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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "ANALOGOS
DE INSULINA ACILADA ESTABILIZADA EM PROTEASE, SEUS USOS, E
COMPOSIGOES FARMACEUTICAS".

CAMPO DESTA INVENCAO

A presente invencao refere-se aos novos analogos de insulina
acilada, que exibem resisténcia a proteases, a um método para a prepara-
cao de tais analogos de insulina, a preparacgdes de insulina contendo os ana-
logos de insulina da invencao e a um método de tratar diabetes melito usan-
do estes analogos de insulina.

ANTECEDENTES DESTA INVENCAO

Diabetes melito € um disturbio metabdlico em que a habilidade
para utilizar glicose é em parte ou completamente perdida. Cerca de 5% de
todas as pessoas sofrem de diabetes e o disturbio chega a proporgdes epi-
démicas. Desde a introducao de insulina nos anos 20, esforgcos continuos
tém sido feitos para melhorar o tratamento de diabetes melito. Considerando
que as pessoas que sofrem de diabetes estao sujeitas a tratamento crénico
durante varias décadas, ha uma necessidade principal por formulacdes de
insulina seguras, convenientes e de melhora da qualidade de vida.

A via oral € sem duvida a via amplamente usada para adminis-
tragao de farmaco e € em geral muito bem aceita por pacientes, especial-
mente para terapias cronicas. Administracao de peptideos ou proteinas tera-
péuticos &, porém, frequentemente limitada as vias parenterais ao invés da
administragao oral preferida devido a varias barreiras tais como degradacao
enzimatica no trato gastrointestinal (Gl) e mucosa intestinal, bombas de eflu-
xo do farmaco, absor¢ao insuficiente e variavel da mucosa intestinal, como
também metabolismo de primeira passagem no figado.

Normalmente, as formulagdes de insulina sdo administradas atra-
ves de injecdo subcutanea. Porém, administracao através de outras vias, por
exemplo, oralmente ou pulmonar, seria vantajoso devido a complacéncia dos
pacientes, seguranca e conveniéncia. Algumas das formulagcbdes de insulina
disponiveis comerciais sao caracterizadas por um principio rapido de acao e
outras formulagdes tém um principio relativamente lento, mas apresentam

uma agdo mais ou menos prolongada. E muito importante para paci-
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entes diabéticos que haja, no mercado, uma variedade grande de insulinas
com duragoes diferentes de agbes (perfis de agbes). Brevemente, as insuli-
nas podem ser classificadas como sendo de agéo curta, intermediéria ou
ionga.

WO 2008/034881 diz respeito a certos analogos de insulina em
que pelo menos dois aminoécidos hidrofébicos foram substituidos com ami-
noacidos hidréfilos cujos andlogos de insulina néo s&o acilados.

EP 2008/060733 e EP 2008/060733 dizem respeito a certos ana-
logos de insulina acilada em que © andlogo de insulina compreende um a-
jongamento com um aminoacido ou um residuo de peptidec C-
terminalmente conectado ao aminoacido de A21.

EP 2008/060734 diz respeito a certas insulinas aciladas em que
uma porcéo de acila € ligada a insulina parental e em que a dita porgao de
acila compreende unidades de repeticao de aminoacidos contendo alquileno
glicol.

ASPECTOS DESTA INVENGAO

Um aspecto desta invengao diz respeito ao fornecimento dos
analogos de insulina que, quando administrados oralmente, podem dar um
controle satisfatério do nivel de glicose do sangue.

Outro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina que, quando administrados oraimente, podem dar uma
redugéo prolongada do nivel de glicose.

Outro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que, quando administrados oralmente, podem dar
uma redugéo prolongada do nivel de glicose.

Qutro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal gue, quando administrados oralmente, podem dar
um controle satisfatério do nivel de glicose do sangue seguindo administra-
¢ao diaria de trés vezes.

Outro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que, quando administrados oralmente, podem dar

um controle satisfatério do nivel de glicose do sangue seguindo administra-
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¢ao diaria de duas vezes.

Outro aspecto desta invengio diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que, quando administrados oraimente, podem dar
um controle satisfatério do nivel de glicose do sangue seguindo administra-
¢ao diaria de uma vez.

Qutro aspecto desta invengao diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que sao hidrofilos.

Outro aspecto desta invengao diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que s&o mais hidréfilos que a insulina humana.

Outro aspecto desta invengio diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que sao menos hidrofébicos que a insulina hu-
mana, quando medido pela hidrofobicidade relativa (k'rel) como descrito a-
qui.

Outro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de

anélogos de insulina basal que sao menos hidrofébicos que insulinas paren-
tais aciladas nio estabilizadas em protease similares com a mesma por¢éo
de acila, como medido pela hidrofobicidade relativa (k'ref) como descrito a-
qui.
Krel dos analogos de insulina basal da invengao é preferiveimente menos
que 5, mais preferivelmente menos que 3, mais preferivelmente menos que
2, mais preferiveimente menos que 1, mais preferivelmente menos que 0,8,
mais preferivelmente menos que 0,8, mais prefetivelmente menos que 0,5,
mais preferiveimente menos gue 0,4, mais preferivelmente menos que 0,3,
mais preferivelmente menos que 0,2, mais preferivelmente menos que 0,1.

Qutro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que, quando administrados oralmente, tém bio-
disponibilidades satisfatorias. Comparada com as biodisponibilidades das
insulinas aciladas similares sem as mutagdes de estabilizagdo de protease
dadas em doses similares, a biodisponibilidade dos compostos preferidos
desta invengo é pelo menos 10% mais alta, preferivelmente 20% mais alta,
preferivelmente 25% mais alta, preferivelmente 30% mais alta, preferivel-

mente 35% mais alta, preferivelmente 40% mais aita, preferivelmente 45%
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mais alta, preferiveimente 50% mais alta, preferivelmente 55% mais alta,
preferivelmente 60% mais alta, preferivelmente 65% mais alta, preferivel-
mente 70% mais alta, preferivelmente 80% mais alta, preferivelmente 90%
mais alta, preferivelmente 100% mais alia, preferivelmente mais que 100%
mais alta que a do comparador nao estabilizado em protease.

Oufro aspecto desta invencdo diz respeito 2o fornecimento de
andlogos de insulina basal que, quando administrados oralmente, t&m bio-
disponibilidades satisfatérias. Biodisponibilidades dos compostos preferidos
desta invengao (com relagao a administragéo i.v.) s&o pelo menos 0,3%, pre-
ferivelmente >0,5%, preferivelmente >1%, preferivelmente >1,5%, preferi-
velmente >2%, preferivelmente >2,5%, preferivelmente >3%, preferivelmente
>3,5%, preferivelmenie >4%, preferivelmente >5%, preferivelmente >6%,
preferivelmente >7%, prefetivelmente >8%, preferivelmente >9%, preferivel-
mente >10%.

Outro aspecto desta invengéo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina basal que, quando administrados através de infusao
intravenocsa, tém poténcias satisfatérias. Comparadas com a poténcia de in-
sulina humana, poténcias de analegos de insulina estabilizada em protease
preferidas da invencéo sao preferivelmente >5%, preferivelmente >10%, pre-
ferivelmente >20%, preferivelmente >30%, preferivelmente >40%, preferi-
velmente >50%, preferivelmente >75% e preferivelmente >100%.

Outro aspecto desta invencao diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina que, quando administrados pulmonammente, podem dar
um controle satisfatério do nivel de glicose do sangue.

Outro aspecto desta invencdo diz respeito ao fornecimento de
anédlogos de insulina que, quando administrados pulmonarmente, podem dar
um controle satisfatério do nivel de glicose do sangue com um principio rela-
tivamente lento de agfo e/ou uma agdo mais ou menos prolongada,

Outro aspecto desta invengdo diz respeito ao fornecimente de
analogos de insulina que tém uma agfo prolongada satisfatéria seguindo
administrag@o pulmonar. Comparada com insulina acilada similar sem as

mutagbes de estabilizagéo de protease dadas em doses similares, a duragdo
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de agdo dos compostos preferidos desta invengdo € pelo menos 10% mais
longa, preferivelmente 20% mais longa, preferivelmente 25% rais longa,
preferivelmente 30% mais longa, preferivelmente 35% mais longa, preferi-
velmente 40% mais longa, preferivelmente 45% mais longa, preferivelmente
50% mais longa, preferivelmente 55% mais longa, preferivelmente 60% mais
longa, preferivelmente’ 65% mais longa, preferivelmente 70% mais longa,
preferivelmente 80% mais longa, preferivelmente 90% mais longa, preferi-
velmente 100% mais longa, preferivelmente mais que 100% mais longa que
a do comparador. Duragdo da agdo pode ser medida até que a glicose do
sangue seja suprimida, ou medindo as propriedades farmacocinéticas rele-
vantes, por exemplo, {%2 ou MRT (tempo de permanéncia médio).

Outro aspecto desta invencdo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina que t&m uma biodisponibilidade pulmonar satisfatéria.
Comparada com a bicdisponibilidade de insulina humana ou comparada com
insulina acilada similar sem mutagdes de estabilizagao de protease dada em
doses similares, a biodisponibilidade dos compostos preferidos desta inven-
cdo é pelo menos 10% mais alta, preferivelmente 20% mais alta, preferivel-
mente 25% mais alta, preferivelmente 30% mais alta, preferivelmente 35%
mais alta, preferivelmente 40% mais alta, preferivelmente 45% mais alta,
preferivelmente 50% mais alta, preferivelmente 55% mais alta, preferivel-
mente 60% mais alta, preferivelmente 65% mais alta, preferiveimente 70%
mais alta, preferivelmente 80% mais alta, preferivelmente 90% mais alta,
preferivelmente 100% mais alta, preferivelmente mais que 100% mais alta
que a do comparador,

Outro aspecto desta invengdo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina que t&m poténcia in vivo aparente aumentada.

Outro aspecto desta invengdo diz respeito ao fornecimento de
insulinas de acéo prolongada com biodisponibilidade oral.

Cutro aspecto desta invencdo diz respeito ao fornecimento de
analogos de insulina que t&m uma estabilidade proteolitica aumentada com-
parada & estabilidade de insulina humana. Comparada com a insulina hu-

mana, a estabilidade proteolitica dos compostos preferidos desta invengao é
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pelo menos 2 vezes mais estavel, preferivelmente 3 vezes mais estavel, pre-
ferivelmente 4 vezes mais estavel, preferivelmente 5 vezes mais estavel,
preferivelmente 6 vezes mais estavel, preferivelmente 7 vezes mais estavel,
preferivelmente 8 vezes mais estavel, preferivelmente 9 vezes mais estavel,
preferivelmente 10 vezes mais estavel, preferivelmente 12 vezes mais esta-
vel, preferivelmente 14 vezes mais estavel, preferivelmente 16 vezes mais
estavel, preferivelmente 18 vezes mais estével, preferivelmente 20 vezes
mais estivel, preferivelmenie 25 vezes mais estavel, preferivelmente mais
de 25 vezes mais estavel que a do comparador. Estabilidade proteolitica po-
de ser medida expondo as insulinas 4s (uma mistura de) enzimas proteoliti-
cas, por exemplo, um extrato de enzimas do intestino como descritas aqui.

O objetivo desta invencdo & superar ou melhorar pelo menos
uma das desvantagens da iécnica anterior, ou fornecer uma alternativa (til.
DEFINICOES

Aqui, o termo insufina abrange insulinas de ocorréncia natural,
por exemplo, insulina humana, como também analogos de insulina das
mesmas. Insulina humana consiste em duas cadeias de polipeptideo, as as-
sim chamadas cadeias A e B contendo 21 e 30 residuos de aminoacido,
respectivamente, e que sdo interconectadas através de duas ligagées em
pontes de dissulfeto de cistina.

Aqui, o termo residuo de aminocacido abrange um aminoacido do
qual um atomo de hidrogénio foi removido de um grupo amino efou um gru-
po hidréxi foi removido de um grupo carbéxi efou um atomo de hidrogénio foi
removido de um grupo mercapto. Impreciso, um residuo de aminoécido pode
ser designado um aminoécido.

Aqui, aminoacidos hidrofébicos serfio entendidos come o tripto-
fano de aminoécidos de ocorréncia naturalt {Trp, W), fenilalanina (Phe, F),
valina {Val, V), isoleucina (lle, 1), leucina (Leu, 1) e tirosina (Tyr, Y) {com a
abreviacdo de trés letras e uma letra entre parénteses).

Aqui, aminoacides hidréfilos serdo entendidos como aminoaci-
dos naturais que nao sdo aminoacidos hidrofobicos de acordo com a defini-

¢do acima. Em uma modalidade, os acidos hidréfilos s&o selecionados de
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acordo com a invencgio do grupo que consiste em: acido glutamico (Glu, E),
acido aspartico (Asp, D), histidina (His, H), glutamina (GlIn, Q), asparagina
{Asn, N), serina (Ser, S), treonina (Thr, T), prolina (Pro, P), glicina (Gly, G},
lisina (Lys, K) e arginina (Arg, R). Em uma outra modalidade, os aminoacidos
hidréfilos sdo selecionados de acordo com a invengéo do grupo que consiste
em: acido glutamico (Giu, E), acido aspartico {Asp, D), histidina (His, H}, glu-
tamina (Gin, Q), asparagina {(Asn, N}, lisina (Lys, K) e arginina (Arg, R).

Aqui, o termo anélogo de insulina abrange um polipeptideo que
tem uma estrutura molecular que formalmente pode ser derivada da estrufu-
ra de uma insulina de ocorréncia natural, por exemplo, insulina humana, de-
letando efou substituindo (repondo) um ou mais residuos de aminoacido que
ocorrem ha insulina natural efou adicionando um ou mais residuos de ami-
noacido. Os residuos de aminoacido adicionados efou substituidos podem
ser residuos de aminoacido codificdveis ou outros residuos de aminoacido
de ocorréncia natural ou residuos de aminoacido puramente sintéticos. Em
uma medalidade preferida, o analogo de insulina tem duas ou mais muta-
gﬁés comparadas a insulina hurmana.

Aqui, o termo insulina estabilizada em protease significa a insuli-
na sem uma porgdo de acila ligada. As ditas insulinas estabilizadas em pro-
tease t&ém uma estabilidade melhorada contra degradagdo de proteases.

Aqui, o fermo insulina parental significa a insulina sem uma por-
cdo de acila ligada e sem mutagbes para melhorar a estabilidade contra de-
gradacgio de proteases. As ditas insulinas parentais opcionaimente tém mu-
tacoes com relagao a insulina humana. Insulinas parentais sdo, desse modo,
também analogos de insulina como definidos acima. Aqui, o termo insulina
parental e insulina néo estabilizada em protease abrange os mesmos com-
postos.

Aqui, o termo mutacio abrange qualquer alteragio na sequéncia
de aminoacido {substituicdes e insergdes com aminoacidos codificaveis co-
mo também delegdes).

Aqui, os termos analogos da cadeia A e analogos das cadeias B

de insulina humana abrangem as cadeias A e B da insulina humana, respec-
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tivamente, tendo uma ou mais substituigtes, dele¢tes e ou extensdes (adi-
coes) das cadeias A e B de aminoacido, respectivamente, com relagio as
cadeias A e B, respectivamente, da insufina humana.

Aqui, termos como Al, A2, A3, etc. indicam a posigae 1, 2 e 3,
respectivamente, na cadeia A de insulina (contada da extremidade N-
terminal). Similarmente, termos como B1, B2, B3, efc. indicam a posigao 1, 2
e 3, respectivamente, na cadeia B da insulina (contada da extremidade N-
terminal). Usando os cédigos de uma letra para aminoacidos, termos como
A21A, A21G e A21Q designam que o aminoacido na posicdo de A21& A, G
e Q, respectivamente, Usando os codigos de trés letras para amincacidos,
as expressoes correspondentes sdo AlaA21, GlyA21 e GInA21, respectiva-
mente.

~ Aqui, os termos A(0) ou B(0) indicam as posigbes N-
terminalmente avizinhando-se das posicdes A1 ou B1, respectivamente, nas
cadeias A e B, respectivamente. Os termos A{-1) ou B(-1) indicam as posi-
¢bes dos primeiros aminogcidos N-terminalmente para A(0) ou B(0), respec-
tivamente. Desse modo A(-2) e B(-2) indicam as posigbes N-terminalmente
para A(-1) e B(-1), respectivamente, A(-3) e B(-3) indicam as posigdes N-
terminalmente para A{-2) e B(-2), respectivamente, e assim sucessivamente.

Aqui, os termos como desB29 e desB30 indicam um anslogo de
insulina desprovidos do residuo de aminoacide B29 ou B30, respectivamen-
te.

Aqui, o termo "insulina de acdo rapida" abrange uma insulina
que tem um principioc mais rapido de a¢do que a insulina humana normal ou
regular.

Aqui, o termo "insulina de agéoc longa” ou o termo “insulina ba-
sal" abrange uma insulina que tem uma duragic mais longa de ago que a
insulina humana normal ou regular. Preferivelmente, a agéo de tempo é mais
gque 5, ou 8 horas, em particularmente de pelo menocs 9 horas. Preferivel-
mente, a insulina basal tem uma ag3o de tempo de pelo menos 10 horas. A
insulina basal pode, desse modo, ter uma agdo de tempo na faixa de cerca
de 8 a 24 horas, preferivelmente na faixa de cerca de 9 a cerca de 15 horas.
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A numeragdo das posigoes nos analogos de insulina, insulinas e
cadeias A e B ¢ feita de forma que o composto parental seja insulina huma-
na com a numeragio usada para o mesmo.

Aqui, o termo "insulina acitada” abrange modifica¢éio da insulina
através da ligagdo de uma ou mais por¢oes de acila por meio de um ligante
a insulina estabilizada em protease.

Por insulina acilada tendo atividade de insulina é significada uma
insulina acilada com a habilidade para dfminuir a glicose do sangue em ma-
miferos quando medida em um modelo animal adequado que pode ser, por
exemplo, um modelo de rato, coelho, ou de porco, apds administragdo ade-
quada, por exemplo, por administragio intravenosa ou subcutanea, ou um
receptor de afinidade de ligagéo & insulina.

Aqui, o termo alquila abrange um grupo hidrocarboneto satura-
do, ramificado ou reto.

Agqui, o termo alcoxi abrange o radical "alquil-O-". Exemplos re-
presentativos sdo metdxi, etoxi, propoxi (por exemplo, 1-propdxi e 2-
propéxi), butdxi (por exemplo, 1-butdxi, 2-butdxi e 2-metil-2-propéxi), pentdxi
(1-pentdxi e 2-pentdxi), hexoxi (1-hexdxi e 3-hexdxi) e similares.

Aqui, o termo alquileno abrange um grupo hidrocarbonete biva-
lente, saturado, ramificado ou reto tendo de 1 a 12 atomos de carbono. E-
xemplos representafivos incluern, mas néo séo limitados a, metileno; 1,2-
etileno; 1,3-propileno; 1,2-propileno; 1,3-butileno; 1,4-butileno; 1,4-pentilenc;
1,5-pentileno; 1,5-hexileno; 1,6-hexileno e similares.

Aqui, o termo "aminoacide linear neutro” abrange. Exemplos nao
limitativos de aminoéacidos lineares neutros sao.

Aqui, o termo "aminoacido ciclico” abrange. Exemplos nao limita-
tivos de aminoacidos ciclicos séo.

Agui, o termo "aminoacido acidico" abrange. Exemplos n&o limi-
tativos de aminoacidos acidicos sao.

Aqui, o termo "acido graxo"” abrange uns acidos carboxilicos -
neares ou ramificados, alifaticos tendo pelo menos dois atomos de carbono

e sendo saturado ou insaturado. Exemplos ndo limitativos de acidos graxos



10

15

20

25

10

sao acido miristico, acido paimitico e acido estearico.

Agqui, o termo "diacido graxo” abrange uns acidos dicarboxilicos
lineares ou ramificados, alifaticos tendo pelo menos dois atomos de carbono
e sendo saturado ou insaturado. Exemplos ndo limitativos de didcidos graxos
s8o acido succinico, acido hexanodioico, acido octanodioico, acido decano-
dioico, acido dodecanodioico, acido tetradecanodioico, acido hexadecanodi-
oico, acido heptadecanodioico, acido octadecanodiocico e acido eicosanodi-
oico.

Aqui, a nomeacao das insulinas é feita de acordo com os princi-
pios seguintes: os nomes sdo dados como mutagdes e modificagdes (acila-
¢oes) com relagdo 3 insulina humana. Para a nomea¢io da porgio de acila,
a nomeagio € feita de acordo com a nomenclatura de IUPAC e em outros
casos como nomenclatura de peptidec. Por exemplo, nomeacao da porgao

de acila:
oy o
N
HO \[(\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
o] Y 0
0 N’\VOJ\O/YN\/\O/\/O\)I\
H o)

pode por exemplo ser "octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG", ou "17-
carboxi-heptadecanoil-yGlu-OEG-OEG", em que

OEG é abreviagéo para o] aminoacido
NHz(CHz)20(CHz).0CH-CO-H,

yGlu é abreviagdo para o aminoacido acido glutdmico gama.

Outras abreviagtes para aminoacidos sdo, por exemplo:

PEG3 & NH,({CH;),0)4CH.CH,CO,H

PEG7 é NH,({CH),0)¢CH.CH,CO,H

Por exemplo, a insulina do exemplo 9 (com a sequén-
ciafestrutura dada abaixo) ~ € nomeada "A14E, B25H,
B29K(NOctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), insulina humana de desB30" pa-
ra indicar que o aminoacido na posi¢cao A14, Y na insulina humana, foi mu-
tado para E, o aminoacido na posigio B25, F na insulina humana, foi mutado
para H, o aminoacido na posigdo B29, K como na insulina humana, foi modi-
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ficado através de acilagio no nitrogénio epsilo no residuo de lisina de B29,
denotado N, pelo residuo octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG, e o aminoacido
na posigdo B30, T na insulina humana, foi deletédo. Asteriscos na férmula
abaixo indicam que o residuo em questao & diferente (isto &, mutado) quan-
5 do comparado a insulina humana. Ao longo deste relatério descritivo, as

férmulas e os nomes das insulinas preferidas da invengio sdo dados

0 “ 0
0] y 0
o N/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O NH
B 0
| [
HG I VEQCCTS ICSLEQLENYCN-o+
! !
g %
OH

| | .
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP”ﬁ
O

Aqui, os termos "estabilidade quimica” e "estabilidade quimica

alta”, significam que guimicamente as insulinas da invengio sao suficiente-

10  mente estaveis na formulagao desejada. Ou seja, que os produtos de degra-
dagéo quimicos sdo apenas formados em quantidades que ndo comprome-
tem a vida de prateleira do produto de fammaco final. Produtos de degrada-
¢do quimica incluem produtos de desamidagio, formagéo de iscaspartato,
formac#o de dimero, produtos de racemizacgio, produtos que sao o resultado

15 de processos de desidratacao et cetera. Estabilidade quimica pode ser me-
dida por analises de HPLC de amostras ou formulag¢es velhas.

Aqui, o termo "estabilidade fisica alta" abrange uma tendéncia a
fibrilagéo que é menos que 50% que da insulina humana. Fibrilag&o pode ser
descrita pelo dltimo tempo antes da formacao da fibrila ser iniciada em umas

20  condigGes dadas.
Um polipeptideo com receptor de insulina e afinidade de recep-
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tor de IGF-1 & um polipeptideo que & capaz de interagir com um receptor de
insulina e um receptor de IGF-1 humana em um ensaio de ligagdo adequa-
do. Tais ensaios de receptor sdo bem conhecidos dentro do campo e sao
também descritos nos exemplos. A insulina acilada presente ndo ligara ao
receptor de IGF-1 ou terda uma afinidade bastante baixa para o dito receptor.
Mais precisamente, as insulinas aciladas desta invencéo terdo uma afinidade
para o receptor de IGF-1 de substancialmente a mesma magnitude ou me-
nos como a da insulfina humana.

O termo "farmaceuticamente aceifavel' como aqui usado signifi-
ca adaptado para aplicacdes farmacéuticas normais, isto &, dando origem a
nenhum evento adverso sério em pacientes, efc.

Os termos tratamento e trato como aqui usados significam o ge-
renciamento e o cuidado de um paciente para o propésitc de combater uma
doenga, distirbio ou condigdo. E intencionado que o termo inclua o tarda-
mento da progressao da doenga, do distirbio ou da condig&o, a mitigagéo ou
o alivio dos sintomas e as complicac@es, efou a cura ou a eliminagio da do-
enga, do distirbio ou da condigdo. O paciente a ser tratado & preferivelmente
um mamifero, em particular, um ser humano.

O termo tratamento de uma doenga como aqui usado significa o
gerenciamento e o cuidado de um paciente que tem desenvolvido a doenga,
a condigéo ou o distirbio. O propésito do tratamento € combater a doenga, a
ceondigdo ou o distdrbio. Tratamento inclui a administragdo dos compostos
ativos para eliminar ou controlar a doenga, a condigdo ou o distlirbio como
também aliviar os sintomas ou complicagbes associadas a doenca, & condi-
¢ao ou ao distirbio.

0O termo prevencéo de uma doenga como aqui usado é definido
como o gerenciamento e o cuidado de um individuo em risco de contrair a
doenga antes do principio clinico da doenga. O propdsito da prevencéo é
combater o desenvolvimento da doenca, condigdo ou distirbio, e inclui a
administragéo dos compostos ativos para impedir ou tardar o principio dos
sintomas ou das complicagdes e impedir ou tardar o desenvolvimento de do-

engas relacionadas, condigdes ou disturbios.
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O termo quantidade efetiva como aqui usado significa uma do-
sagem que é suficiente para que o tratamento do paciente seja efetivo com-
parado sem tratamento.

POT é o gene da triose fosfato isomerase Schizosaccharomyces
pombe, e TPI1 é o gene da triose fosfato isomerase de S. cerevisiae.

Por um lider & significado uma sequéncia de aminoacido que
consiste em um pré-peptideo (peptideo sinal} € um pro-peptideo.

O termo peptideo sinal é entendido significar um pré-peptideo
que esta presente como uma sequéncia N-terminal na forma de precursor de
uma proteina. A fungédo do peptideo sinal é permitir a proteina heterdloga
facilitar a translocacgéo para dentro do reticulo endoplasmico. O peptideo si-
nal é normalmente clivado no curso deste processo. O peptideo sinal pode
ser heterlogo ou homdlogo ao organismo de levedura que produz a protei-
na. Varios peptideos sinal que podem ser usados com o construto de DNA
desta invengao incluindo peptideo sinal da protease aspartica de levedura 3
{YAP3) ou qualquer andlogo funcional (Egel-Mitani et al. (1990) YEAST
6:127-137 e US 5.726.038) e o sinal do fator a do gene MFa1 (Thorner
(1981) em The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces cerevisiae,
Strathern et al., eds., pags. 143-180, Cold Spring Harbor Laboratory, NY e
US 4.870.00.

Aqui, o termo "pré-peptideo” abrange uma sequéncia de polipep-
tideo, cuja fungio & permitir direcionar o polipeptideo expresso do reticulo
endoplasmico para o aparelho de Golgi e também para uma vesicula secre-
toria para secregdo no meio de cultura (isto &, exportagao do polipeptideo ao
longo da parede celular ou pelo mencs através da membrana celular para
dentro do espago periplasmico da célula de levedura). O pré-peptideo pode
ser o pro-peptideo de fator a da levedura, vide US 4.546.082 e 4.870.008.
Alternativamente, o pré-peptideo pode ser um pro-peptidec sintético, o que
quer dizer um pro-peptideo ndo encontrado na natureza. Pré-peptideos sin-
téticos adequados sio aqueles descritos na US 5.395.922; 5.795.746;
5.162.498 e WO 98/32867. O prd-peptideo preferivelmente conterad um sitio

de processamento de endopeptidase na extremidade C-terminal, tal como
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uma sequéncia de Lys-Arg ou gualquer analogo funcional do mesmo.

A menos que explicitamente indicado, os aminoacidos mencio-
nados aqui sdo L-amino acidos. Também, as extremidades esquerda e direi-
ta de uma sequéncia de amincacido de um peptideo s#o, respectivamente,
os términos N e C, a menos que do contrario especificado.

SUMARIO DA INVENCAO

Foi descoberto que insulinas que sédc estabilizadas para degra-
dacao proteolitica (através de mutacdes especificas) e aciladas na B29-lisina
sdo eficazes e demoradas e possuem potencial alto come insulinas demora-
das que podem ser administradas pulmonar ou oralmente. A acilagao confe-
re ligagdo a albumina sérica, e, por conseguinte, protraimento. Além disso,
as insulinas aciladas da invencéo exibem redugac substancial de afinidade
ao receptor de insulina, comparada as insulinas aciladas similares que nao
sao estabilizadas para degradacao proteolitica. Esta reducfio em afinidade
ao receptor de insulina das insulinas ligadas a albumina da invengéo contri-
bui para o protraimento da insulina acilada em circulagdo, uma vez que a in-
sulina & interiorizada e degradada sob ativagdo do receptor. Consequente-
mente, liberacdo das insulinas da invencéo é reduzida. A redugao de afini-
dade ao receptor de insulina provavelmente ndo causa uma perda de potén-
cia, por exemplo, conforme medida ne grampo euglicémico hiperinsulinémico
como descrito aqui. A combinagdo de afinidade de ligagio alta de albumina
e afinidade ao receptor de insulina baixa &, desse modo, benéfica para obter
duragdo longa de agdo das insulinas (insulinas basais). Além disso, apds
administragéo oral, estas insulinas aciladas t€ém um grau mais alto de biodis-
ponibilidade que as insulinas aciladas conhecidas similares que no sio es-
tabilizadas para degradagio proteolitica. Consequentemente, estes andlo-
gos de insulina acilada sao valiosos para administragao oral. Similarmente,
ap6s administragdo pulmonar, estas insulinas aciladas estabilizadas em pro-
tease apresentam poténcia aparente efou biodisponibilidade mais altas que
as insulinas aciladas conhecidas similares que nfo sio estabilizadas para
degradagdo proteolitica. Além disso, estas insulinas aciladas estabilizadas

em protease apresentam perfis de agdo de tempo demorada quando admi-
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nistradas pulmonarmente em mamiferos. Consequentemente, estes analo-
gos de insulina acitada sao valiosos para administragdo pulmonar.

