de 15 minutos e 2 horas, preferivelmente cerca
de 1,5 horas.

[000598] Para peptideos nas resinas do tipo benzidrilamina, a
clivagem da resina e etapas de desprote¢cao podem ser combinadas em
uma unica etapa utilizando fluoreto de hidrogénio liquido e anisol, como
descrito acima ou preferivelmente através do uso de coquetéis de
clivagem mais suaves. Por exemplo, para a resina de PAL-PEG-PS, um
método preferido é através do uso de um protocolo de desprotecéo
dupla no sintetizador de peptideo auxiliado por micro-ondas usando um
dos coquetéis de clivagem suaves conhecidos na técnica, tal como
TFA/agualtri-iso-propilsilano/3,6-dioxa-1,8-octanoditiol (DODT)
(92,5/2,5/2,5/2,5) durante 18 minutos a 38°C cada vez. A clivagem de
materiais contendo alquil glicosideo tem mostrado sobrevivéncia da
ligagdo de alquil glicosideo usando protocolos com relagcbes de
TFA/agua na faixa de 9/1 a 19/1. Um coquetel tipico é de 94% de TFA:
2% de EDT; 2% de H20; 2% de TIS. Tipicamente o produto totalmente
desprotegido é precipitado e lavado com Et,O frio (-70° a 4°C),
dissolvido em agua desionizada e liofilizado.

[000599] A solucéo de peptideo pode ser dessalinizada (por exemplo,
com a resina de permuta de anion BioRad AG-3®) e o peptideo
purificado por uma sequéncia de etapas cromatograficas empregando
qualquer ou todos os seguintes tipos: permuta de ion sobre uma resina
fracamente basica na forma de acetato; cromatografia de adsorcao

hidrofébica em co-poli(estire-divinilbenzeno) ndo derivado, por exemplo
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Amberlite® XAD; cromatografia de adsirlgai de silica-gel; cromatografia
de permuta de ion sobre carboximetilcelulose; cromatografia, por
exemplo on Sephadex® G-25; distribuigdo contracorrente; cromatografia
de fluido supercritico; ou HPLC, especialmente HPLC de fase reversa
em empacotamento de coluna de fase ligada de octil- ou
octadecilsililsilica (ODS).

[000600] Sao também fornecidos aqui processos para preparar
peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados descritos aqui e
sais farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos, Cujos processos
compreendem aminoacidos protegidos por condensacgao sequencial em
um suporte de resina adequado, removendo os grupos de protecao e
suporte de resina, e purificando o produto, para produzir analogos dos
homologos truncados fisiologicamente ativos e analogos dos peptideos
e/ou proteinas covalentemente modificados descritos aqui. Em algumas
modalidades, peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados
descritos aqui incorporam modificagdes de alquil glicosideo como acima
definido.

[000601] Outro aspecto refere-se a processos para preparar
peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados descritos aqui e
sais farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos, Cujos processos
compreendem o uso de processos com base em sintese de fase sdlida
auxiliada por micro-onda ou protocolos de sintese de peptideo padrao
para sequencialmente condensar aminoacidos protegidos em um
suporte de resina adequado, removendo os grupos de protecdo e
suporte de resina, e purificando o produto, para produzir analogos dos
peptideos fisiologicamente ativos, como acima definido.

Exemplo 3. Método de oxidacao geral para acidos uronicos

[000602] A uma solucdo de 1-dodecil B-D-glucopiranosideo
(Carbosynth) [2,0 g, 5,74 mmol] em 20 mL de acetonitrila e 20 mL de

agua DI foi adicionado (diacetoxiiodo)benzeno (Fluka) [4,4 g, 13,7 mmol]
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e TEMPO (SigmaAldrich) [0,180g, 1,15 mmol]. A mistura resultante foi
agitada em temperatura ambiente durante 20 horas. A mistura de
reacao foi diluida com agua e liofilizada até a secura para fornecer 1,52
g (produgdo crua 73,1%) do produto cru, acido 1-dodecil B-D-
glucurénico, como um pdé branco, que foi usado diretamente para a
sintese de fase sélida sem outra purificacdo. Este produto foi
previamente preparado por um processo alternativo usando NaOCI
como oxidante, como descrito no relatério descritivo, e também foi
usado para grupos alquila mais longos. De uma maneira similar sao
preparados acidos urdnicos de alquil sacarideo desejados usados para
preparar os produtos e reagentes descritos aqui.

[000603] De uma maneira semelhante, porém wusando os
correspondentes  1-tetradecil, 1-hexadecil, e 1-octadecil -D-

glucopiranosideos (adquiridos de Anatrace, Maumee, OH) foram

preparados dos acidos urénicos de 1-alquil sacarideo que foram usados
para preparar os produtos e reagentes descritos aqui.

Exemplo 4: Preparacao de EU-A387 analogo.

[000604] Uma amostra de resina de amida Fmoc-His-Aib-GIn-Gly-Thr-
Phe-Thr-Ser-Asp-Bip-Ser-Lys-Tyr-Leu-Glu-Ser-Lys(Alloc)-Rink foi

preparada por adicdo sequencial de aminoacidos N-alfa-Fmoc

protegidos como descrito no exemplo 1 e desprotegidos na posigao Lys-
N-épsilon por incubagédo com Pd(PPhs)s (0,5 eq) e DMBA (20 eq) em
DMF/ CH2Cl2 (1:1) durante a noite no escuro em temperatura ambiente.
Seguindo lavagem por DMF/ CH2Cl2, a cadeia lateral de Lys foi acilada
com acido 1'-dodecil B-D-glucurénico em DMF/ CH2Cl, através do uso
de DIC/HOBLt. A conclusao do acoplamento foi checada por ninidrina e
o produto foi lavado extensivamente com CH2Cl..

[000605] A resina de produto € submetido a desprotecao final e
clivagem da resina por tratamento com o coquetel de clivagem (94% de
TFA: 2% de EDT; 2% de H20; 2% de TIS) durante um periodo de 240
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minutos em temperatura ambiente. A mistura foi tratada com Et20, para
precipitar o produto e lavada extensivamente com Et2O para produzir o
produto titulo cru de peptideo apds secagem em vacuo.

[000606]

fase reversa (C18). O peptide cru foi carregado em uma coluna de HPLC

A purificagdo é realizada em duas bateladas por HPLC de

4.1x25 cm em uma taxa de fluxo de 15 mL/min (15% de modificador
organico; tampao de acido acético) e eluido com um gradiente de 15 a
45% de tampédo B em 60 minutos a 50°C. A fragao de produto ¢ liofilizada
para produzir o peptideo de produto titulo com uma pureza de 98,03%
por HPLC analitica (18,6 min; 30 a 60% de CH3:CN em 0,1% de
TFA)/espectrometria de massa (pico M+1 = 2382,14).

[000607]

composto titulo s&o preparados de uma maneira similar, porém usando

Os correspondentes analogos de 1-metila e 1-octila do

os reagentes acido 1'-metila B-D-glucurdnico e acido 1'-octil B-D-
glucurdnico (Carbosynth). Os correspondentes analogos de 1-decila, 1-

dodecila, 1-tetradecila, 1-hexadecila, 1-octadecila e 1-eicosila sao

preparados usando os correspondentes acidos glucourénicos,

preparados como descrito acima. Alternativamente, a 1-alquil

glucuronila, ou outros analogos acilados urbnicos, podem ser

preparados por purificagdo inicial do peptideo desprotegido ou

parcialmente desprotegido, seguido por acilagdo pelo desejado
reagente de acido urdnico.
[000608]

modo de ion positivo, usando os gradientes eluentes mencionados na

A analise foi feita por HPLC/espectrometria de massa em

tabela abaixo.

Composto Peso Molecular | Peso Molecular | HPLC

Nome Esperado Encontrado (min; eluigao)
EU-A387 2379,66 2380,14 18,6[b]
EU-A388 2393,69 2393,74 16,0 [a]
EU-A391 2317,62 2318,26 11,2 [b]
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Composto Peso Molecular | Peso Molecular | HPLC
Nome Esperado Encontrado (min; eluigao)
EU-A455 2988,36 2988,00 11,5 [b]
EU-A474 2570,86 2570,54 11,3 [b]
EU-A478 2459,75 2459,74 11,1 [b]
EU-A484 2544 ,86 2545,06 9,6 [b]
EU-A501 2904,2 2903,34 7,9 [b]
EU-A502 2776,07 2776,14 8,0 [b]
EU-A503 2704,98 2704,40 8,0 [b]
EU-A504 2548,80 2548,00 9,1 [b]
EU-A505 2392,61 2392,40 10,5 [b]
EU-A506 2305,53 2305,06 10,7 [b]
EU-A507 3763,23 3762,66 9,0 [b]
EU-A521 2303,56 2303,60 8,2 [c]
EU-A522 2315,60 2315,60 14,2 [d]
EU-A523 2615,94 2616,00 8,1 [b]
EU-A524 2459,75 2459,74 12,7 [d]
EU-A525 2459,75 2459,06 6,0 [c]
EU-A526 2473,75 2473,60 12,7 [d]
EU-A527 2390,64 2390,40 14,6 [d]
EU-A529 2546,83 2546,80 9,5 [b]
EU-A531 2546,83 2546,80 9,5 [b]
EU-A532 2559,00 2558,66 9,6 [b]
EU-A533 2560,96 2560,66 9,5 [b]
EU-A534 2544,99 2544,94 9,7 [b]
EU-A535 2573,05 2574,00 12,0 [b]
EU-A536 2602,96 2603,46 14,3 [b]
EU-A538 2516,99 2516,40 10,3 [b]
EU-A539 2657,20 2656,80 10,8 [b]
EU-A540 2685,20 2684,94 9,8 [c]
EU-A541 2713,20 2712,80 13,0 [c]
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Composto Peso Molecular | Peso Molecular | HPLC
Nome Esperado Encontrado (min; eluigao)
EU-A544 2631,94 2632,26 10,8 [b]
EU-A546

