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ATRAVES DA REDUCAO NO SANGUE DE UM MAMIFERO DA ACTIVIDADE DA ENZIMA
DIPEPTIDIL PEPTIDASE (DP IV) OU DE ANALOGOS COM ACTIVIDADE COMO A DA DP IV,
ATRAVES DA ADMINISTRACGAO DE EFECTORES NUMA SEQUENCIA CAUSAL, A
DECOMPOSIGAO DOS PEPTIDOS ENDOGENOS (OU ADICIONALMENTE ADMINISTRADOS POR
VIA EXOGENA) INSULINOTROPICOS DOS POLIPEPTIDOS INIBIDORES GASTRICOS 1-42 (GIP1-
42) E AMIDA-1 DO PEPTIDO SEMELHANTE A GLUCAGONA 1 7-36 (GLP 17-36) (OU OUTROS GLP
17-37 OU OS SEUS ANALOGOS) PELA DP IV E ENZIMAS SEMELHANTES A DP IV ANALOGOS
COM ACTIVIDADE COMO A D IV E REDUZIDA. DESTA FORMA, A DIMINUICAO DA
CONCENTRAGAO DESTAS HORMONAS PEPTIDICAS OU DOS SEUS ANALOGOS E REDUZIDA OU
INIBIDA. NESTE CONTEXTO, ATRAVES DO EFEITO DE ESTABILIDADE ACRESCIDA DA
INCRETINA (EXISTENTE ENDOGENAMENTE OU ADMINISTRADA POR VIA EXOGENA)
CONSEGUIDO PELOS EFECTORES DE DP IV QUE DESTE MODO SE ENCONTRA DISPONIVEL EM
MAIOR QUANTIDADE PARA A ESTIMULACAO INSULINOTROPICA DOS RECEPTORES DA
INCRETINA DAS CELULAS DE LANGERHANS NO PANCREAS, ALTERA-SE O EFEITO DA
INSULINA DO PROPRIO CORPO, O QUE ACARRETA A ESTIMULACAO DO METABOLISMO DOS
HIDRATOS DE CARBONO DO ORGANISMO TRATADO. COMO RESULTADO, DESCE O NIVEL DE
GLUCOSE NO SANGUE EM RELAGAO A CONCENTRAGAO CARACTERISTICA DE GLUCOSE NA
HIPERGLICEMIA NO SORO DO ORGANISMO TRATADO. DESTA FORMA ANOMALIAS
METABOLICAS PODEM SER EVITADAS, OU SUAVIZADAS, TAIS COMO GLUCOSURIA,
HIPERLIPIDEMIA, ASSIM COMO POSSIVEIS ACIDOSES METABOLICAS GRAVES, DIABETES
MELLITUS QUE SAO A CONSEQUENCIA DE CONCENTRAGOES ELEVADAS PROLONGADAS DE
GLUCOSE NO SANGUE. O PROCESSO DE ACORDO COM A INVENGCAO APRESENTA UMA
ABORDAGEM INOVADORA PARA O ABAIXAMENTO DE CONCENTRAGOES ELEVADAS NO



SANGUE. E SIMPLES, POSSIVEL DE UTILIZAR COMERCIALMENTE E E ADEQUADO PARA SER
UTILIZADO NA MEDICINA HUMANA NA TERAPIA, ESPECIALMENTE DE DOENCAS QUE SE
BASEIAM EM VALORES DE GLUCOSE ACIMA DA MEDIA.



Descrigéao

"Processo para baixar o nivel de glucose no sangue em

mamiferos"