As insulinas supracitadas que s#o estabilizadas para degrada-
cao proteolitica s@o aqui designadas insulinas estabilizadas em protease.

A molécula de insulina estabilizada em protease tem um namero
limitado dos residuos de aminoacido de ocorréncia natural substituidos com
outros residuos de aminoacido com relagdo a insulina humana como expli-
cado na parte detalhada do relatorio deseritivo.

Em uma modalidade, esta inven¢@o diz respeito a uma insulina
acilada, em que o analogo de insulina estabilizada em protease diverge da
insulina humana em uma ou mais das delegbes ou substituigdes seguintes:
Q na posigao A18, A, G ou Q na posicao A21, G ou Q na posi¢éo B1 ou ne-
nhum residuo de aminoacido na posigdo B1, Q, S ou T na posicdo B3 ou
nenhum residuo de aminoécido na posiggo B3, Q na posigao B13, nenhum
residuo de aminoacido na posicéo B27, D, E ou R na posigdo B28 e nenhum
aminoacido na posigao B30.

Em ainda um outro aspecto, esfa invengao diz respeito as prepa-
ragdes farmacéuticas compreendendo a insulina acilada desta invengéo e
adjuvantes e aditivos adequados tais como um ou mais agentes adequados
para estabilizac&o, conservagdo ou isotonia, por exemplo, ions de zinco, fe-
nol, cresol, um parabeno, cloreto de sddio, glicerol ou manitol. O contetido
de zinco das formulagdes presentes pode ser entre 0 e cerca de 6 atomos
de zinco por 6 moléculas de insulina. O valor de pH da preparagao farma-
céutica pode ser entre cerca de 4 e cerca de 8,5, entre cerca de 4 e cerca de
5 ou enfre cerca de 6,5 e cerca de 7.,5.

Em uma outra modalidade, esta invencao refere-se ao uso da
insulina acilada como um farmacéutico para reducao dos niveis de glicose
do sangue em mamiferos, em particularmente para o tratamento de diabe-
tes.

Em um outro aspecto, esta inven¢éo refere-se ao uso da insulina
acilada para a preparagio de uma preparagio farmacéutica para redugio do
nivel de glicose do sangue em mamiferos, particularmente para o tratamento
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de diabetes.

Em uma outra modalidade, esta invengao refere-se a um método
de reduzir o nivel de glicose do sangue em mamiferos administrando uma
dose terapeuticamente ativa de uma insulina acitada desta invengéo a um
paciente em necessidade de tal tratamento.

Em um outro aspecto desta invencio, as insulinas aciladas sé@o
administradas em combinagio com uma ou mais ouiras substancias ativas
em qualquer razao adequada. Tais agentes ativos também podem ser sele-
cionados de insulina humana, analogos de insulina de ag¢éo rapida, agentes
antidiabéticos, agentes anti-hiperlipidémicos, agentes de antiobesidade, a-
gentes anti-hipertensivos e agentes para o tratamento de complicagdes que
resultam ou associadas a diabetes.

Em uma modalidade, os dois componentes ativos sdo adminis-
trados como uma preparacéo farmacéutica misturada. Em outra modalidade,
os dois componentes sdo adminisirados separadamente de modo simulta-
neo ou sequencialmente.

Em uma modalidade, as insulinas aciladas desta inven¢io po-
dem ser administradas junto com insulina humana de agao rapida ou analo-
gos de insulina humana. Tal analogo de insulina de acéo rapida pode ser tal
em que o residuo de aminoacido na posigiao B28 é Asp, Lys, Leu, Val, ou
Ala e o residuo de aminoécido na posigio B29 é Lys ou Pro, insulina huma-
na de des{(B28-B30), insulina humana de des(B27) ou insulina humana de
des(B30), @ um analogo em que o residuo de aminoacido na posigédo B3 &
Lys e o residuo de aminoacido na posicdc B29 é Glu ou Asp. A insulina aci-
lada desta invencdo e a insulina humana de acao rapida cu andloge de insu-
lina humana podem ser misturados em uma razdo de cerca de 90% da insu-
lina acilada a cerca de 10% da insulina humana de agéo rapida ou analogo
de insulina humana; preferivelmente de cerca de 70% da insulina acilada a
cerca de 30% da insulina humana de ag¢fo rapida ou andlogo de insulina
humana, e até mesmo mais preferido de cerca de 50% da insulina acilada a
cerca de 50% da insulina humana de a¢fo rapida ou analogo de insulina

humana (% sendo porcentagem em peso).



10

15

20

25

30

17

As insulinas aciladas desta invengio podem também ser usadas
em tratamento de combinagao junto com um agente antidiabético.

Agentes antidiabéticos incluirao insulina, GLP-1(1-37) (peptideo-
1 semelhante ao glucagon) descrito em WO 98/08871, WO 99/43706, US
5424286, WO 00/09666, WO 2006/097537, PCT/EP2008/061755 e
PCT/EP2008/061830, GLP-2, exendin-4(1-39), fragmentos insulinotrépicos
dos mesmos, analogos insulinotropicos dos mesmos e derivados insulinotré-
picos dos mesmos. Fragmentos insulinotropicos de GLP-1(1-37) sao pepti-
deos insulinotropicos para os quais a sequéncia inteira pode ser encontrada
na sequéncia de GLP-1(1-37) e onde pelo menos um aminoacido terminal foi
deletado.

As insulinas aciladas desta invengéo podem também ser usadas
no tratamento de combinagédo junto com um antidiabético oral tal como uma
tiazolidindiona, metformina e outra preparagao farmacéutica diabética tipo 2
para tratamento oral.

Além disso, a insulina acilada desta invengao pode ser adminis-
trada em combina¢do com um ou mais agentes antiobesidade ou agentes
reguladores de apetite.

Em uma modalidade, esta invencéo refere-se a uma preparagao
farmacéutica pulmonar compreendende & insulina acilada desta invencédo e
adjuvantes e aditivos adequados tais como um ou mais agentes adequados
para estabilizacdo, preservacéio ou isotonia, por exemplo, fons de zinco, fe-
nof, cresol, um parabeno, cloreto de soédio, glicerol, propilenoglicol ou mani-
tol.

Deveria ser entendido que qualquer combinagéo adequada das
insulinas aciladas com dieta e/ou exercicio, um ou mais dos compostos su-
pracitados e opcionalmente uma ou mais outras substéncias ativas s&o con-
siderados estar dentro do escopo desta inveng&o.

DESCRIGAO DAS MODALIDADES PREFERIDAS

As propriedades de estabilidade e solubilidade da insulina sao

aspectos subjacentes importantes para a terapia de insulina atual. Esta in-

vencgao é direcionada para estes assuntos fomecendo analogos de insulina
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acilada estaveis em que a acilagio diminui a flexibilidade molecular e con-
comitantemente reduz a tendéncia de fibrilacdo e limita ou modifica a zona
de precipitacio de pH.

As insulinas aciladas desta invencgdo s&o particularmente inten-
cionadas para administragdo pulmonar ou oral devido & sua biodisponibilida-
de relativamente alta comparada, por exemplo, com insulina humana e insu-
lina humana acilada. Alem disso, as insulinas aciladas terdo uma atividade
de insulina demorada.

Como mencionado acima, insulinas que sao estabilizadas para
degradagio proteciitica sdo aqui designadas insulinas estabilizadas em pro-
fease. As insulinas aciladas desta invengéo sao ditas insulinas estabilizadas
em protease que foram aciladas como descrito aqui.

As ditas insulinas estabilizadas em protease séo derivadas dos
compostos de insulina que aqui sdo designados insulinas parentais ou insu-
linas ndo estabilizadas em protease.

Em uma modalidade, uma insulina parental & selecionada do
grupo que consiste em a) insulina humana; b) um analogo de insulina de in-
sulina humana em que o residuo de amino#cido na posicao B28 é Pro, Asp,
Lys, Leu, Val, ou Ala e o residuo de aminoécido esta na posicdo B29 é Lys
ou Pro e opcionalmente o residuo de aminoacido na posigio B30 é deletado;
¢} um analogo de insulina que é insulina humana de des(B28-B30), insulina
humana de des{B27} ou insulina humana de des(B30); d) um anéicgo de in-
sulina da insulina humana em que o residuo de aminoacido na posicao B3 é
Lys e o residuo de aminoacido na posigao B29 é Glu ou Asp; e) um analogo
de insulina da insulina humana em que o residuo de amincacide na posigéo
A21 & Gly & em que o analogo de insulina é também estendido para o térmi-
no C com dois residuos de arginina; f) um derivado de insulina em que o re-
siduo de aminoacido na posicdo B30 é substituido com um metil éster de
treonina; e g) um derivado de insulina em que a posigao de N° da lisina na
posicio B29 da insulina humana de des(B30), uma cadeia de tetradecanofila
é ligada. Cada um destes grupos € uma modalidade especifica.

Em outra modalidade, uma insulina parental é selecionada do
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grupo que consiste em insulina humana; insulina humana de desB30; insuli-
na humana de AspB28; insulina humana de AspB28, DesB30; insulina hu-
mana de LysB3, GluB29; insulina humana de LysB28,ProB29; insulina hu-
mana de GlyA21, ArgB31, ArgB32; e insulina humana de desB30, ArgB31,
ArgB32.

Mais especificamente, a insulina estabilizada em protease ¢ uma
molécula de insulina que tem duas ou mais mutagbes da cadeia A efou B
com relagdo & insulina parental. Surpreendentemente, foi descoberto que
substituindo dois ou mais aminoacidos hidrofobicos dentro ou em proximida-
de intima a dois ou mais sitios de protease em uma insulina com aminoéaci-
dos hidrofilos, um analogo de insulina (isto €, uma insulina estabilizada em
protease) & obtido que é protecliticamente mais estavel comparado a insuli-
na parental. Em um aspecto vasto, uma insulina estabilizada em protease &
um analogo de insulina em que pelo menos dois amincacidos hidrofébicos
foram substituidos com aminoacidos hidréfilos com relagdo & insulina paren-
tal, em que as substituigbes sdo dentro ou em proximidade intima a dois ou
mais sitics de clivagem de protease da insulina parental e em que tal anélo-
go de insulina opcionaimente também compreende uma ou mais mutagbes
adicionais.

Em outra modalidade, uma insulina estabilizada em protease &
um analogo de insulina em que

o aminoacido na posigdo A12 & Glu ou Asp efou o aminoéacido
na posicao A13 é His, Asn, Glu ou Asp efou o aminoécido na posigao A14 é
Asn, Gin, Glu, Arg, Asp, Gly ou His e/ou o amincacido na posigéo A15 & Glu
ou Asp; e

o aminoacido na posigcdo B24 € His efou o aminoacido na
posicdo B25 é His efou o aminoacido na posigao B26 é His, Gly, Asp ou Thr
efou o aminoécido na posigao B27 &€ His, Glu, Gly ou Arg efou o aminoacido
na posi¢do B28 é His, Gly ou Asp; e

que opcionalmente tambem compreende uma ou mais mutagdes
adicionais.

Em outra modalidade uma insulina estabilizada em protease é
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um analogo que compreende as mutagdes B25H ou B25N em combinagdo
com as mutagdes em B27, opcionalmente em combinag¢fo com outras muta-
¢oes.

Em outra modalidade uma insulina estabilizada em protease é
um analogo que compreende as mutacdes B25H ou B25N em combinagao
com as mutagdes em B27, opcionalmente em combinagio com outras muta-
¢oes. As mutagdes ha posicio B27 podem ser, por exemplo, Glu ou Asp.

Estes analogos de insulina estabilizada em protease acilada
compreendendo as mutagdes B25 e B27 t&m as propriedades vantajosas.

Em outra modalidade, uma insulina estabilizada em protease é
um andlogo de insulina que compreende uma sequéncia de aminoacido da
cadeia A da férmula 1:

Xaapp-Xaaaq)-Xaanp-Gly-lle-Val-Glu-Gin-Cys-Cys-Xaans-Ser-lle-
Cys-Xaaa12-Xaaa13-Xaaai4-Xaaass-Leu-Glu-Xaaars-Tyr-Cys-Xaaaz
Formula (1) (SEQ ID No: 1)

e uma sequéncia de aminoacido de cadeta B da formula 2:

Xaap(z)-Xaag;1)-Xaapp-Xaags-Xaapz-Xaaps-Xaaes-seu-Leu-Cys-
Gly-Ser-Xaapio-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Xaag s-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-
Xaagps-Xaapys-Xaaps-Xaapzr-Xaaps-Xaags-Xaas:e-Xaasai-Xaass;

Férmula (2) (SEQ D No: 2)

em que

Xaaa(z esta ausente ou Gly;

Xaap+ esta ausente ou Pro;

Xaapg esta ausente ou Pro;

Xaaag € independentemente selecionado de Thr e His;

Xaaaiz & independentemente selecionado de Ser, Asp e Glu;

Xaaaiz € independentemente selecicnado de Leu, Thr, Asn, Asp,
GIn, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Sere Gly;

Xaan14 € independentemente selecionado de Tyr, Thr, Asn, Asp,
Gin, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Sere Glu;

Xaapays & independentemente selecionado de Gin, Asp e Glu;

Xaaaqs € independentemente selecionado de Asn, Lys e Gin;
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Xaaaz € independentemente selecionado de Asn e Gin;
Xaag) esta ausente ou Gly,

Xaag.1) esta ausente ou Pro;

Xaagg esta ausente ou Pro;

Xaag, esta ausente ou independentemnente selecionado de Phe

Xaag, esta ausente ou Val;

Xaap; esta ausente ou independentemente selecionado de Asn

Xaagy € independentemente selecionado de Gin e Glu;

Xaagip € independentemente selecionado de His, Asp, Pro e
Xaags € independentemente selecionado de Tyr, Asp, Gln, His,
Xaagy4 & independentemente selecionado de Phe e His;

Xaagzs € independentemente selecionado de Asn, Phe e His;
Xaapys esta ausente ou independentemente selecionado de Tyr,

His, Thr, Giy e Asp;

Xaagyy esta ausente ou independentemente selecionado de Thr,

Asn, Asp, Gin, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;

Xaaggs esta ausente ou independentemente selecionado de Pro,

His, Gly e Asp;

Xaagg estd ausente ou independentemente selecionado de Lys,

Arg e GIn; e, preferiveimente, Xaagyg estd ausente ou independentemente

selecionado de Lys e GIn;

mida;

Xaagsp esta ausente ou Thr;
Xaags1 esta ausente ou Ley;
Xaagsz esta ausente ou Glu;

o término C pode ser opcionalmente derivatizado como uma a-

em que a sequéncia de aminoacido de cadeia A e a sequéncia

de aminoacido de cadeia B estido conectadas através de ligagGes em ponte
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de dissuifeto entre as cisteinas na posicio 7 da cadeia A e a cisteina na po-
sicdo 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posi¢do 20 da cadeia A e a cistei-
na na posigéo 19 da cadeia B e em que as cisteinas na posicéo 6 e 11 da
cadeia A estdo conectadas por uma ligagdo em ponte de dissulfeto.

Em outra modalidade, uma insulina estabilizada em protease é
um analogo de insulina que compreende uma sequéncia de aminoacido de
cadeia A da férmula 3:

Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Xaaas-Ser-lle-Cys-Xaaa12-Xaaa 13-
Xaapis-Xaaas-leu-Glu-Xaaas-Tyr-Cys-Xaaaz
Férmula (3) (SEQ ID No: 3)

€ uma sequéncia de aminoacido de cadeia B da férmuta 4:

Xaapq-Val-Xaags-Xaags-seu-Leu-Cys-Gly-Ser-Xaag o-Leu-Val-
Glu-Ala-Leu-Xaags-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Xaagz4-seU-Xaagze-Xadgo7-
Xaagzs-Xaaprs-Xadsso
Férmula {4) (SEQ ID No: 4)

em que

Xaapg € independentemente selecionado de Thr e His;

Xaaarz € independentemente selecionado de Ser, Asp e Glu;

Xaaa1; € independentemente selecionado de Leu, Thr, Asn, Asp,
Gin, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;

Xaaais € independentemente selecionado de Thr, Asn, Asp, Gin,
His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu,

Xaaas € independentemente selecionado de Gin, Asp e Glu;

Xaaais € independentemente selecionado de Asn, Lys e Gin;

Xaaaz € independentemente selecionado de Asn e Gin;

Xaap, é independentemente selecionado de Phe e Glu;

Xaagj é independentemente selecionado de Asn e Gin;

Xaag4 @ independentemente selecionado de Gin e Glu;

Xaagio € independentemente selecionado de His, Asp, Pro e
Gly;

Xaagis € independentemente selecionado de Tyr, Asp, GIn, His,

Arg e Glu;
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Xaagz4 € independentemente selecionado de Phe e His;

Xaagz; esta ausente ou independentemente selecionado de Tyr,
His, Thr, Gly e Asp;

Xaagy; esta ausente ou independeniemente selecionado de Thr,
Asn, Asp, Gin, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;

Xaagzs esta ausente ou independentemente selecionado de Pro,
His, Gly e Asp;

Xaagpg esta ausente ou independentemente selecionado de Lys,
Arg e Gin; e, preferivelmente, Xaagzg estd ausente ou independentemente
selecionado de Lys e Gin;

Xaagsp esta ausente ou Thr;

o término C pode ser opcionalmente derivatizado como uma a-
mida;

em que a sequéncia de aminodcido de cadeia A e a sequéncia
de aminoacido de cadeia B estdo conectadas através de ligagbes em ponte
de dissulfeto entre as cisteinas na posicéo 7 da cadeia A e a cisteina na po-
sic8o 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posicdo 20 da cadeia A e a cistei-
na na posi¢cao 19 da cadeia B € em que as cisteinas na posigao 6 e 11 da
cadeia A estéo conectadas por uma ligagio em ponte de dissuffeto.

Em outra modalidade, uma insulina estabilizada em protease &
um analogo de insulina

em que

Xaaas € independentemente selecionado de Thr e His;

Xaaasz € independentemente selecionado de Ser e Glu;

Xaap3 é independentemente selecionade de Leu, Thr, Asn, Asp,
GIn, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;

Xaaai4 € independentemente selecionado de Asp, His, e Glu;

Xaaas € independentemente selecionado de Gin e Glu;

Xaaass & independentemente selecionado de Asn, Lys e Gin;

Xaaaz & independentemente selecionado de Asn e Gin;

Xaag é independentemente selecionado de Phe e Glu;

Xaag; é independentemente selecionado de Asn e Gin;
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Xaagq & independenternente selecionado de Gin e Gluy;

Xaagig € independentermente selecionado de His, Asp, Pro e
Glu;

Xaagis € independentemente selecionado de Tyr, Asp, Gin, His,
Arg e Gly;

Xaagz4 € independentemente selecionado de Phe e His;

Xaagzs € independentemente selecionado de Phe, Asn e His;

Xaagys & independentemente selecionado de Tyr, Thr, Gly e Asp;

Xaagz7 & independentemente selecionado de Thr, Asn, Asp, Gin,
His, Lys, Gly, Arg e Glu;

Xaagyg € independentemente selecionado do Pro, Gly e Asp;

Xaagyg & independentemente selecionado de Lys e Gin;

Xaagsp esta ausente ou Thr;

o término C pode ser opcionalmente derivatizado como uma a-
mida;

em gue a sequéncia de aminoacido de cadeia A e a sequéncia
de aminoacido de cadeia B estdo conectadas através de ligagbes em ponte
de dissulfeto entre as cisteinas na posicéo 7 da cadeia A e a cisteina na po-
sico 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posicdo 20 da cadeia A e a cistei-
na na posicao 19 da cadeia B e em que as cisteinas na posicdo 6 e 11 da
cadeia A estdo conectados por uma ligagao em ponte de dissulfeto.

Outras modalidades de insulinas estabilizadas em protease so
mencionadas abaixo.

Uma "protease" ou uma "enzima de protease” &€ uma enzima di-
gesfiva que degrada as proteinas e os peptideos e que é encontrada em va-
rios tecidos do corpo humano, por exemplo, ¢ estdmagoe (pepsina}, o lamen
intestinal (quimiotripsina, tripsina, elastase, carboxipeptidases, etc.) ou su-
perficies mucosas do trato Gl (aminopeptidases, carboxipeptidases, entero-
peptidases, dipeptidil peptidases, endopeptidases, etc.), o figado (enzima
degradante de insulina, catepsina D, etc), e em outros tecidos.

Um analogo de insulina protecliticamente estavel (também de-

signado uma insulina estabilizada em protease) é aqui para ser entendido
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como um analogo de insulina que é submetido a degradacgio mais lenta por
uma ou mais proteases com relagdo & insulina humana. Em uma modalida-
de, uma insulina estabilizada em protease é submetida a8 degradag¢io mais
lenta por uma ou mais proteases com relagao a insulina parental. Em uma
outra modalidade, uma insulina estabilizada em protease é estabilizada con-
tra degradagao por uma ou mais enzimas selecionadas do grupo que consis-
te em: pepsina (tal como, por exemplo, as isoformas pepsina A, pepsina B,
pepsina C e/ou pepsina F), quimiotripsina (tal como, por exemplo, as isofor-
mas quimiotripsina A, quimiotripsina B e/ou quimiotripsina C), tripsina, Enzi-
ma Insulino-Degradante (IDE), elastase (tal como, por exemplo, as isoformas
elastase pancreatica | e/ou ll), carboxipeptidase (por exemplo, as isoformas
carboxipeptidase A, carboxipeptidase A2 efou carboxipeptidase B), amino-
peptidase, catepsina D e oufras enzimas presentes nos extratos intestinais
derivados de rato, porco ou ser humano.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease é
estabilizada confra degradacgio por uma ou maits enzimas selecionadas do
grupo gue consiste em: quimiotripsina, tripsina, Enzima Insulino-Degradante
(IDE), elastase, carboxipeptidases, aminopeptidases e catepsina D. Em uma
outra modalidade, uma insulina estabilizada em protease é estabilizada con-
fra degradacao por uma ou mais enzimas selecionadas do grupo que consis-
te em: quimiotripsina, carboxipeptidases e IDE. Em ainda uma outra modali-
dade, uma insulina estabilizada em protease é estabilizada contra degrada-
¢ao por uma ou mais enzimas selecionadas de: quimiotripsina e carboxipep-
tidases.

TY. pode ser determinado como descrito nos Exemplos como
uma medida da estabilidade proteolitica de uma insulina estabilizada em pro-
tease para enzimas de protease tais como quimiotripsina, pepsina efou car-
boxipeptidase A. Em uma modalidade da invengio, T% é aumentado com
relagdo 4 insulina humana. Em uma outra modalidade, T¥: é aumentado com
relagdo a insulina parental. Em ainda uma outra modalidade, T é aumenta-
do pelo menos 2 vezes com relagdo a insulina parental. Em ainda uma outra

modalidade, T¥2 é aumentado pelc menos 3 vezes com relagao & insulina
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parental. Em ainda uma outra modalidade, T é aumentado pelo menos 4
vezes com relaglo 3 insulina parental. Em ainda uma outra modalidade, T}
é aumentado pelo menos 5 vezes com relago a insulina parental. Em ainda
uma outra modalidade, T é aumentado pelo menos 10 vezes com relagdo
a insulina parental.

Um modo aliemativo de medir a estabilidade proteclitica & medir
a estabilidade relativa a um comparador, por exemplo, insulina humana. A
estabilidade relativa é definida como T¥/T¥%(comparador), onde T% e
T¥(comparador) sdo as meia-vidas do analogo e do comparador, respecti-
vamente, no ensaio de degradacfo. Na secio dos exemplos, a estabilidade
relativa das insulinas selecionadas da inveng&o para uma mistura de enzima
extraida de duodeno de ratos & dada (com relagdo & insulina humana como
também com relagdo a uma insulina resistente a protease sem acilacio).

Sitics de clivagem de protease (aqui também mencionados co-
mo sitios de protease) serdo entendidos como residuos de aminoacido que
séo reconhecidos através de proteases efou residuos de aminoacido cuja
ligacdo de peptideo é clivada através das proteases. Sitios de clivagem de
protease podem ser determinadoes determinando a clivagemn de "areas guen-
tes" por analise de HPLC, MS ou LC-MS efou por predigio com base na es-
pecificidade da enzima da enzima de protease para a qual o sitio de cliva-
gem de protease é para ser determinado. Uma pessoa versada na técnica
sabera determinar os sitios de clivagem de protease, por exemplo, com base
nas especificidades da enzima como, por exemplo, descrito em Handbook of
Proteolytical Enzymes, 22 ed., Barrett, A. J., Rawlings, N. D., Woesner, J.F.
editores, Elsevier Academic Press 2004. Por exemplo, quimiotripsina & prog-
nosticada clivar ligagtes de peptideo C-terminais para residuos aromaticos
(Trp, Tyr, Phe ou Leu), que néo sejam seguidos por Pro. Similarmente, trip-
sina é proghosticada clivar ligagdes de peptideo C-terminais para residuos
basicos Lys ou Arg que ndo sejam seguidos por Pro, elastase é prognostica-
da clivar residuos C-terminais para Ala, Val, Gly ou Ser e carboxipeptidase A
removera qualquer aminoacido C-terminal, mas nao Arg, Lys ou Pro. Enzima

insulino-degradante (IDE) € prognosticada clivar as seguintes posigbes da
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insulina humana B9-10, B10-11, B13-14, B14-15, B24-25, B25-26, A13-14 e
A14-15.

O termo que substitui (a) aminoacido "deniro ou em proximidade
intima" a um sitio de clivagem de protease & aqui usado para indicar a subs-
fituicao de um amincacido dentro ou em proximidade intima a uma posicéo
da insulina parental que foi determinada para ser um sitio de clivagem de
protease. Em uma modalidade, dois ou mais aminoacidos hidrofobicos den-
tro ou em proximidade intima a dois ou mais sitios de protease em uma insu-
lina sdo substituidos, em que os ditos aminoacidos hidrofébicos s&o substitu-
idos com aminoacidos hidréfilos. Em uma outra modalidade, dois ou mais
aminoacidos hidrofébicos dentro de dois ou mais sitios de protease em uma
insulina s&o substituidos com aminoécidos hidrofilos. Em ainda uma outra
modalidade, dois ou mais aminoécidos hidrofobicos situados proximos a dois
ou mais sitios de protease em uma insulina s&o substituidos com aminoaci-
dos hidrofilos. Em ainda uma outra modalidade, dois ou mais aminoacidos
hidrofébicos situados dois aminoacidos longe de dois ou mais sitios de pro-
tease em uma insulina séo substituidos com aminoécidos hidréfilos. Em ain-
da uma outra modalidade, dois ou mais aminoacidos hidrofébicos situados
trés aminoacidos longe de dois ou mais sitios de protease em uma insufina
sfo substituidos com aminoacidos hidréfilos. Em ainda uma outra modalida-
de, dois ou mais aminoacidos hidrofobicos situados até quatro aminoacidos
longe de dois ou mais sitios de protease em uma insulina so substituidos
com aminoacidos hidréfilos. Em ainda uma outra modalidade, dois ou mais
aminoacidos hidrofobicos situados um, dois ou trés aminoacidos longe ou
dentro de dois ou mais sHios de protease em uma insulina sao substituidos
com amincacidos hidréfilos. Em ainda uma outra modalidade, dois ou mais
aminoacidos hidrofébicos situados um ou dois aminoacidos longe ou dentro
de dois ou mais sitios de protease em uma insulina s&o substituidos com
aminoacidos hidréfilos. Em ainda uma outra modalidade, dois ou mais ami-
noacidos hidrofébicos situados proximos ou dentro de deis ou mais sitios de
protease em uma insulina sao substituidos com aminoacidos hidrofilos.