EU-A549 2388,67 2388,66 6,3 [e]
EU-A551 2444 67 2445,20 11,4 [€e]
EU-A552

EU-A554 2560,86 2560,40 10,3 [c]
EU-A556 2616,86 2616,40 11,7 [€e]
EU-A560 2570,86 2571,06 8,3 [c]
EU-A562 2626,86 2626,66 9,9 [e]
EU-A563

EU-A565 2542,80 2542,54 9,5 [c]
EU-A567 2598,80 2599,06 12,0 [e]
EU-A568

Gradientes de HPLC em 0,1% de TFA

[a.] 35 a 65% CH3CN durante 30 minutos.
[b.] 30 a 60% CH3CN durante 20 minutos.
[c.] 35 a 65% CH3CN durante 20 minutos.
[d.] 25 a 55% CH3CN durante 20 minutos.
[e.]40 a 70% CH3CN durante 20 minutos.
[000609] HPLC em Phenomenex Luna C18 5 microns 250x4,6 mm.

Exemplo 5: Ensaio Celular dos Compostos.

[000610] Os compostos foram pesados precisamente em uma
quantidade de aproximadamente 1 mg e ensaiados em ensaios
celulares padrdes (Cerep SA). A leitura é a quantiddade de cAMP
gerada nas células tratadas com os compostos testes, em modo
agonista ou antagonista. O ensaios usado foi a estimulagédo dos niveis
de cAMP N° ensaios celulares de glucagon e GLP-1. Os ensaios sao
descritos em Chicchi, G.G., e outro (1997) J Biol Chem 272: 7765-7769

e Runge, S., e outro (2003) Br J Pharmacol 138: 787-794.
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[000611] Para o composto EU-A391 a resposta celular de GLCR n&o muda

e a resposta celular de GLP1R eleva-se abruptamente com EC50 de 420nM
Composto Estrutura ECs0 GLP-1 R (nM) ECso glucagon R (nM)
EU-A391 1-dodecila 420 n.c.
EU-A455 1-dodecila 59 770
EU-A474 1-dodecila 3000 n.c.
EU-A478 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A484 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A501 1-dodecila 20000 12000
EU-A502 1-dodecila 9400 n.c.
EU-A503 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A504 1-dodecila 3100 1100
EU-A505 1-dodecila 8500 6100
EU-A506 1-dodecila 4600 1300
EU-A507 1-dodecila 18 1
EU-A521 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A522 1-dodecila n.c. 9000
EU-A523 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A524 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A525 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A526 1-dodecila n.c. n.c.
EU-A527 1-dodecila n.c. 5000
EU-A529 1-dodecila n.c. 7000
EU-A531 1-dodecila 2100 1100
EU-A532 1-dodecila 5000 2600
EU-A533 1-dodecila 770 780
EU-A534 1-dodecila 290 1900
EU-A535 1-tetradecila | §4800 2100
EU-A536 1-hexadecila | >10000 4400
EU-A538 1-dodecila 270 n.c.
EU-A539 1-dodecila 860 2300
EU-A540 1-tetradecila | n.c. 8800
EU-A541 1-hexadecila | 800 5000

n.c. significa EC50 nao calculavel
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§ significa superagonista
Exemplo 6: Ensaio in vivo de compostos
[000612] Sessenta (60) camundongos machos C57BL/6J obesos

induzidos pela dieta sdo recebidos de JAX labs em 14 semanas de

idade. Os camundongos sao cortados a orelha para identificagdo e
alojados individualmente e em gaiolas de policarbonato positivamente
ventiladas com ar filtrado por HEPA em densidade de um camundongo
por gaiola. A area do animal é iluminada totalmente com iluminagéo
fluorescente artificial, com um ciclo controlado de 12 horas de
luz/escuro. A temperatura normal e faixas de umidade relativa na area
do animal sdo de 22 £ 4°C e 50 + 15%, respectivamente. Agua da bica
filtrada, acidificada para um pH de 2,8 a 3,1, e dieta com alto teor de
gordura (60 kcal %) sao fornecidas ad libitum.

[000613] Seguindo uma aclimacédo de 2 semanas, 40 camundongos
sdo escolhidos com base na faixa corporal de peso desejada e os
camundongos sado randomizados em grupos (n=10) como abaixo.
Grupo 1. Veiculo tratado; Grupo 2. Baixa dose de composto teste de;
Grupo 3. Dose média de composto teste; Grupo 4. Alta dose de
composto teste. Os camundongos sédo dosados por meio SC
diariamente durante 28 dias. Os pesos corporais e observacoes laterais
da gaiola s&o registrados diariamente. A ingestdo de alimento e agua
sera registrada semanalmente. Os camundongos sofrem medi¢cdes de
NMR para determinar a composi¢ao magra e gordura corporal total N°
dias 1 (pré-dose) e 26. N° dias 0, 14 e 27, os camundongos sao
jejuados durante a noite para um teste de tolerancia a glicose oral. No
dia seguinte, a primeira amostra de sangue é coletada por meio de corte
no rabo (t=0). Os camundongos sdao em seguida administrados um bolo
de 1,0 g/kg de glicose. As amostras de sangue sao obtidas por meio de
corte no rabo a 5, 30, 60 e 120 minutos apds a glicose e glicose

plasmatica serem imediatamente determinadas usando um glucémetro.
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[000614] Sacrificio e coleta de tecido: Os camundongos sé&o
sacrificados no dia 29. O sangue terminal €& processado para
soro/plasma e as aliquotas sdo enviadas para analise de perfil de
glicose, insulina e lipideo. Tecidos gordurosos sao coletados, pesados
e congelados para analise. O perfil de composto ideal mostra excursao
de glicose diminuida no OGTT, secre¢ao de insulina basal diminuida,
com secrecgao de insulina dependente de glicose potenciada, ganho de
peso diminuido, massa gordurosa diminuida, porém efeitos minimos
sobre a massa magra.

Exemplo 7: Usos dos compostos

[000615] Os peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados
sao descritos aqui uteis para a prefencdo e tratamento de uma
variedade de doencgas relacionadas com a obesidade, a sindrome
metabdlica, doenca cardiovascular e diabetes. Peptideos modificados
por tensoativo adequadamente rotulados podem ser usados como
sondas diagnosticas.

[000616] Regimes de liberacdo representativos incluem oral,
parenteral (incluindo inje¢cado subcutanea, intramuscular e intravenosa),
retal, bucal (incluindo sublingual), transdérmica, inalagdo ocular e
intranasal. Um método atrativo e amplamente usado para liberacao de
peptideos vincula inje¢ao subcutanea de uma formulagao injetavel de
liberacdo controlada. Outras rotinas de administragao para a aplicagao
dos peptideos e/ou proteinas covalentemente modificados descritos
aqui sao a administragao subcutanea, intranasal e inalacao.

Exemplo 8. Uso farmacéutico para o tratamento de resisténcia a

insulina.

[000617] Um paciente humano, com evidéncia de sindrome de
insulina ou metabdlica é tratado com EU-A596 por administracéo
intranasal (200uL) de um atomizante padrao usado na técnica de uma

solugao do agente farmacéutico em salina fisiologica contendo de 0,5 a

Peti¢&o 870210082263, de 06/09/2021, pag. 132/143



127127

10 mg/mL do agente farmacéutico e contendo excipientes padrdes, tal
como alcool benzilico. O tratamento é repetido quando necessario para
o alivio de sintomas tais como obesidade, glicose sanguinea elevada e
similares. De uma maneira similar, uma solucdo de EU-A596, e
excipientes selecionados, em um solvente de evaporacio, contendo tal
como a hidrofluoroalcano é administrada intranasalmente por inalador
dosificado (MDI) quando necessario para reduzir a resisténcia a
insulina. O efeito de tratamento é determinado usando testes padrdes
incluindo medicéo dos niveis de glicose sanguinea, indice de Massa
Corporal, e/ou peso corporal e/ou medicédo das relacdes da cintura para
o quadril.

[000618] De uma maneira similar, a administracido de uma quantidade
ajustada por rotinas transbucal, intravaginal, inalagdo, subcutanea,
intravenosa, intraocular, ou oral é testada para determinar o nivel de
estimulacdo de GLP1R e/ou GLCR nas células no corpo e para
determinar os efeitos terapéuticos.