A invencdo diz respeito a um processo simples para

baixar a concentracdao de acucar no sangue com o auxilio de
efectores que reduzem a actividade (substratos, pseudo-
substratos, inibidores, proteinas de ligacdo, anticorpos
entre outros) de acordo com a reivindicacao 1.
Para além das protéases, que estao incluidas em protedlises
nado especificas, o gque conduz finalmente a decomposicdo das
proteinas em aminodcidos, conhecem-se outras protéases
reguladoras que participam na funcionalizacgdo (activacgao,
desactivacadao, modulacao) de principios activos enddgenos
[KIRSCHKE, H., LANGNER, J., RIEMANN, S., WIEDERANDERS, B.,
ANSORGE, S. e BOHLEY, P., Lysosomal cysteine proteases.
Excerpta Medica (Ciba Foundation Symposium 75), 15 (1980);
KRAUSSLICH, H.-G. e WIMMER, E., Viral Proteinases. Ann.
Rev. Biochem. 57, 701 (1987)]. Especialmente no ambito da
investigacao imunoldgica e da investigacao dos
neuropéptidos foram descobertas uma série das chamadas
convertases, peptidases de sinalizacdo ou encefalinases
[GOMEZ, S., GLUSCHANKOF, P., LEPAGE, A., MARRAKCHI, N. e
COHEN, P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5468 (1988);
ANSORGE, S. e SCHONE, E., Histochem. 82, 41 (1987)].

Devido a frequéncia da ocorréncia do aminoédcido
prolina em varias hormonas peptidicas e as propriedades
estruturais associadas destes péptidos €& discutida para as
peptidases especificas para a prolina uma funcdo andloga as
peptidases de sinal [YARON, A., The Role of Proline in the
Proteolytic Regulation of Biologically Active Peptides.
Biopolymers 26, 215 (1987); WALTER, R., SIMMONS, W.H. e

YOSHIMOTO, T., Proline Specific Endo- and Exopeptidases.



Mol. Cell. Biochem. 30, 111 (1980); VANHOOF, G., GOOSSENS,
F., DE MEESTER, I., HENDRIKS, D. e SCHARPE, S., Proline
motifs and their biological processing. FASER Journal 9,
736 (1995)1.

Neste <caso a prolina nestes péptidos, através da sua
estrutura especial determina tanto a conformacdao, como
também a estabilidade destes péptidos na medida em que os
protege da decomposicao, através de protéases nao
especificas [KESSLER, H., Konformation und biologische
Wirkung wvon zyklischen Peptiden. Angew. Chem. 94, 509
(1982)]1. Pelo contrario, enzimas que actuam de forma

altamente especifica na modificacdo de estruturas em

sequéncias contendo prolina (HIV-Protease, Ciclofilina
entre outras) sao alvos atraentes na investigacdo de
principios activos. Em particular para as peptidases que

fazem a cisdo apds a prolina Prolil Endopeptidase (PEP) e
Dipeptidil Peptidase IV (DP IV) puderam ser estabelecidas
relagbes provaveis entre a modulagdo da actividade
bioldégica de substratos peptidicos naturais e a sua cisao
selectiva por estas enzimas. Assim, assume-se que a PEP
desempenha um papel na aprendizagem ou no processo de
meméria e DP IV estd incluida na transmissdo de sinal
durante a resposta imunitdria [ISHIURA, S., TSUKAHARA, T.,
TABIRA, T., SHIMIzZU, T., ARAHATA K. e SUGITA, H., FEBS-
Letters 260, 131 (1990); HEGEN, M., NIEDOBITEK, G., KLEIN,
C.E., STEIN, H. e FLEISCHER, B., J. of Immunology 144, 2908
(1990)7.

A semelhanca da extraordindria especificidade para a
prolina destas enzimas ¢ discutida a sua elevada
selectividade para o aminodcido alanina dentro das regides
de reconhecimento tipicas em substratos destas enzimas, em
que péptidos contendo alanina podem adoptar conformagdes
semelhantes aos péptidos estruturalmente andlogos contendo

prolina. Recentemente foram demonstradas propriedades deste



tipo em cadeias peptidicas contendo alanina, através de
mutagdes pontuais (permutacdo de prolina por alanina)
[DODGE, R.W. e SCHERAGA, H.A., Folding and unfolding
kinetics of the proline to alanine mutants of bovine
pancreatic ribonuclease A. Biochemistry 35 (5) 1548
(1996) 1.