Uma insulina estabilizada em protease pode ter uma carga liqui-
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da que é diferente da carga liquida da insulina parental. Em uma modalida-
de, a carga liquida de uma insulina estabilizada em protease € mais positiva
que a carga liquida da insulina parental. Em uma modalidade, a carga liqui-
da de uma insulina estabilizada em protease € mais negativa que a carga
liquida da insulina parental. Em uma modalidade, a carga de rede positiva
média de uma insulina estabilizada em protease esta entre 0,5 e 5 quando
medida em uma solugio aquosa. Em uma modalidade, a carga de rede posi-
tiva média de uma insulina estabilizada em protease esta entre 1 e 5. Em
uma modalidade, a carga de rede positiva média de uma insulina estabiliza-
da em protease esta entre 1 e 4. Em uma modalidade, a carga de rede posi-
tiva média de uma insuiina estabilizada em protease esta entre 1 e 3. Em
uma modalidade, a carga de rede positiva média de uma insulina estabiliza-
da em protease estd entre 2 ¢ 3. Em uma modalidade, a carga de rede ne-
gativa meédia de uma insulina estabilizada em protease esta entre -0,5 e -5
quando medida em uma solugdo aquosa. Em uma modalidade, a carga de
rede negativa média de uma insulina estabilizada em protease esta entre -1
e -5. Em uma modalidade, a carga de rede negativa média de uma insulina
estabilizada em protease estad entre -1 e -4. Em uma modalidade, a carga de
rede negativa média de uma insulina estabilizada em protease esta entre -1
e -3 Em'uma modalidade, a carga de rede negativa média de uma insulina
estabilizada em protease esta enfre -2 e -3.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease po-
de ter solubilidade aumentada com relagdo a insulina humana. Em uma ou-
tra modalidade, uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade au-
mentada com relagdo a insulina humana em pH 3-3. Em ainda uma outra
modalidade, uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumen-
tada com relagéo a insulina humana em pH 4-8,5. Em ainda uma outra mo-
dalidade, uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumentada
com relacdo a insulina humana em pH 4-8. Em ainda uma outra modalidade,
uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumentada com re-
lagdo a insulina humana em pH 4,5-8. Em uma outra modalidade, uma insu-

lina estabilizada em protease tem solubilidade aumentada com relagio & in-



10

15

20

25

30

29

sulina humana em pH 5-8. Em ainda uma outra modalidade, uma insulina
estabilizada em protease iern solubilidade aumentada com relagéo & insulina
humana em pH 5,5-8. Em uma outra modalidade, uma insulina estabilizada
em protease tem solubilidade aumentada com relagéo a insulina humana em
pH 8-8.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease tem
solubilidade aumentada com relagéo a insulina humana em pH 2-4.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease po-
de ter solubilidade aumentada com relacéo & insufina parental. Em uma ou-
tra modalidade, uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade au-
mentada com relagdo a insulina parental em pH 3-9. Em ainda uma outra
modalidade, uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumen-
tada com rela¢ao & insulina parental em pH 4-8,5. Em ainda uma outra mo-
dalidade, uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumentada
com relagao a insulina parental em pH 4-8. Em ainda uma outra modalidade,
uma insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumentada com re-
lagdo a insulina parental em pH 4,5-8. Em ainda uma outra modalidade, uma
insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumentada com relagéo a
insulina parental em pH 5-8. Em ainda uma oufra modalidade, uma insulina
estabilizada em protease tem solubilidade aumentada com relagéo a insulina
parental em pH 5,5-8. Em uma outra modalidade, uma insulina estabilizada
em protease tem solubilidade aumentada com reiagao a insulina parental em
pH 6-8.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease tem
solubilidade aumentada com relagio & insulina parental em pH 2-4.

Por "tern solubilidade aumentada em um pH dado" € significado
que uma concentragio maior de uma insulina estabilizada em protease dis-
solve em uma solugao aquosa ou de tampéao no pH da solugac com relagao
4 insulina parental. Métodos para determinar se a insulina contida em uma
solugao é dissolvida sdo conhecidos na técnica.

Em uma modalidade, a solucio pode ser submetida & centrifu-
gagso durante 20 minutos a 30.000 g e depois a concentrac&o de insulina no
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sobrenadante pode ser determinada por RP-HPLC. Se esta concentragao for
igual dentro de erro experimental a concentragéo de insulina originalmente
usada para fazer a composigéo, entio a insulina é completamente sollivel na
composicdo da invengao. Em outra modalidade, a solubilidade da insulina
em uma composicao da invencio pode ser determinada simplesmente exa-
minando por olho ¢ recipiente dentro do qual a composigéo esta contida. A
insulina é sollvel se a solugdo estiver clara ao olho e ndo importa particula-
do ou € suspensa ou precipitada nas laterais/fundo do recipiente. -

Uma insulina estabilizada em protease pode ter poténcia aparen-
te efou biodisponibilidade aumentadas com relagdo a insulina parental quan-
do comparada na medigéo.

Ensaios-padréo para medir a poténcia da insulina in vifro sao
conhecidos & pessoa versada na técnica e sdo incluidos infer afia {1) ensai-
os radiorrecepiores de insulina em que a poténcia relativa de uma insulina é
definida como a razao de insulina para o analogo de insulina requerido para
especificamente deslocar 50% da '®|-insulina ligada aos receptores de insu-
lina presentes nas membranas celulares, por exemplo, uma fragio da mem-
brana plasmatica de figado de rato; (2) ensaios de lipogénese, executados,
por exemplo, com adipécitos de rato em que a poténcia de insulina relativa é
definida como a razéo de insulina para anélogo de insulina requerido para
alcangar 50% da conversio maxima de [3-2H] glicose em material orgénico-
extraivel (isto &, lipidios); (3} ensaios de oxidagao de glicose em células adi-
posas isoladas em que a poténcia relativa do andlogo de insulina & definida
como a razao de insulina para o analogo de insulina alcangar 50% da con-
versdo méxima de glicose-1-{"*C] em ["*CO;]; (4) radioimunoensaio de insu-
lina que pode determinar a imunogenicidade dos analegos de insulina me-
dindo a efetividade pela qual a insulina ou um anélogo de insulina compete
com '®L-insulina ligando aocs anticorpos anti-insulina especificos; e (5) outros
ensaios que medem a ligag3o da insulina ou um analogo de insulina aocs an-
ticorpos nas amostras de plasma de sangue animal, tais como ensaios de
ELISA que possuem anticorpos de insulina especificos.

Poténcia aparente in vivo aumentada pode ser estima-
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dalvisualizada por comparacdo dos perfis de glicose do sangue vs. tempo da
insulina em questdao com uma insulina similar sem muta¢des de estabiliza-
¢éo de protease dadas em doses similares. A insulina da invengdo tera efei-
{o redutor de glicose sanguinea aumentada com relagao ao comparador.

Ensaios-padrao para medir a biodisponibilidade da insulina sao
conhecidos a pessoa versada na técnica e incluem infer alia medigao das
areas relativas sob a curva (AUC) para a concentragao da insulina em ques-
tao administrada pulmonar ou oralmente & de modo intravenoso (i.v.} nas
mesmas espécies. Quantificagio das concentragdes de insulina em amos-
tras de sangue (plasma) pode ser feita usando, por exemplo, ensaios de an-
ticorpo (ELISA} ou através de espectrometria de massa. Administragéo pul-
monar pode ser executada através de varios meios. Por exemplo, insulinas
podem ser dosadas em ratos através de instilagido a gotas, ou em porcos
através de insuflagdo de pd seco.

Insulina estabilizada em protease pode ser opcionalmente anal-
sada para outros sitios de protease que podem estar sujeitos a mais substi-
tuicbes de um ou mais aminoacidos hidrofobicos com aminoacidos hidréfilos.
Uma insulina estabilizada em protease pode ser um analogo de insulina que
tem pelo menos dois 4cidos hidréfilos nos sitios de protease comparados a
insulina parental, a primeira insulina modificada, e que tem também pelo
menos uma substituicdo de aminoacido em um sitio de protease novo da
primeira insulina modificada em que pelo menos um amincacido hidrofébico
foi substituido com pelo menos um aminoéacido hidréfilo.

Por causa de conveniéncia, aqui segue os nomes de aminoaci-
dos naturais codificdveis, com os codigos de trés letras & codigos de uma
letra usuais entre paréntese: Glicina (Gly & G), prolina (Pro & P), alanina (Ala
& A), valina (Val & V), leucina (Leu & L), isoleucina (lle & 1), metionina (Met &
M), cisteina (Cys & C), fenilalanina (Phe & F), tirosina (Tyr & YY), triptofano
(Trp & W), histidina (His & H), lisina (Lys & K), arginina (Arg & R), glutamina
(GIn & Q}, asparagina (Asn & N), acido glutamico (Glu & E), acido aspartico
{Asp & D}, serina (Ser & S) e treonina (Thr & T). Se, devido a erros de tipa-

gem, houver desvios dos coédigos comumente usados, os codigos comumen-
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te usados aplicam-se. Os aminoacidos presentes nas insulinas desta inven-
cdo séo, preferivelmente, aminoacidos que podem ser codificados por um
acido nucleico. Em uma modalidade, a insulina ou um analogo de insulina é
substituido por Gly, Glu, Asp, His, GIn, Asn, Ser, Thr, Lys, Arg e/ou Pro efou
Gly, Glu, Asp, His, GIn, Asn, Ser, Thr, Lys, Arg efou Pro é/s80 acrescenta-
do(s) & insulina ou um analogo de insulina. Em uma modalidade, a insulina
ou um analogo de insulina € substituido por Glu, Asp, His, GlIn, Asn, Lys efou
Arg efou Glu, Asp, His, Gin, Asn, Lys efou Arg éfsao acrescentado(s} a insu-
lina ou um analogo de insulina.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease é
selecionada do grupo que consiste nos composios seguintes: insulina hu-
mana de A14E, B25H, desB30; insulina humana de A14H, B25H, desB30;
insulina humana de A14E, B1E, B25H, desB30; insulina humana de A14E,
B16E, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B28D, desB30; insu-
fina humana de A14E, B25H, B27E, desB30; insulina humana de A14E, B1E,
B25H, B27E, desB30; insulina humana de A14E, B1E, B16E, B25H, B27E,
desB30; insulina humana de A8H, A14E, B25H, desB30; insulina humana de
ABH, A14E, B25H, B27E, desB30; insulina humana de A8H, A14E, B1E,
B25H, desB30; insulina humana de ABH, A14E, B1E, B25H, B27E, desB30;
insulina humana de A8H, A14E, B1E, B16E, B25H, B27E, desB30; insulina
humana de A8H, A14E, B16E, B25H, desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B26D, desB30; insulina humana de A14E, B1E, B27E, desB30; insuli-
na humana de A14E, B27E, desB30; insulina humana de A14E, B28D,
desB30; insulina humana de A14E, B28E, desB30; insulina humana de
A14E, B1E, B28E, desB30; insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E,
desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, desB30; insulina hu-
mana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, desB30; insulina humana de
A14D, B25H, desB30; insulina humana de B25N, B27E, desB30; insulina
humana de ABH, B25N, B27E, desB30; insulina humana de A14E, B27E,
B28E, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B28E, desB30; insulina
humana de B25H, B27E, desB30; insulina humana de B1E, B25H, B27E,
desb30;. insulina humana de A8H, insulina humana de B1E, B25H, B27E,
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desB30; insulina humana de A8H, B25H, B27E, desB30; insulina humana de
B25N, B27D, desB30; insulina humana de A8H, B25N, B27D, desB30; insu-
lina humana de B25H, B27D, desB309;. insulina humana de A8H, B25H,
B27D, desB30; insulina humana de A{-1)P, A(0)P, A14E, B25H, desB30; in-
sulina humana de A14E, B(-1)P, B(0)P, B25H, desB30; insulina humana de
A-1)P, A(O)P, A14E, B(-1)P, B(O)P, B25H, desB30; insulina humana de
A14E, B25H, B30T, B31L, B32E; insulina humana de A14E, B25H; insulina
humana de A14E, B16H, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B10P,
B25H, desB30; insulina humana de A14E, B10E, B25H, desB30; insulina
humana de AT4E, B4E, B25H, desB30; insulina humana de A14H, B16H,
B25H, desB30; insulina humana de A14H, B10E, B25H, desB30; insulina
humana de A13H, A14E, B10E, B25H, desB30; insulina humana de A13H,
A14E, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A18Q, B3Q, B25H,
desB30; insulina humana de A14E, B24H, B25H, desB30: insulina humana
de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B26G, B27G, B28G, B29R, desB30; insulina humana de A14E, A21G,
B25H, B26G, B27G, B28G, desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H,
B26G, B27G, B28G, B29R, desB30; insulina humana de A14E, A18Q, A21Q,
B3Q, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A18Q, A21Q, B3Q, B25H,
B27E, desB30; insulina humana de A14E, A18Q, B3Q, B25H, desB30; insu-
lina humana de A13H, A14E, B1E, B25H, desB30; insulina humana de
A13N, A14E, B25H, desB30; insulina humana de A13N, A14E, B1E, B25H,
desB30; insulina humana de A(-2)G, A(-1)P, A(O)P, A14E, B25H, desB30;
insulina humana de A14E, B(-2)G, B(-1)P, B(0)P, B25H, desB30; insulina
humana de A(-2)G, A(-1)P, A(O)P, A14E, B(-2)G, B(-1)P, B(0)P, B25H,
desB30; insulina humana de A14E, B27R, B28D, B29K, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B27R, B28D, B29K, desB30; insulina humana de
A14E, B25H, B26T, B27R, B28D, B29K, desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B27R, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27H, desB30; insu-
lina humana de A14E, A18Q, B3Q, B25H, desB30; insulina humana de
A13E, A14E, B25H, desB30; insulina humana de A12E, A14E, B25H,
desB30; insulina humana de A15E, A14E, B25H, desB30; insulina humana
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de A13E, B25H, desB30; insulina humana de A12E, B25H, desB30; insulina
humana de A15E, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B25H, desB27,
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26D, B27E, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B27R, desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B27N, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27D, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B27Q, desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B27E, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27G, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B27H, desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B27K, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27P, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B27S, desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B27T, desB30; insulina humana de A13R, A14E, B25H, desB30; insulina
humana de A13N, A14E, B25H, desB30; insulina humana de A13D, A14E,
B25H, desB30; insulina humana de A13Q, A14E, B25H, desB30; insulina
humana de A13E, A14E, B25H, desB30; insulina humana de A13G, A14E,
B25H, desB30; insulina humana de A13H, A14E, B25H, desB30; insulina
humana de A13K, A14E, B25H, desB30; insulina humana de A13P, A14E,
B25H, desB30; insulina humana de A13S, A14E, B25H, desB30; insulina
humana de A13T, A14E, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16R,
B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16D, B25H, desB30; insulina
humana de A14E, B16Q, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16E,
B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16H, B25H, desB30C; insulina
humana de A14R, B25H, desB30; insulina humana de A14N, B25H, desB30;
insulina humana de A14D, B25H, desBSd; insulina humana de A14Q, B25H,
desB30; insulina humana de A14E, B25H, desB30; insulina humana de
A14G, B25H, desB30; insulina humana de A14H, B25H, desB30; insulina
humana de A8H, B10D, B25H; e insulina humana de A8H, A14E, B10E,
B25H, desB30 e esta modalidade pode, opcionalmente, compreender insuli-
na humana de A14E, B25H, B29R, desB30; insulina humana de B25H,
desB30; e insulina humana de B25N, desB30.

Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease é selecionada do grupo que consiste nos compostos seguintes: insuli-
na humana de A14E, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16H,
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B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16E, B25H, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B29R, desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, desB30; insulina humana de B25H, desB30 e insulina
humana de A14E, B25H, desB27, desB30.

Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease é selecionada de quaisquer dos grupos acima que, além disso, esta
contendo a mutacdo de desB27.

Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease é selecionada do grupo que consiste nos compostos seguintes: insuli-
na humana de A14E, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E,
B16H, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E, B16E, B25H,
desB27, desB30; insulina humana de A14E, B25H, desB27, B29R, desB30 e
insulina humana de B25H, desB27, desB30.

Em uma modalidade, uma insulina estabilizada em protease é
selecionada de quaisquer dos grupos acima que, além disso, esta contendo
as mutagdes seguintes na posicao A21 efou B3 para melhorar a estabilidade
quimica: A21G, desA21, B3Q ou B3G.

Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease & selecionada das seguintes insulinas estabilizadas em protease: insu-
lina humana de A14E, A21G, B25H, desB30; insulina humana de A14E,
A21G, B16H, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A21G, B16E, B25H,
desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27, desB30; insulina
humana de A14E, A21G, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E,
A21G, B25H, B26G, B27G, B28G, desB30; insulina humana de A14E, A21G,
B25H, B26G, B27G, B28G, B29R, desB30; insulina humana de A21G, B25H,
desB30 e A21G, B25N, desB30, e, preferivelmente, é selecionada das se-
guintes insulinas estabilizadas em protease: insulina humana de A14E,
A21G, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A21G, B16H, B25H,
desB30; insulina humana de A14E, A21G, B16E, B25H, desB30; insulina
humana de At4E, A21G, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E,
A21G, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A21G, B25H, desB30 e
insulina humana de A21G, B25N, desB30.
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Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease & acilada na posigédo B29, na posigao de nitrogénio epsilo de B29K.

Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease € acilada na posigdo A1, na posic&o de nitrogénio alfa de A1.

Em uma modalidade preferida, uma insulina estabilizada em pro-
tease & acilada na posi¢do A1, na posicio de nitrogénio alfa de A1, e a insu-
lina estabilizada em protease esta compreendendo a mutagéo de B29R.

As insulinas estabilizadas em protease sdo produzidas expres-
sando uma sequéncia de DNA que codifica a insulina em questdo em uma
célula hospedeira adequada através de técnica bem conhecida como descri-
ta, por exemplo, na Patente US 6.500.645. A insulina estabilizada em prote-
ase ou é expressada diretamente ou como uma molécula de precursor que
tem uma extenséo N-terminal na cadeia B. Esta extensdo N-terminal pode
ter a fungio de aumentar o rendimento do produto diretamente expresso e
pode ser de até 15 residuos de aminoacido. A extensio N-terminal sera cli-
vada in vitro apés isolamento do caldo de cultura e tera um sitio de clivagem,
portanto préximo a B1. Extensdes N-terminais do tipo adequado nesta in-
vengdo sio descritas na Patente U. S. 5.385.922, ¢ Patente europeia
765.395A.

A sequéncia de polinucleotideo gue codifica para a insulina es-
tabilizada em protease pode ser sinteticamente preparada através de méto-
dos-padrao estabelecidos, por exemplo, o métode de fosfoamidita descrito
por Beaucage et al. (1981) Tefrahedron Letfers 22:1859-1869, ou o método
descrito por Matthes et al. (1984) EMBO Joumnal 3: 801-805. De acordo com
o método de fosfoamidita, os oligonucleotideos séo sintetizados, por exem-
plo, em um sintetizador de DNA automdtico, purificados, duplexados e liga-
dos para formar o construto de DNA sintética. Um modo correntemente pre-
ferido de preparar o construto de DNA é através de reagao em cadeia da po-
limerase (PCR).

As sequéncias de polinucleotideo podem também ser de origem
gendmica misturada, de cDNA e sintética. Por exemplo, uma sequéncia ge-
némica ou de cDNA que codifica um peptideo lider pode ser unida a uma
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sequéncia gendmica ou de cDNA que codifica as cadelas A e B ap6s a qual
a sequéncia de DNA pode ser modificada em um sitio inserindo oligonucleo-
tideos sintéticos que codificam a sequéncia de aminoacido desejada para
recombinacao homdloga de acordo com procedimentos bem conhecidos ou
preferivelmente gerando a sequéncia desejada por PCR usando oligonucleo-
tideos adequados.

O método recombinante tipicamente fara uso de um vetor que é
capaz de replicar-se no micro-organismo selecionado ou célula hospedeira e
que carrega uma sequéncia de polinucleotideo que codifica a insulina estabi-
fizada em protease. O vetor recombinante pode ser um vetor de replicagéo
auténoma, isto &, um vetor que existe cormno uma entidade extracromossémi-
ca, a replicagio deste & independente da replicacdo cromossomica, por e-
xemplo, um plasmideo, um elemento extracromossémico, um minicromos-
somo ou um cromossomo artificial, O vetor pode conter quaisquer meios pa-
ra assegurar autorreplicacdo. Alternativamente, o vetor pode ser um que,
quando introduzido na célula hospedeira, é integrado no genoma e replicado
junto com ofs) cromossomo(s) ao(s) qual(is) foi integrado. Além disso, um sé
vetor ou plasmideo ou dois ou mais vetores ou plasmideos que juntos con-
{ém o DNA total a ser introduzido no genoma da célula hospedeira, ou um
transpdson, pode ser usado. O vetor pode ser plasmideos circulares lineares
ou fechados e pode preferivelmente conter um/uns elemento(s) que permi-
te(m) integragéo estavel do vetor no genoma da célula hospedeira ou repli-
cagéo autdnoma do vetor na célula independente do genoma.

O vetor de expressdo recombinante é capaz de replicar-se em
levedura. Exemplos de sequéncias que permitem o vetor a se replicar em
levedura sé@o genes de replicagdio de 2 pm de plasmidec de levedura REP 1-
3 e crigem de replicagao.

O vetor pode conter um ou mais marcadores selecionaveis que
permitem selecdo facil das células transformadas. Um marcador seleciona-
vel & um produto de gene que fornece resisténcia biocida ou viral, resisténcia
a metais pesados, prototrofia a auxotrofos, e outros. Exemplos de marcado-

res selecionaveis bacterianos sdo os genes dal de Bacillus subtilis ou Bacil-
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lus licheniformis, ou marcadores que conferem resisténcia antibidtica tal co-
mo resisténeia & ampicilina, canamicina, cloranfenicol ou de tetraciclina.
Marcadores selecionaveis para o uso em uma célula hospedeira flingica fi-
lamentosa incluem amdS (acetamidase), argB (ornitina carbamoiitransfera-
se), pyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilase) e frpC (antranilato sintase).
Marcadores adequados para célilas hospedeiras de levedura sido ADE2,
HIS3, LEUZ, LYS2, MET3, TRP1, e URA3. Um marcador selecionavel bem
conhecido para levedura ¢ o gene TF/ de Schizosaccharomyces pompe
(Russell (1985) Gene 40:125-130).

No vetor, a sequéncia de polinuclectideo estd operavelmente
conectada a uma sequéncia de promotor adequada. O promofor pode ser
qualquer sequéncia de acido nucleico que mostre atividade transcricional na
célula hospedeira de escolha incluindo os promotores mutanies, truncados,
e hibridos, e pode ser obtida de genes que codificam polipeptideos extrace-
lulares ou intracelulares homologos ou heterélogos para a célula hospedeira.

Exemplos de promotores adequados para direcionar a transcri-
cao em uma célula hospedeira bacteriana, sido os promotores obtidos do o-
peron lac de E. cofi, gene da agarase de Strepfomyces coslicolor (dagA),
gene da levansucrase de Bacillus subtilis (sacB), gene da alfa-amilase de
Bacillus ficheniformis (amyL), gene da amilase maltogénica de Bacillus sfea-
rothermophilus (amyM), gene da alfa-amilase de Bacillus amyloliquefaciens
(amyQ), e gene da penicillinase de Bacillus licheniformis (penP). Exemplos
de promotores adequados para direcionar a transcricdo em uma célula hos-
pedeira fiingica filamentosa s&o promotores obtidos dos genes para TAKA
da amilase de Aspergiflus oryzae, proteinase aspartica de Rhizomucor mie-
hei, alfa-amilase neutra de Aspergillus niger, e alfa-amilase estavel de acido
de Aspergiflus niger. Em um hospedeiro de levedura, promotores Uteis séo
os promotores de Ma1, TPI, ADH cu PGK de Saccharomyces cerevisiae.

A sequéncia de polinucleotideo que codifica a insulina estabili-
zada em protease também tipicamente sera operavelmente conectada a um
terminador adequado. Em levedura, um terminador adequado € o terminador
de TPI {Alber et al. (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1:419-434).
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Os procedimentos usados para ligar a sequéncia de polinucleo-
tideo que codifica a insulina esfabilizada em protease, o promotor e o termi-
nador, respectivamente, e os inserir em um vetor adequado que contém a
informagao necessaria para replicagéo no hospedeiro selecionado, sdo bem
conhecidos as pessoas versadas na técnica. Sera entendido que o vetor ou
pode ser construido primeiro preparando um construto de DNA contendo a
sequéncia de DNA inteira que codifica as insulinas desta invengio, e subse-
quentemente inserindo esfe fragmento em um vetor de expressio adequado,
ou sequencialmente inserindo os fragmentos de DNA contendo informagéo
genética aos elementos individuais (tais como o sinal, pré-peptideo, peptideo
de conexao, cadeias A e B) seguido por ligago.

O vetor que compreende a sequéncia de polinucleotideo que
codifica a insulina estabilizada em protease € introduzido em uma célula
hospedeira de forma que o vetor seja mantido como um cromossémico inte-
grante ou como um vetor extracromossdémico autorreplicativo. O termo "célu-
la hospedeira™ abrange qualquer progénie de uma célula parental que néo
seja idéntica a celula parental devido as mutagdes que ocorrem durante a
replicacéo. A célula hospedeira pode ser um micro-organismo unicelular, por
exemplo, um procarioto, ou um micro-organismo nao unicelular, por exem-
plo, um eucarioto. Células unicelulares Gteis sdo células bacterianas tais
como bactérias gram-positivas incluindo, mas nao limitadas a, uma célula de
Bacillus, célula de Sfrepfomyces, ou bactérias gram-negativas tais como E.
coli e Pseudomonas sp. Células eucariotas podem ser células mamiferas, de
inseto, vegetais, ou flngicas. Em uma modalidade, a célula hospedeira &
uma célula de levedura. O organismo de levedura pode ser qualquer orga-
nismo de levedura adequado que, sob cultivo, produz quantidades grandes
da insulina de cadeia simples da invengio. Exemplos de organismos de le-
vedura adequados s&o cepas selecionadas das moedas metdlicas de leve-
dura Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kiuyveri, Schizosaccha-
romyces pombe, Sacchoromyces uvarum, Kluyveromyces lactis, Hansenula
polimompha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia kiuyveri, Yarrowia li-
politica, Candida sp., Candida utilis, Candida cacaoi, Geotrichum sp., e Geo-
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trichum fermentans.

A transformagéo das células de levedura pode ser realizada, por
exemplo, por formacgéo de protoplasto seguida por transformagao de uma
maneira conhecida per se. O meio usado para cuifivar as células pode ser
qualquer meio convencional adequado para cultivar organismos de levedura.
A insulina segregada, uma proporcéo significativa desta estara presente no
meio em forma corretamente processada, pode ser restabelecida do meio
através de procedimenios convencionais incluindo separando as células de
levedura do meio através de cenirifugacao, filtrago ou pegando o precursor
de insulina por uma matriz de permuta de ions ou por uma matriz de absor-
co de fase reversa, precipitando os componentes proteinaceos do sobrena-
dante ou filirado por meio de um sal, por exemplo, sulfafo de aménio, segui-
do por purificag&o por uma variedade de procedimentos cromatograficos, por
exemplo, cromatografia de permuta de fons, cromatografia de afinidade, ou
outros.

Preferiveimente, as insulinas aciladas desta invencio s&o mo-
nossubstituidas tendo apenas um grupo de acilagéo preso a um residuo de
aminoécido lisina na molécula de insulina estabilizada em protease.

Em uma modalidade, a porgio de acila ligada & insulina estabili-
zada em protease tem a formula geral:

Acy-AAT1-AAZ2-AAS,- OB

em gque n & § ou um namero infeiro na faixade 1a3;mé& 0 ou
um nimero inteiro na faixa de 1 a 10; p € 0 ou um ndmero inteiro na faixa de
1 a 10; insulina humana de Acy é um acido graxo ou um diacido graxo que
compreende de cerca de 8 a cerca de 24 atomos de carbono; insulina hu-
mana de AA1 é um residuo de aminoacido linear ou ciclico neutro; insulina
humana de AAZ é um residuo de aminodcido acidico; insulina humana de
AA3 ¢ um residuo de aminoécido neutro, contendo alquilenoglicol; a ordem
pela qual AAT, AAZ e AA3 aparece na formula pode ser independentemente
trocada; insulina humana de AA2 pode ocorrer varias vezes ao longo da
formula (por exemplo, Acy-AAZ2-AA3,-AA2-); insulina humana de AA2 pode

ocorrer independentemente (= sendo diferente) varias vezes ao longo da
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formula (por exemplo, Acy-AA2-AA3-AAZ-); as conexbes entre Acy, AA1,
AA2 efou AA3 sdo ligagbes de amida (peptideo) que, formalmente, podem
ser obtidas por remocgao de um atomo de hidrogénio ou um grupoe hidroxila
{agua) de cada um de Acy, AA1, AA2 e AAS3; e ligacdo a insulina estabilizada
em protease pode ser da extremidade C-terminal de um residuo de AA1,
AA2, ou AA3 na porcao de acila da formula (f) ou de uma das cadeias late-
rais de um residuo de AAZ2 presente na porgao da férmula (i).