SEQUENCIAS

[000619] O relatdrio descritivo fornece sequéncias para SEQ. ID. N°.
1-3 e SEQ. ID. N°5, 318-343. Adicionalmente, a Tabela 1 de Figura 1
fornece SEQ. ID N°. para os compostos EU-A300 a EU-A425 tendo
SEQ. ID. N°s, 4-129 respectivamente, como mostrado na Tabela 1 de
Figura 1. Os compostos na Tabela 1 de Figura 1, e suas respectivas
SEQ. ID. N°s, mostradas na Tabela 1 de Figura 1 sdo pelo presente
incorporados no relatorio descritivo como depositado. Adicionalmente,
Tabela 2 de Figura 2 fornece SEQ. ID N°. para os compostos EU-A426
a EU-599 tendo SEQ. ID. N, 130-317 respectivamente, como mostrado
na Tabela 2 de Figura 2. Os compostos na Tabela 2 de Figura 2, e suas
respectivas SEQ. ID. N°. mostradas na Tabela 2 de Figura 2 s&o pelo

presente incorporados no relatério descritivo como depositado.
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REIVINDICAGOES
1. Produto de peptideo, caracterizado pelo fato de que
compreende um tensoativo X, covalentemente ligado a um peptideo, o
peptideo compreendendo um aminoacido U ligante e pelo menos outro
aminoacido:

-----

e " Fémula I-A

em que o tensoativo X é um grupo de Férmula I:

R1a W2 0 W!
R2
R’ldo OR1b
- OR'® -n Férmula |
em que:

R'2 é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagéo,
H, um grupo C1-Cs3o alquila substituida ou ndo substituida, um grupo
alcoxiarila substituida ou ndo substituida, um grupo aralquila substituida
ou nao substituida, ou uma porg¢ao contendo nucleo esteroide;

R'™, R’ e R' s&o cada qual, independentemente em cada
ocorréncia, uma ligagéo, H, um grupo C+-Cgzo alquila substituida ou ndo
substituida, um grupo alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um
grupo aralquila substituida ou n&o substituida;

W' é independentemente, em cada ocorréncia, —CHa-, —CH>-
O-, -(C=0), -(C=0)-0-, -(C=0)-NH-, -(C=S)-, -(C=S)-NH-, ou -CH>-S-;

W2 é —O-, -CH2- ou -S-;

R? é independentemente, em cada ocorréncia, uma ligagao

a U, H, um grupo C1-C3p alquila substituida ou nao substituida, um grupo

Petic&o 870210082263, de 06/09/2021, pag. 134/143



2/5

alcoxiarila substituida ou ndo substituida, ou um grupo aralquila
substituida ou ndo substituida, -NH>, -SH, C2>-C4-alceno, C2-Cs-alcino, -
NH(C=0)-CH2-Br, -(CH2)m -maleimida, ou -Ns;

né1l,2ou3;e

m é 1-10;

em que o peptideo é selecionado de glucagon, GLP1, ou
analogo dos mesmos consistindo na Férmula I11-B:

His1-aaz-aas-Glys-Thrs-aas-Thr7-Sers-Aspo-aato-aat1-aai2-aaiz-aaa-

aais-aaie-aai7-aaig-aaig-aazo-aazi-aazz-aazs-Z Formula 1lI-B
(SEQ. ID. N°. 3)
em que:

Z é OH, ou —NH-R3, em que R? é H ou substituido ou ndo substituido
C+-C+2 alquila;

aaz € Ser, Ala, Gly, Aib, Ac4c, ou Ac5c;

aas é GIn, ou Cit;

aas € Phe, Trp, F2Phe, Me2Phe, MePhe, ou Nal2;

aaio € Tyr, Leu, Met, Nal2, Bip, ou Bip2EtMeO;

aai2 é Lys, Glu, Ser ou U(X);

aa é Ser, Asn, ou U(X);

aai3 € ausente ou Tyr, GIn, Cit, ou U(X);

aai4 € ausente ou Leu, Met, Nle, ou U(X);

aais € ausente ou Asp, Glu, ou U(X);

aaie € ausente ou Ser, Gly, Glu, Aib, Ac5c, Lys, R, ou U(X);

aai7 € ausente ou Arg, hArg, GIn, Glu, Cit, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
aaig € ausente ou Arg, hArg, Ala, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

aag € ausente ou Ala, Val, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);

aazo € ausente ou GIn, Lys, Arg, Cit, Glu, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
aax1 € ausente ou Asp, Glu, Leu, Aib, Ac4c, Acbc, ou U(X);

aax é ausente ou Phe, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X)

aazs € ausente ou Val, lle, Aib, Ac4c, Ac5c, ou U(X);
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em que quaisquer dois de aa-aazs sdo opcionalmente ciclizados por
meio de suas cadeias laterais para formar uma ligagdo de lactam; e
contanto que um, ou pelo menos um de aa+e, aa17, aais, aa1g, aazo, aax1,
aazz, ou aazz € 0 aminoacido natural ou ndo natural U covalentemente
ligado a X,

e U é um aminoacido natural ou ndo natural que compreende
um grupo funcional usado para ligacéo covalente ao tensoativo X.

2. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacio 1,
caracterizado pelo fato de que n é 1.

3. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de que o tensoativo X € um tensoativo da classe
de 1-alquil glicosideo.

4. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que X é compreendido de acido 1-eicosil
beta-D-glucurbénico, acido 1-octadecil beta-D-glucurénico, acido 1-
hexadecil beta-D-glucurénico, acido 1-tetradecilbeta D-glucurdnico,
acido 1-dodecil beta D-glucurénico, acido 1-decil beta-D-glucurénico,
acido 1-octil beta-D-glucurénico, acido 1-eicosil beta-D-diglucurénico,
acido 1-octadecil beta-D-diglucurénico, acido 1-hexadecil beta-D-
diglucurdnico, acido 1-tetradecil beta-D-diglucurénico, acido 1-dodecil
beta-D-diglucurénico, acido 1-decil beta-D-diglucurénico, acido 1-octil
beta-D-diglucurénico, ou 1-ecosil beta-D-glicose, 1-octadecil beta-D-
glicose, 1-hexadecil beta-D-glicose, 1-tetradecil beta-D-glicose, 1-
dodecil beta-D-glicose, 1-decil beta-D-glicose, 1-octil beta-D-glicose, 1-
eicosil beta-D-maltosideo, 1-octadecil beta-D-maltosideo, 1-hexadecil
beta-D-maltosideo, 1-dodecil beta-D-maltosideo, 1-decil beta-D-
maltosideo, ou 1-octil beta-D-maltosideo funcionalizada.

5. Produto de peptideo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que U é selecionado de

Lys, Cys, Orn, ou um aminoacido n&o natural que compreende um grupo
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funcional usado para ligacdo covalente ao tensoativo X.

6. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacio 1,
caracterizado pelo fato de que aa2 é um residuo Aib ou Ac4c.

7. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de que o peptideo compreende um ou mais
residuos Aib.

8. Produto de peptideo de acordo com a reivindicagao 1 ou
2, caracterizado pelo fato de que X compreende uma cadeia dodecil
alquila.

9. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato que o peptideo compreende aai-aax de SEQ ID
NO. 3 em que aa17 é U(X).

10. Produto de peptideo de acordo com a reivindicagao 9,
caracterizado pelo fato de que aa: é Aib.

11. Produto de peptideo de acordo com a reivindicagao 9,
caracterizado pelo fato de que aa1s € aazo s&o ciclizados para formar
uma ligagao de lactam.

12. Produto de peptideo de acordo com a reivindicagao 9,
caracterizado pelo fato de que o tensoativo X € um tensoativo da classe
de 1-alquil glicosideo.

13. Produto de peptideo de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que R & um grupo C+-Cso alquila substituida
ou nao substituida, ou R'@ & um grupo Cs-C2o alquila substituida ou n&o
substituida, ou em que R'@ é um grupo C12-Cx alquila substituida ou ndo
substituida.

14. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
produto de peptideo, como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 13, ou sal aceitavel do mesmo, e pelo menos um

veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.
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15. Uso de um produto de peptideo, como definido em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparacdo de um medicamento para tratamento de uma
condicdo associada com resisténcia a insulina em um individuo em
necessidade do mesmo, ou para tratamento de uma doencga
cardiovascular em um individuo em necessidade do mesmo, ou para

tratamento de diabetes em um individuo em necessidade do mesmo.
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Fig 1

Tabela 1
SEQ.
ID. | 1 5 10 15 20
NO.
EU-A300 | 4 [H[Ab|QfG[T] F [T[s|D L Lys(C8)#
EU-A301 5 HIAb|Q|G]|T F T| S |D L Lys(C12)-#
EUA302| 6 |H|Ab|lQ|G[T] F [T] s [D L Lys(C16)#
EU-A303 | 7 [HTAb[QfG]T] F 7] s |bD Bip Lys(C8)#
EU-A304 8 HIAb|Q|[G]|T F T S [D Bip Lys(C12)-#
EU-A305 | 9 [H[Ab[QlG|T] F 7] s b Bip Lys(C16)#
EU-A306 | 10 [H [Ab|lQ[G [T F [T[ S [D] Nal(2 Lys(C8)-#
EU-A307 | 11 [HAb[QlGT] F |7l s ol Na@ |Lsc12#
EUA308 | 12 |[H|Ab|Q|G[T] F [T] S [D] Nal(2 [ Lys(C16)#
EU-A309 | 13 |H[Ab| Q|G| T| 26FF |T| S [D]| Bip2Et4dMeO | Lys(C8)-#
EU-A310 | 14 [H [ Ab [ QG 1] 26FF [T] S [D[Bip2EtaMe0 | Lys(C12)-#
EUA311 | 15 [H [Ab| Q[ G [T | 26FF [T] S |D|Bip2Et4Me0 | Lys(C16)#
EUA312| 16 [H [Ab QG [T] F [T s D L S K Y L Lys(C8)-#
EU-A313 | 17 |H|Ab [ Q|G |T F T S (D L S K Y L Lys(C12)-#
Eu-A314 | 18 [HlAb[QlGclT] F 7] s b L S K |y L [Lys(C16)#
EUA315 | 19 [HAb|QlGT] F 7] s [b Bip S K Y[ L Lys(C8)-#
EUA36| 20 |H|Ab|Q|G[T| F |T] S |D Bip S K Y[ L [us(C12)#
EUA317 | 21 [H|Ab|Q|G|[T| F |[T] s |[D Bip S K Y L Lys(C16)+#
EU-A318 | 22 |H|Ab|[Q|G|T F T S |[D Nal(2) S K Y L Lys(C8)-#
EUA319 | 23 [H[Ab|QlGIT] F [T] s [D] Na@ S K Y L [Lys(C12)#
EUA320 | 24 |H|Ab|Q[GIT| F [T] S [D] Na) S K |Y L [Lys(C16)#
EU-A321 | 25 [H|[Ab]Q[G | T[] 26FF |T| S [D]Bip2Et4Me0 S K Y L Lys(C8)-#
EU-A322 | 26 [H [Ab[Q |G [T 26FF |T] S |D]Bip2Et4Me0 S K Y L Lys(C12)-#
EU-A323 | 27 [H [ Ab| QG| T] 26FF [T] S |DBip2Et4Me0 S K |y L [Lys(C16)#
EU-A324 | 28 [H[Ab[Q[Gc[T] F [T] s |D vV S K vl L D G R Lys(C8)-#
EU-A325 | 29 |H|Ab|[Q|G|T F T S (D L S K Y L D G R Lys(C8)-#
EU-A326 | 30 [HAb[QlGclT] F 7] s |bp L S K Y L D G R Lys(C12)-#
EUA327 | 31 [H[Ab|aQlG[T] F 7] s [p L S K |Y L D G R Lys(C16)-#
EuA32s | 32 [H[Ab[alc]T] F 7] s |b Bip S K Y L D G R Lys(C8)-#
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Fig 1 ( Continuagao)
Tabela 1 ( Continuacéo )

SEQ.
ID. | 1 5 10 15 20
NO.
EUA329 | 33 |H|Ab|Q|G|T]| F |T| S |D Bip S K |Y] L D G R |Lys(C12)#
EU-A330 | 34 |[H|[Ab|[Q[G|T| F [T[S [D Bip S K |Y] L D G R |Lys(C16)-#
EUA331 | 35 |H|Ab|Q|G|T| F |T] S [D] Nal S K |Y] L D G R Lys(C8)-#
EUA332 | 36 |H|Ab|Q|G|T| F [T| S [D] Nal2 S K [v] L D G R |Lys(C12)-#
EUA333 | 37 [H|Ab|Q[G|T| F [T| S [D] Nal2) S K |Y] L D G R |Lys(C16)#
EU-A334 | 38 | H |Ab| Q| G| T | 26FF |T| S |D|Bip2Et4MeO S K |Y] L D G R Lys(C8)-#
EU-A335 | 39 | H |Ab| Q|G| T | 26FF |T| S |D|Bip2Et4Me0 S K_ Y[ L D G R |Lys(C12)#
EU-A336 | 40 | H [Ab| Q[ G| T]| 26FF |T] S [D]Bip2Et4Me0 S K Y] L D G R |Lys(C16)-#
EU-A337 | &1 [H[Ab[Q[G|T] F [7[s [p L Lys(C8)-#
EUA338 | 42 [H|[Ab|Q|G|T| F |T[s [D L Lys(C12)#
EU-A339 [ 43 [H[Ab[aGc|T[ F [T s b L Lys(C16)#
EU-A340 | 44 [H[Ab|Q[Gc|T] F [7[s [D Bip Lys(C8)#
EUA341 | 45 |H|AblQ|G|T| F |T[s [D Bip Lys(C12)#
EU-A342 [ 46 [H[Ab[Q]Gc|T] F [1[s D Bip Lys(C16)#
EUA343 | 47 |H|Ab|Q|G|T| F |T] S [D] Na@ Lys(C8)#
EUA344 | 48 [H[Ab[Q[G [T F [T S [D] Nal@ [Lys(C12)0#
EUA345 | 49 [H[Ab|Q[G|T[ F |T[ s [D] Na@ [ Lys(C16)#
EU-A346 | 50 | H |Aib| Q| G| T ]| 26FF |T| S |D|Bip2Et4MeO | Lys(C8)#
EU-A347 | 51 | H |Ab] Q| G| T ]| 26FF |T| S |D]Bip2EtdMeO | Lys(C12)#
EU-A348 | 52 | H [Ab| Q[ G| T | 26FF |T[ S [D]Bip2Et4MeO | Lys(C16)#
EU-A349 | 53 [H[AbJQ[G|T[26MeF|T[ S [D Bip Lys(C8)-#
EU-A350 | 54 |H |Ab| Q|G| T|26MeF|T][ S [D Bip Lys(C12)#
EU-A351 | 55 | H [Ab QG [T [26MeF[T[ s [D Bip Lys(C16)-#
EU-A352 | 56 |H [Ab|Q[G|T| MeF |T[ s [D L S K Y[ L Lys(C8)-#
EUA353 | 57 |H |Ab|Q|G|T]| MeF |T] s [D L S K|y L [uscia#
EU-A354 | 58 | H |Ab| Q|G| T]| MeF |T| S |D L S K |Y] L |[Lys(Ci6)#
EU-A355 | 59 |H |[Ab|Q[G|T| MeF [T[ S |D Bip S K |Y] L Lys(C8)-#
EU-A356 | 60 |H |Ab| Q|G| T| MeF |T] S |[D Bip S K Y[ L [uscia#
EU-A357 | 61 |H|Ab| Q|G| T]| MeF |T| S |D Bip S K |Y] L |Lys(CI6)#
EUA358 | 62 |H |Ab| Q|G| T| MeF |T]| S |D| Nal2) S K |Y] L Lys(C8)-#
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Fig

1 ( Continuagéo)
Tabela 1 ( Continuagao )

SEQ.

ID. | 1 5 10 15 20

NO.
EUA359 | 63 |H|Ab| Q|G| T| MeF |T] S |D| Nal2) S K [Y] L |Ls(Cla#
EU-A360 | 64 [H|Ab|[Q[G|T[ MeF [T[ S [D] Nal2) s K [Y[ L TLscle#
EU-A361 | 65 |H |Ab| Q|G| T| MeF |T| S |D|Bip2Et4MeO S K (Y] L Lys(C8)#
EU-A362 | 66 |H |Ab| Q[ G |T| MeF |T| S |D|Bip2E4MeO S K__[Y][ L [Ls(Cl2#
EU-A363 | 67 [H [Ab|Q[G|T| MeF |T[ S |D|[Bip2Et4MeO S K _[Y][ L [uscie#
EU-A364 | 68 [H[Ab[Q[G|T| F [T[ s [D v s K_ (Y] L E S | Lys(C8)#
EU-A365 | 69 [H|Ab|[Q[G|T] F [T[ s |D L S K_[Y[ L E S | Lys(C8)#
EU-A366 | 70 [H[Ab[Q G [T F [T[ s |D L S K__|Y] L E S |[Lys(C12)#
EUA367 | 71 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[s|p L S K_[Y][ L E S |Lys(C16)#
EUA368 | 72 [H[Ab|[Q[G|T] F [T[s|p Bip S K [Y[ L E S | Lys(C8)#
EUA369 | 73 [H[Ab[Q G [T F [T[ s |p Bip S K_[Y[ L E S [Lys(C12)#
EUA370 [ 74 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[s|p Bip S K_[Y[ L E S |Lys(C16)#
EUA371 [ 75 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[ s |p[ Na@) S K_[Y[ L E S | Lys(C8)#
EUA372 [ 76 [H|Ab|[Q[G|T|] F [T[ S [D] Na@) S K [Y[ L E S [Lys(C12)#
EUA373 | 77 |H|Ab| Q|G |T| F |T] S |D| Na2) S K [Y] L E S |Lys(C16)#
EUA374 | 78 |H |Ab | Q| G | T | 26FF |T| S |D|Bip2Et4MeO S K [Y] L E S | Lys(C8)#
EU-A375 | 79 [H [Ab | Q[ G | T | 26FF [T S |D[Bip2E4MeO S K_ Y] L E S [Lys(C12)#
EU-A376 | 80 | H |Ab | Q| G| T | 26FF |T| S |D| Bip2Et4MeO S K (Y] L E S |Lys(C16)#
EUA377 | 81 [H|Ab|Q[G|T| F |T[ S |D Bip S K__[Y[ L D S | Lys(C8)#
EUA378 | 82 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[s D Bip S K [y[ L D S [Lys(C12)#
EUA379 | 83 [H|Ab|Q[G|T| F |T[ s |D Bip s K__[Y[ L D S |Lys(C16)#
EU-A380 | 84 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[s D Bip s K_[Y[ L D R | Lys(C8)#
EU-A381 ] 85 [H[Ab[Q[G|T] F [T[s|D Bip S K_ (Y] L D R_|Lys(C12)#
EUA382 | 86 |[H|Ab|Q[G|T| F |T[ s |D Bip S K__[Y[ L D R_|Lys(C16)#
EU-A383 | 87 [H|Ab|Q[G|T[ F [T[ s |D Y S K__[Y[ L D R_| Lys(C8)#
EU-A384 | 88 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[s|D Y S K_ (Y] L D R_|Lys(C12)#
EUA385 | 89 [H|Ab|Q[G|T|] F [T[ s |D Y s K__[Y[ L D R |Lys(C16)#
EU-A386 | 90 [H[Ab[Q[G|T[ F [T[ s |D Y s K_[Y[ L D Har |Lys(C12)#
EUA387 | 91 [H[Ab[Q[G|T] F [T[ s |D Bip s K_[Y] L E S |Lys(C12)#
EUA388 | 92 |[H|Ab|Q[G|T| MeF |T| S |D Bip s K (Y] L E S |Lys(C12)#
EUA389 | 93 [H|[Ab|[Q[G|T| MeF |T] S |D Bip S Ab [Y] L E S |Lys(C12)#
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Fig