A DP IV ou andlogos com actividade como a de DP IV
(por ex. a citosdlica DPII possul uma especificidade para
0s substractos praticamente idéntica a DP 1IV) ocorre na
corrente sanguinea, efectuando a cisdo altamente especifica
de dipéptidos de terminal N de péptidos Dbiologicamente
activos, gquando a prolina, ou alanina representam os
residuos vizinhos dos aminodcidos N-terminais nas suas
sequéncias. Por isso, parte-se do principio que esta enzima
participa na regulagao dos polipéptidos in vivo [VANHOOF,
G., GOOSSENS,F., DE MEESTER, I., HENDRIKS, D. e SCHARPE,
S., Proline motifs and their biological processing, FASEBR
Journal 9, 736 (1995)].

Os polipéptidos insulinotrépicos dependentes da
glucose: polipéptidos inibidores géstricos 1-42 (GIP; 4) e
amida peptidica-1 7-36 semelhante a glucona (GLP-17-3¢).
Hormonas que estimulam a secrecdo da insulina pelo péncreas
induzida pela glucose (também Incretina) sao substratos da
DP IV, uma vez que a partir das sequéncias N-terminais
destes péptidos a DP IV pode efectuar a cisdao dos
dipéptidos tirosinil-alanina ou histidil-alanina in vitro e
in situ [MENTLEIN, R., GALLWITZ, B., e SCHMIDT, W.E.,
Dipeptidyl ©Peptidase IV hydrolyzes gastric inhibitory
polypeptide, glucagon-like peptide-1(7-36)amide, peptide
histidine methionine and is responsible for their
degradation in human serum. Eur. J. Biochem. 214, 829
(1993)1.

A reducao da actividade enzimatica do tipo de DP IV ou

andlogos com actividade como a de DP IV para a cisdo de



tais substratos in vivo pode servir para inibir de forma
eficaz a actividade enzimatica indesejavel em condicdes
laboratoriais e também em condigdes patoldgicas de
organismos de mamiferos [DEMUTH, H.-U., Recent developments
in the irreversible inhibition of serine and cysteine
proteases. J. Enzyme Inhibition 3, 249-278 (1990); DEMUTH,
H.-U. e HEINS, J., On the catalytic Mechanism of
DipeptidylPeptidase IV. em Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26)
em Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.)
R.G. Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35
(1995)]. Por ex. a Diabetes mellitus do tipo II (também a
diabete senil) baseia-se numa secrecdo de insulina reduzida
ou perturbacdes na funcao dos receptores que se encontram
baseadas entre outros factores em anomalias de concentracao
da incretina de origem proteolitica [BROWN, J.C., DAHL, M.,
KWAWK, S., MCINTOSH, C.H.S., OTTE, S.C. and PEDERSON, R.A.
Peptides 2, 241 (1981) ; SCHMIDT, W.E., SIEGEL, E.G.,
GALLWITz, B. KUMMEL, H., EBERT, R. e CREUTZFELDT, W.,
Characterization of the inulinotropic activity of fragments
derived from gastric inhibitory polypeptide. Diabetologia
29, 591A (1986); ADELHORST, K., HE-DEGAARD, B.B., KNUDSEN,
L.B. e KIRK, 0., Structure-activity studies of glucagon-
like peptide J. Biol. Chem. 296, 6275 (1994)].

A hiperglicémia e as causas a ela associada, ou
consequéncias (também a Diabetes mellitus) sdo tratadas de
acordo com o actual estado da técnica através da
administracdo de insulina (por ex. isolada do péncreas de
bovino, ou a partir de material obtido por técnicas de
engenharia genética) a diferentes organismos doentes sob
diferentes formas de administracdo. Todos os métodos até
agora conhecidos, assim como os mais modernos processos
caracterizam-se pela utilizacdo de grandes quantidades de
materiais, custo elevado e frequentemente, através de se

prejudicar de forma decisiva a dqualidade de wvida dos



doentes. Os métodos clédssicos (injeccbes de insulina 1i.v.
didrias usual a partir dos anos trinta) trata os sintomas
agudos da doenca, mas conduz apds uma longa utilizacao
entre outros a uma alteracdao grave dos vasos sanguineos
(arteriosclerose) e danos no sistema nervoso [LACY, P.,
Status of Islet Cell Transplantation. Diabetes Care 16 (3)
76 (1993)1].