Em outra modalidade, a porgao de acila ligada a insulina estabi-
lizada em protease tem a férmula geral Acy-AAT,-AAZL-AA3- (1), em que
AA1 é selecionado de Gly, D- ou L-Ala, BAla, 4cido 4-aminobutirico, acido 5-
aminovaiérico, acido 6-amino-hexanoico, D- ou L-Glu-g-amida, D- ou L-Glu-
y-amida, D- ou L-Asp-a-amida, D- ou L-Asp-B-amida, ou um grupo de uma

QA L

(CH,),

das férmulas:

e,
H,N H
OH

0
&cido tranexamico (Trx)) |

LN,
OH Hle,,E)\j\
o OH
H,N HA
(o] o
OH ou OH ,

dos quais um atomo de hidrogénio e/ou um grupo hidroxila

foi(ram) removido(s) e em que q € 0, 1, 2, 3 ou 4 e, nesta modalidade, AA1
pode, alternativamente, ser acido 7-amino-heptancico ou acido 8-amino-
octanoico. .
Em outra modalidade, a por¢io de acila ligada a insulina estabi-
lizada em protease tem a formula geral Acy-AA1.-AA2,-AA3y- (1), em que
AA1 é como definido acima e AAZ2 é selecionado de L- ou D-Glu, L.- ou D-

Asp, L- ou D-homoGlu ou qualguer um dos seguintes:
o] o} 0. . OH

- OH
OH OH 4Lj
HN OH HN oH O 0
MR S S e o
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0
H H
o N~ O N, ™ OF
H,N oH 0 s
HO™ S0 HO™SO0 ~— HO"SO0 =— HO"SO @ ~—

HN" O“é’o
2 HN
Qo
HO [} - = HO 0 — 0OH

dos quais um atomo de hidrogénio efou um grupo hidroxila
foi{fram) removido(s) e em que as setas indicam o ponto de ligagdo ao grupo
amino de AA1, AA2, AA3, ou ao grupo amino da insulina estabilizada em
protease.

Em um aspecto, o residuo de aminoacido ciclico neutro desig-
nado AA1 é um aminoacido que contém um anel carbociclico saturado de 6
membros, contendo opcionalmente um heteroatomo de nitrogénio, e preferi-
velmente o anel é um anel de ciclo-hexano ou um anel de piperidina. Preferi-
velmente, o peso molecular deste aminoacido ciclico neutro é na faixa de
cerca de 100 a cerca de 200 Da.

O residuo de aminoacido acidico designado AAZ & um aminoa-
cido com um peso molecular de até cerca de 200 Da compreendendo dois
grupos de acido carboxilico e um grupo de amino primario ou secundario.
Alternativamente, residuo de aminoacido acidico designado AA2 & um ami-
noacido com um peso molecular de até cerca de 250 Da compreendendo um
grupo dcido carboxilico & um grupo sulfonarnida primario ou secundario.

O residuo de aminoacido contendo alquilenoglicol neutro desig-
nado AA3 & uma por¢do de alquilenoglicol, opcionalmente uma porgéo de
cligo ou polialquilenoglicol que contém uma funcionalidade de acido carboxi-
lico em uma exiremidade e uma funcionalidade de grupo amino na outra ex-
tremidade.

Aqui, o termo porgao de alquilenoglicol abrange porgbes de mo-

noalquilenoglicol como também porgbes de oligoalquilenoglicol. Mono e oli-
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goalquilenoglicéis compreendem cadeias com base em mono e aligoetileno-
glicol, com base em mono & oligopropilenoglicol, com base em mono e oli-
gobutilenoglicol, isto &, cadeias que sdo com base na unidade de repeticao -
CH>CH;0-, -CH:CH,CH>0- ou -CH,CH>CH2CH,0-. A porgao de alquileno-

glicol & monodispersa (com comprimento / peso molecular bem definido).

Porgoes de monoalquilenoglicol compreendem grupos diferentes contendo -

OCH,CH,0-, -OCH>CH>CH»0- ou OCH,CH>CH>CH»0- em cada extremida-
de.

Como mencionado aqui, a ordem pela qual AA1, AA2 e AA3 a-
parecem na porgaoc de acila com a formula (1) (Acy-AA1-AA2n-AA3L-) pode
ser trocada independentemente. Por conseguinte, a formula Acy-AAT-
AA2,-AA3,- também abrange porgdes como, por exemplo, a férmula Acy-
AAZ,-AA1-AA3L-, a formula Acy-AAZ2-AA3-AAZ-, e a formula Acy-AA3-
AAZ-AA1,-, em que Acy, AAT, AA2, AA3, n, m e p sdo como definidos aqui.

Como mencionado aqui, as conexdes entre as porgbes Acy,
AA1, AAZ elou AA3 sao oblidas formalmente através de formagao da ligagao
de amida (ligagdo de peptideo) (-CONH-) mediante remogéo de agua dos
compostos parentais dos quais eles sao formalmente consiruidos. Isto signi-
fica que para adquirir a formula completa para a porgdo de acila com a for-
mula (I) (Acy-AA1,-AAZ2,-AA3,-, em que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m e p sd0
como definidos aqui), um tem, formalmente, levar os compostos dados para
os termos Acy, AA1, AA2 e AA3 e remover um hidrogénio efou hidroxila de-
les e, formalmente, conectar os blocos de construgdo assim obtidos as ex-
tremidades livres assim obtidas.

Exemplos ndo limitativos, especificos das porces de acila da
formula Acy-AA1,-AAZ2,-AA3,- que podem estar presentes nos analogos de

insulina acilada desta invencao sao os seguintes:
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Qualquer um dos exemplos especificos nao limitativos acima de
por¢bes de acila da formula Acy-AA1,-AA2,-AA3, - pode ser ligado a um
grupo amino épsilo de um residuo de lisina presente em qualquer um dos
exemplos especificos nao limitativos acima de analogos de insulina assim
dando outros exemplos especificos de analogos de insulina acilada desta
invengao.

Qualquer um dos exemplos especificos nao limitativos acima de
por¢ées de acila da formula Acy-AA1,-AA2,-AA3,- pode ser ligado a um
grupo alfa amino de um residuo A1 presente em qualquer um dos exemplos
especificos néo limitativos acima de analogos de insulina assim dando ou-
tros exemplos especificos de analogos de insulina acilada desta invencéo.

As insulinas estabilizadas em protease podem ser convertidas
na insulina estabilizada em protease acilada desta invengéo introduzindo o
grupo desejado da formula Acy-AA1,-AA2,-AA3,- no residuo de lisina ou em
uma posi¢ao N-terminal no analogo de insulina. O grupo desejado da formu-
la Acy-AA1,-AA2,-AA3,- pode ser introduzido por qualquer método conveni-

ente e muitos métodos sao descritos na técnica anterior por tais reacées.
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Mais detalhes aparecem dos exemplos aqui.

Em uma modalidade, a presente invengao nédo diz respeito a
compostos descritos em EP 07114387.9, isto &, insulinas aciladas em que
uma porgao de acila € ligada a insulina parental e em que a dita porgao de
acila compreende unidades de repeticao de alquileno glicol que contém ami-
noacidos e em que ha apenas um residuo de lisina (K & Lys) na insulina pa-
rental.

Composig¢des farmacéuticas

As insulinas aciladas desta invengdao podem ser administradas
subcutanea, nasal, oral ou pulmonarmente.

Para administragdo subcutanea, as insulinas aciladas desta in-
vencao sao formuladas analogamente com a formulagao de insulinas conhe-
cidas. Além disso, para administragdo subcutanea, as insulinas aciladas des-
ta invengao sao administradas analogamente com a administragdo de insuli-
nas conhecidas e, em geral, os médicos estao familiarizados com este pro-
cedimento.

Insulinas aciladas desta invengao podem ser administradas atra-
vés de inalagdo em uma dose eficaz para aumentar os niveis de insulina
circulantes e/ou diminuir os niveis de glicose circulantes. Tal administragao
pode ser eficaz para tratar distarbios tais como diabetes ou hiperglicemia.
Alcangar doses eficazes de insulina requer administragdo de uma dose ina-
lada de mais que cerca de 0,5 ug/kg a cerca de 50 pg/kg de insulinas acila-
das desta invengao. Uma quantidade terapeuticamente eficaz pode ser de-
terminada por um médico treinado que levara em conta fatores incluindo ni-
vel de insulina, niveis de glicose do sangue, a condigao fisica do paciente, o
estado pulmonar do paciente ou similares.

As insulinas aciladas desta invengao podem ser liberadas atra-
vés de inalagao para alcangar absorgao lenta e/ou liberagao sistémica redu-
zida das mesmas. Dispositivos de inalagao diferentes tipicamente fornecem
farmacocinética similar quando tamanhos de particula similares e niveis si-
milares de deposigao pulmonar sao comparados.

As insulinas aciladas desta invengdo podem ser liberadas por
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qualquer de uma variedade de dispositivos de inalagao conhecidos na técni-
ca por administracdo de um agente terapéutico através de inalagao. Estes
dispositivos incluem inaladores de dose medida, nebulizadores, geradores
de pd seco, pulverizadores e similares. Preferivelmente, as insulinas acila-
das séo liberadas por um inalador de p6é seco ou um pulverizador. Ha varias
caracteristicas desejaveis de um dispositivo de inalagdo para administrar
insulinas aciladas desta inven¢ao. Por exemplo, liberagao pelo dispositivo de
inalagao é vantajosamente seguro, reprodutivel, e preciso. O dispositivo de
inalagao deveria liberar particulas pequenas ou aerosséis, por exemplo, me-
nos que cerca de 10 um, por exemplo, cerca de 1-5 pm, para respirabilidade
boa. Alguns exemplos especificos de dispositivos de inalagdo comercialmen-
te disponiveis adequados para a pratica desta invengado sao Turbohaler®
(Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo), inalador Spiros® (Dura), dis-
positivos comercializados por Inhale Therapeutics, AERx® (Aradigm), o ne-
bulizador Ultravent® (Mallinckrodt), o nebulizador de Arcon lI® (Marquest
Medical Products), o inalador de dose medida Ventolin® (Glaxo), o inalador
de p6 Spinhaler® (Fisons) ou similares.

Como aqueles versados na técnica reconhecerao, a formulagao
de insulinas aciladas desta invengéo, a quantidade da formulagéo liberada e
a duragao de administracdo de uma dose simples dependem do tipo de dis-
positivo de inalagao empregado. Para alguns sistemas de liberagao de ae-
rossol, tais como nebulizadores, a frequéncia de administragdo e o compri-
mento de tempo para o que o sistema é ativado dependerao principalmente
da concentragdo de insulinas aciladas no aerossol. Por exemplo, periodos
mais curtos de administragdo podem ser usados em concentragées mais
altas de insulinas aciladas na solugao de nebulizador. Dispositivos tais como
inaladores de dose medida podem produzir concentragdes de aerossol mais
altas, e podem ser operados durante periodos mais curtos para liberarem a
quantidade desejada das insulinas aciladas. Dispositivos tais como inalado-
res de po liberam agente ativo até uma carga dada de agente ser expelida
do dispositivo. Neste tipo de inalador, a quantidade de insulinas aciladas de

insulina desta invengdo em uma quantidade dada do p6 determina a dose
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liberada em uma administragao simples.

O tamanho de particula das insulinas aciladas desta invencao na
formulagao liberada pelo dispositivo de inalagao é critico com respeito a ha-
bilidade da insulina para torna-la dentro dos pulmées, e preferivelmente nas
vias aéreas inferiores ou alvéolos. Preferivelmente, as insulinas aciladas
deste ion da invengdo sado formuladas de forma que pelo menos cerca de
10% das insulinas aciladas liberados sejam depositados no pulmao, preferi-
velmente cerca de 10 a cerca de 20%, ou mais. E conhecido que a eficiéncia
maxima de deposicao pulmonar para seres humanos respirando pela boca é
obtida com tamanhos de particula de cerca de 2 ym a cerca de 3 um. Quan-
do tamanhos de particula forem acima de cerca de 5 pm, deposigado pulmo-
nar diminui substancialmente. Tamanhos de particula abaixo de cerca de 1
pm fazem a deposicdo pulmonar diminuir, e fica dificil de liberar particulas
com massa suficiente a ser terapeuticamente efetiva. Desse modo, particu-
las das insulinas aciladas liberadas por inalagdo tém um tamanho de particu-
la preferivelmente menos que cerca de 10 ym, mais preferivelmente na faixa
de cerca de 1 ym a cerca de 5 pm. A formulagdo das insulinas aciladas é
selecionada para render o tamanho de particula desejado no dispositivo de
inalagao escolhido.

Vantajosamente para administragdo como um p6 seco uma insu-
lina acilada desta invencao é preparada em uma forma particulada com um
tamanho de particula de menos que cerca de 10 pym, preferivelmente cerca
de 1 a cerca de 5 pm. O tamanho de particula preferido é eficaz para libera-
¢ao aos alvéolos do pulmao do paciente. Preferivelmente, o p6 seco é gran-
demente composto de particulas produzidas de forma que uma maior parte
das particulas tenha um tamanho na faixa desejada. Vantajosamente, pelo
menos cerca de 50% do p6 seco é feito de particulas que tém um diametro
menos que cerca de 10 pm. Tais formulagées podem ser alcangadas por
secagem por atomizagao, moagem, ou condensac¢ao de ponto critico de uma
solugao que contém a insulina acilada desta invengao e outros ingredientes
desejados. Outros métodos também adequados para gerar particulas uteis

na invencao atual sdo conhecidos na técnica.
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As particulas sao usualmente separadas de uma formulagao de
p6 seco em um recipiente e depois transportadas para dentro do pulmao de
um paciente por meio de uma corrente de ar de veiculo. Tipicamente, em
inaladores de p6 seco atuais, a for¢ga para separar o sélido € fornecida so-
mente pela inalagao do paciente. Em outro tipo de inalador, fluxo de ar gera-
do pela inalagao do paciente ativa um motor propulsor que desaglomera as
particulas.

Formulag¢des de insulinas aciladas desta invencao para adminis-
tracao de um inalador de pé seco tipicamente incluem um pé seco finamente
dividido que contém o derivado, mas o pé pode também incluir um agente de
volume, veiculo, excipiente, outro aditivo ou similares. Aditivos podem ser
incluidos em uma formulagao de p6 seco de insulina acilada, por exemplo,
para diluir o p6 como requerido para liberagao do inalador de p6 particular,
para facilitar o processamento da formulagao, para fornecer propriedades de
pb vantajosas a formulagao, para facilitar a dispersao do p6 do dispositivo de
inalagao, para estabilizar a formulagao (por exemplo, antioxidantes ou tam-
poes), para fornecer gosto a formulagdo ou similares. Vantajosamente, o
aditivo ndo adversamente afeta as vias aéreas do paciente. A insulina acila-
da pode ser misturada com um aditivo em um nivel molecular ou a formula-
¢ao soélida pode incluir particulas da insulina acilada misturadas ou revesti-
das em particulas do aditivo. Aditivos tipicos incluem mono, di, e polissacari-
deos; alcodis do agucar e outros polidis, tais como, por exemplo, lactose,
glicose, rafinose, melezitose, lactitol, maltitol, trealose, sucrose, manitol, a-
mido ou combinagdes dos mesmos; tensoativos, tais como sorbitéis, difosfa-
tidil colina, ou lecitina; ou similares. Tipicamente um aditivo, tal como um a-
gente de volume, esta presente em uma quantidade eficaz para um proposi-
to descrito acima, frequentemente em cerca de 50% a cerca de 90% em pe-
so da formulagao. Agentes adicionais conhecidos na técnica para formula-
¢ao de uma proteina tal como proteina de analogo de insulina podem tam-
bém ser incluidos na formulagao.

Uma pulverizagao incluindo as insulinas aciladas desta invengao

pode ser produzida forcando uma suspensdo ou uma solugédo da insulina
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acilada através de um bico sob pressdo. O tamanho e a configuragao do bi-
co, a pressao aplicada, e a taxa de alimentacao liquida podem ser selecio-
nadas para alcangar a saida e o tamanho de particula desejados. Uma ele-
tropulverizagao pode ser produzida, por exemplo, por um campo elétrico
com relagao a uma alimentagao capilar ou de bico. Vantajosamente, particu-
las do conjugado de insulina liberadas por um pulverizador tém um tamanho
de particula menos que cerca de 10 pm, preferivelmente na faixa de cerca
de 1 ym a cerca de 5 pm.

_ Formulagbes de insulinas aciladas desta invengcdo adequadas
para o uso com um pulverizador tipicamente incluira as insulinas aciladas em
uma solugdo aquosa a uma concentragao de cerca de 1 mg a cerca de 500
mg da insulina acilada por ml de solugao. Dependendo da insulina acilada
selecionada e outros fatores conhecidos ao aconselhador médico, o limite
superior pode ser inferior, por exemplo, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150,
120, 100 ou 50 mg da insulina acilada por ml de solugdo. A formulagédo pode
incluir agentes tais como um excipiente, um tampao, um agente de isotonici-
dade, um conservante, um tensoativo, e, preferivelmente, zinco. A formula-
¢ao pode também incluir um excipiente ou agente para estabilizagao da insu-
lina acilada, tal como um tampao, um agente redutor, uma proteina de volu-
me, ou um carboidrato. Proteinas de volume util em formular conjugados de
insulina incluem albumina, protamina ou similares. Carboidratos tipicos uteis
em formular a insulina acilada incluem sucrose, manitol, lactose, trealose,
glicose ou similares. A formulagao de insulinas aciladas pode também incluir
um tensoativo que pode reduzir ou impedir agregacao induzida por superfi-
cie do conjugado de insulina causada por atomizagédo da solugao formando
um aerossol. Varios tensoativos convencionais podem ser empregados, tais
como ésteres de polioxietileno de acido graxo e alcodis , e ésteres de polid-
xi-etileno sorbitol de acido graxo. Quantidades em geral variardao entre cerca
de 0,001 e cerca de 4% em peso da formulagao.

Composigoes farmacéuticas contendo uma insulina acilada des-
ta invencdo podem também ser administradas parenteralmente em pacien-

tes em necessidade de tal tratamento. Administracdo parenteral pode ser
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executada através de inje¢ao subcutanea, intramuscular ou intravenosa por
meio de uma seringa, opcionalmente uma seringa semelhante a caneta. Al-
ternativamente, administragao parenteral pode ser executada por meio de
uma bomba de infusao.

Composicoes injetaveis das insulinas aciladas desta invengao
podem ser preparadas usando as técnicas convencionais da industria far-
macéutica que envolve dissolver e misturar os ingredientes conforme apro-
priado para dar o produto final desejado. Desse modo, de acordo com um
procedimento, uma insulina acilada é dissolvida em uma quantidade de agua
que é um pouco menos que o volume final da composi¢ao a ser preparada.
Zinco, um agente isoténico, um conservante e/ou um tampao é/sao adicio-
nado(s) como requerido e o valor de pH da solugao é ajustado - se necessa-
rio - usando um acido, por exemplo, acido cloridrico, ou uma base, por e-
xemplo, hidréxido de sédio aquoso como necessario. Por fim, o volume da
solugao é ajustado com agua para dar a concentragao desejada dos ingredi-
entes.

Em uma outra modalidade desta invencao, o tampao é selecio-
nado do grupo que consiste em acetato de sédio, carbonato de sodio, citrato,
glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, di-hidrogeno fosfato de sédio,
hidrogeno fosfato de dissddio, fosfato de sédio, e tris(hidroximetil)amino-
metano, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido maleico, acido fumari-
co, acido tartarico, acido aspartico ou misturas dos mesmos. Cada um des-
tes tampdes especificos constitui uma modalidade alternativa desta inven-
cao.

Em uma outra modalidade desta invengao, a formulagdao tam-
bém compreende um conservante farmaceuticamente aceitavel que pode
ser selecionado do grupo que consiste em fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol,
p-hidroxibenzoato de metila, p-hidroxibenzoato de propila, 2-fenoxietanol, p-
hidroxibenzoato de butila, 2-feniletanol, alcool benzilico, clorobutanol, e tio-
merosal, bronopol, acido benzoico, imidureia, cloro-hexidina, deidroacetato
de sédio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etila, cloreto de benzeténio, clor-

fenesina (3-(4-clorofenéxi)-1,2-propanodiol) ou misturas dos mesmos. Em
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uma outra modalidade desta invengao, o conservante esta presente em uma
concentracao de cerca de 0,1 mg/mi a 20 mg/ml. Em uma outra modalidade
desta invengao, o conservante esta presente em uma concentragao de cerca
de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. Em uma outra modalidade desta invengao, o con-
servante esta presente em uma concentragdo de cerca de 5 mg/ml a 10
mg/ml. Em uma outra modalidade desta invenc¢ao, o conservante esta pre-
sente em uma concentragao de cerca de 10 mg/ml a 20 mg/ml. Cada um
destes conservantes especificos constitui uma modalidade alternativa desta
invencao. O uso de um conservante nas composigdes farmacéuticas é bem
conhecido a pessoa versada. Para conveniéncia, referéncia é feita a Re-
mington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edigao, 1995.

Em uma outra modalidade desta invencao, a formulagao tam-
bém compreende um agente isoténico que pode ser selecionado do grupo
que consiste em um sal (por exemplo, cloreto de sédio), um aglcar ou alcool
do agucar, um aminoacido (por exemplo, L-glicina, L-histidina, arginina, lisi-
na, isoleucina, acido aspartico, triptofano ou treonina), um alditol (por exem-
plo glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol (propilenoglicol), 1,3-propanodiol ou
1,3-butanodiol), polietilenoglicol (por exemplo, PEG400) ou misturas dos
mesmos. Qualquer agucar tal como mono-, di-, ou polissacarideos, ou glu-
canos soluveis em agua, incluindo, por exemplo, frutose, glicose, manose,
sorbose, xilose, maltose, lactose, sucrose, trealose, dextrana, pululana, dex-
trina, ciclodextrina, amido soluvel, hidroxietil amido e carboximetilcelulose-Na
podem ser usados. Em uma modalidade, o aditivo de agucar é sucrose. Al-
cool do agucar é definido como um C4-C8 hidrocarboneto que tem pelo me-
nos um grupo -OH e inclui, por exemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol,
dulcitol, xilitol, e arabitol. Em uma modalidade, o aditivo de alcool do agucar
€ manitol. Os agucares ou alcodis do aglcar mencionados acima podem ser
usados individualmente ou em combinagdo. Nao ha nenhum limite fixo a
quantidade usada, contanto que o agucar ou o alcool do agucar seja solavel
na preparagao liquida e nao adversamente realize os efeitos de estabiliza-
¢ao alcangados usando os métodos desta invengcdao. Em uma modalidade, a

concentragado de agtcar ou de alcool do agucar é entre cerca de 1 mg/ml e
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cerca de 150 mg/ml. Em uma outra modalidade desta invengéo, o agente
isotonico esta presente em uma concentragao de cerca de 1 mg/ml a 50
mg/ml. Em uma outra modalidade desta invengao, o agente isoténico esta
presente em uma concentragao de cerca de 1 mg/ml a 7 mg/ml. Em uma
outra modalidade desta invengao, o agente isoténico esta presente em uma
concentracao de cerca de 8 mg/ml a 24 mg/ml. Em uma outra modalidade
desta invencgao, o agente isotdnico esta presente em uma concentragao de
cerca de 25 mg/ml a 50 mg/mil. Cada um destes agentes isotonicos especifi-
cos constitui uma modalidade alternativa desta invengao. O uso de um agen-
te isoténico nas composigdes farmacéuticas é bem conhecido a pessoa ver-
sada. Para conveniéncia referéncia é feita a Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 192 edi¢ao, 1995.

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

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

Uma composi¢cdo para administragdo nasal de umas insulinas
aciladas desta invengao pode, por exemplo, ser preparada como descrito na
Patente europeia No. 272.097.

Preparagdes orais contendo uma insulina estabilizada em prote-
ase acilada desta invengao podem ser preparadas de uma maneira conheci-
da per se. Um modo de fazer preparagdes contendo uma insulina estabiliza-
da em protease acilada desta invengdo que pode convenientemente ser ad-
ministrada oralmente & usar um procedimento que é analogo ao processo
descrito em WO 2008/145728.

Outro modo de preparar preparagdes orais contendo uma insuli-
na estabilizada em protease acilada desta invengao é preparar um liquido
livre de agua ou composi¢des farmacéuticas semissélidas compreendendo
uma insulina estabilizada em protease acilada desta invengao (a), pelo me-

nos um solvente organico polar (b) para a insulina estabilizada em protease
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acilada, pelo menos um componente lipofilico (c), e opcionalmente um ten-
soativo (d) e/ou pelo menos um componente hidréfilo sélido (e). Isto poderia
ser na forma de uma solugdo oleosa. Alternativamente, o pelo menos um
componente hidréfilo sélido (d) é pelo menos um polimero hidréfilo soélido.
Alternativamente, a composigao farmacéutica que compreende pelo menos
um componente hidréfilo sélido é livre de tensoativo, em que o dito tensoati-
vo tem um valor de HLB que é pelo menos 8, isto &, nao ha nenhum tensoa-
tivo tendo um valor de HLB que seja pelo menos 8, presente na composigao.

Por exemplo, uma composigao farmacéutica contendo uma insu-
lina estabilizada em protease acilada pode ser uma solugdo oleosa livre de
agua e/ou uma composi¢ao farmacéutica de SEDDS ou SMEDDS.

Alternativamente, a dita composigao farmacéutica € um sistema
de liberacao de farmaco autoemulsificante (aqui designado SEDDS).

E acreditado que a solubilidade alta de uma insulina estabilizada
em protease acilada no solvente orgéanico polar da composigao farmacéutica
que resulta na quantidade total relativamente baixa de solvente orgéanico po-
lar necessario na dita composigao farmacéutica possa melhorar a compatibi-
lidade da composi¢ao farmacéutica com materiais de capsula.

A composi¢cao farmacéutica pode conter um veiculo que com-
preende um componente lipofilico, um tensoativo e um solvente orgéanico
polar e opcionalmente um componente hidréfilo sélido (e). Se houver um
componente hidréfilo sélido presente, pelo menos um dos componentes se-
lecionados do grupo que consiste em um componente lipofilico e um tensoa-
tivo € liquido ou semissélido. Se houver um componente hidréfilo liquido (e)
presente, o componente lipofilico e o tensoativo podem ser sélidos. Por e-
xemplo, o tensoativo € liquido ou semissélido. Em um aspecto, um compo-
nente hidréfilo sélido esta presente.

Como aqui usado, o termo "veiculo" refere-se ao veiculo farma-
ceuticamente aceitavel que transporta o polipeptideo solivel em agua tera-
peuticamente ativo ao longo da membrana biolégica ou dentro de um fluido
biolégico. O veiculo compreende um componente lipofilico e um solvente

organico polar, e opcionalmente um componente hidréfilo sélido e/ou um
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tensoativo. O veiculo é capaz de produzir uma emulsao ou estruturas coloi-
dais espontaneamente, quando colocado em contato, disperso, ou diluido,
com um meio aquoso, por exemplo, agua, fluidos contendo agua, ou meios
in vivo em mamiferos, tais como os sucos gastricos do trato gastrointestinal.
As estruturas coloidais podem ser particulas soélidas ou liquidas incluindo
dominios, goticulas, micelas, micelas misturadas, vesiculas e nanoparticu-
las.

Por exemplo, quando a composi¢ao farmacéutica for colocada
em contato com um meio aquoso, uma emulsao, tal como um microemulsao,
espontaneamente se forma. Em particular, uma emulsdo ou microemulsao
forma no trato digestivo de um mamifero quando o sistema de liberagao for
ingerido oralmente. Além dos componentes acima mencionados, o pré-
concentrado espontaneamente dispersavel pode também opcionalmente
conter outros excipientes, tais como tampdes, ajustadores de pH, estabili-
zantes e outros adjuvantes reconhecidos por alguém de habilidade usual na
técnica ser apropriado para um tal uso farmacéutico.

O termo "livre de agua" como aqui usado refere-se a uma com-
posicao a qual nenhuma agua é adicionada durante a preparagao da com-
posicao farmacéutica. A insulina estabilizada em protease acilada e/ou um
ou mais excipientes na composi¢gao farmacéutica podem ter quantidades
pequenas de agua ligadas aos mesmos antes de preparar uma composi¢cao
farmacéutica. Por exemplo, uma composi¢cao farmacéutica livre de agua
compreende menos de 10% em p/p de agua, por exemplo, menos de 5% em
p/p de agua, por exemplo, menos de 4% em p/p de agua, por exemplo, me-
nos de 3% em p/p de agua, por exemplo, menos de 2% em p/p de agua, por
exemplo, menos de 1% em p/p de agua.

Como aqui usado, o termo "pré-concentrado de microemulsao”
significa uma composi¢cdo que espontaneamente forma um microemulsao,
por exemplo, uma microemulsao de éleo-em-agua, em um meio aquoso, por
exemplo, em agua ou nos fluidos gastrointestinais ap6s aplicagao oral. A
composigao autoemulsifica sob diluigao em um meio aquoso, por exemplo,

em uma diluicdo de 1:5, 1:10, 1:50, 1:100 ou mais alta.
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Devido a solubilidade alta da insulina estabilizada em protease
acilada, a quantidade total de solvente organico polar no SEDDS pode ser
mantida baixa, que por um lado melhora a compatibilidade da formulagao
com os materiais de capsula e por outro lado da mais espago de projeto para
a composicao.

A composig¢ao farmacéutica compreende um componente lipofili-
co, e um componente polar organico. Os componentes do sistema de libera-
¢ao de farmaco podem estar presentes em qualquer quantidade relativa. Por
exemplo, o sistema de liberagao de farmaco pode compreende até 40% em
peso de componente organico polar da composi¢ado do veiculo, por exemplo,
menos que 30%, 20%, 15% ou 10%. Em outro aspecto, o sistema de libera-
¢ao de farmaco compreende de 5% a 40% em peso de solvente organico
polar da composi¢ao total do veiculo. Em ainda um outro aspecto, o sistema
de liberagao de farmaco compreende de 10% a 30% em peso de solvente
organico polar da composigéao total do veiculo.

A composigao farmacéutica pode ser na forma de uma composi-
¢ao de nao po, isto €, em uma forma semissolida ou liquida.