1 ( Continuagéo)

Tabela 1 ( Continuacao )

SEQ.
D. |1 5 10 15 20

NO.
EU-A390 | 94 |H|Ab|Q|G[T]| MeF |T[ S |D Bip S K Y L E Aib | Lys(C12)-#
EU-A391 | 95 |H|Ab|Q|G[T]| MeF |T[ S |D Y S K Y L D Aib | Lys(C12)-#
EU-A392 | 96 |H|Ab|Q|G[T]| MeF |T[ S |D Y Aib K Y L D Aib | Lys(C12)-#
EU-A393 | 97 |H|Ab|Q|G|T| MeF |T[ S |D Y Aib Lys(C12)-#
EU-A394 | 98 |H|Ab|Q|GfT]| MeF |T[S |D Nal(2) Aib Lys(C12)-#
EU-A395 | 99 |H|Ab|Q|G|T]| MeF |T[S |D Y S K Y L D Aib | Lys(C12) Aib-#
EU-A396 | 100 |H [Ab| Q|G |T]| MeF |T| S |D Nal(2) S K Y L D Aib | Lys(C12) Aib-#
EU-A397 [ 101 |H]Ab|Q|G|T] MeF |T| S |D Y Aib K Y L D Aib [Lys(C12)-#
EU-A398 [ 102 |H|Ab | Q|G| T] MeF |T| S |D Y Aib K Y L D Aib [ Lys(C12) Aib-#
EU-A399 [103 |H]Ab|Q|G|T] MeF |T| S |D Y S K Y L D Aib [ Lys(C12) Aib-#
EU-A400 | 104 |H [Ab| Q|G [T]| MeF |T[ S |D Y S K Y L D R Aib Lys(C12) |Aib-#
EU-A401 | 105 |H [Ab | Q|G [T| MeF |T[ S |D Y Aib K Y L D R Aib Lys(C12) |Aib-#
EU-A402 | 106 | H [Ab | Q|G [T| MeF |T[ S |D Y Aib K Y L D R Aib Lys(C12) | Achc-#
EU-A403 | 107 |H [Ab | Q|G [T]| MeF |T[ S |D Nal(2) Aib K Y L E R Aib Lys(C12)-#
EU-A404 | 108 [H |Ab[Q |G| T F T| S |D Y S K Y L D Har Aib Lys(C8) Aib-#
EU-A405 | 109 [H |Ab[Q |G| T F T S |D Y S K Y L D Har Aib Lys(C12) |Aib-#
EU-A406 | 110 [H AP [Q |G| T F T S |D Y S K Y L D Har Aib Lys(C16) | Aib-#
EU-A407 [1M1 |H|Ab|[Q|G|T]| MeF |T| S |D Y Aib K Y | Lys(C12-#
EU-A408 [ 112 |H|Ab| Q|G| T] MeF |T| S |D Y Aib K Y| Lys(C12) [ -NHEt
EU-A409 | 113 |H[Ab|Q|G[T]| MeF |T[ S |D Y Aib K Y | Lys(C12) Aib-#
EU-A410 | 114 |H [Ab | Q|G [T| MeF |T[ S |D Y Aib K Y | Lys(C12) Aib -NHEt
EU-A411 |15 |H[Ab|Q|GfT]| MeF |T[ S |D Y Aib K Y| Lys(C12) [ Acbhc-#
EU-A412 | 116 |H [Ab | Q|G [T| MeF |T[ S |D Y S K Y L D Aib | Lys(C8)-#
EU-A413 | 117 |H|Ab|Q|G|T]| MeF |T[ S |D Y S K Y L D Aib_| Lys(C16)-#
EU-A414 | 118 [H |Ab[Q |G| T F T S |D Y S K Y L D Aib_| Lys(C8)-#
EUA415 |119 [H AP [Q |G| T F T S |D Y S K Y L D Aib |Lys(C12)-#
EU-A416 [120 |H AP | Q|G| T F T1 S |D Y S K Y L D Aib _[Lys(C16)-#
EU-A417 [121 |H]Ab| Q|G| T] MeF |T| S |D Y S K Y L D S Aib Lys(C8) Aib-#
EU-A418 [ 122 |H |Ab | Q|G| T] MeF |T| S |D Y S K Y L D S Aib Lys(C12) | Aib-#
EU-A419 | 123 |H|Ab| Q|G [T]| MeF |T[ S |D Y S K Y L D S Aib Lys(C16) | Aib-#
EU-A420 | 124 |H |[Ab | Q|G| T| MeF |T[ S |D Y S K Y L D S Aib Lys(C8) Achc-#
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Fig 1 ( Continuacao)
Tabela 1 ( Continuagéo )

SEQ.
D. |1 5 10 15 20
NO.
EU-A421 1125 |H |Ab | Q|G| T | MeF [T| S |D Y S K Y L D S Aib Achc-#
EU-A422 1126 |H |Ab | Q|G| T | MeF [T| S |D Y S K Y L D S Aib Achc-#
EU-A423 [ 127 [H |Ab | Q [G [T F T| S |D Y S K Y L D S Aib Achc-#
EU-A424 | 128 |H |Ab | Q [G T F T/ S |D Y S K Y L D S Aib Achc-#
EU-A425 129 |H |Ab | Q [G T F T/ S ID Y S K Y L D S Aib Achc-#

MeF significa C-alfaMe-Phe
Har significa homoArg
2,6F-F significa 2',6'-difluoro-Phe
Bip2Et4MeO significa 2'-etil-4'-MeO-bifenilalanina
Lys(C12) significa N-épsilon-(1'-dodecil beta-D-glucuronil)-L-lisina
e outros numeros C significam o correspondente 1'-alquil glucoronideo
# significa terminacédo C de amida.
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Fig 2