Recentemente tem sido proposta a instalacdo de
implantes depdsitos subcutdneos (que doseia a administracéo
de insulina deixando de ser necessdarias as 1injeccdes
didrias), assim como a 1implantacdo (transplantacdo) de
células de Langerhans intactas nas glandulas do péancreas
com perturbacgdes funcionais ou noutros dérgados, ou tecidos.
As transplantacdes deste tipo sao tecnicamente
dispendiosas. Além disso, representam um maior risco devido
a intrusdo cirurgica no organismo receptor e exigem também
no caso da implantacdo de células métodos de supressao ou
para contornar o sistemas imunitdrio [LACY, P., Treating
Diabetes with Transplanted Cells. Sci. Americ. 273 (1)40-
46 (1995) 1.

Pelo contrario, a possivel administracdo oral de
inibidores enzimaticos de Dbaixo peso molecular € uma
alternativa favoravel, ©por ex. a técnicas cirurgicas
invasivas no tratamento de sintomas patoldgicos. Entretanto
0s inibidores enzimdticos deste tipo tém encontrado
utilizacao terapéutica como imunossupressores, anti-
trombdticos e como virostdticos da SIDA. Através do desenho
quimico de propriedades de estabilidade, transporte e
clearance o seu modo de actuacdo pode ser modificado e ser
ajustado as caracteristicas individuais [SANDLER, M. e
SMITH, H.J., Hrsg., Design of Enzyme Inhibitors as Drugs.
Oxford University Press, Oxford (1989); MUNRO, J.E.,
SHEPHERD, T.A., JUNGHEIM, L.N., HORNBACK, W.J., HATCH,
S.D., MUSING, M.A., WISKERCHEN, M.A., SU, K.S., CAMPANALE,



K.M., BAXTER, A.J., e COLACINO, J.M., Potent, orally
bioavailable HIV-1 protease inhibitors containing noncoded
D-amino acids. Bioorg. Medicinal Chem. Letters 5 (23) 2897
(1995)7.

O objectivo da invencdo € um processo simples e
inovador para o abaixamento do nivel de glucose no sangue
que ¢é conseguido de acordo com a invencao, através da
administracdo de efectores de reducdo de actividade a um
organismo de mamifero numa relacgdo causal (ou administrados
adicionalmente de forma exdgena) 08 péptidos
insulinotrépicos enddégenos GIP; 4, € GLP-173¢ sdo decompostos
por DP IV de uma forma reduzida e consequentemente a
diminuig¢do da concentragao destas hormonas peptidicas ¢é
diminuida, ou inibida no tratamento da Diabetes mellitus.

Encontra-se subjacente a invencao a constatacao
surpreendente gque uma reducdo da actividade de DP-IV que
actua na corrente sanguinea influencia de uma forma causal

o0 nivel de aclcares no sangue. Verificou-se que

1. A diminuigcdo da actividade de DP-IV tem como
consequéncia o aumento da estabilidade relativa estimulado
pela glucose, ou pela administracdo externa de incretina
i.e. através da aplicacdao de efectores que diminuem a
actividade da DP IV, a decomposicdo da incretina no sangue

pode ser controlada.

2.Estabilidade acrescida a decomposicdao Dbioldgica da
incretina que tem como consequéncia uma alteracdo do efeito

da insulina enddgena.

3. 0O aumento da estabilidade da incretina pretendido,
através da reducdo da actividade de DP IV no sangue resulta
numa subsequente modificacdo do efeito da insulina induzido

pela glucose e deste modo conduz a uma modulacdo do nivel



de glucose no sangue possivel de controlar por meio de

efectores de reducado da actividade de DP 1IV.

A invencao diz por isso respeito a efectores redutores
da actividade da enzima dipeptidil peptidase IV (DP 1V)
para ser utilizada no abaixamento do nivel de agucares no
sangue que € caracteristico da concentracdao de glucose no
soro de um organismo de mamifero em hiperglicemia para o
alivio da Diabetes mellitus.