Como aqui usado, o termo "liquido" significa um componente ou
uma composicao que esta em um estado liquido em temperatura ambiente
("TA"), e tendo um ponto de fusédo de, por exemplo, abaixo de 20°C. Como
aqui usado temperatura ambiente (TA) significa cerca de 20-25°C.

Como aqui usado, o termo "semissélido" diz respeito a um com-
ponente ou uma composi¢gao que nao sao liquidos em temperatura ambien-
te, por exemplo, tendo um ponto de fusado entre temperatura ambiente e cer-
ca de 40°C. Um semissolido pode ter as qualidades e/ou os atributos de am-
bos os estados sdlidos e liquidos de substancia. Como usado aqui, o termo
“solidificar” & intencionado tornar sélido ou semissélido.

Exemplos de composi¢des semissolidas ou liquidas sdo compo-
sicoes farmacéuticas na forma de, por exemplo, éleos, solugées, SMEDDS
liquido ou semissoélido e SEDDS liquido ou semissélido.

"SMEDDS" (sendo uma abreviagao para sistemas de liberagao

de farmaco automicroemulsificantes) é aqui definido como misturas isotropi-
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cas de um componente hidréfilo, um tensoativo, opcionalmente um cotenso-
ativo e um farmaco que rapidamente forma um 6leo sob microemulsao de
agua quando exposto a meios aquosos sob condigdes de agitagao suave ou
motilidade digestiva que seriam encontradas no trato Gl.

"SEDDS" (sendo uma abreviagao para sistemas de liberagao de
farmaco autoemulsificantes) € aqui definido como misturas de um compo-
nente hidréfilo, um tensoativo, opcionalmente um cotensoativo e um farmaco
que espontaneamente formam um 6leo bom sob emulsdo de dgua quando
exposto a meios aquosos sob condigbes de agitacdo suave ou motilidade
digestiva que seriam encontradas no trato Gl.

Como aqui usado, o termo "microemulsao" refere-se a uma dis-
persao coloidal transparente ou transltcida, ligeiramente opaca, opalescen-
te, ndo opaca ou substancialmente ndo opaca que é formada espontanea ou
substancialmente de forma espontanea quando seus componentes sao co-
locados em contato com um meio aquoso.

Como aqui usado, o termo "emulsao" refere-se a uma dispersao
coloidal ligeiramente opaca, opalescente ou opaca que é formada esponta-
nea ou substancialmente de forma espontanea quando seus componentes
sao colocados em contato com um meio aquoso.

Uma microemulsao & termodinamicamente estavel e contém
particulas ou dominios homogeneamente dispersos, por exemplo, de um
estado sélido ou liquido (por exemplo, particulas de lipidio liquidas ou goticu-
las), de um didmetro médio de menos que cerca de 500 nm, por exemplo,
menos que cerca de 400 nm ou menos de 300 nm, menos de 200 nm, me-
nos de 100 nm, e maior que cerca de 2-4 nm quando medida por técnicas de
difragdo de luz padrao, por exemplo, usando um MALVERN ZETASIZER
Nano ZS. O termo "tamanho de dominio" como aqui usado refere-se as uni-
dades de difragao repetitivas e pode ser medido, por exemplo, por raios X de
angulo pequeno. Em um aspecto, o tamanho do dominio € menor que 400
nm, em outro aspecto, menor que 300 nm e em ainda outro aspecto, menor
que 200 nm.

Como aqui usado o termo “"espontaneamente dispersavel" quan-
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do referir-se a um pré-concentrado refere-se a uma composigao que é capaz
de produzir estruturas coloidais tais como microemulsdes, emulsées e outros
sistemas coloidais, quando diluidos com um meio aquoso quando s&o colo-
cados os componentes da composicdo em contato com um meio aquoso,
por exemplo, agitagdo simples a mao durante um periodo curto de tempo,
por exemplo, durante dez segundos. Em um aspecto, um concentrado es-
pontaneamente dispersavel de acordo com a invengdo € um SEDDS ou
SMEDDS.

Como aqui usado, o termo "componente lipofilico" refere-se a
uma substancia, um material ou um ingrediente que sdo mais compativeis
com Oleo que com agua. Um material com propriedades lipofilicas € insolu-
vel ou quase insoluvel em agua, mas é facilmente solivel em 6leo ou outros
solventes nao polares. O termo “"componente lipofilico" pode compreender
uma ou mais substancias lipofilicas. Componentes lipofilicos multiplos po-
dem constituir na fase lipofilica do pré-concentrado espontaneamente dis-
persavel e forma o aspecto de 6leo, por exemplo, em uma emulséo de 6leo-
em-agua ou microemulsdo. A temperatura ambiente, o componente lipofilico
e a fase lipofilica do pré-concentrado espontaneamente dispersavel podem
ser so6lido, semissélidos ou liquidos. Por exemplo, um componente lipofilico
solido pode existir como uma pasta, forma granular, pé ou floco. Se mais de
um excipiente compreender o componente lipofilico, o componente lipofilico
pode ser uma mistura de liquidos, sélidos ou ambos.

Em um aspecto, o componente lipofilico esta presente na com-
posigao farmacéutica em uma quantidade de pelo menos 20% em p/p. Em
um outro aspecto, o componente lipofilico esta presente em uma quantidade
de pelo menos 30%, pelo menos 50%, pelo menos 80% ou pelo menos 90%
em p/p. Por exemplo, o componente lipofilico pode estar presente de cerca
de 5% a cerca de 90% em peso da composig¢ao, por exemplo, de cerca de
15% a cerca de 60%, por exemplo, de cerca de 20% a cerca de 40%. Exem-
plos de componentes lipofilicos sélidos, isto €, componentes lipofilicos que
sao solidos ou semissolidos em temperatura ambiente, incluem, mas nao

sao limitados a, os seguintes:
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1. misturas de mono, di e triglicerideos, tais como coco-
glicerideos hidrogenados (ponto de fusao (p.f.) de cerca de 33,5°C a cerca
de 37°C], comercialmente-disponiveis como WITEPSOL HI5 da Sasol Ale-
manha (Witten, Alemanha); exemplos de triglicerideos de acido graxo por
exemplo, triglicerideos de C10-C22 acido graxo incluem éleos naturais e hi-
drogenados, tais como 6leos vegetais;

2. ésteres, tais como estearato de propileno glicol (PG), comer-
cialmente disponiveis como MONOSTEOL (p.f. de cerca de 33°C a cerca de
36°C) de Gattefosse Corp. (Paramus, NJ); estearato de palmito de dietileno
glicol, comercialmente disponivel como HYDRINE (p.f. de cerca de 44,5°C a
cerca de 48,5°C) de Gattefosse Corp;

3. glicerideos saturados poliglicosilados, tais como ésteres de
PEG-6 de 6leo de semente de palma/palma hidrogenado (p.f. de cerca de
30,5°C a cerca de 38°C), comercialmente disponiveis como LABRAFIL
M2130 CS de Gattefosse Corp. ou Gelucire 33/01;

4. alcoois graxos, tais como alcool de miristila (p.f. de cerca de
39°C), comercialmente disponivel como LANETTE 14 de Cognis Corp. (Cin-
cinnati, OH); ésteres de acidos graxos com alcoodis graxos, por exemplo,
palmitato de cetila (p.f. de cerca de 50°C); monolaurato de isosorbida, por
exemplo, comercialmente disponivel sob o nome comercial ARLAMOL ISML
de Unigema (New Castle, Delaware), por exemplo, tendo um ponto de fuséao
de cerca de 43°C;

5. Eter de PEG-alcool graxo, incluindo éter de cetila de polioxieti-
leno (2), por exemplo comercialmente disponivel como BRIJ 52 de Unigema,
tendo um ponto de fusédo de cerca de 33°C, ou polioxietileno (2) éter de es-
tearila, por exemplo comercialmente disponivel como BRIJ 72 de Unigema
tendo um ponto de fusao de cerca de 43°C;

6. ésteres de sorbitano, por exemplo, ésteres de sorbitano de a-
cido graxo, por exemplo monopalmitato de sorbitano ou monoestearato de
sorbitano, por exemplo, comercialmente disponiveis como SPAN 40 ou
SPAN 60 de Unigema e tendo pontos de fusdo de cerca de 43°C a 48°C ou
cerca de 53°C a 57°C e 41°C a 54°C, respectivamente; e
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7. ésteres de glicerila de acido mono-C6-C14-graxo. Estes séao
obtidos esterificando glicerol com 6leo vegetal seguido por destilagao mole-
cular. Monoglicerideos incluem, mas nédo sao limitados a, monoglicerideos
simétricos (isto €, B-monoglicerideos) como também assimétricos (a - mono-
glicerideos). Eles também incluem ambos glicerideos uniformes (em que o
constituinte de acido graxo é primariamente composto de um acido graxo
simples) como também glicerideos misturados (isto €, em que o constituinte
de acido graxo € composto de varios acidos graxos). O constituinte de acido
graxo pode incluir acidos graxos saturados e insaturados tendo um compri- -
mento de cadeia de, por exemplo, C8-C14. Particularmente adequado & mo-
nolaurato de glicerila, por exemplo, comercialmente disponivel como IMWI-
TOR 312 de Sasol North America (Houston, TX), (p.f. de cerca de 56°C -
60°C); monodicocoato de glicerila, comercialmente disponivel como IMWI-
TOR 928 de Sasol (p.f. de cerca de 33°C - 37°C); citrato de monoglicerila,
comercialmente disponivel como IMWITOR 370, (p.f. de cerca de 59 a cerca
de 63°C); ou monoestearato de glicerila, por exemplo, comercialmente dis-
ponivel como IMWITOR 900 de Sasol (p.f. de cerca de 56°C -61°C); ou mo-
noestearato autoemulsificante de glicerol, por exemplo, comercialmente dis-
ponivel como IMWITOR 960 de Sasol (p.f. de cerca de 56°C -61°C).

Exemplos de componentes lipofilicos liquidos, isto &€, componen-
tes lipofilicos que sao liquidos em temperatura ambiente incluem, mas nao
sao limitados a, os seguintes:

1. misturas de mono, di e triglicerideos, tais como mono e digli-
cerideos de cadeia média, caprilato/caprato de glicerila, comercialmente dis-
poniveis como CAPMUL MCM de Abitec Corp. (Colombo, OH);

2. ester de glicerila de acido mono ou digraxo, por exemplo de
C6-C18, por exemplo C6-C16 por exemplo C8-C10, por exemplo C8, acidos
graxos, ou derivados acetilados dos mesmos, por exemplo MYVACET 9-45
ou 9-08 de Eastman Chemicals (Kingsport, TN) ou IMWITOR 308 ou 312 de
Sasol;

3. éster de propileno glicol de acido mono ou digraxo, por exem-

plo de C8-C20, por exemplo C8-C12, acidos graxos, por exemplo LAURO-
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GLICOL 90, SEFSOL 218, ou CAPRYOL 90 ou CAPMUL PG-8 (mesmo co-
mo caprilato de propileno glicol) de Abitec Corp;

4. 6leos, tais como 6leo de cartamo, 6leo de gergelim, éleo de
améndoa, 6leo de amendoim, éleo de palma, 6leo de germe de trigo, 6leo de
milho, 6leo de ricino, 6leo de coco, 6leo de semente de algodao, éleo de so-
ja, azeite de oliva e 6leo mineral,

5. acidos ou alcodbis graxos, por exemplo C8-C20, saturado ou
mono ou di-insaturado, por exemplo acido oleico, alcool de oleila, acido lino-
leico, acido caprico, acido caprilico, acido caproico, tetradecanol, dodecanol,
decanol;

6. triglicerideos de acido graxo de cadeia média, por exemplo
C8-C12, por exemplo MIGLYOL 812, ou triglicerideos de acido graxo de ca-
deia longa, por exemplo, 6leos vegetais;

7. 6leos vegetais etoxilados transesterificados, por exemplo, co-
mercialmente disponiveis como LABRAFIL M2125 CS de Gattefosse Corp;

8. compostos estereficados de acido graxo e alcool primario, por
exemplo C8-C20, acidos graxos e alcodis C2-C3, por exemplo linoleato de
etila, por exemplo comerciaimente disponivel como NIKKOL VF-E de Nikko
Chemicals (Téquio, Japao), butirato de etila, acido oleico de caprilato de eti-
la, oleato de etila, miristato de isopropila e caprilato de etila;

9. bleos essenciais, ou qualquer um de uma classe de 6leos vo-
lateis que dao as plantas seus odores caracteristicos, tais como 6leo de hor-
tela, 6leo de cravo-da-india, 6leo limao e éleo de hortela;

10. fragbes ou constituintes de 6leos essenciais, tais como men-
tol, carvacrol e timol,

11. bleos sintéticos, tais como triacetina, tributirina;

12. citrato de trietila, trietil citrato de acetila, citrato de tributila,
tributil citrato de acetila;

13. poliglicerol ésteres de acido graxo , por exemplo, mono-
oleato de diglicerila, por exemplo DGMO-C, DGMO-90, DGDO de Nikko
Chemicals; e

14. ésteres de sorbitano, por exemplo ésteres de sorbitano de
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acido graxo, por exemplo, monolaurato de sorbitano, por exemplo comerci-
almente disponivel como SPAN 20 de Unigema.

15. Fosfolipideos, por exemplo, Alquil-O-fosfolipideos, Acidos
Diacil Fosfatidicos, Diacil Fosfatidil Colinas, Diacil Fosfatidil Etanolaminas,
Diacil Fosfatidil Gliceréis, Acidos Di-O-Alquil Fosfatidicos, L-alfa-
lisofosfatidilcolinas (LPC), L-alfa-lisofosfatidiletanolaminas (LPE), L-alfa-
lisofosfatidilglicerol (LPG), L-alfa-lisofosfatidilinositéis (LPI), acidos L-alfa-
fosfatidicos (PA), L-alfa-Fosfatidilcolinas (PC), L-alfa-Fosfatidiletanolaminas
(PE), L-alfa-Fosfatidilgliceréis (PG), Cardiolipin (CL), L-alfa-Fosfatidilinositois
(PD), L-alfa-Fosfatidilserinas (PS), Liso-Fosfatidilcolinas, Liso-
Fosfatidilglicerois, sn-Glicerofosforilcolinas comercialmente disponiveis de
LARODAN, ou fosfolipideo de soja (Lipoid S100) comercialmente disponivel
de Lipoid GmbH.

Por exemplo, o componente lipofilico € um ou mais selecionados
do grupo que consiste em mono, di e triglicerideos. Em um aspecto, o com-
ponente lipofilico € um ou mais selecionados do grupo que consiste em mo-
no e diglicerideos. Em ainda um outro aspecto, o componente lipofilico é
Capmul MCM ou Capmul PG-8. Em um ainda outro aspecto, o componente
lipofilico &€ Capmul PG-8.

O termo "solvente organico polar" refere-se em um aspecto aqui
a um "solvente organico prético polar" que &€ um hidréfilo, solvente contendo
carbono miscivel em agua que contém uma ligagdo O-H ou N-H, ou misturas
dos mesmos. A polaridade é refletida na constante dielétrica ou no momento
de dippolo de um solvente. A polaridade de um solvente determina que tipo
de compostos é capaz de dissolver e com que outros solventes ou compos-
tos liquidos é miscivel. Tipicamente, solventes organicos polares dissolvem
melhor compostos polares e solventes nao polares dissolvem melhor com-
postos ndo polares: "semelhante dissolve semelhante". Compostos forte-
mente polares como de sais inorganicos (por exemplo, cloreto de sédio) dis-
solvem-se apenas em solventes muito polares.

Solventes organicos polares podem ser selecionados de solven-

te em que a insulina estabilizada em protease acilada mostra solubilidade
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melhor nos ditos solventes organicos polares que em outros solventes.

Consequentemente, a insulina estabilizada em protease acilada
pode ser dissolvida a um grau alto em um solvente organico polar livre de
agua farmaceuticamente aceitavel tal como propileno glicol, glicerol e
PEG200. Por exemplo, pelo menos 20% (p/p) da insulina estabilizada em
protease acilada dissolvem-se em um solvente organico polar livre de agua
farmaceuticamente aceitavel, isto €, ao adicionar 20% em p/p da insulina
estabilizada em protease acilada ao solvente organico polar, uma solugao
clara é obtida. Em outro aspecto, pelo menos 25%, 30%, 40% ou 50% (p/p)
da insulina estabilizada em protease acilada dissolvem-se em um solvente
organico polar livre de agua farmaceuticamente aceitavel.

O solvente organico polar pode desse modo referir-se a um sol-
vente contendo carbono miscivel em agua, hidréfilo, que contém uma liga-
¢ao O-H ou N-H, ou misturas das mesmas. A polaridade é refletida na cons-
tante dielétrica ou no momento de dippolo de um solvente. A polaridade de
um solvente determina que tipo de compostos ele é capaz de dissolver e
com que outros solventes ou compostos liquidos € miscivel. Tipicamente,
solventes polares dissolvem melhor compostos polares e solventes nao po-
lares dissolvem melhor compostos nao polares: "semelhante dissolve seme-
Ihante". Compostos fortemente polares como de sais inorganicos (por exem-
plo, cloreto de sédio) dissolvem-se apenas em solventes muito polares.

Por exemplo, o solvente orgénico polar € um solvente que tem
uma constante dielétrica acima de 20, preferivelmente na faixa de 20-50.
Exemplos de solvente orgéanico polar diferente sao listados na Tabela 1 junto
com agua como uma referéncia.

Tabela 1. Constantes dielétricas (permissividade estatica) dos
solventes organicos polares selecionados e agua como uma referéncia
(Handbook of Chemistry and Physics, CMC Press, constantes dielétricas sao
medidas em campos elétricos estaticos ou em frequéncias relativamente

baixas onde nenhum relaxamento ocorre).
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Solvente (Temperatura, Celsius (Kelvin)) Constante dielétrica €*
Agua (20,1 (293,2)) 80,1
Propanotriol [Glicerol] (20,1 (293,2)) 46,53
Etanodiol [Etileno glicol] (20,1 (293,2)) 41,4
1,3-propanodiol (20,1(293,2)) 351
Metanol (20,1 (293,2)) 33,0
1,4-butanodiol (20,1 (293,2)) 31,9
1,3-butanodiol (20,1 (293,2)) 28,8
1,2-propanodiol [propileno glicol] (30,1
(303,2)) 27,5
Etanol (20,1 (293,2)) 253
Isopropanol [2-propanol, alcool isopropilico]

(20,1 (293,2)) 20,18

No presente contexto, 1,2-propanodiol e propileno glicol sdo u-
sados alternadamente. No presente contexto, propanotriol e glicerol sao u-
sados alternadamente. No presente contexto, etanodiol e etileno glicol sao
usados alternadamente.

Por exemplo, o solvente organico polar é selecionado do grupo
que consiste em polidis. O termo "poliol" como aqui usado refere-se aos
compostos quimicos contendo grupos hidroxila mdltiplos.

Em um aspecto, o solvente organico polar é selecionado do gru-
po que consiste em didis e tridis. O termo "diol" como aqui usado refere-se
aos compostos quimicos contendo dois grupos hidroxila. O termo "triol" co-
mo aqui usado refere-se aos compostos quimicos contendo trés grupos hi-
droxila.

Por exemplo, o solvente organico polar é selecionado do grupo
que consiste em glicerol (propanotriol), etanodiol (etileno glicol), 1,3-
propanodiol, metanol, 1,4-butanodiol, 1,3-butanodiol, propileno glicol (1,2-

propanodiol), etanol e isopropanol, ou misturas dos mesmos. Em uma alter-
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nativa, o solvente organico polar é selecionado do grupo que consiste em
propileno glicol e glicerol. Glicerol € até mesmo biocompativel em dosagens
altas e tem uma capacidade de solvente alta para a insulina estabilizada em
protease acilada. Alternativamente, o solvente organico polar é selecionado
do grupo que consiste em propileno glicol e etileno glicol. Este solvente or-
ganico polar tem uma baixa viscosidade, € biocompativel em doses modera-
das, e tem capacidade de solvente organica polar muito alta para a insulina
estabilizada em protease acilada.

O solvente orgéanico polar deve preferivelmente ser de pureza al-
ta com um conteudo baixo de, por exemplo, aldeidos, cetonas e outras impu-
rezas reduzindo para minimizar a deterioragdo quimica do polipeptideo solu-
bilizado devido a, por exemplo, reacdo de Maillard. Moléculas de desconta-
minante como glicil glicina e etileno diamina podem ser acrescentadas as
formulagbes compreendendo solvente(s) organico(s) polar(es) tal(is) como
polidis para reduzir a deterioracdo do polipeptideo enquanto que antioxidan-
tes podem ser adicionados para reduzir a taxa de formagao de outras impu-
rezas redutoras.

Em um aspecto da invencgao, o solvente organico polar esta pre-
sente na composi¢cdo farmacéutica em uma quantidade de 1-50 % em p/p,
por exemplo, 5-40 % em p/p, por exemplo, 5-30 % em p/p. Alternativamente,
o solvente polar orgénico esta presente em uma quantidade de 10-30 % em
p/p, por exemplo, 10-25 % em p/p, por exemplo, em uma quantidade de cer-
ca de 20 % em p/p ou cerca de 15 % em p/p.

Por exemplo, o solvente polar organico polar é propileno glicol e
esta presente na composi¢cao farmacéutica em uma quantidade de 1-50 %
em p/p, por exemplo, 5-40 % em p/p, por exemplo, 10-30 % em p/p, por e-
xemplo, 10-25 % em p/p, por exemplo, 10-20 % em p/p, por exemplo, cerca
de 20 % em p/p ou cerca de 15 % em p/p.

Por exemplo, o solvente organico polar é selecionado do grupo
que consiste em glicerol, propileno glicol e misturas dos mesmos.

Um componente hidréfilo sélido pode ser acrescentado a com-

posigcao farmacéutica a fim de tornar ou ajudar a tornar a composicao farma-



10

15

20

25

30

80

céutica solida ou semissoélida em temperatura ambiente. O componente hi-
dréfilo pode compreender mais de um excipiente. Se mais de um excipiente
compreender o componente hidréfilo, o componente hidréfilo pode ser uma
mistura de liquidos, s6lidos ou ambos.

Quando um componente hidréfilo sélido estiver presente, a com-
posicao farmacéutica pode compreender de cerca de 1% a cerca de 25% em
peso de componente hidrofilo sélido, por exemplo, de cerca de 2% a cerca
de 20%, por exemplo, de cerca de 3% a cerca de 15%, por exemplo de cer-
ca de 4% a cerca de 10%.

Um exemplo de um componente hidréfilo € PEG que é o polime-
ro de o6xido de etileno que se conforma em geral a formula H{OCH,CH,),OH
em que n correlata com o peso molecular médio do polimero.

Os tipos de PEG uteis na preparagdo das composicées farma-
céuticas podem ser categorizados por seu estado de substancia, isto &, se a
substéncia existe em uma forma sélida ou liquida em temperatura ambiente
e pressao. Como aqui usado, "PEG soélido" refere-se a PEG que tem um pe-
so molecular de modo que a substancia estda em um estado sélido em tem-
peratura ambiente e pressao. Por exemplo, PEG que tem um peso molecular
que varia entre 1.000 e 10.000 é um PEG solido. Tais PEGs incluem, mas
nao sao limitados a PEGR 1000, PEG 1550, PEG 2000, PEG 3000, PEG
3350, PEG 4000 ou PEG 8000. Particularmente PEGs sélidos uteis sao a-
queles tendo um peso molecular entre 1.450 e 8.000. Especialmente util co-
mo um PEG sélido é PEG 1450, PEG 3350, PEG 4000, PEG 8000, deriva-
dos dos mesmos e misturas dos mesmos. PEGs de varios pesos molecula-
res sao comercialmente disponiveis como a série CARBOWAX SENTRY de
Dow Chemicals (Danbury, CT). Além disso, PEGs soélidos tém uma estrutura
cristalina, ou matriz polimérica, 6xido de polietileno ("PEO") que tem uma
estrutura idéntica a PEGR, mas para comprimento de cadeia e grupos de
extremidade sdo também adequados. Varios graus de PEO estao comerci-
almente disponiveis como POLYOX de Dow Chemicals. PEO, por exemplo,
tem um peso molecular que varia de cerca de 100.000 a 7.000.000. O com-

ponente hidréfilo pode compreender PEG, PEO, e qualquer combinacgéo do
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antecedente.

Os componentes hidréfilos podem opcionalmente incluir um al-
canol inferior, por exemplo, etanol. Embora o uso de etanol nao seja essen-
cial, ele pode melhorar a solubilidade do polipeptideo no veiculo, melhorar
as caracteristicas de armazenamento e/ou reduzir o risco de precipitacdo de
farmaco.

Em um aspecto exemplar alternativo, o componente hidréfilo do
veiculo consiste em um componente hidréfilo simples, por exemplo, um PEG
sélido, por exemplo, PEG 1450, PEG 3350, PEG 4000 e PEG 8000. Neste
aspecto exemplar, a fase hidréfila do componente de microemulsao consiste
em uma substancia hidréfila simples. Por exemplo, se o veiculo compreen-
desse PEG 3350, o veiculo ndo conteria nenhuma outra substancia hidrofila,
por exemplo, alcandis inferiores (alquila inferior que é C1-C4), tal como eta-
nol; ou agua.

Em ainda outro aspecto exemplar alternativo, o componente hi-
drofilo do veiculo consiste em uma mistura de PEGs sélidos. Por exemplo, o
componente hidréfilo compreende PEG 1450, PEG 3350, PEG 4000, PEG
8000, derivados dos mesmos e qualquer combinagéo e misturas dos mes-
mos.

Em um aspecto, o veiculo compreende um ou mais tensoativos,
isto &, opcionalmente uma mistura de tensoativos; ou agentes ativos de su-
perficie que reduzem a tenséao interfacial. O tensoativo €, por exemplo, nao
iénico, iénico ou anfotérico. Tensoativos podem ser misturas complexas con-
tendo produtos laterais ou produtos de partida nao reagidos envolvidos na
preparacao dos mesmos, por exemplo, tensoativos feitos através de polio-
xietilagao pode conter outro produto lateral, por exemplo, PEG. O tensoativo
ou os tensoativos tém um valor de equilibrio hidréfilo-lipofilico (HLB) que é
pelo menos 8. Por exemplo, o tensoativo pode ter um valor de HLB médio de
8-30, por exemplo, 12-30, 12-20 ou 13-15. Os tensoativos podem ser liqui-
dos, semissélidos ou sélidos em natureza.

O termo "tensoativo" como aqui usado refere-se a qualquer

substancia, em particular um detergente que pode adsorver em superficies e



10

15

20

25

30

82

interfaces, como liquido para ar, liquido para liquido, liquido para recipiente
ou liquido para qualquer sélido. O tensoativo pode ser selecionado de um
detergente, tal como 6leo de ricino etoxilado, glicerideos poliglicosilados,
monoglicerideos acetilados, ésteres de sorbitano de acido graxo, polissorba-
to, tal como polissorbato-20, poloxameros, tais como poloxamero 188 e po-
loxamero 407, ésteres de polioxietileno sorbitano de acido graxo , derivados
de polioxietileno tais como derivados alquilados e alcoxilados (Tweens, por
exemplo Tween-20, ou Tween-80), monoglicerideos ou derivados de etoxila-
dos dos mesmos, diglicerideos ou derivados de polioxietileno dos mesmos,
glicerol, acido célico ou derivados dos mesmos, lecitinas, alcoodis e fosfolipi-
deos, glicerofosfolipideos (lecitinas, cefalinas, fosfatidil serina), gliceroglicoli-
pideos (galactopiransoide), esfingofosfolipideos (esfingomielina), e esfingo-
glicolipideos (ceramidas, gangliosidas), DSS (docusato de sédio, registro de
CAS no [677-11-7]), docusato de calcio, registro de CAS no [128-49-4]), do-
cusato de potassio, registro de CAS no [7491-09-0]), SDS (dodecil suifato de
sédio ou lauril sulfato de sédio), acido dipalmitoil fosfatidico, caprilato de s6-
dio, acidos biliares e sais dos mesmos e glicina ou conjugados taurinos, aci-
do ursodesoxicélico, colato de sbédio, desoxicolato de sédio, taurocolato de
sodio, glicocolato de  sodio, N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-
propanossulfonato, tensoativos monovalentes (alquilaril-sulfonatos) aniéni-
cos, palmitoil lisofosfatidil-L-serina, lisofosfolipideos (por exemplo, ésteres de
1-acil-sn-glicero-3-fosfato de etanolamina, colina, serina ou treonina), alquila,
alcoxila (éster de alquila), derivados de alcoxi (éter de alquila) de lisofosfati-
dila e fosfatidilcolinas, por exemplo, derivados lauroila e de miristoila de liso-
fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, e modificagées do grupo cabecga
polar que sao colinas, etanolaminas, acido fosfatidico, serinas, treoninas,
glicerol, inositol, e DODAC positivamente carregado, DOTMA, DCP, BI-
SHOP, lisofosfatidilserina e lisofosfatidiltreonina, tensoativos zwiteridnicos
(por exemplo N-alquil-N,N-dimetilaménio-1-propano-sulfonatos, 3-colamido-
1-propildime-tilaménio-1-propanossulfonato, dodecilfosfocolina, lisofosfatidil-
colina de miristoila, lisolecitina de ovo de galinha), tensoativos cati6nicos

(bases de amédnio quaternario) (por exemplo, brometo de cetil-trimetilamonio,
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cloreto de cetilpiridinio), tensoativos nao iénicos (por exemplo, glicosideos
de alquila como B-D-glucopiranosideo de dodecila, B-D-maltosideo de dode-
cila, B-D-glucopirano-sideo de tetradecila, B-D-maltosideo de decila, B-D-
maltosideo de dodecila, B-D-maltosideo de tetradecila, B-D-maltosideo de
hexadecila, B-D-maltotriosideo de decila, B-D-maltotriosideo de dodecila, B-
D-maltotriosideo de tetradecila, f-D-maltotriosideo de hexadecila, n-dodecil-
sucrose, n-decil-sucrose, etoxilatos de alcool graxo (por exemplo, éteres de
polioxietileno de alquila como monotridecil éter de octaetileno glicol, mono-
dodecil éter de octaetileno glicol, monotetradecil éter de octaetileno glicol),
copolimeros de bloco como copolimeros de bloco de polietileno-
oxido/polipropileno-6xido (Pluronics/Tetronics, Triton X-100) tensoativas al-
canoatos de sorbitano etoxilados (por exemplo, Tween-40, Tween-80, Brij-
35), derivados de acido fusidico (por exemplo, tauro-di-hidrofusidato de s6-
dio etc.), acidos graxos de cadeia longa e sais dos mesmos C8-C20 (por
exemplo, acido oleico e acido caprilico), acilcarnitinas e derivados, derivados
N-acilados de lisina, arginina ou histidina, ou derivados acilados de cadeia
lateral de lisina ou arginina, derivados N-acilados de dipeptideos compreen-
dendo qualquer combinagao de lisina, arginina ou histidina e um aminoacido
neutro ou acidico, derivados N-acilados de um tripeptideo compreendendo
qualquer combinagao de um aminoacido neutro e dois aminoacidos carrega-
dos, ou o tensoativo pode ser selecionado do grupo de derivados de imida-
zolina, ou misturas dos mesmos.