Tabela 2
SEQ. [ 1 5 10 15 20 25
ID.
NO.
EU-A426 130 |[H(Ab| Q| G| T |MF|T|S|[DJ|]Y]|S K1Y L|D S R Aib Lys(C8) Aib-#
EU-A427 131 |H|Ab| Q| G T |MeF | T S D Y S K Y L D S R Aib Lys(C12) |Aib-#
EU-A428 | 132 [HlAb]Q |G [T MeF|T[s|D|[Y[s]K|[Y[L]|D] S R Aib  [Lys(C16) |Aib-#
EU-A429 133 |H[Ab| Q| G| T|MF| T|S|DJY|S|K|[Y]|]L]|D S R Aib Lys(C8) Achc-#
EU-A430 134 |H(Ab| Q| G| T |MeF|T|S|[DJ|]Y]|S K1Y L|D S R Aib Lys(C12) |Achc+#
EU-A431 135 |H|Ab| Q| G| T |MF|T|S|[DJ|]Y]|S K1Y L|D S R Aib Lys(C16) |Achc-#
EU-A432 136 |H[Ab| Q[ G| T F TIS|[D|]Y|S|K|]Y]|L]|D S R Aib Lys(C8) Aib-#
EU-A433 137 |[HIAb| Q| G| T F TIS|[D|]Y|S|K|]Y]|]L]|D S R Aib Lys(C12) |Aib+#
EU-A434 138 |[H|(Ab| Q| G| T F TIS|[DJ|Y]|S KI|1Y L|D S R Aib Lys(C16) |Aib-#
EU-A435 139 [H(Ab| Q| G| T |MF|T|S|[DJ|]Y]|S K1Y LD S R Aib Ala Q Lys(C8 Aib-#
)
EU-A436 140 |H(Ab| Q| G| T |MF| T|S|D|Y]|S|K|[Y]|L]|D S R Aib Ala Q Lys(C1 Aib-#
2)
EU-A437 14 |H(Ab| Q| G| T |MF| T|S|D|Y]|S|[K[Y]|L]|D S R Aib Ala Q Lys(C1 Aib-#
6)
EU-A438 142 |H|Ab| Q| G T |MeF| T S D Y S K Y L D S R Aib Ala Q Lys(C8 Aib-#
)
EU-A439 143 |H|(Ab| Q| G| T |MF| T|S|D|Y]|S|K|[Y]|L]|D S R Aib Ala Q Lys(C1 Aib-#
2)
EU-A440 144 |H|Ab| Q| G T | MeF | T S D Y S K Y L D S R Aib Ala Q Lys(C1 Aib-#
6)
EU-A441 145 |H(Ab| Q| G| T|MF| T|S|D|Y]|S|K|[Y]|L]|D S R Aib Ala Q Lys(C8 AcSc-#
)
EU-A442 146 |H|(Ab| Q| G| T |MF| T|S|D|Y]|S|[K|[Y]|L]|D S R Aib Ala Q Lys(C1 Achc-#
2)
EU-A443 147 |H|Ab| Q| G T |MeF| T S D Y S K Y L D S R Aib Ala Q Lys(C1 Achc-#
6)
EU-A435 148 |H|(Ab| Q| G| T |MF| T|S|D|Y|S|E|[Y|L]|D K* R Aib Ala Q Lys(C8 Aib-#
)
EU-A436 149 |H|Ab| Q| G T | MeF | T S D Y S|E*|Y L D K* R Aib Ala Q Lys(C1 Aib-#
2)
EU-A437 150 |[H|(Ab| Q|G| T|MF| T|S|D|Y|S|E|[Y|L]|D K* R Aib Ala Q Lys(C1 Aib-#
6)
EU-A438 151 |[H[Ab| Q|G| T|MF| T|S|DJY|S|E|[Y|L]|D K* R Aib Ala Q Lys(C8 Achc-#
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Tabela 2 ( Continuagao )

Fig

2 ( Continuagao)

SEQ. 10 15 20 25
ID.
NO.
)
EU-A439 152 Aib | Q MeF Y| S|E L|D| K Aib Ala Q |Lys(C1 Ache-#
EU-A440 153 Aib | Q MeF Y| S|FE LD| K Aib Ala Q 35(01 Achc-#
EU-A441 154 Aib | Q F Y|S|FE L|D| K Aib Ala Q Ei{s(CB Ache-#
EU-A442 155 Aib | Q F Y|S|FE L|D| K Aib Ala Q i_ys(C1 Achc-#
EU-A443 156 Aib | Q F Y| S|E LD| K Aib Ala Q as(m Ache-#
EU-A444 157 Aib | Q F Y| S|E L|D| K Aib Ala Q Eifs(CB Aib-#
EU-A445 158 Aib | Q F Y| S|E L|D| K Aib Ala Q i_ys(C1 Aib-#
EU-A446 159 Aib | Q F Y| S|E LID| K Aib Ala Q a(s(m Aib-#
EU-A447 160 Aib | Q MeF YIS |[K LD| E Aib Ala K* ELS(CS Aib-#
EU-A448 161 Aib | Q MeF Y|IS|K LID| E Aib Ala K* i.ys(C1 Aib-#
EU-A449 162 Aib | Q MeF Y|S|K LD| E Aib Ala K* 35(01 Aib-#
EU-A450 163 Aib | Q MeF Y|S|[K L|D| E Aib Ala K* Ei{s(CB Ache-#
EU-A451 164 Aib | Q MeF Y|S|[K L|D| K Aib Ala K* i_ys(C1 Achc-#
EU-A452 165 Aib | Q MeF Y|S|[K L|D| K Aib Ala K* 35(01 Ac5c-#
EU-A447 166 Aib | Q F Y|S|[K L|D| FE Aib Ala K* E;S(CB Aib-#
EU-A448 167 Aib | Q F Y|S|K LD| E Aib Ala K* i_ys(C1 Aib-#
EU-A449 168 Aib | Q F Y|S|K L|D| E Aib Ala K* E;s(m Aib-#
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Fig

2 ( Continuagéo)

Tabela 2 ( Continuagéo )

SEQ. [ 1 5 10 15 20 25
D
NO.
EUA450 | 169 |H|Ab|Q |G| T| F |[T|S|D|Y[S|K|Y|[L|D|[E | R Aib Ala K* |Lys(C8] F | Acbc#
)
Eu-past [ 170 [H[Ab[Q[G [T F [T[so[Y[s|k][Yy[L|p[K R Aib Ala K |Lys(C1] F | Acsc#
2
EUA452 [ 171 |H|Ab|Q |G| T| F |T|S|D|Y|[S|K|Y]|L|D|K | R Aib Ala K= |Lys(C1| F | Acsc#
6)
EUA453 | 172 |H|Ab| Q|G| T| F |[T|S|D|Y|[S|K|Y]|L|D|E | Q A A K |Lys(C1 Aib#
2)
EU-Ads4 [ 113 [H[Ab[Q[G [T F [T]s|o|[Y[s|[k|[Y[L|[D[E | Q A A K [Lys(ct Aib-#
6)
EU-adss [ 174 [H[Ab[Q [G [T F [T[so[Y[s|k][Yy[L|[p[E | R A A K [Lys(ct Aib-#
2)
EUA456 | 175 |H|Ab| Q|G| T| F |T|S|D|Y|S|K|Y]|L|D|E | R A A K™ |Lys(C1 Aib#
6)
EU-A457 | 176 |H|Ab|Q |G| T| F | T|[S|D|Y[S|K|Y|[L|D|[E | R A A K |Lys(C1| F | Acsc#
2)
EU-A458 | 177 |H|Ab|Q |G| T| F |T|S|D|Y[S|K|Y|[L|D|E | R A A K |Lys(C1] F | Acbc#
6)
EU-p459 [ 178 [H[Ab[Q [G [T F [T]s|o|[Y[s|[k|[Y[L[D][E | Q A A K |Lys(C1| F | Acsc#
2
EUA460 | 179 |H|Ab|Q |G| T| F |T|S|D|Y|S|R|Y]|L|D|E | R A A K |Lys(C1 Aib#
2)
EU-A461 | 180 [H|Ab|Q |G | T| F | T|[S|[D|Y[S|K[Y[L[D] S | Ab | LysCl2) | Ab#
EUA462 | 181 [H|Ab[Q [G [T | F [T[S[D[Y[S[K[Y[L[D[ S | R | Lys(CI2 | Ab#
EUA463 | 182 |H|Ab| Q|G| T| F | T|SID]Y[S|K|Y|L|D| S | R | Lys(CI2) | Acsc#
EUA464 | 183 [H|Ab|Q |G| T| F [T S|[D[Y[S|K[Y[L[D] S | R | LysC8 | Ab#
EU-A465 | 184 |[H|Ab[Q [ G [T | F [T SID[Y[S|[K[Y[L[D[ S | R |Lys(Cl6 | Ab#
EU-A466 | 185 |H|Ab| Q|G | T| F | T|S|D|Y[S|K|[Y|[L|[D]| S | Ab | LysCl2) | Ab#
EU-A467 | 186 [H[Ab[Q [G [T F [T[s[p[Y[s[K[Y[L[D[ S [ Ab | LysC8 | Ab#
EU-A468 | 187 |H|Ab| Q|G | T| F | T|S|D|Y[S|K|[Y|[L|[D] S | Ab | Lys(Cl) | Ab#
EU-A469 | 188 [H|Ab|Q |G [ T| F | T[SID|Y[S|K[Y[L[D] S | Ab | LysCl6) | Ab-#
EU-A470 | 189 [HIAb[Q [G [T F [T[sIp Y [s[k[Y[L[Dp[E [ Ab | LysCte | Abt#
EUA471 | 190 |H|Ab| Q|G| T| F | T S|D|Y[S|K[Y]|L|[D]|E | Ab | LysCl2) | Ab#
EUA472 | 191 |H|Ab| Q|G| T| F | T|SID|Y[S|K[Y][L|[D]|E | Ab | Lys(C8 | Ab#
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Tabela 2 ( Continuacao )

Fig

2 ( Continuagao)

SEQ. [ 1 5 10 15 20 25

ID.