Os efectores redutores da actividade de DP IV
aplicados de acordo com a invencdo podem ser utilizados em
complexos de formulacgdes farmaceuticamente aplicdveis como
inibidores, substratos, pseudo-substratos, inibidores da
expressdo de DP IV, proteinas de ligacdao, ou anticorpos
destas proteinas enzimdticas ou combinacdes destes
diferentes materiais que reduzem a concentracdo da proteina
DP IV no organismo do mamifero. Efectores de redugao de
actividade de acordo com a invengado sao por ex. inibidores
de DP IV como os derivados dipeptidicos ou miméticos de
dipeptidos alanil-pirolidineo, isoleucil-tiazolidineo,
assim como o pseudo-substrato N-valil-prolil, O-Benzoil
hidroxilamina. Compostos deste tipo s&o conhecidos da
literatura [DEMUTH, H.-U., Recent developments in the
irreversible inhibition of serine and cysteine proteases.
J. Enzyme Inhibition 3, 249 (1990) ] ou podem ser
preparados, de forma semelhante aos métodos descritos na
literatura.

O processo divulgado disponibiliza uma abordagem
inovadora para o abaixamento de concentracdo elevada de
glucose no soro de mamiferos. E simplesmente Util do ponto
de vista comercial e para ser aplicado na terapia de
doencas que se baseiam em valores da glucose no sangue

acima da média adequadas na medicina humana.



Os efectores redutores da actividade sdo administrados
na forma de preparados farmacéuticos contendo o principio
activo em combinacdao com o8 suportes habituais conhecidos
do estado da técnica. Sado aplicados por exemplo por via
parenteral (por ex. i.v. numa solucdo de soro fisioldgico)
ou por via enteral (por ex. por via oral, formulados com o0s
materiais de suporte usuais como por ex. glucose).

Dependendo da sua estabilidade enddégena e da sua
biodisponibilidade os efectores redutores da actividade
podem ser administrados de uma sé vez, ou em varias vezes
para se atingir a desejada normalizagdao dos valores da
glucose no sangue. Por exemplo, no caso de
aminoaciltiazolideos a gama de dosagens pode-se encontrar
entre 1,0 mg e 10,0 mg de substdncia efectora por

quilograma.

Figuras

Figura 1: Andlise MALDI-TOF da hidrdélise de GIP;_4; (b) e de
GLP-17-3¢ catalisada por DP IV e da sua 1inibicdo por
isoleucil-tiazolideo (a).

Figura 2: Anadlise por HPLC da presenga no soro de
metabolitos GLP-1 na presenca e na auséncia de inibidores
de DP IV isoleucil-tiazolideo in vivo.

Figura 3: 1Influéncia do inibidor de DP-IV isoleucil-
tiazolideo em diferentes parédmetros sanguineos dos ratos

estimulados pela glucose por via 1i.d.

Exemplos

Exemplo 1: Inibicdo da hidrélise da incretina GIP,_,; e GLP-—

1, 36 catalisada pela DP IV in situ.



Pode-se demonstrar a hidrdlise da incretina ou a sua
inibicdo com o auxilio de inibidores provocada pela
actividade da DP IV tanto com a enzima purificada como
também in situ, por ex. em soro humano proveniente de
individuos diferentes (Figura 1).

De acordo com a invencdo, através de incubacdao de 30
mM de GIP; 4, ou 30 mM de GLP-1,3 e 20 mM de isoleucil-
tiazolideo (la), de um inibidor de DP IV reversivel em soro
a 20% a pH 7,6 e 30°C consegue-se 1in situ a 1inibicéao
completa da hidrdlise catalisada por enzima de ambas as
hormonas peptidicas em 24 horas (lb e 1lc respectivamente,
espectros superiores). GIP;4; sintética (5 pM) e GLP-1,_3
sintética (15 uM) foram incubadas em soro humano (20%) em
tampao TRICINA 0,1 mM a pH 7,6 e a 30°C durante 24 horas.
Foram retiradas amostras a varios intervalos de tempo da
mistura de incubacdo (de GIP; 4 (2,5 pmol) e no caso de
GLP-1,-35 7,5 pmol). As amostras foram co-cristalizadas com
2’,6"’-dihidréxiacetofenona como matriz e analisadas,
através de espectroscopia de massa MALDI-TOF. Os espectros
(Fig.l) apresentam acumulacgdes de 250 disparos de laser

individuais por amostra.

(1lb) Os sinais na gama de m/z 4980,1 + 5,3 correspondem a
GIP1 4 (M 4975,6) e m/z 4745,2 + 5,5 ao produto de
hidrélise DP IV GIP3 4, (M4740,4).