Exemplos de tensoativos sélidos incluem, mas nao sao limitados

1. produtos de reagao de um o6leo de ricino natural ou hidroge-
nado e 6xido de etileno. O 6leo de ricino natural ou hidrogenado pode ser
reagido com 6xido de etileno em uma razao molar de cerca de 1:35 a cerca
de 1:60, com remogao opcional do componente de PEG dos produtos. Va-
rios tais tensoativos estdo comercialmente disponiveis, por exemplo, a série
de CREMOPHOR de BASF Corp. (Mt. Olive, NJ), tal como CREMOPHOR
RH 40 que é 6leo de ricino hidrogenado de PEG40 que tem um valor de sa-

ponificagao de cerca de 50 a 60, um valor de acido de menos que cerca de
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um, um conteudo de agua, isto €, Fischer, menos que cerca de 2%, um np®°
de cerca de 1,453-1,457, e um HLB de cerca de 14-16;

2. ésteres de polioxietileno de acido graxo que incluem ésteres
de polioxietileno de acido estearico , tais como a série de MYRJ de Unigema
por exemplo, MYRJ 53 que tem um p.f. de cerca de 47°C.

Compostos particulares na série de MYRJ sao, por exemplo,
MYRJ 53 que tem um p.f. de cerca de 47°C e PEG-40-estearato disponivel
como MYRJ 52;

3. derivados de sorbitano que incluem a série de TWEEN de U-
nigema, por exemplo, TWEEN 60;

4. copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno e copolimeros
de bloco ou poloxdmeros, por exemplo, Pluronic F127, Pluronic F68 de
BASF,;

5. alquil éteres de polioxietileno, por exemplo, tal como éteres de
polioxietileno glicol de C12-C18 alcodis, por exemplo, 10- ou 20-cetil éter de
polioxila ou 23-lauril éter de polioxila, ou 20-oleil éter, ou 10-, 20- ou 100-
estearil éter de polioxila, tdo conhecidos e comercialmente disponiveis quan-
to a série de BRIJ de Unigema. Produtos particularmente uteis da série de
BRIJ sao BRIJ 58; BRIJ 76; BRIJ 78; BRIJ 35, isto &, 23 lauril éter de polioxi-
la; e BRIJ 98, isto &, 20 oleil éter de polioxila. Estes produtos tém um p.f. en-
tre cerca de 32°C a cerca de 43°C;

6. ésteres de tocoferila de PEG de acido succinico soliveis em
agua disponiveis de Eastman Chemical Co. com um p.f. de cerca de 36°C,
por exemplo, TPGS, por exemplo, TPGS de vitamina E.

7. esterol éteres de PEG tendo, por exemplo, de 5-35 unidades
[CH2-CH,-0O], por exemplo, 20-30 unidades, por exemplo, SOLULAN C24
(Choleth-24 e Cetheth-24) de Chemron (Paso Robles, CA); produtos simila-
res que podem também ser usados sdo aqueles que s@o conhecidos e co-
mercialmente disponiveis como NIKKOL BPS-30 (fitosterol 30 polietoxilado)
e NIKKOL BPSH-25 (fitoestanol 25 polietoxilado) de Nikko Chemicals;

8. poliglicerol ésteres de acido graxo , por exemplo, tendo uma

faixa de unidades de glicerol de 4-10, ou 4, 6 ou 10 unidades de glicerol. Por
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exemplo, particularmente adequado é monoestearato de deca-/hexa-
ltetraglicerila, por exemplo, DECAGLYN, HEXAGLYN e TETRAGLYN de
Nikko Chemicals;

9. alquileno poliol éter ou éster, por exemplo, glicerideos de lau-
roil macrogol-32 e/ou glicerideos de estearoil macrogol-32 que sao respecti-
vamente GELUCIRE 44/14 e GELUCIRE 50/13;

10. monoésteres de polioxietileno de C10 a C22 saturado, tal
como C18 substituido, por exemplo, acido hidréxi graxo; por exemplo éster
de PEG de acido 12 hidroxi estearico, por exemplo de PEG cerca de por e-
xemplo 600-900, por exemplo 660 Daltons MW, por exemplo, SOLUTOL HS
15 de BASF (Ludwigshafen, 20 Alemanha). De acordo com um folheto técni-
co de BASF, MEF 151E (1986), SOLUTOL HS 15 compreende cerca de
70% em peso de 12-hidroxiestearato polietoxilado e cerca de 30% em peso
de componente de polietileno glicol nao esterificado. Ele tem um valor de
hidrogenacao de 90 a 110, um valor de saponificagao de 53 a 63, um valor
acido maximo 1, e um contetildo de agua maximo de 0,5% em peso;

11. éteres de polioxietileno-polioxipropileno-alquila, por exemplo
eteres de polioxietileno-polioxipropileno de C12 a C18 alcodis, por exempio
polioxietilen-20-polioxipropileno-4-cetiléter que estd comercialmente disponi-
vel como NIKKOL PBC 34 de Nikko Chemicals;

12. diestearatos polietoxilados, por exemplo, comercialmente
disponiveis sob os nomes comerciais ATLAS G 1821 de Unigema e NIK-
KOCDS-6000P de Nikko Chemicals; e

13. lecitinas, por exemplo, fosfolipideo de feijao de soja, por e-
xemplo comercialmente disponivel como LIPOID S75 de Lipoid GmbH (Lud-
wigshafen, Alemanha) ou fosfolipideo de ovo, comercialmente disponivel
como FOSFOLIPON 90 de Nattermann Phospholipid (Cologne, Alemanha).

Exemplos de tensoativos liquidos incluem, mas nao sao limita-
dos a, derivados de sorbitano tais como TWEEN 20, TWEEN 40 e TWEEN
80, SYNPERONIC L44, e éter de polioxil de 10-oleila, todos disponiveis de
Unigema, e tensoativos contendo polioxietileno, por exemplo, glicerideos

caprilicos/capricos de PEG-8 (por exemplo, Labrasol disponivel de Gattefos-
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se).

A composic¢ao da invengao pode compreender de cerca de 0% a
cerca de 95% em peso de tensoativo, por exemplo, de cerca de 5% a cerca
de 80% em peso, por exemplo, cerca de 10% a cerca de 70% em peso, por
exemplo, de cerca de 20% a cerca de 60% em peso, por exemplo, de cerca
de 30% a cerca de 50%.

Em um aspecto, o tensoativo sdo copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno e copolimeros de bloco ou poloxameros, por exemplo, Plu-
ronic F127, Pluronic F68 de BASF.

Em um aspecto, o tensoativo € um poloxamero. Em um outro
aspecto, o tensoativo é selecionado do grupo que consiste em poloxamero
188, poloxamero 407 e misturas de poloxamero 407 e poloxamero 188.

Em um aspecto, o tensoativo sao tensoativos contendo polioxie-
tileno, por exemplo, glicerideos caprilico/caprico de PEG-8 (por exemplo,
Labrasol disponivel de Gattefosse).

Em um aspecto, o tensoativo € umpolioxilglicerideo de lauroila
(por exemplo, Gelucire 44/14 disponivel de Gattefosse).

Em um aspecto, o tensoativo € Cremophor RH40 de BASF.

Em certos aspectos, a composicao farmacéutica pode compre-
ender excipientes adicionais comumente encontrados nas composic¢oes far-
macéuticas, exemplos de tais excipientes incluem, mas nao sao limitados a,
antioxidantes, agentes antimicrobianos, inibidores de enzima, estabilizantes,
conservantes, flavorizantes, adogantes e outros componentes como descri-
tos em Handbook of Pharmaceutical Excipients, Rowe et al., Eds., 42 Edigao,
Pharmaceutical Press (2003), que é por este meio incorporada por referén-
cia.

Estes excipientes adicionais podem estar em uma quantidade de
cerca de 0,05-5% em peso da composigao farmacéutica total. Antioxidantes,
agentes antimicrobianos, inibidores de enzima, estabilizantes ou conservan-
tes tipicamente fornecem até cerca de 0,05-1% em peso da composigdo
farmacéutica total. Agentes adogantes ou aromatizantes tipicamente forne-

cem até cerca de 2,5% ou 5% em peso da composigao farmacéutica total.
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Exemplos de antioxidantes incluem, mas nao sao limitados a, a-
cido ascorbico e seus derivados, tocoferol e seus derivados, butil hidroxil
anisol e butil hidroxil tolueno.

Em um aspecto, a composicao compreende um tampéao. O ter-
mo "tampao” como aqui usado refere-se a um composto quimico em uma
composigao farmacéutica que reduz a tendéncia do pH da composigao de se
alterar com o passar do tempo como ocorreria do contrario devido as rea-
¢oes quimicas. Tampoes incluem quimicas tais como fosfato de sédio, TRIS,
glicina e citrato de sédio.

O termo "conservante" como aqui usado refere-se a um compos-
to quimico que é acrescentado a uma composi¢ao farmacéutica para impedir
ou tardar a atividade microbiana (crescimento e metabolismo). Exemplos de
conservantes farmaceuticamente aceitaveis sao fenol, m-cresol e uma mistu-
ra de fenol e m-cresol.

O termo "estabilizante" como aqui usado refere-se as quimicas
acrescentadas as composigoes farmacéuticas contendo peptideo para esta-
bilizar o peptideo, isto €, aumentar a vida de prateleira e/ou tempo de uso de
tais composi¢gdes. Exemplos de estabilizantes usados em formulagoes far-
macéuticas sado L-glicina, L-histidina, arginina, glicilglicina, etilenodiamina,
citrato, EDTA, zinco, cloreto de s6dio, polietileno glicol, carboximetilcelulose,
e tensoativos e antioxidantes como de alfa-tocoferol e acido l-ascérbico.

Em um outro aspecto, um processo para preparar uma composi-
c¢ao farmacéutica contendo insulina estabilizada em protease acilada com-
preende as etapas de colocar o farmaco e um veiculo que compreende um
solvente organico polar, um componente lipofilico, e opcionalmente um ten-
soativo e/ou um componente hidréfilo em admistao intima. Por exemplo, a
insulina estabilizada em protease acilada e o veiculo podem ser liquefeitos,
por exemplo, aquecendo para cerca de 20°C a cerca de 80°C, e depois soli-
dificando por esfriamento para temperatura ambiente.

O veiculo pode ser separadamente preparado antes de colocar
um veiculo que compreende um solvente organico polar, um componente

lipofilico, e opcionalmente um tensoativo e/ou um componente hidréfilo em
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admistao intima com o peptideo de insulina derivatizado. Alternativamente,
um, dois ou mais componentes do veiculo podem ser misturados juntos com
o polipeptideo.

A insulina estabilizada em protease acilada pode ser dissolvida
no solvente organico polar, e depois ser misturado com o componente de
lipidio e opcionalmente com um tensoativo.

Alternativamente, um processo para preparar uma composicao
farmacéutica tal como SEDDS ou SMEDDS (que pode ser enchida em uma
capsula, por exemplo, capsula revestida entérica, capsula macia, capsula
macia entérica) contendo uma insulina estabilizada em protease acilada
compreende as etapas seguintes:

(a) dissolver o peptideo de insulina derivatizado no solvente
organico polar e

(b) misturar com o componente lipofilico, tensoativo e com-
ponente opcionalmente hidrofilo.

Por exemplo, um processo para preparar a composi¢ao farma-
céutica é realizado em temperatura baixa (por exemplo, temperatura ambi-
ente ou abaixo de temperatura ambiente).

Ao preparar a composigado farmacéutica, a insulina estabilizada
em protease acilada pode, por exemplo, ser dissolvida no solvente organico
polar usando o método seguinte:

a) fornecer uma solugao aquosa da insulina estabilizada em pro-
tease acilada, opcionalmente compreendendo excipientes,

b) ajustar o valor de pH a um valor de pH alvo que é 1 unidade,
alternativamente 2 unidades e alternativamente 2,5 unidades de pH acima
ou abaixo do pH da insulina estabilizada em protease acilada,

c) remover agua (desidratando) da insulina estabilizada em pro-
tease acilada através de tecnologias de secagem convencionais tais como
secagem por congelamento e por atomizagao, e

d) mistura e dissolugao da insulina estabilizada em protease aci-
lada no dito solvente ndo aquoso polar, por exemplo, por agitagao, tomba-

mento ou outros métodos de mistura,
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e) opcionalmente filtragdo ou centrifugacdao da solugdo nao a-
quosa da insulina estabilizada em protease acilada para remover os sais
inorganicos nao dissolvidos,

f) opcionalmente removendo quantidades residuais de agua, por
exemplo, adicionando dessecantes sélidos ou secagem de vacuo.

Por exemplo, a insulina estabilizada em protease acilada é dis-
solvida no solvente orgéanico polar pelo método seguinte:

a) fornecer uma solugédo aquosa de uma insulina estabilizada em
protease acilada, opcionalmente contendo estabilizantes tais como zinco e
glicilglicina,

b) ajustar o valor de pH em 1 unidade, alternativamente 2 unida-
des e alternativamente 2,5 unidades de pH acima ou abaixo do pH do poli-
peptideo, por exemplo, adicionando uma base nao volatil ou um acido, tal
como acido cloridrico ou hidréxido de sodio, a solugao,

c) remover a agua (desidratando) da insulina estabilizada em
protease acilada através de tecnologias de secagem convencionais tais co-
mo secagem por congelamento e por atomizagao,

d) mistura e dissolugao da insulina estabilizada em protease aci-
lada no dito solvente nao aquoso polar, por exemplo, por agitagdo, tomba-
mento ou outros métodos de mistura,

e) opcionalmente filtracdo ou centrifugagao da solugdo nédo a-
quosa da insulina estabilizada em protease acilada para remover sais inor-
ganicos nao dissolvidos,

f) opcionaimente remover quantidades residuais de agua, por
exemplo, adicionando dessecantes sélidos ou secagem de vacuo.

Por "base volatil" é significado uma base, que até certo ponto
evaporara ao aquecer e/ou em pressao reduzida, por exemplo, bases que
tém uma pressao de vapor acima de 65 Pa em temperatura ambiente ou
uma mistura azeotropica aquosa incluindo uma base que tem uma pressao
de vapor acima de 65 Pa em temperatura ambiente. Exemplos de bases vo-
lateis sdo hidroxidos de aménio, hidroxidos de tetra-alquilamoénio, aminas

secundarias, aminas terciarias, aril aminas, aminas alifaticas ou bicarbonato
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de aménio ou uma combinagao. Por exemplo, a base volatil pode ser bicar-
bonato, carbonato, aménia, hidrazina ou uma base organica tal como aminas
alifaticas inferiores, por exemplo, trimetilamina, trietilamina, dietanolaminas,
trietanolamina e seus sais. Além disso, a base volatil pode ser hidroxido de
aménio, etil amina ou metil amina ou uma combinagao das mesmas.

Por "acido volatil" é significado um acido que até certo ponto e-
vaporara ao aquecer e/ou em pressao reduzida, por exemplo, acidos que
tém uma pressao de vapor acima de 65 Pa em temperatura ambiente ou
uma mistura azeotrdpica aquosa incluindo um acido que tem uma presséao
de vapor acima de 65 Pa em temperatura ambiente. Exemplos de acidos
volateis sao acido carbdnico, acido férmico, acido acético, acido propiénico e
acido butirico.

Uma "base nao volatil" como mencionado aqui significa uma ba-
se que nao evapora ou apenas em parte evapora ao aquecer, por exemplo,
bases com uma pressao de vapor abaixo de 65 Pa em temperatura ambien-
te. A base nao volatil pode ser selecionada do grupo que consiste em sais
de metal alcalino, hidroxidos de metal alcalino, sais de metal alcalinoterroso,
hidréxidos de metal alcalinoterroso e aminoacidos ou uma combinagao dos
mesmos. Exemplos de bases nao volateis sao hidréxido de sodio, hidroxido
de potassio, hidroxido de calcio, e éxido de calcio.

Um "acido ndo volatil" como mencionado aqui significa um acido
que nao evapora ou apenas evapora em parte ao aquecer, por exemplo, ba-
ses com uma pressao de vapor abaixo de 65 Pa em temperatura ambiente.
Exemplos de acidos nao volateis sao acido cloridrico, acido fosférico e acido
sulfurico.

A insulina estabilizada em protease acilada pode estar presente
em uma quantidade até cerca de 40% tal como até cerca de 20% em peso
da composigao, ou de cerca de 0,01% tal como de cerca de 0,1%, alternati-
vamente, de cerca de 0,01% a cerca de 20%, alternativamente, de cerca de
1% a 20% ou de cerca de 1% a 10% em peso da composi¢do. Porém, é in-
tencionado que a escolha de um nivel particular de polipeptideo sera feita de

acordo com fatores bem conhecidos nas técnicas farmacéuticas, incluindo a
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solubilidade do polipeptideo no solvente organico polar ou componente hi-
dréfilo opcional ou tensoativo usado, ou uma mistura dos mesmos, modo de
administragao e o tamanho e a condigao do paciente.

Por exemplo, a formulagéao farmacéutica compreende uma insu-
lina estabilizada em protease acilada em uma concentragao de 0,1% em p/p
a 30% em p/p.

Cada dosagem de unidade contera adequadamente de 0,1 mg a
300 mg de polipeptideo de insulina estabilizada em protease acilada, por
exemplo, cerca de 0,1 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 25 mg, 50 mg, 100
mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, por exemplo, entre 5 mg e 300 mg da insulina
estabilizada em protease acilada. Por exemplo, cada dosagem de unidade
contém entre 10 mg e 300 mg, por exemplo, 10 mg e 100 mg ou entre 20 mg
e 300 mg, por exemplo, entre 20 mg e 100 mg da insulina estabilizada em
protease acilada. Tais formas de dosagem de unidade sdo adequadas para
administracao 1-5 vezes diariamente dependendo do propdsito particular da
terapia.

A insulina estabilizada em protease acilada é pH otimizado antes
da dissolugéo no solvente organico polar para melhorar a solubilidade no
solvente organico polar.

Quando usar o termo "pH otimizado" é aqui significado que a in-
sulina estabilizada em protease acilada foi desidratada para um pH alvo que
€ pelo menos 1 unidade de pH do pl da insulina estabilizada em protease
acilada em solugao aquosa. Desse modo, o pH alvo é mais de 1 unidade de
pH acima do ponto isoelétrico da insulina estabilizada em protease acilada.
Alternativamente, o pH alvo € mais de 1 unidade de pH abaixo do ponto i-
soelétrico da insulina estabilizada em protease acilada. Consequentemente,
o pH alvo poderia ser mais de 1,5 unidade de pH acima ou abaixo do pl, por
exemplo, 2,0 unidades de pH ou mais acima ou abaixo do pl, por exemplo,
2,5 unidades de pH ou mais acima ou abaixo do pl da insulina estabilizada
em protease acilada.

O termo "desidratada” como aqui usado com relagdo a uma in-

sulina estabilizada em protease acilada refere-se a uma insulina estabilizada
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em protease acilada derivatizada que foi secada de uma solugéo aquosa. O
termo "pH alvo" como aqui usado refere-se ao pH aquoso que estabelecera
quando a insulina estabilizada em protease acilada desidratada for reidrata-
da em agua pura para uma concentragao de cerca de 40 mg/ml ou mais. O
pH alvo tipicamente sera idéntico ao pH da solugédo aquosa da insulina esta-
bilizada em protease acilada da qual a insulina estabilizada em protease aci-
lada foi restabelecida por secagem. Porém, o pH da solugdo de insulina es-
tabilizada em protease acilada nao sera idéntico ao pH alvo, se a solugéao
contiver acidos ou bases volateis. Foi descoberto que a histéria do pH da
insulina estabilizada em protease acilada sera determinante para a quanti-
dade da insulina estabilizada em protease acilada que pode ser solubilizada
no solvente organico polar.

O termo "o pl do polipeptideo" como aqui usado refere-se ao
ponto isoelétrico de um polipeptideo.

O termo "ponto isoelétrico" como aqui usado significa o valor de
pH onde a carga liquida geral de uma macromolécula tal como um peptideo
€ zero. Em peptideos pode haver varios grupos carregados, e no ponto isoe-
létrico a soma de todas estas cargas € zero. Em um pH acima do ponto isoe-
letrico, a carga liquida geral do peptideo sera negativa, enquanto que nos
valores de pH abaixo do ponto isoelétrico a carga liquida geral do peptideo
sera positiva.

O pl de uma proteina pode ser determinado experimentalmente
através de técnicas de eletroforese tais como eletrofocalizagao:

Um gradiente de pH é estabelecido em um meio anticonvectivo,
tal como um gel de poliacrilamida. Quando uma proteina é introduzida ao
sistema, ela migrara sob influéncia de um campo elétrico aplicado ao longo
do gel. Proteinas carregadas positivas migrardao para o catodo. Eventual-
mente, a proteina migrando alcanga um ponto no gradiente de pH onde sua
carga elétrica liquida & zero e é dito ser focalizada. Este é o pH isoelétrico
(pl) da proteina. A proteina é depois fixada no gel e tingida. O pl da proteina
pode ser depois determinado por comparagao da posigao da proteina no gel

com relagao para moléculas marcadoras com valores de pl conhecidos.
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A carga liquida de uma proteina em um valor de pH dado pode
ser estimada teoricamente por uma pessoa versada na técnica através de
métodos convencionais. Em esséncia, a carga liquida da proteina é o equi-
valente a soma das cargas fracionarias dos aminoacidos carregados na pro-
teina: aspartato (grupo B-carboxila), glutamato (grupo &-carboxila), cisteina
(grupo tiol), tirosina (grupo fenol), histidina (cadeias laterais de imidazol),
lisina (grupo e-amonio) e arginina (grupo guanidinio). Adicionalmente, deve-
se também levar em conta a carga dos grupos terminais de proteina (a-NH;
e a-COOH). A carga fracionaria dos grupos ionizaveis pode ser calculada
dos valores de pKa intrinsecos.

A secagem, isto &, desidratagao da insulina estabilizada em pro-
tease acilada pode ser executada por qualquer método de secagem conven-
cional tal, por exemplo, através de secagem por atomizagao, congelamento,
a vacuo, aberta e de contato. Por exemplo, a solu¢ao de insulina estabiliza-
da em protease acilada é secada por atomizagao para se obter um conteudo
de agua abaixo de cerca de 10%, por exemplo, abaixo de cerca de 8%, a-
baixo de cerca de 6%, abaixo de cerca de 5%, abaixo de cerca de 4%, abai-
xo de cerca de 3%, abaixo de cerca de 2% ou abaixo de cerca de 1% calcu-
lado/medido através de perda no teste de secagem (gravimétrico) como de-
clarado na parte experimental.

Por exemplo, a insulina estabilizada em protease acilada é se-
cada por atomizagao ou por congelamento.

Composigdes contendo insulina estabilizada em protease acila-
da desta invengdo podem ser usadas no tratamento de estados que sao
sensiveis a insulina. Desse modo, elas podem ser usadas no tratamento de
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e hiperglicemia, por exemplo, como as vezes
visto nas pessoas seriamente feridas e pessoas que sofreram cirurgia princi-
pal. O 6timo nivel de dose para qualquer paciente dependera de uma varie-
dade de fatores incluindo a eficacia do derivado de insulina especifico em-
pregado, da idade, do peso do corpo, da atividade fisica, e da dieta do paci-
ente, em uma possivel combinagdo com outros farmacos, e da severidade

do estado a ser tratado. E recomendado que a dosagem diaria da insulina
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acilada desta invengao seja determinada para cada paciente individual por
aqueles versados na técnica de um modo similar como para composi¢oes de
insulina conhecidas.
CARACTERISTICAS PREFERIDAS DESTA INVENCAO

As caracteristicas desta invengao sao como segue:

1. Uma insulina estabilizada em protease acilada em que a insulina
estabilizada em protease, formalmente, consiste em uma insulina estabili-
zada em nao protease (insulina parental), em que pelo menos um aminoaci-
do hidrofébico foi substituido com aminoacidos hidréfilos, e em que a dita
substituicao é dentro ou em proximidade intima a um ou mais sitios de cliva-
gem de protease da insulina nao estabilizada em protease (insulina parental)
e em que tal insulina estabilizada em protease opcionalmente também com-
preende uma ou mais mutag¢des adicionais com a condigao que haja apenas
um residuo de lisina na insulina estabilizada, e em que a metade de acila
seja ligada ao residuo de lisina ou a uma posi¢ao N-terminal na insulina es-
tabilizada em protease.

2.  Uma insulina estabilizada em protease acilada, em que a insulina
estabilizada em protease, formalmente, consiste em uma insulina estabili-
zada em nao protease (insulina parental), em que pelo menos dois aminoa-
cidos hidrofébicos foram substituidos com aminoacidos hidréfilos, e em que
as ditas substituicbes estao dentro ou em proximidade intima a dois ou mais
sitios de clivagem de protease da nao insulina estabilizada em protease (in-
sulina parental) e em que tal insulina estabilizada em protease opcionalmen-
te também compreende uma ou mais mutag¢des adicionais com a condigao
que haja apenas um residuo de lisina na insulina estabilizada, e em que a
metade de acila seja ligada ao residuo de lisina na insulina estabilizada em
protease.

3. Uma insulina estabilizada em protease acilada, em que a insulina
estabilizada em protease, formalmente, consiste em uma insulina estabili-
zada em nao protease (insulina parental), em que pelo menos dois aminoa-
cidos hidrofébicos foram substituidos com aminoacidos hidréfilos, e em que

as ditas substituicées estao dentro ou em proximidade intima a dois ou mais
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sitios de clivagem de protease da insulina estabilizada em nao protease (in-
sulina parental) e em que tal insulina estabilizada em protease opcionalmen-
te também compreende uma ou mais mutag¢des adicionais com a condigao
que haja apenas um residuo de lisina na insulina estabilizada, e em que a
porgcao de acila seja ligada ao residuo de lisina ou a uma posi¢cao N-terminal
na insulina estabilizada em protease.

4. Uma insulina acilada de acordo com quaisquer clausulas prece-
dentes em que a insulina estabilizada em protease tem solubilidade aumen-
tada com relagao a insulina parental acilada.

5.  Uma insulina acilada de acordo com qualquer uma das clausulas
precedentes na medida do possivel, em que a cadeia B da insulina compre-
ende pelo menos uma mutagao com relagao a insulina parental.

6. Uma insulina acilada de acordo com a clausula precedente na
medida do possivel, em que a cadeia B da insulina compreende uma, duas
ou trés mas nao mais mutagoes com relagao a insulina parental.

7. Uma insulina acilada de acordo com qualquer uma das clausulas
precedentes na medida do possivel, em que a cadeia A da insulina estabili-
zada em protease é idéntica a cadeia A da insulina humana.

8. Uma insulina acilada de acordo com qualquer uma das clausulas
precedentes na medida do possivel em que a cadeia A da insulina compre-
ende pelo menos uma mutagao e a cadeia B da insulina compreende pelo
menos uma mutagcao com relagao a insulina parental.

9.  Uma insulina acilada de acordo com qualquer uma das clausulas
precedentes na medida do possivel, em que a cadeia A da insulina compre-
ende pelo menos duas mutagdes e a cadeia B da insulina compreende pelo
menos uma mutag¢ao com relagao a insulina parental.

10. Uma insulina acilada de acordo com qualquer uma das clausulas
precedentes na medida do possivel, em que a insulina também compreende
pelo menos uma substituicdo de aminoacido em um sitio de protease de
uma primeira insulina estabilizada em protease modificada, em que a dita
pelo menos uma substituicdo de aminoacido € de modo que pelo menos um

aminoacido hidrofébico foi substituido com pelo menos um aminoacido hidro-
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filo.

11. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel em que o aminoaci-
do na posicao A12 é Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posi¢cao A13 é His,
Asn, Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posicao A14 é Tyr, Asn, GIn, Glu,
Arg, Asp, Gly ou His; e/ou o aminoacido na posi¢ao A15 é Glu ou Asp; e 0
aminoacido na posi¢ao B24 é His; e/ou o aminoacido na posi¢cao B25 é His
ou Asn; e/ou o aminoacido na posi¢gao B26 é His, Gly, Asp ou Thr; e/ou o
aminoacido na posicao B27 é His, Glu, Asp, Gly ou Arg; e/ou o aminoacido
na posi¢cao B28 é His, Gly, Glu ou Asp; e que opcionalmente também com-
preende uma ou mais mutagdes adicionais.

12. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que o aminoa-
cido na posicao A12 é Glu ou Asp; e/ou o0 aminoacido na posi¢cao A13 é His,
Asn, Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posigao A14 é Tyr, Asn, GIn, Glu,
Arg, Asp, Gly ou His; e/ou o aminoacido na posigao A15 é Glu ou Asp; e/ou
0 aminoacido na posi¢cao B16 & Tyr, His ou Glu; e/ou o aminoacido na posi-
¢ao B24 é His; e/ou o aminoacido na posigao B25 é His ou Asn; e/ou o ami-
noacido na posicao B26 é His, Gly, Asp ou Thr; e/ou o aminoacido na posi-
¢ado B27 é His, Glu, Asp, Gly, Lys, Arg ou deletado; e/ou o aminoacido na
posicao B28 é His, Gly, Glu, Asp, ou ausente (deletado); e/ou o aminoacido
na posicao B29 é Lys, Arg, ou ausente (deletado); e que opcionalmente
também compreende uma ou mais mutagdes adicionais e, preferivelmente,
insulina estabilizada em protease acilada em que o aminoacido na posi¢ao
A12 é Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posi¢cao A13 é His, Asn, Glu ou
Asp; e/ou o aminoacido na posi¢cao A14 é Tyr, Asn, GIn, Glu, Arg, Asp, Gly
ou His; e/ou o aminoacido na posi¢cao A15 € Glu ou Asp; e 0 aminoacido na
posigcao B24 é His; e/ou o aminoacido na posigao B25 é His ou Asn; e/ou o
aminoacido na posicao B26 é His, Gly, Asp ou Thr; e/ou o aminoacido na
posicao B27 é His, Glu, Asp, Gly ou Arg; e/ou 0 aminoacido na posi¢ao B28
é His, Gly, Glu, ou Asp; e que opcionalmente também compreende uma ou

mais mutagdes adicionais.
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13. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que o aminoa-
cido na posi¢ao A14 é Glu, Asp ou His, o aminoacido na posi¢ao B25 é His
ou Asn e que opcionalmente também compreende uma ou mais mutagdes
adicionais.

14. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer das clausulas precedentes na medida do possivel, em que o ami-
noacido na posi¢ao A14 é Glu, Asp ou His, o aminoacido na posi¢ao B25 é
His ou Asn e o aminoacido na posi¢cao B30 é deletado.

15. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que o aminoa-
cido na posicao A14 & Glu, Asp ou His, o aminoacido na posicao B16 & His
ou Glu, o aminoacido na posi¢ao B25 é His e o aminoacido na posigao B30 é
deletado.

16. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que o aminoa-
cido na posi¢cao A14 é Glu, Asp ou His e o aminoacido na posi¢ao B25 é His
e 0 aminoacido na posi¢ao B30 é deletado.

17. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que o aminoa-
cido na posi¢édo A14 é Glu ou Asp e o aminoacido na posi¢cao B28 é Glu ou
Asp, e, opcionalmente, ndao ha nenhum residuo de aminoacido na posigcao
B30.

18. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que a uma ou
mais mutagdes adicionais sdo selecionadas de um grupo que consiste em:
A8His, A18GIn, A21GIn, A21Gly, B1Glu, B1Gin, B3GIn, B10Pro, B14Thr,
B16Glu, B17Ser, B26Asp, B27Glu, B27Asp, B28Asp, B28Glu, e desB30.

19. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que a mutagao
adicional é desB30.

20. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
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quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que A14 é Glu.

21. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que B25 é Asn.

22. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que B25 é His.

23. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que B25 é Asn
e B27 é Glu ou Asp.

24. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que B25 é Asn
e B27 é Glu.

25. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel ,que mostra estabi-
lidade aumentada para uma ou mais enzimas de protease com relagado a
proteina parental.

26. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, que mostra estabi-
lidade aumentada para duas ou mais enzimas de protease com relagao a
proteina parental.

27. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que a insulina
parental é selecionada de um grupo que consiste em a) insulina humana; b)
um analogo de insulina de insulina humana em que o residuo de aminoacido
na posicao B28 é Pro, Asp, Lys, Leu, Val ou Ala e o residuo de aminoacido
na posigao B29 é Lys ou Pro e opcionalmente o residuo de aminoacido na
posicao B30 € deletado; c) Insulina humana de des(B26-B30), Insulina hu-
mana de des(B27-B30), Insulina humana de des(B28-B30), Insulina humana
de des(B29-B30), Insulina humana de des(B27) ou Insulina humana de
des(B30); d) um analogo de insulina de insulina humana, em que o residuo
de aminoacido na posicao B3 é Lys e o residuo de aminoacido na posigao
B29 é Glu ou Asp; e) um analogo de insulina de insulina humana em que o

residuo de aminoacido na posicao A21 é Gly e em que o analogo de insulina
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é também estendido no C-terminal com dois residuos de Arg; f) um derivado
de insulina, em que o residuo de aminoacido na posigdao B30 é substituido
com um metil éster de treonina; e g) um derivado de insulina em que a posi-
c¢ao Ne da lisina na posigao B29 de Insulina humana de des(B30) uma ca-
deia de tetradecanoila esta ligada.

28. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que a uma ou
mais mutagdes adicionais sdo selecionadas para intensificar a estabilidade
quimica da insulina.

29. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
clausula precedente na medida do possivel, em que a uma ou mais muta-
¢bes adicionais sao selecionadas de um grupo que consiste em A18GlIn,
A21GIn, A21Gly e B3GIn.

30. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer das clausulas precedentes na medida do possivel compreenden-
do uma sequéncia de aminoacido de cadeia A da férmula 1, isto é: Xaaa(2-
Xaaa(.1)-Xaaag-Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Xaaps-Ser-lle-Cys-Xaaa12-
Xaaai3-Xaaa14-Xaaas-Leu-Glu-Xaaa1s-Tyr-Cys-Xaaaz1 (SEQ ID No: 1), e uma
sequéncia de aminoacido de cadeia B da férmula 2, isto é: Xaag2)-Xaag.1)-
Xaapop-Xaagi1-Xaag,-Xaags-Xaaps-His-Leu-Cys-Gly-Ser-Xaag1o-Leu-Val-Glu-
Ala-Leu-Xaagis-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Xaagz4-Xaagzs-Xaagze-Xaagz7-
Xaagos-Xaapz9-Xaapso-Xaagsi-Xaags2 (SEQ ID No: 2), em que Xaaa.2) esta
ausente ou Gly, Xaaa(.1) estd ausente ou Pro; Xaaao esta ausente ou Pro;
Xaaas € independentemente selecionado de Thr e His; Xaaa12 € independen-
temente selecionado de Ser, Asp e Glu; Xaaai; € independentemente sele-
cionado de Leu, Thr, Asn, Asp, GIn, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaa14
€ independentemente selecionado de Tyr, Thr, Asn, Asp, GIn, His, Lys, Gly,
Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaais € independentemente selecionado de Gin, Asp e
Glu; Xaaa1g € independentemente selecionado de Asn, Lys e GIn; Xaaaz1 €
independentemente selecionado de Asn e GIn; Xaag;) esta ausente ou Gly;
Xaag.1) esta ausente ou Pro; Xaago esta ausente ou Pro; Xaags esta ausente

ou independentemente selecionado de Phe e Glu; Xaag; esta ausente ou
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Val; Xaags esta ausente ou independentemente selecionado de Asn e GIn;
Xaagy € independentemente selecionado de Gin e Glu; Xaagio € independen-
temente selecionado de His, Asp, Pro e Glu; Xaagis € independentemente
selecionado de Tyr, Asp, GIn, His, Arg, e Glu; Xaag,4 € independentemente
selecionado de Phe e His; Xaagzs € independentemente selecionado de Phe,
Asn e His; Xaagys esta ausente ou independentemente selecionado de Tyr,
His, Thr, Gly e Asp; Xaag,7 esta ausente ou independentemente selecionado
de Thr, Asn, Asp, GIn, His, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaag,s esta ausente ou
independentemente selecionado de Pro, His, Gly e Asp; Xaagyg esta ausente
ou independentemente selecionado de Lys e GIn; Xaagsy esta ausente ou
Thr; Xaags1 esta ausente ou Leu; Xaags, esta ausente ou Glu; o C-terminal
pode ser opcionalmente derivatizado como uma amida; em que a sequéncia
de aminoacido da cadeia A e a sequéncia de aminoacido da cadeia B sao
conectadas por ligagdes em ponte de dissulfeto entre as cisteinas na posi-
¢ao 7 da cadeia A e a cisteina na posi¢cao 7 da cadeia B, e entre a cisteina
na posi¢ao 20 da cadeia A e a cisteina na posi¢ao 19 da cadeia B e em que
as cisteinas na posicao 6 e 11 da cadeia A sao conectadas por uma ligacéao
em ponte de dissulfeto; em que opcionalmente a sequéncia de aminoacido
da cadeia A N-terminal é conectada a sequéncia de aminoacido da cadeia B
C-terminal por uma sequéncia de aminoacido compreendendo 3-7 aminoaci-
dos para formar uma molécula de insulina de cadeia simples, em que opcio-
nalmente o N-terminal da cadeia B é estendido com 1-10 aminoacidos; em
que se Xaapg for Thr e Xaaa1, for Ser e Xaaa13 for Leu e Xaaa14 for Tyr entao
Xaaais € Glu ou Asp; e em que se Xaagy4 for Phe e Xaagys for Phe e Xaagzs
for Tyr e Xaag,7 for Thr e Xaag,s for Pro entao Xaagyg € GIn.

31. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel compreendendo
uma sequéncia de aminoacido de cadeia A da formula 3, isto é: Gly-lle-Val-
Glu-GIn-Cys-Cys-Xaapg-Ser-lle-Cys-Xaaai2-Xaaa13-Xaaa14-Xaaa1s-Leu-Glu-
Xaaa1g-Tyr-Cys-Xaaaz1 (SEQ ID No: 3), e uma sequéncia de aminoacido de
cadeia B da férmula 4, isto é: Xaagi-Val-Xaags-Xaags-seu-Leu-Cys-Gly-Ser-

Xaagio-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Xaag1s-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Xaagys-
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seu-Xaagys-Xaapy7-Xaagzs-Xaagge-Xaagso (SEQ ID No: 4), em que Xaaag €
independentemente selecionado de Thr e His; Xaaai2 € independentemente
selecionado de Ser, Asp e Glu; Xaaa13 € independentemente selecionado de
Leu, Thr, Asn, Asp, GIn, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaa14 € inde-
pendentemente selecionado de Tyr, Thr, Asn, Asp, GIn, His, Lys, Gly, Arg,
Pro, Ser e Glu; Xaaas € independentemente selecionado de GIn, Asp e Glu;
Xaaa1s € independentemente selecionado de Asn, Lys e GIn; Xaaazs € inde-
pendentemente selecionado de Asn, e Gln; Xaag; € independentemente se-
lecionado de Phe e Glu; Xaag; € independentemente selecionado de Asn e
GIn; Xaag4 € independentemente selecionado de GIn e Glu; Xaago € inde-
pendentemente selecionado de His, Asp, Pro e Glu; Xaagis € independen-
temente selecionado de Tyr, Asp, GlIn, His, Arg, e Glu; Xaag,4 € independen-
temente selecionado de Phe e His; Xaagzs € independentemente seleciona-
do de Phe, Asn e His; Xaagys esta ausente ou independentemente selecio-
nado de Tyr, His, Thr, Gly e Asp; Xaag,; esta ausente ou independentemen-
te selecionado de Thr, Asn, Asp, GIn, His, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaagzs
esta ausente ou independentemente selecionado de Pro, His, Gly e Asp;
Xaagyg esta ausente ou independentemente selecionado de Lys e Gin; Xa-
agap esta ausente ou Thr; o terminal C pode ser opcionalmente derivatizado
como uma amida; em que a sequéncia de aminoacido de cadeia A e a se-
quéncia de aminoacido de cadeia B estao conectadas através de ligagbes
em ponte de dissulfeto entre as cisteinas na posi¢ao 7 da cadeia A e a ciste-
ina na posigao 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posigao 20 da cadeia A e
a cisteina na posicao 19 da cadeia B e em que as cisteinas na posigao 6 e
11 da cadeia A estao conectadas por uma ligagao em ponte de dissulfeto.

32. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
clausula precedente na medida do possivel, em que Xaaas € independente-
mente selecionado de Thr e His; Xaaa12 é independentemente selecionado
de Ser e Glu; Xaaai; € independentemente selecionado de Leu, Thr, Asn,
Asp, GIn, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaa14 € independentemente
selecionado de Tyr, Asp, His, e Glu; Xaaa1s € independentemente seleciona-

do de GIn e Glu; Xaaag € independentemente selecionado de Asn, Lys e
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Gln; Xaaa21 € independentemente selecionado de Asn, e Gin; Xaag; € inde-
pendentemente selecionado de Phe e Glu; Xaag; € independentemente se-
lecionado de Asn e GIn; Xaags € independentemente selecionado de Gin e
Glu; Xaag1o € independentemente selecionado de His, Asp, Pro e Glu; Xa-
ag1s € independentemente selecionado de Tyr, Asp, GIn, His, Arg, e Glu; Xa-
agz4 € independentemente selecionado de Phe e His; Xaagys € independen-
temente selecionado de Phe, Asn e His; Xaagzs € independentemente sele-
cionado de Tyr, Thr, Gly e Asp; Xaagy7 € independentemente selecionado de
Thr, Asn, Asp, GIn, His, Lys, Gly, Arg, e Glu; Xaagys € independentemente
selecionado do Pro, Gly e Asp; Xaagzs € independentemente selecionado de
Lys e GIn; Xaag3p esta ausente ou Thr; o terminal C pode ser opcionalmente
derivatizado como uma amida; em que a sequéncia de aminoacido de ca-
deia A e a sequéncia de aminoacido de cadeia B estdo conectadas através
de ligagées em ponte de dissulfeto entre as cisteinas na posicao 7 da cadeia
A e a cisteina na posigao 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posicao 20 da
cadeia A e a cisteina na posi¢cao 19 da cadeia B e em que as cisteinas na
posicao 6 e 11 da cadeia A estao conectadas por uma ligagdo em ponte de
dissulfeto.

33. Uma insulina estabilizada em protease acilada, em que, na insuli-
na estabilizada em protease, o aminoacido na posi¢cao A14 é Glu ou His (isto
€, E ou H, de acordo com o c6digo de uma letra), 0 aminoacido na posigcao
B25 é His e que opcionalmente também compreende uma ou mais mutagoes
adicionais, e em que a por¢ao de acila é ligada ao grupo € amino no residuo
de lisina na posi¢cao B29.

34. Uma insulina estabilizada em protease acilada em que, na insuli-
na estabilizada em protease, o aminoacido na posicdo B25 é His ou Asn, o
aminoacido na posicao B27 é Glu ou Asp, e que opcionalmente também
compreende uma ou mais mutagdes adicionais seguintes: A8H, A14E/D,
B1E/D, B28E/D, e desB30 e em que a porgao de acila é ligada ao grupo ¢
amino no residuo de lisina na posigao B29.

35. Uma insulina estabilizada em protease acilada em que, na insuli-

na estabilizada em protease, o0 aminoacido na posigdo A14 é Tyr, Glu ou His
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(isto &, Y, E ou H, de acordo com o cédigo de uma letra), o aminoacido na
posicao B25 é Asn, o aminoacido na posi¢gao B27 é Glu ou Asp e que opcio-
nalmente também compreende uma ou mais mutagdes adicionais, e em que
a porgao de acila é ligada ao grupo € amino no residuo de lisina na posigao
B29.

36. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel em que a
insulina estabilizada em protease compreende a mutagao de A14E.

37. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que, na
insulina estabilizada em protease, além da mutagdo na posi¢ao B25, ha a-
penas a mutagéo na posigao A14 mencionada na clausula precedente.

38. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que a
insulina estabilizada em protease compreende a mutagao de A14H.

39. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que o
andlogo da insulina estabilizada em protease compreende a mutagao de
desB30.

40. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
quaisquer clausulas precedentes na medida do possivel, em que a uma ou
mais mutagdes adicionais dentro da insulina estabilizada em protease é se-
lecionada de um grupo que consiste em: AP, A(0)P, A8H, A21G, B(-1)P,
B(0)P, B1E, B1Q, B16E, B26D, B27E, B28D, desB30, B31L e B32E.

41. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
clausula precedente na medida do possivel, em que a insulina estabilizada
em protease, além das mutag¢des nas posigoes A14 e B25, tem apenas uma
das mutagdes mencionadas nas clausulas anteriores.

42. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes fora a ultima (isto &, exceto a clau-
sula 41) na medida do possivel, em que a insulina estabilizada em protease,

além das mutagbes nas posicoes A14 e B25, tem exatamente duas das mu-
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tacées mencionadas na clausula precedente fora duas (isto €, mencionadas
na clausula 40).

43. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes fora as duas ultimas (isto &, exceto
as clausulas 41 e 42) na medida do possivel, em que a insulina estabilizada
em protease, além das mutagdes nas posigcoes A14 e B25, tem exatamente
trés das mutagdes mencionados na clausula precedente fora duas (isto é,
mencionadas na clausula 40).

44. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes fora as duas ultimas (isto é, exceto
as clausulas 41 e 42) na medida do possivel em que, além das mutagoes
nas posi¢cdes A14 e B25, a unica mutagao adicional é desB30.

45. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que o
residuo C do aminoacido terminal na cadeia A da insulina estabilizada em
protease é o residuo de aminoacido A21.

46. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que a
insulina estabilizada em protease & selecionada do grupo que consiste em
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, desB30; Insulina humana de A14E,
A18L, B25H, desB30; Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
desB30; Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, desB30; Insu-
lina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, desB30; Insulina humana de
A14E, B1E, B27E, B28E, desB30; Insulina humana de A14E, B1E, B28E,
desB30; Insulina humana de A14E, B16H, B25H, desB30; Insulina humana
de A14E, B25H, desB30; Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G,
B28G, desB30; Insulina humana de A14E, B25H, B27E, desB30; Insulina
humana de A14E, B25H, desB27, desB30; Insulina humana de A14E, B25H,
B29R, desB30, Insulina humana de A14E, B28D, desB30, Insulina humana
de A14E, B28E, desB30,Insulina humana de Insulina humana de ; Insulina
humana de B25N, B27E, desB30; Insulina humana de B25H, desB30; Insuli-
na humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29R, desB30; Insulina
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humana de A14E, B25H, B29R, desB30; Insulina humana de A14E, A21G,
B25H, desB27, desB30; Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB30;
Insulina humana de A14E, B16H, B25H, desB30; Insulina humana de A14E,
B25H, B16H, desB30; Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
desB30; Insulina humana de A14E, B25H, desB27, desB30; Insulina humana
de A14E, B25H, B27K, desB28, desB29, desB30; Insulina humana de A14E,
B25H, desB30; Insulina humana de A14E, desB30 e Insulina humana de
A21G, B25H, desB30.

47. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que a
porcao de acila ligada a insulina estabilizada em protease tem a férmula ge-
ral Acy-AA1,-AA2,-AA3,- (1), em que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m e p sao co-
mo definidos acima.

48. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
clausula precedente na medida do possivel, em que Acy € um acido graxo,
preferivelmente acido miristico ou acido estérico, mais preferido acido miris-
tico.

49. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes exceto a ultima, em que Acy € um
diacido graxo, preferivelmente um diacido graxo (a,w), mais preferido acido
heptadecanodioico, acido hexadecanodioico, acido octadecanodioico, acido
nonadecanodioico, acido docosanodioico, acido eicosanodioico.

50. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes exceto a ultima, em que Acy € um
acido w-(tetrazol-5-il)-graxo, preferivelmente acido 15-(1H-tetrazol-5-
ipentadecanoico, acido 16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico, acido 17-(1H-
tetrazol-5-il)heptadecanoico, acido 18-(1H-tetrazol-5-il)octadecanoico, ou
acido 19-(1H-tetrazol-5-il)nonadecanoico.

51. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que
AA1 é acido tranexamico ou glicina.

52. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
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qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que
AA1 é acido tranexamico.
53. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que n é
5 Oout.
54. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que n é
0.
55. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
10 qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que n é
1.
56. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que
AA2 é yGlu, aGlu, BAsp, aAsp, y-D-Glu, a-D- Glu B-D-Asp, a-D- Asp, ou um

Ko Ko™
HN\/\n, HN\/\H/

15 aminoacido da foérmula seguinte: , O ,

HO  ~O HO O -

2P 00
HN" \i HZN/SK/
_0
—  » HO o] —> 0

, e , em que as setas indicam o ponto de
ligacao ao grupo amino de AA1, AA2, AA3 ou ao grupo e-amino do residuo
de lisina B29 ou a uma posi¢ao N-terminal da insulina estabilizada em prote-

20 ase

57. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com

qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que
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AA2 é yGlu, BAsp, y-D-Glu, B-D-Asp, ou um aminoacido da formula seguinte:
H_N
2
HL ’ OH

HN OH
\/\n/ \
o) HO™ ~O - ——
, € , em que a seta indica o ponto de ligagao

ao grupo amino de AA1, AA2, AA3 ou ao grupo €-amino do residuo de lisina
B29 ou a uma posi¢cao N-terminal da insulina estabilizada em protease
58. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que

AA2 é yGlu, y-D-Glu, ou um aminoacido da formula seguinte:
(0]

o,
HN OH
\/\g/ \, em que a seta indica o ponto de ligagao ao grupo amino de
AA1, AA2, AA3 ou ao grupo g-amino do residuo de lisina B29 ou a uma posi-
¢ao N-terminal da insulina estabilizada em protease

59. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
€0,1,2,3,4,5 0ub.

60. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
€0,1,2, 3, oud.

61. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
é4.

62. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
é 3.

63. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
é2

64. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com

qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
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é1.

65. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que m
éeo0.

66. Uma insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que

AA3 é selecionado de qualquer um dos seguintes:

0] OH
s “ﬂgﬁor

HN A~ O™y e
0
0 o’
HZN\/\/O\/\/\O/\/\N/U\/O\)J\OH

HzN\/‘Eo/\jlo\/\N)ol\/O\/?'\OH
H NV{O/\}O\/\NJ\/O\)LOH

HzN\/\/O\/\O/\/O\/\/H\”/\O/YOH

’

(0]

H
HzN\/\/O\/\O/\/O\/\/N\r(\)LOH
(0]

0]

HZN\/\O/\/O\/\NJI\/O\/U\OH
H

emqueré1,2 3,5 7, 11,23 ou 27.

67. Uma insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
clausula precedente, emqueré 1, 3,5,0u7.

68. Uma insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
clausula precedente, em queré 1.

69. Uma insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
clausula precedente fora uma, em quer é 3.

70. Uma insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a

clausula precedente fora duas, em que r é 5.



10

"15

20

25

30

109

71. Uma insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
clausula precedente fora trés, em queré 7.

72. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes na medida do possivel, em que p &
0,1,2,3,45,6,7,8,9, ou10.

73. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes, emque p €0, 1, 2, 3 ou 4.

74. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes, em que p € 0, 1 ou 2.

75. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes, em que p € 0 ou 2.

76. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes, em que p é 0.

77. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes, em que p é 1.

78. Uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das clausulas precedentes, em que p é 2.

79. Um composto de acordo com qualquer uma das clausulas de pro-
duto precedentes, que é qualquer um dos compostos especificamente men-
cionados neste relatério descritivo tal como nos exemplos especificos, espe-
cialmente qualquer um dos exemplos 1 et seq. abaixo.

80. Um composto de acordo com qualquer uma das clausulas de pro-
duto precedentes, que é qualquer um dos exemplos especificos das porgdes
de acila especificamente mencionadas neste relatério descritivo presa a
qualquer uma das insulinas estabilizadas em protease especificamente
mencionadas neste relatorio descritivo.

81. O uso de um composto de acordo com qualquer uma das clausu-
las de produto precedentes para a preparagao de uma composi¢do farma-
céutica para o tratamento de diabetes.

82. O uso de um composto de acordo com qualquer uma das clausu-
las de produto precedentes para a preparagdo de uma composicao farma-

céutica que pode ser administrada pulmonarmente para o tratamento de dia-
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betes.

83. O uso de um composto de acordo com qualquer uma das clausu-
las de produto precedentes para a preparagdao de uma composi¢cao farma-
céutica que pode ser administrada pulmonarmente para o tratamento de dia-
betes e que da um efeito de acao longa.

84. O uso de um composto de acordo com qualquer uma das clausu-
las de produto precedentes para a preparagao de uma composi¢cao farma-
céutica em p6 que pode ser administrada pulmonarmente para o tratamento
de diabetes.

85. O uso de um composto de acordo com qualquer uma das clausu-
las de produto precedentes para a preparagao de uma composigcao farma-
céutica liquida que pode ser administrada pulmonarmente para o tratamento
de diabetes.

86. O uso de um composto de acordo com qualquer uma das clausu-
las de produto precedentes para a preparagao de uma composigao farma-
céutica que pode ser administrada oralmente para o tratamento de diabetes.

87. Um método de tratamento de diabetes, o método compreendendo
administrar a um sujeito em necessidade do mesmo uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de um composto de acordo com qualquer uma das
clausulas de produto precedentes.

88. Uma composi¢cao que contém insulina humana como também
uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com qualquer uma
das clausulas precedentes.

89. Uma composigcao que contém insulina asparto como também uma
insulina estabilizada em protease acilada de acordo com qualquer uma das
clausulas precedentes.

90. Uma composi¢cao que contém insulina Lispro como também uma
insulina estabilizada em protease acilada de acordo com qualquer uma das
clausulas precedentes.

91. Uma composi¢ao que contém insulina Glulisina como também
uma insulina estabilizada em protease acilada de acordo com qualquer uma

das clausulas precedentes.
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92. Uma composigao farmacéutica que compreende uma quantidade
biologicamente ativa da insulina estabilizada em protease de acordo com
qualquer uma das clausulas acima relativo aos analogos de insulina e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

93. Um método para o tratamento, a prevengao ou o alivio de hiper-
glicemia, diabetes tipo 2, tolerancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1,
obesidade, sindrome X ou dislipidemia em um sujeito compreendendo admi-
nistrar a um sujeito uma insulina estabilizada em protease, de acordo com
qualquer uma das clausulas acima, relativo aos analogos de insulina ou uma
composi¢ao farmacéutica de acordo com qualquer uma das clausulas acima.

94. Uso de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma insulina
estabilizada em protease, de acordo com qualquer uma das clausulas acima,
relativo aos analogos de insulina para a preparagao de uma formulagao far-
macéutica para o tratamento ou prevencao de hiperglicemia, diabetes tipo 2,
tolerancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou
dislipidemia.

95. Um método de tratamento de diabetes, o0 método compreendendo
administrar a um sujeito em necessidade do mesmo uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de uma insulina acilada de acordo com qualquer uma
das clausulas de produto precedentes.

Combinando uma ou mais clausulas descritas aqui, opcional-
mente também com uma ou mais reivindicagdes abaixo, resulta em outras
clausulas e a presente invencao diz respeito a todas as possiveis combina-
¢cOes das ditas clausulas e reivindicagoes.

Todas as referéncias, incluindo publicagdes, pedidos de patente,
e patentes, citadas aqui sdo por este meio incorporadas por referéncia em
sua totalidade e na mesma propor¢do como se cada referéncia fosse indivi-
dual e especificamente indicada para ser incorporada por referéncia e fosse
exposta em sua totalidade aqui (na propor¢gdo maxima permitida por lei).

Todos os titulos e subtitulos sdo aqui usados para conveniéncia
apenas e de forma alguma nao deveriam ser interpretados como limitando a

invencgao.
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O uso de qualquer um e de todos os exemplos, ou linguagem
exemplar (por exemplo, "tal como") fornecidos aqui, € intencionado mera-
mente para melhor esclarecer a invengédo e nao propéem uma limitagdo no
escopo da invencdo a menos que do contrario reivindicado. Nenhuma lin-
guagem no relatério descritivo deveria ser interpretada como indicando qual-
quer elemento nao reivindicado como essencial para a pratica da invencgéao.

A citagao e a incorporacao de documentos de patente aqui séo
feitas para conveniéncia apenas e nao refletem qualquer vista da validez,
patentabilidade, e/ou exequibilidade de tais documentos de patente. A men-
¢ao aqui das referéncias esta fora de admissao que elas constituam técnica
anterior.

Aqui, a palavra "compreendem" & para ser amplamente interpre-
tada significando "incluem”, "contém" ou "compreendem" (diretrizes de EPO
C 4.13).

Esta invencao inclui todas as modificagbes e equivalentes do
assunto citado nas reivindicacbes anexadas a este conforme permitido por
lei aplicavel.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sao oferecidos por via de ilustracdo, nao
por limitacao.