NO.
EU-A473 [ 192 [H[Ab| QG [T F [Tls oy [s[k]Y[L][D]E [ R [Lscie | Ab#
EU-A474 | 193 [H[AblQ[G [T F [T s oY sk Y[L]D]E [ R [Lsc12 | Ab#
EU-A475 [ 194 [H[Ab| Q[ G [T F [TIs oY [sIKk]Y[L[D]E [ R [ Lys(c8 | Ab#
EU-A476 [ 195 [H[Ab| Q[ G [T F [T S[D[Y[S[K[Y[L[D]E [ R [Lys(Cl2) | Achc#
EU-A477 | 196 |H[Ab| Q|G [ T| F [T S|D[Y[S[K|[Y[L[D| R [ Ab | Lys(C8 #
EU-A478 | 197 |H|Abl Q|G | T| F [T S|D|Y[S|K|[Y[L|D| R | Ab | Lys(C12) #
EU-Ad79 [ 198 [H[Ab| QG [T F [Tls|o[yY[s[k][Y[L]Dp] R [ Ab [ Lyl #
EU-A480 | 199 [H[AblQ |G [T F [T[s|p|yY[s[k|[Y[L[D] s [ R Alb Lys(C8) | #
EU-A481 [ 200 [H[Ab] Q|G [T F [T[s|polY[s[k[Y[L[D] s [R Aib Lys(C12) | #
EU-A482 [ 201 [H[Ab] Q|G [T F [T[s[p[Y[s[Kk[Y[L[D]sS[R Aib Lys(C16) | #
EU-A483 | 202 [H[Ab]lQ[G[T| F [T[S|D[Y[S[K|[Y[L[D]|Ab]| R Aib Lys(C8) | #
EU-A484 | 203 |H|Ab|l Q|G| T| F | T S|D|Y[S|K|Y[L|[D]|Ab]| R Aib Lys(C12) | #
EU-A85 | 204 [HIAbl QG [T F [ TlsIoly[s{k][y[L][D]Ab]|] R Aib Lys(C16) | #
EU-A486 | 205 |H|Ab| Q|G | T| F | T|S|D|V[S[S|Y|L|E]| R | Ab | Lys(C8 #
EU-A487 [ 206 [HIAb[ QG [T F [TIs{olv]sIsTY[LTE]TR [ ab [ Lys(c12 #
EU-A488 [ 207 [H[Ab[ Q|G [T F [T[s|D[VvI[S[s|[Y[L[E] R [ Ab [ Lys(Cl6) #
EU-A489 | 208 [H[Ab|l Q[ G [T F [T[S|D[V[S[S|Y[L[E]|Ab ]| R | Lys(C8 | Lys(C8 | #
EU-A490 | 209 |[H[Ab|l Q|G| T| F [T [S|D|[V[S[S|Y[L[E]|Ab]| R | Lys(Cl2) | LysC12) | #
EU-A491T [ 210 [HIAb[ QG T F [Tls{olv]s|s|Y[L]E]Ab [ R [ Lys(C6 [LyscCie)| #
EU-A92 [ 211 [HIAb[ QG [T F [ Tls oY [sTk[Y[L[Dhag[ Ab [ Lys(cs #
EU-A493 | 212 [H[Abl Q|G [T F [TlS|D[Y[STK[Y[L|D]|hAg| Ab | Lys(C12) #
EU-A404 [ 213 [H[AB[ Q[ G [T F [TIs|Do[Y[STK][YT[L[D]hAg[ Ab [ Lys(Cl6) #
EU-A495 [ 214 [H[Ab| Q[ G [T F [T S|D[Y[S[K][Y[L][D]Ab [hAg Aib Lys(C8) | #
EU-A496 | 215 |[H[Ab| Q|G | T| F [T S|D|Y[S[K]|Y][L]|D] Ab [hAg Aib Lys(C12) | #
EU-A497 | 216 |H|Ab| Q| G| T F | T|S|D|Y[S|K|Y]|L]|D]| Ab |nhAg Ab Lys(C16) | #
EU-A498 | 217 [HIAb[ QG [T F [ Tls|olv[s[s|Y[LTE/nhag[ Ab [ Lyscs #
EU-A99 | 218 [H[AblQ [ G [T F [T s D|VvI[s[s|Y][L]IE/|bAg| Ab | Lys(C12) #
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Fig

2 (( Continuagao)

Tabela 2 ( Continuacao )

SEQ.
D. 1 5 10 15 20 25
NO.
EU-A501 | 219 |H| S Q|G|T|F|[T|[S|ID|Y|S|K|Y]|L D S R R A Q Lys(C1| Aib
2)
EU-AS02 1220 |H| S QG| TIF[T[S|IDJY|[SI[K]Y]|L D S R R A Lys(C12) | Aib | #
EU-AS03 | 221 |H| S QG| TI|F[T[S|IDJY|[S[K]Y]|L D S R R Lys(C12) Aib #
EU-AS04 | 222 |H| S QG| TIF[T[S|IDJY[S[K]Y]|L D S R Lys(C12) Aib #
EU-AS05 | 223 |H| S Q|G| T[F|T|S|DJY|S|K[Y]L D S Lys(C12) Aib #
EU-A506 | 224 |H| S QIG[T[F[T|[S|ID|Y|S|K[Y]L D Lys(C12) Aib #
EU-AS07 | 225 |H| Ab [Q|G|T|F|T|S|Df[Y|S|K|]Y]|L D E* Q A A K~ E F Lys(| W T#
C12)
EU-A509 | 226 [H| S Q|G| T|F|T|S|D|JY|[S|K|]Y]|L D S R R A Q Lys(C1| #
2)
EU-A510 | 227 [H| S QIG|T[F|T|IS|DJY|S|KIY]L D S R R A Lys(C12) | #
EU-A511 | 228 [H| S QIG|T[F|T|S|DJY|S|KIY]|L D S R R Lys(C12) #
EU-A512 | 229 [H| S Q|G| T[F|T|S|DJY|S|K[Y]L D S R Lys(C12) #
EU-A513 | 230 |H| S Q|G| T[F|T|S|DJY|S|K[Y]L D S Lys(C12) #
EU-A514 | 231 |H| S QIG[T[F[T|[S|ID|Y|S|K[Y]L D Lys(C12) #
EU-AS15 232 |H| A EIG|TIFIT[S[D|]VIS|SIY]L E G Q A A Lys(C12) | Aib | #
EU-AS16 | 233 |H| A E|G|TI|F]T[S[D|VIS|S|Y]L E G Q A Lys(C12) Aib #
EU-AS17 | 234 |H| A E|G|T|F|T[S|[D|V]|S|S|Y]L E G Q Lys(C12) Aib #
EU-A518 (235 [H| A E[G|T|F|T[S|D|JVI[IS|S]Y]|L E G Lys(C12) Aib #
EU-A519 | 236 [H| A E[G|[T|F|T[S|D|VI[S|S]|Y]|L E Lys(C12) Aib #
EU-A520 | 237 [H| A E[G|T|F|T[S|D|V|[S]|S]|Y]|L]|Lys(C12) Aib #
EU-AS21 | 238 |H| Ab |Q|G[T|F|T|]S|DIY|S| KIYI[L D Lys(C12) Aib #
EU-AS22 1239 |H| Ab |Q|G[T|F|T|S|DIY|S | KIYI[L D Lys(C12) Ac4c #
EU-AS23 | 240 |H| Ab |Q|G[T|F|T|S|D[IY|S|KIY]|[L D Lys(C12) R R Aib #
EU-AS24 | 241 |H| Ab |[Q|G[T|F|T|S|DfIY|S|KIY[L D Lys(C12) Aib R #
EU-A525 | 242 [H| Ab |Q |G| T[F|T|S|DJY|S|[K|Y]L D Lys(C12) R Aib #
EU-A526 | 243 [H| Ab |Q |G| TIF|T|S|DJY|S|KIY]L D Lys(C12) hArg Aib #
EU-A527 | 244 [H| Ab |Q |G| T[F|T|S|DJY|S|[K[Y]L D S Lys(C12) Aib #
EU-A528 1 245[H| Ab Q|G| TIFIT|S|DJY|S|KIY]L D S Lys(C12) Acdc #
EU-A529 (1246 [H| Ab |Q |G| TIF|T|S|DJY|S|KIY]|L D S Lys(C12) R Aib #
EU-A530 | 247 [H| Ab |Q |G| T[F|T|S|DJY|S|KIY]L D S Lys(C12) hArg Aib #
EU-A531 | 248 [H| Ab |Q |G| T[F|T|S|DJY|S|K[Y]L D S R Lys(C12) Aib #
EU-A532 | 249 |H| Ab |Q |G| T|F|T[S|DJY[SIKIY]|L D S R Lys(C12) Acdc #
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Fig 2 ( Continuacgao)
Tabela 2 ( Continuagao )