(lc) Os sinais m/z 3325,0 £ 1,2 correspondem a GLP-17.3 (M
3297,7) e m/z 3116,7 + 1,3 ao produto de hidrdlise DP IV
GLP-19.3¢ (M 3089,6).

Nas experiéncias experimentais sem inibidor neste
periodo a incretina foi quase completamente degradada (Fig.

lb e 1c, espectros correspondentes abaixo).
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Exemplo 2

Inibicdo da decomposicado de GLP-1,.35, através do inibidor

de DP IV isoleucil-tiazolideo in vivo.

Se se seguir o metabolismo da incretina nativa (agqui GLP-
l,3) no soro dos ratos na dependéncia e presenca do
inibidor de DP-IV isoleucil-tiazolidineo (injeccao i.v. de
uma solugdo de inibidor 1,5 uM numa solugao de soro
fisioldégico a 0,9%) em relacdo a um controlo, assim para
uma concentragdo do inibidor isoleucil-tiazolideo de cerca
de 0,1 mg/kg de rato de laboratdério nos animais
experimentais tratados com inibidor (n=5) no decurso do
tempo da experiéncia nao foi observada decomposicao da
hormona peptidica insulinotrdépica GLP-1,3¢ (Fig. 2).

Para a deteccdo dos metabolitos na presenca e auséncia
dos inibidores de DP-IV (20 minutos apds administracdo i.v.
do anterior inibidor, ou de soro fisioldgico) os animais
experimentais e de controlo receberam por via i.v. 50 - 100
pM  '*°I-GLP-1;3 (actividade especifica de <cerca de 1
BMCi/pM) . Foram retiradas amostras de sangue apds 2-5 min e
0 plasma foi extraido com 20% de acetonitrilo. Seguidamente
o extracto peptidico foi separado, através de HPLC de fase

reversa e a actividade das fracgdes foi analisada com um

contador 7Y-Counter. A actividade encontrada € indicada em

cpm (contagens por minuto relativamente ao maximo) .
Exemplo 3
Modulagdo do efeito da Insulina e Diminuigdo do Nivel de

Glucose no Sangue apds Aplicacdo i.v. do Inibidor de DP IV

Isoleucil-Tiazolideo in vivo.
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Pode ser observada em ratos estimulados com injeccgbes de
glucose por via intraduodenal (i.d.), através de
administracdo por via i.v. de diferentes efectores DP 1V,
por ex. de 0,1 mg isoleucil-tiazolideo por kg de rato
produz um abaixamento do nivel de glucose prolongado no
tempo devido ao efeito do inibidor. Este efeito é
dependente da dosagem e apds paragem das infusdes de 0,05
mg/min do inibidor de DP IV isoleucil-tiazolideo por kg de
rato, reversivel. A administracdo i.v. da mesma quantidade
de glucose a animais tratados com inibidores e animais de
controlo mostra em contraste com os animais estimulados com
glucose por via i.d. nenhum efeito compardavel.

A Figura 3 torna clara estas relacgdes das modificacgdes
dependentes do inibidor dos parédmetros do plasma: A -
actividade de DP IV, B- nivel de insulina no plasma, C -
nivel de glucose no sangue.

Os animais experimentais (n=5, ratos Wistar machos,
200-225g) receberam como dose inicial 1,5 pM isoleucil-
tiazolideo em 0,9% de solucao de soro fisioldgico (A) ou de

volumes iguais de solucdo de soro fisioldégico a 0,9% sem

inibidor (®) (grupos de controlo n=5). Os animais de
controlo receberam além disso, uma infusao do inibidor 0.75
SM/min ao longo de 30 min do tempo da experiéncia (*). Foi
administrado por infusdo ao grupo de controlo no mesmo
periodo de tempo uma solucgcdao de soro fisioldgico a 0,9%
isenta de inibidor. No tempo t=0 os animais receberam por
via i.d. uma dose de glucose de 1 g/kg de uma solucgcao de
dextrose a 40% (p/v).

A todos os animais experimentais foram retiradas
amostras de sangue em intervalos de dez minutos.

As medicgdes da glucose foram realizadas em sangue
completo (Lifescan One Touch 1II analyzer), engquanto a
actividade de DP IV e as concentracgdes de insulina foram

determinadas no plasma.
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O teste de insulina aqui utilizado € sensivel entre 10
e 160 mU/ml [PEDERSON, R.A.,BUCHAN, A.M.J., ZAHEDI-ASH, S.,
CHEN, C.B. e BROWN, J.C. Reg. Peptides. 3, 53-63 (1982)]. A
actividade de DP IV foil determinada fotometricamente
[DEMUTH, H.-U. e HEINS, J., On the catalytic Mechanism of
Dipeptidyl Peptidase IV. em Dipeptidyl Peptidase IV (CD
26) em Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer,
Ed.) R.G. Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35
(1995)]1. Todos os valores medidos s&o indicados como

valores médios com o desvio padréo.

Lisboa, 19 de Agosto de 2014.



Reivindicagdes

1. Efector que reduz a actividade da enzima
dipeptidilpeptidase IV (DP 1IV) para ser utilizado para
baixar o nivel de agucar no sangue abaixo da concentracao
da glucose caracteristica da hiperglicemia no soro de um
organismo de mamifero para aliviar a diabetes mellitus em
que o dito efector conduz a uma degradacdo reduzida dos
péptidos enddgenos insulinotrdépicos GIP, 4, e GLP-1,53 pela

DP IV

2. Efector redutor da actividade para utilizacadao de acordo
com a reivindicacado 1, em que o dito efector é um inibidor

de DP IV.

3. Efector redutor da actividade para ser wutilizado de
acordo com a reivindicacao 1, ou 2, em que o dito efector é

aplicado pela via parenteral ou enteral.
4. Efector redutor da actividade para ser utilizado de

acordo com a reivindicagdo 3, em que o dito efector &

aplicado por via oral com os suportes habituais.

Lisboa, 19 de Agosto de 2014.



Resumo

"Processo para baixar o nivel de glucose no sangue em

mamiferos"

A invencdo diz respeito a aplicacdo de um processo no
qual, através da reducgcdo no sangue de um mamifero da
actividade da enzima Dipeptidil Peptidase (DP IV) ou de

andlogos com actividade como a da DP IV, através da

administracdo de efectores numa sequéncia causal, a
decomposicao dos péptidos enddgenos (ou adicionalmente
administrados por via exdgena) insulinotrdépicos dos

polipéptidos inibidores gastricos 1-42 (GIP: 4;) e amida-1
do péptido semelhante a glucagona 1 7-36 (GLP 1l7.3) (ou
outros GLP 15,37 ou 0s seus andlogos) pela DP IV e enzimas
semelhantes a DP IV andlogos com actividade como a D IV é
reduzida. Desta forma, a diminuicdo da concentracdo destas
hormonas peptidicas ou dos seus andlogos € reduzida ou
inibida.

Neste contexto, através do efeito de estabilidade
acrescida da incretina (existente endogenamente ou
administrada por via exdgena) conseguido pelos efectores de
DP IV que deste modo se encontra disponivel em maior
quantidade para a estimulacgao insulinotrdpica dos
receptores da incretina das c¢élulas de Langerhans no
pancreas, altera-se o efeito da insulina do préprio corpo,
0 que acarreta a estimulacdo do metabolismo dos hidratos de
carbono do organismo tratado.

Como resultado, desce o nivel de glucose no sangue em
relacdo a concentracdo caracteristica de glucose na
hiperglicemia no soro do organismo tratado. Desta forma
anomalias metabdélicas podem ser evitadas, ou suavizadas,

tais como glucosuria, hiperlipidémia, assim como possiveis



acidoses metabdlicas graves, diabetes mellitus que sdo a
consequéncia de concentracgdes elevadas prolongadas de
glucose no sangue.

O processo de acordo com a 1invencao apresenta uma
abordagem inovadora para o abaixamento de concentracdes
elevadas no sangue. E simples, ©possivel de utilizar
comercialmente e é adequado para ser utilizado na medicina
humana na terapia, especialmente de doencas que se baseiam

em valores de glucose acima da média.
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Fig. 3
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