SEQ.
ID. |1 5 10 15 20 25
NO.
EU-A533 | 250 [H| Ab |Q[G[T|F[T[Ss[D|[Y[S|K[Y][L D B hArg | Lys(C12) | Aib #
EUA534 | 251 |H| Ab |Q|G|T|F|T|Ss|D|Y[S|K|[Y][L D Aib R Lys(C12) | Aib #
EU-A535 | 252 [H| Ab |Q[G[T|F[T[S[D[Y[S|K[Y][L D B R Lys(C14) | Aib #
EU-A536 | 253 |H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y[S|K|Y]|L D B R Lys(C16) | Aib #
EU-A537 | 254 |[H| Ab |Q|G|TIF|T|s|D|Y[S|K[Y][L D B R Lys(C18) | _ Aib #
EU-A538 | 255 |H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y[S|K|[Y][L D Aib Q Lys(C12) | Aib #
EU-A539 | 256 [H| Ab |Q[G|[T|F[T[S[D|[Y[S|K[Y][L D E* Q Lys(C12) A K* #
EUA540 | 257 |H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y[S|K|Y]|L D E* Q Lys(C14) A K* #
EU-A541 | 258 [H] Ab oG TlF[Tls olyls|k]Y][L D E* Q Lys(C16) A K* #
EU-A542 | 259 |H| Ab |Q |G| Tl F|T|S|D|Y[S|K[Y][L D E* Q Lys(C18) A K* #
EUA543 | 260 |[H| Ab |Q |G| T|F|T|S|D|Y|S|K]|Y]|L D E* Q Lys(C20) A K* #
EU-A544 | 261 [H] Ab QG [Tl F [T s[olY[s|k][Y][L D S R Lys(C12) | Aib Aib #
EUA545 | 262 |H| Ab |Q|G|TIF|T|S|D|Y[S|K|Y]|L D B R Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A546 | 263 [H| Ab |Q |G| T|F|T|S|D|Y[S|K[Y][L D B R Lys(C16) | Aib Aib #
EUA547 | 264 |H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y[S|K|[Y][L D S R Lys(C18) | _ Aib Aib #
EU-A548 | 265 |H| Ab |Q |G| T |F|[T|S|D|Y[S|K|[Y][L D S R Lys(C20) | Aib Aib #
EU-A549 | 267 |H| Ab Q|G| TIF|T[S|D|Y[S|K|[Y][L D Aib Aib | Lys(C12) %
EU-A550 | 268 |H| Ab |Q |G| T|F|T|S|D|Y]|S]|K]|Y]|L D Aib Aib | Lys(C14) #
EU-A551 | 269 |[H| Ab |Q |G| TIF|T|Ss|D|Y[S|K][Y][L D Aib Aib | Lys(C16) #
EU-A552 | 270 |H| Ab |Q |G| T|F|T|SID|Y|[S|K]|Y]|L D Aib Aib | Lys(C18) #
EU-A553 | 211 |[H| Ab Q|G| Tl F[T[s|DlY[S|K|[Y][L D Aib Aib | Lys(C20) #
EU-ASS4 | 272 |H| Ab |Q|G|TIF|T|S|D|Y[S|K|Y][L D S Aib | Lys(C12) | Aib Aib #
EU-A555 | 273 |H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y[S|K|Y][L D B Aib | Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A556 | 274 |H| Ab |Q |G| T|F|T|S|D|Y[S|K]|Y][L D B Aib | Lys(C16) | Aib Aib #
EU-AS57 |275|H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y[S|K|[Y][L D S Aib | Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A558 | 276 |H| Ab |Q |G| T|F|T|[S|D|Y|[S|K[Y][L D S Aib | Lys(C20) | Aib Aib #
EU-A559 [217 [H[ Ab QG [T[F[T[s oY [s|k[Y][L D S Aib | Lys(C22) [ Aib Aib #
EU-A560 | 278 |H| Ab |Q |G| Tl F| T s |D|Y[S|K][Y][L D E* R Lys(C12) | Aib #
EU-AS61 | 279 [H| Ab |Q |G| T|F|T|S|D|Y[S|K][Y][L D E* R Lys(C14) | Aib #
EU-AS62 | 280 |[H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y|[S|K]|Y][L D E* R Lys(C16) | Aib #
EU-A563 | 281 [H[ Ab |Q[G[T|F[T[s[plY[s|rk][Y][L D E* R Lys(C18) | Aib #
EU-AS64 | 282 |H| Ab |Q|G|T|F|T|Ss|D|Y[S|K][Y][L D E* R Lys(C20) | Aib #
EU-A565 | 283 [H| Ab |Q[G[T|F|[T[S|D|Y[S|K][Y][L D E* Q Lys(C12) | Aib #
EU-AS66 | 284 |H| Ab |Q|G|T|F|T|S|D|Y]|S|K]|[Y]|L D E* Q Lys(C14) | Aib #
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Fig 2 ( Continuagéo)
Tabela 2 ( Continuagéo )

SEQ.

ID. |1 5 10 15 20 25

NO.
EU-A567 |285|H| Ab |Q|G|T|F|T]|s|o|Y[s|k][Y][L D E* Q Lys(C16) | A #
EU-A568 [ 286 [H| Ab [Q|G[T[F[T]s|ply[s|k[Y][L D E* Q Lys(C18) | Aib #
EU-A569 (287 [H| Ab [Q |G [T[F[T]s|o[yY[s|rk[Y][L D E* Q Lys(C20) | Aib #
EU-A570 | 288 |H| Ab |Q |G| T|F|T]|s|o|Y[s|e|Y][L D K* R Lys(C12) | Aib Aib #
EU-A571 289 [H| Ab [Q|G[T[F[T]s|plyY[s|e Y ][L D K* R Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A572 (290 [H| Ab [ |G [T [F [T ]s|oly[s|e [y ][L D K* R Lys(C16) | Aib Aib #
EU-A573 | 291 [H] Ab Q|G| TlF[T(s oY [s]E]Y][L D K* R Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A574 [ 292 [H| Ab Q|G [T [F[T]solY[s|e[Y][L D K* R Lys(C20) | Aib Aib #
EU-A575 (293 [H| Ab [ |G [T [FlT7]so[y[s]e [y ][L D K* harg | Lys(C12) [ Aib Aib #
EU-A576 | 294 [H| Ab Q|G| T[F[T]s|plY[s|e[Y]L D K* hArg | Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A577 |295|H| Ab |Q|G|T|F|T]|s|D|Y[S|e[Y][L D K* hArg | Lys(C16) | Aib Aib #
EU-A578 [ 296 [H| Ab [Q |G [T [F[T7ls|poly[s]|elvy]L D K* hArg | Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A579 (297 [H| Ab [Q |G [T [F[T|S|D[Y[S|E[Y][L D K* hArg | Lys(C20) [ Aib Aib #
EU-A580 | 298 |[H| Acdc [Q |G| T|F|T|s|D|Y[s|k][Y][L D E* R Lys(C12) | Aib Aib #
EU-A581 [ 299 [H| Actc [Q |G [T [F[T]sply[s|k|Y][L D E* R Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A582 [ 300 [H| Acdc [Q |G [T [F[T|s|po[Y[s|k][Y][L D E* R Lys(C16) | Aib Aib #
EU-A583 | 301 [H] Acdc [Q |G| TIF[T{s|plY[s|k]Y]L D E* R Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A584 (302 [H| Acdc [Q |G [T [F[T]s|ol[yY[s|k[Y][L D E* R Lys(C20) | Aib Aib #
EU-A585 [ 303 [H| Acdc [Q |G [T [F[T]s|p[y[s|rk[Y][L D E* harg | Lys(C12) | Aib Aib #
EU-A586 | 304 |[H| Acdkc [Q |G| T|F|T]|S|D|Y[SI|K][Y]L D E* hArg | Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A587 | 305 |H| Acdc [Q |G [T |F[T[s|o|Y[s|rk[Y][L D E* hArg | Lys(C16) | Aib Aib #
EU-A588 [ 306 [H| Acdc [Q |G [T [F TS| D[Y[S|K][Y][L D E* hArg | Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A589 [307 [H| Acdc [Q |G [T [F[T]s|o[Y[s|rk[Y][L D E* hArg | Lys(C20) | Aib Aib #
EU-A520 [ 308 [H| Acdc [Q |G| T|F[T[s|o|[Y[s|e|Y][L D K* R Lys(C12) | Aib Aib #
EU-A591 [309 [H| Acdc [Q |G [T [F[T[|s|Dp|Y[S|E[Y][L D K* R Lys(C14) | Abb Aib #
EU-A592 [ 310 [H| Acdc [Q (G [T [F[T]s oy [s|e[y][L D K* R Lys(C16) |  Aib Aib #
EU-A593 (31 [H| Acdc [Q |G [T [F[T]sply[s]ey L D K* R Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A54 [ 312 [H| Actc [Q (G [T [F[T]solyY[s|e[y][L D K* R Lys(C20) | Aib Aib #
EU-A595 [ 313 [H| Acdc [Q |G [T [F[T]s|p[Y[s|e[Y][L D K* hArg | Lys(C12) [ Aib Aib #
EU-A596 | 314 [H| Ackc [Q |G [T [F[T]s|plY[s|e[Y]L D K* hArg | Lys(C14) | Aib Aib #
EU-A597 | 315 |H| Acdc [Q |G| T|F|T]s|o|Y[s|e|Y][L D K* hArg | Lys(C16) | Aib Aib #
EU-A598 [ 316 [H| Acdc [Q |G [T [F[T]s o[y [s]|e [y ][L D K* hArg | Lys(C18) | Aib Aib #
EU-A599 [ 317 [H| Ackc [Q G T[F[T]s|olY[s|e[Y][L D K* hArg | Lys(C20) | Aib Aib #
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Fig :2( Continuagzo)
Tabela 2 ( Continuagéo )

MeF significa C-alfaMe-Phe
Lys(C12) significa N-épsilon-(1'-dodecil beta-D-glucuronil)-L-lisina
e outros numeros C significam o correspondente 1'-alquil glucoronideo
O par de aminoacidos E+, K+ ou K+, E+ separados por 4 residuos denota uma ligacao
de lactam de cadeia lateral formada entre
os grupos funcionais de cadeia lateral nestes aminoacidos.
# significa terminacédo C de amida.
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