As abreviagbes aqui usadas sdo as seguintes: BAla é beta-
alanila, Aoc é acido 8-amino-octanoicoo, tBu é terc-butila, DCM é diclorome-
tano, DIC ¢é di-isopropilcarbodi-imida, DIPEA = DIEA é N,N-
disopropiletilamina, DMF & N,N-dmetilformamida, DMSO é sulféxido de di-
metila, EtOAc é acetato de etila, Fmoc & 9-fluorenilmetiloxicarbonila, yGlu é
gama L-glutamila, HCI é acido cloridrico, HOBt é 1-hidroxibenzotriazol, NMP
€  N-metilpirrolidona, MeCN &  acetonitrila, OEG ¢& [2-(2-
aminoetoxi)etdxilmetilcarbonila, Su € succinimidil-1-ila = 2,5-dioxo-pirrolidin-
1-ila, OSu € succinimidil-1-iléxi = 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il6xi, RPC é cromato-
grafia de fase reversa, TA é temperatura ambiente, TFA € acido trifluoroacé-
tico, THF é tetraidrofurano, TNBS ¢é acido 2,4 6-trinitrobenzenossulfénico,

TRIS é tris(hidroximetifyaminometano e TSTU é tetrafluoroborato de O-(N-
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succinimidil)-1,1,3,3-tetrametilurénio.

Os seguintes exemplos e procedimentos gerais referem-se aos
compostos intermediarios e produtos finais identificados no relatério descriti-
vo e nos esquemas de sintese. A preparagdo dos compostos da presente
invencao € descrita em detalhes usando os exemplos seguintes, mas as re-
agbes quimicas descritas em termos de sua aplicabilidade geral sao descri-
tas para a preparagado dos compostos da invengdo. Ocasionalmente, a rea-
¢ao pode nao ser aplicavel como descrito em cada composto incluso dentro
do escopo descrito da invengdo. Os compostos para os quais isto ocorre
serao facilmente reconhecidos por aqueles versados na técnica. Nestes ca-
sos, as reagoes podem ser de forma bem sucedidas executadas por modifi-
cagdes convencionais conhecidas aqueles versados na técnica, ou seja, por
protegao apropriada de grupos interferentes, alterando a outros reagentes
convencionais, ou por modificagao rotineira das condigées de reacdo. Alter-
nativamente, outras reacdes descritas aqui ou do contrario convencionais
serao aplicaveis a preparagéo dos compostos correspondentes da invengao.
Em todos os métodos preparativos, todos os materiais de partida sdo conhe-
cidos ou podem ser facilmente preparados de materiais de partida conheci-
dos. Todas as temperaturas sao expostas em graus Centigrado e a menos
que do contrario indicado, todas as partes e porcentagens siao em peso
quando referem-se a rendimentos e todas as partes sdo em volume quando
referem-se a solventes e eluentes.

Os compostos da invengado podem ser purificados empregando
um ou mais procedimentos seguintes que sao tipicos dentro da técnica. Es-
tes procedimentos podem - se necessario - ser modificados com respeito
aos gradientes, pH, sais, concentragées, fluxo, colunas e assim sucessiva-
mente. Dependendo dos fatores tais como perfil de impureza, solubilidade
das insulinas em questao et cetera, estas modificagoes podem ser facilmen-
te reconhecidas e feitas por uma pessoa versada na técnica.

Apds HPLC acidica ou dessalgagao, os compostos séo isolados
por liofilizagao das fragdes puras.

Ap6s HPLC neutro ou cromatografia de permuta de anion, os
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compostos sdo dessalgados, precipitados em pH isoelétrico, ou sao purifica-

dos por HPLC acidica.

PROCEDIMENTOS DE PURIFICAGAO TiPICOS:

O sistema de HPLC é um sistema de Gilson que consiste no se-

guinte: manipulador Liquido Modelo 215, Bomba Modelo 322-H2 e um De-

tector de UV Modelo 155. Detecgao é tipicamente a 210 nm e 280 nm.

O sistema de FPLC de Purificador Akta de (Amersham Bioscien-

ces) consiste no seguinte: Bomba Modelo P-900, detector de UV Modelo
UV-900, pH Modelo pH/C-900 e detector de condutividade, coletor Modelo
Frac-950 Frction. Detecgdo de UV é tipicamente a 214 nm, 254 nm e 276

nm.

HPLC ACIDICA:

COLUNA:
FLUXO:
TAMPAOQ A:
TAMPAO B:
GRADIENTE:

5,00-30,0 min:
30,0-35,0 min:
35,0-40,0 min:
HPLC NEUTRA:

COLUNA:

FLUXO:
TAMPAOQ A:

TAMPAO B:
GRADIENTE:
5 - 35 min:

35 - 39 min:
39 - 40 min:
40-43,5 min:

Macherey-Nagel SP 250/21 Nucleusil 300-7 C4
8 ml/min

0,1% de TFA em acetonitrila

0,1% de TFA em agua.

0,0 — 5,0 min: 10% de A

10% de A a 90% A

90% de A

100% de A

Phenomenex, Jupiter, C4 5 pum 250 x 10,00 mm,
300 A

6 ml/min

5 mM de TRIS, 7,5 mM de (NH,4)>SOy4, pH = 7,3,
20% de CH;CN.

60% de CH3CN, 40% de agua,

0 -5 min: 10% de B
10-60% de B

60% de B

70% de B

70% de B
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CROMATOGRAFIA DE PERMUTA DE ANION:

COLUNA: RessourceQ, 1 ml

FLUXO: 6 mli/min

TAMPAO A: 0,09% de NH4HCO;, 0,25% de NH4OAc, 42,5%
de etanol, pH 8,4

TAMPAO B: 0,09% de NH4HCO3, 2,5% de NH4OAc, 42,5% de
etanol, pH 8,4

GRADIENTE: 100% de A a 100% de B durante 30 volumes de
coluna

DESSALGACAO:

COLUNA: HiPrep 26/10

FLUXO: 10 ml/min, 6 volumes de coluna

TAMPAO: 10 mM de NH4HCO3;

PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DE FASE SOLIDA
DOS REAGENTES DE ACILAGAO DA FORMULA GERAL (ll):
(11): Acy-AA1,-AA2,-AA3,-Act,

em que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m, e p sdo como definidos acima
e Act é o grupo de partida de um éster ativo, tal como N-hidroxissuccinimida
(OSu), ou 1-hidroxibenzotriazol, e

em que os acidos carboxilicos sdo protegidos dentro das por-
coes de Acy e de AA2 da porgao de acila como ésteres de terc-butila.

Compostos da férmula geral (Il) de acordo com a invengéo po-
dem ser sintetizados em suporte sélido usando procedimentos bem conheci-
dos as pessoas versadas na técnica de sintese de peptideo de fase soélida.
Este procedimento compreende ligagdo de um aminoacido protegido por
Fmoc a uma resina de 2-clorotritilcloreto de poliestireno. A ligagao pode, por
exemplo, ser realizada usando o aminoacido N-protegido livre na presenca
de uma amina terciaria, como trietil amina ou N,N-di-isopropiletilamina (vide
referéncias abaixo). A extremidade C-terminal (que é ligada a resina) deste
aminoacido esta na extremidade da sequéncia sintética que é acoplada as
insulinas parentais da invencgdo. Apés ligagao do aminoacido Fmoc a resina,

o grupo de Fmoc foi desprotegido usando, por exemplo, aminas secunda-
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rias, como piperidina ou dietil amina, seguido por acoplamento de outro (ou o
mesmo) aminoacido protegido por Fmoc e desprotegdo. A sequéncia sintéti-
ca é feita mediante acoplamento de diacidos graxos protegidos por mono-
terc-butila (a, w), como ésteres de mono-ferc-butila de acido hexadecanodi-
oico, heptadecanodioico, octadecanodioico ou eicosanodioico. Clivagem dos
compostos da resina é realizada usando acido como 0,5-5% de TFA/DCM
(acido trifluoroacético em diclorometano), acido acético (por exemplo, 10%
em DCM, ou HOAc/triflouroetanol/DCM 1:1:8), ou hecafluoroisopropanol em
DCM (Vide, por exemplo, "Organic Synthesis on Solid Phase", F. Z. Dérwald,
Wiley-VCH, 2000. ISBN 3-527-29950-5, "Peptides: Chemistry and Biology",
N. Sewald & H.-D. Jakubke, Wiley-VCH, 2002, ISBN 3-527-30405-3 ou "The
Combinatorial Chemistry Catalog" 1999, Novabiochem AG, e referéncias
citadas dentro do mesmo). Isto assegura que os ésteres de terc-butila pre-
sentes nos compostos como grupos de protecao de acido carboxilico nao
sao desprotegidos. Por fim, o grupo carboxi C-terminal (liberado da resina) é
ativado, por exemplo, como o éster de N-hidroxissuccinimida (OSu) e usado
ou diretamente ou apés a purificagdo como reagente de acoplamento ligado
as insulinas parentais da invencao. Este procedimento é ilustrado no exem-
plo 9.

Alternativamente, os reagentes de acilagdo da férmula geral (ll)
acima podem ser preparados através da sintese de fase de solugdo como
descrito abaixo.

Diacidos graxos protegidos por mono-terc-butila, tais como éste-
res de mono-ferc-butila de acido hexadecanodioico, heptadecanodioico, oc-
tadecanodioico ou eicosanodioico sao ativados, por exemplo, como OSu-
ésteres como descritos abaixo ou como qualquer outro éster ativado conhe-
cido aqueles versados na técnica, tal como ésteres de HOBt ou HOAt. Este
éster ativo € acoplado com um dos aminoacidos AA1, AA2 protegidos com
mono-terc-butila, ou AA3 em um solvente adequado tal como THF, DMF,
NMP (ou uma mistura de solventes) na presen¢a de uma base adequada, tal
como DIPEA ou trietilamina. O intermediario € isolado, por exemplo, através

de procedimentos extrativos ou através de procedimentos cromatograficos.



10

15

20

25

30

117

O intermediario resultante é submetido novamente a ativagao (como descrito
acima) e ao acoplamento com um dos aminoacidos AA1, AA2 protegido com
mono-terc-butila, ou AA3 como descrito acima. Este procedimento é repetido
até o intermediario protegido por Acy-AA1,-AA2,-AA3,-OH desejado ser ob-
tido. Este & por sua vez ativado para fornecer os reagentes de acilagdo da
férmula geral (I1) Acy-AA1,-AA2,-AA3,-Act. Este procedimento é ilustrado no
exemplo 21.

Os reagentes de acilagao preparados por qualquer um dos mé-
todos acima podem ser desprotegidos por (terc-butila) apés ativagao como
esteres de OSu. Isto pode ser feito por tratamento de TFA do reagente de
acilacdo protegido por terc-butila ativado por OSu. Apés acilagao de qual-
quer insulina estabilizada em protease, a insulina estabilizada em protease
acilada desprotegida resultante da invencao é obtida. Este é ilustrado, por
exemplo, no exemplo 16 abaixo.

Se os reagentes preparados por qualquer um dos métodos aci-
ma nao forem desprotegidos por (terc-butila) ap6s ativagdo como ésteres de
OSu, acilagao de qualquer insulina estabilizada em protease fornece a insu-
lina estabilizada em protease acilada protegida por terc-butila corresponden-
te da invengao. Para se obter a insulina estabilizada em protease acilada
protegida da invengéo, a insulina protegida sera desprotegida. Isto pode ser
feito através de tratamento de TFA para fornecer a insulina estabilizada em
protease acilada protegida da invencao. Isto é ilustrado, por exemplo, nos
exemplos 1 e 2 abaixo.

Se acilagdo de um residuo de lisina (na posigao épsilo) de uma
insulina for desejada, a acilagao é executada em pH alcalino (por exemplo,
em pH 10, 10,5, ou 11). Isto é, por exemplo, ilustrado nos exemplos 1 e 2
abaixo.

Se acilagao da posigao N-terminal da cadeia A (A1) de uma in-
sulina for desejada, acilagao & executada em pH neutro (por exemplo, em
pH 7, 7,5, 8, ou 8,5). Isto &, por exemplo, ilustrado nos exemplos 38, e 44
abaixo.

PROCEDIMENTO GERAL (A) PARA PREPARACAO DE INSULINAS ES-
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TABILIZADAS EM PROTEASE ACILADAS DESTA INVENCAO

O procedimento geral (A) € ilustrado no primeiro exemplo.
EXEMPLO 1. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nf-hexadecandioila), desB30

O
HO
M/\A/\A)LNH
O
| |
HG | VEQCCTSICS LI::QLENYCN'OH
| !
| /
| |
H-FVNQH LCGSHLVEALYLVCGERGFI:IYTP-” OH
O

Insulina humana de A14E, B25H, desB30 (500 mg) foi dissolvida em 100
mM de Na,COj3 aquoso (5 ml), e pH ajustado em 10,5 com 1 N de NaOH.
Ester de N-hidroxissuccinimida de éster de terc-butila de acido hexadecano-
dioico foi dissolvido em acetonitrila (10 em P/\V%) e adicionado a solugao de
insulina e aquecido suavemente sob agua de torneira morna, para evitar
precipitacédo e deixada em temperatura ambiente durante 30 minutos. A mis-
tura foi liofilizada. O sélido foi dissolvido em 95% de acido trifluoroacético
esfriado em gelo (contendo 5% de agua) e mantido em gelo durante 30 mi-
nutos. A mistura foi concentrada a vacuo e re-evaporada de diclorometano.
O residuo foi dissolvido em agua, e pH foi ajustado para neutro (6-7) e a mis-
tura foi liofilizada.

A insulina resultante foi purificada através de cromatografia de
permuta de ion em uma coluna de Fonte 15Q de 21 ml, varias passadas,
eluindo com um gradiente de 15 a 300 mM de acetato de aménio em 15 mM
de Tris, 50 % em v/v de etanol, pH 7,5 (acido acético). Dessalgacao final das
fragbes puras foi executada em uma coluna de RPC de 3 ml eluindo isocrati-
camente com 0,1 % em v/v de TFA, 50 % em v/v de etanol. A insulina pura
resultante foi liofilizada.

LC-MS (eletropulverizagao): m/z = 1483,2 (M+4)/4. Calc.: 1483,5
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EXEMPLO 2. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecandioil-yGlu), desBSO

HO/IK/\/\/\/\/\/\/\/\(N\)I\OH
L

o)

S
/

§—————5
I I .
HG | VEQC(IJTS I CSLEQLENY?N-OH
S
|

S

—_—0

|
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP— N

Insulina humana de A14E, B25H, desB30 (2 g) foi dissolvida em
100 mM de Na,CO3; aquoso (10 ml), e DMSO (4 ml) foi adicionado. pH foi
ajustado para 10,5 com 1 N de NaOH. Octadecanodioil-L-Glu(OSu)-OtBu de
terc-butila (preparado como descrito em WO 2005/012347). Mais 100 mM de
Na,COj3 aquoso (20 ml) foram adicionados seguidos por THF (20 ml). Apds
1,5 h, algumas gotas de metilamina foram adicionadas e a mistura foi sub-
sequentemente acidificada com acido acético. A mistura foi purificada por
HPLC preparativa e liofilizada para fornecer a insulina do titulo como éster
de di-terc-butila. Este foi dissolvido em diclorometano e acido trifluoroacético
1:1 (50 ml). A mistura foi deixada por 2 horas e concentrada a vacuo. Apds
adicdo de uma pouco de agua e acetonitrila, a mistura foi purificada por H-
PLC preparativa. Fragées puras foram liofilizadas. Isto forneceu 313 mg da
insulina do titulo.

MALDI-TOF MS: m/z = 6089 (M+1). Calc.: 6089.
EXEMPLO 3. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu), desB30
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Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a partir de aci-
do eicosanodioico por meio de éster de mono-ferc-butila de acido eicosano-
dioico e icosanodioil-L-Glu(OSu)-OtBu de ferc-butila.

MALDI-TOF MS: m/z = 6120 (M+1). Calc.: 6117.
EXEMPLO 4. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*3-CARBOXI-5-octadecan-

odioilaminobenzoila), desB30

0] O
H
N
HO)J\/\/\/\/\/\/\/\/Y OH
(0]
T T 0] NH
G I VEQCCTSICSLEQLENYC N-oH
l s
| /
S S
| * OH
H—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP———N
0]

Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a partir de és-
ter de mono-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de acido 5-(17-terc-butoxicarbonil-
heptadecanoilamino)isoftalico  (preparado como descrito em WO

2006/082204).
LC-MS: 1531 (M+4), Mw 6124 (desconvoluto). Calc.: 1531
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(M+4), 6122.
EXEMPLO 5. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N:-N-octadecandioil-N-(2-

carboxietil)glicila), desB30
0O

0 J/KOH
HOWMMAAAN
o) Kfo
-3 . NH

S
I
HG | VEQC?TS ICS LEQLENY(IJN-OH
S
|

S
/
S

I .
HFVNQHLCGSHLVEALY LVCGERGFHYTP*H

—0

OH
O

5 Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de octadecandioil-N-(2-(terc-butoxicarbonil)etil)-Gly-OSu de terc-butila
(preparado como descrito em WO 2005/012347).

LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 1522,52 (M+4). Calc.: 1523.
EXEMPLO 6. PROCEDIMENTO GERAL (A):
10 Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N* (n-octadecandioil-n-carboximetil)-
beta-alanila), desB30 o

0 HJ\OH
HOJK/\/\/\/\/\/\/\/\I(N
0] O
i | NH
HG | VEQCCliTS | CSLEQLENYC|3N-OH
S
]

S
/
S

| .
HEFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYT P—”
O

Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a

—_—

OH

partir de octadecandioil-N-(terc-butoxicarbonilmetil)-BAla-OSu de ferc-butila
(preparado como descrito em WO 2005/012347).
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MALDI-TOF MS: m/z = 6088 (M+1). Calc.: 6089.
EXEMPLO 7. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N4-([4-({19-carboxinonadeca-
noilamino} metil)trans-ciclo-hexanocarbonil}-yGlu), desB30

0]
HOWMLN/\O
H H
w, N
M
0]

o

o
\é/U\OH
i T Oj\NH
HG | VEQC(|3TS ICS LEQLENY(IZN-OH
S
|
J:;H
O

S
/
S

-_—

I *
HFVNQHLCGSHLVEALY LVCGERGFHYTP—N

5 Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-butila de aci-
do

2-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)metil]ciclo-
hexanocarbonillamino)pentanodioico LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 6260.

10 Calc.: 6255.

Preparagao de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-
terc-butila de acido 2-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino) me-
tiljciclo-hexanocarbonil}amino)pentanodioico:

1. ATIVACAO DE OSU DE ACIDO EICOSANODIOICO DE TERC-BUTILA
156 Acido icosanodioico de terc-butila (5,0 g) foi dissolvido em THF

(50 ml) e DMF (30 ml). TSTU (4,53 g) e DIPEA (2,65 ml) foram adicionados.

A mistura foi agitada durante 3 dias e depois concentrada a vacuo. O resi-

duo sélido foi recristalizado de acetonitrila para dar éster de N-

hidroxissuccinimida de éster de terc-butila de acido icosanodioico como um
20 composto cristalino branco (5,52 g, 89%).

LC-MS (eletropulverizagdo): m/z: 440 [M-56 (= terc-Bu)]
2. ACOPLAMENTO DO ACIDO TRANEXAMICO
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A uma solugao de éster de N-hidroxissuccinimida de éster de
terc-butila de acido icosanodioico (5,52 g) em THF (100 ml) foi adicionado
acido tranexamico (1,75 g). Um precipitado foi obtido. Tentativas para adqui-
rir uma solugao adicionando DMF (75 ml), agua (25 ml) e DMSO (50 ml) e
algumas gotas de DIPEA nao tiveram éxito. A suspenséo foi agitada durante
a noite. A mistura foi concentrada a vacuo. Ao residuo soélido foi adicionado
THF e o precipitado foi filtrado. O filtrado foi concentrado e o residuo sélido
foi recristalizado em acetonitrila para dar &cido 4-[(19-terc-
butoxicarbonilnonadecanoilamino)metillciclo-hexanocarboxilico como um
composto cristalino branco (5,56g, 93%)

LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 538 (M+1).

3. ATIVAGCAO DE OSU DE ACIDO 4-[(19-TERC-BUTOXICARBONILNO-
NADECANOILAMINO)METIL]CICLO-HEXANOCARBOXILICO

A uma solugdo de acido 4-[(19-terc-butoxicarbonilnonade-
canoilamino)metil]ciclo-hexanocarboxilico (5,56 g) em THF (100 ml) foi adi-
cionada uma solugdo de TSTU (3,42 g) em acetonitrila (25 ml). A mistura foi
concentrada a vacuo ap6s agitacao durante a noite. O residuo sélido foi re-
cristalizado de acetonitrila para dar éster de 2,5-dioxopirrolidin-1-ila de acido
4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)metil]ciclo-hexanocarboxilico
(5,76 g, 88%).

LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 635 (M+1).

4. ACOPLAMENTO DE H-Glu-OTBU E ATIVACAO DE OSU.

A uma solugdo de éster de 2,5-dioxopirrolidin-1-ila de acido 4-
[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)metil]ciclo-hexanocarboxilico em
THF (150 ml) foi adicionada uma solugdo de H-Glu-OtBu (1,84 g) em agua
(25 ml) e algumas gotas de DIPEA. A mistura foi agitada durante noite e de-
pois concentrada a vacuo. O residuo foi dissolvido em THF quente (60°C) e
fitrado. Ao filtrado frio, THF foi adicionado até 150 ml e TSTU (2,98 g) dis-
solvido em acetonitrila (25 ml) foi adicionado. A mistura foi concentrada apés
agitagéo por 20 min. O residuo foi recristalizado de acetonitrila para dar um
solido branco, éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-butila

de acido 2-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)metil]ciclo-
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hexanocarbonil}lamino)pentanodioico (6,8 g, 92%).
LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 820 (M+1).
EXEMPLO 8. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*hepadecanodioil-yGlu), desBBO

HO N\/”\OH
T D
— 0
H'GIVEQC?TSICSLEQLENY(IDNOH
S
|

S
/
S

—_—

|
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP— N

5 Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de acido heptadecanodioico por meio de éster de mono-terc-butila de
acido heptadecanodioico e heptdecanodioil-L-Glu(OSu)-OtBu de terc-butila
(preparado como descrito em WO 2006/082204).

) LC-MS (eletropulverizagdo): m/z: 1519 (M+4). Calc.: 1519.

- 10 EXEMPLO 9. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),

desB30
O 0

N
HO WMAAOH
o 0

H
0 N/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O\)J\NH
H

S

§—

I |
HGIVEQC?TSICSLEQLENY?NW

S

| /S
i i
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP— N OH

0]

O efeito oral deste composto em ratos Wistar machos de jejum a
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noite & dado na figura 2a e figura 2b abaixo.

Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de éster de terc-butila de acido 17-((S)-1-terc-butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-
[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-
iloxicarbonilmeté-
xi)etoxiletilcarbamoillmetéxi)etoxiletilcarbamoil}propilcarbamoil)heptadecanoi
co (nome alternativo: octadecandioil-Glu(OEG-OEG-OSu)-OtBU de ferc-
butila)

LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 1596 (M+4). Calc.: 1596.

O bloco de construgado para preparagao desta insulina foi prepa-

rado como descrito no seguinte:

P Resina de " H o .
" 2-Cltritila Fmoc N~ o/\/o\)LOH —_— Fmoc'N\/\O’\’O‘/lLO/ Resina de
2-Cl-tritila
_— Fmoc 0 § oA
NU~"0 Noe~o™~~ ~ Resina de 2-Cl-tritila
H (0]
H C>(’:\H3 0 H
e H,C" O “Fmoc
H (o]
5 u/\,o\/\o/\rrn\/\ o’\/o\/u\o‘ Resina de 2-Cl-tritila
m— Hzci g i gpuc
H,C \r(\/\/\/\/\/\/\/\)l\o CH

o N/\,O\/\o/\n,N\/\o/\/O\)‘\ - Resina de 2-Cl-tritila
H

H,CJ GH

Hacj\o N\[I/\/\/\/W\N\)LOkCH:
o]

s o X
0N O~ 0N N0 O~ on
H o}
CH,O O CH

HCJ 2 n )<dH3

S H,C" O 07 "CH;
(e}

H
o N/\/O\/\o/\n,N\/\o/\,O\)LO.SU
H
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Resina de partida: Resina de 2-clorotritila, 1,60 mmol/g.

1,0 g da resina foi intumescido por 30 min em DCM (10 ml).

1. Acilagao com acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico:

0,39 g (0,63 eq, 1,0 mmol) de acido Fmoc-8-amino-3,6-
dioxaoctanoico (Fmoc-OEG-OH) foi dissolvido em DCM (15ml) e acrescen-
tado a resina. N,N-Di-isopropiletilamina (DIEA) (0,44 ml, 2,5 mmols) foi adi-
cionada ema gotas. A mistura da reagao foi submetida a vortice durante 30
min e depois metanol (2 ml) foi adicionado e a mistura foi submetida a vorti-
ce por um adicional de 15 min. A resina foi filtrada e lavada com NMP (2x8
ml) e DCM (8x8 ml).

20% de piperidina/NMP (8 ml) foram adicionados, repousados
por 10 min repetidos uma vez. Filtrados e lavados com NMP (2x8 ml), DCM
(3x8 ml), e NMP (5x8 ml). Um teste de TNBS positivo forneceu resinas ver-
melhas.

2. Acilagao com acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico:

0,78 g (2 eq, 2,0 mmols) de acido Fmoc-8-amino-3,6-
dioxaoctanoico foi dissolvido em NMP/DCM 1:1 (10 ml). 0,28 g (2,2 eq, 2,4
mmols) de HOSu foi adicionado seguido por adicdo de 0,37 ml (2,2 eq, 2,4
mmols) de DIC. A mistura de reacgao foi deixada repousar 1 hora e depois
adicionada a resina e por fim 0,407 ml (2,2 eq) de DIEA foi adicionado. A
mistura foi submetida a vortice por 16 horas, filtrada e lavada com NMP (2x8
ml), DCM (3x8 ml), e NMP (5x8 ml). Um teste de TNBS positivo forneceu
resinas incolores.

20% de piperidina/NMP (10 ml) foram adicionados, repousados
por 10 min repetidos uma vez. Filtrados e lavados com NMP (2x8 ml), DCM
(3x8 ml), e NMP (5x8 ml). Um teste de TNBS positivo forneceu resinas ver-
melhas.

Acilagao com Fmoc-Glu-OtBu:

0,86 g (2 eq, 2,0 mmols) de Fmoc-Glu-OtBu foi dissolvido em
NMP/DCM 1:1 (10 ml). 0,32g (2,2 eq, 2,4 mmols) de HOBT foi adicionado
seguido por adigao de 0,37 ml (2,2 eq, 2,4 mmols) de DIC. A mistura de rea-

¢ao foi deixada repousar 20 min e depois transferida para a resina e por fim
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0,407 ml (2,2 eq) de DIEA foi adicionado. A mistura foi submetida a vortice
por 16 horas, filtrada e lavada com NMP (2x8 ml), DCM (3x8 ml), e NMP
(5x8 ml). Um teste de TNBS positivo forneceu resinas incolores.

20% de piperidina/NMP (10 ml) foram adicionados, repousados
por 10 min repetidos uma vez. Filtrados e lavados com NMP (2x8 ml), DCM
(3x8 ml), e NMP (5x8 ml). Um teste de TNBS positivo forneceu resinas ver-
melhas.

Acilagao com éster de mono terc-butila de acido octadecanodioi-
co:

0,75 g (2 eq, 2,0 mmols) de éster de mono terc-butila de acido
octadecanodioico foi dissolvido em NMP/DCM 1:1 (10 ml). 0,32 g (2,2eq,
2,4mmols) de HOBT foi adicionado seguido por adigao de 0,37 ml (2,2 eq,
2,4 mmols) de DIC. A mistura de reacao foi deixada repousar 20 min e de-
pois transferida para a resina e por fim 0,41 ml (2,2 eq) de DIEA foi adicio-
nado. A mistura foi submetida a vértice por 16 horas, filtrada e lavada com
NMP (2x8 ml), DCM (3x8 ml), e NMP (5x8 ml).

Clivagem com TFA:

8 ml de 5% de TFA/DCM foram acrescentados a resina e a mis-
tura de reagao foi submetida a vortice por 2 horas, filtrada e o filtrado foi co-
Ihido. Mais 5% de TFA/DCM (8 ml) foram acrescentados a resina, e a mistu-
ra foi submetida a vértice por 10 min, filtrada e a resina foi lavada com DCM
(2x10 ml). Os filtrados combinados e lavagens foram ajustados no pH para
basico usando cerca de 800 ul de DIEA. A mistura foi evaporada a vacuo
rendendo um éleo (3,5 g). Dietiléter (30 ml) foi adicionado e o dleo dissolvido
foi separado através de decantacao e evaporado a vacuo. Isto forneceu 1,1
g de éster de terc-butila de acido 17-{(S)-1-terc-butoxicarbonil-3-[2-(2-{[2-(2-
carboximeto-
xieto-
xi)etilcarbamoil]metéxi}etdxi)etilcarbamoil]propilcarbamoil}heptadecanoico
(nome alternativo: octadecandioil-Glu(OEG-OEG-OH)-OTBU de terc-butila)
como um oleo.

LC-MS (Sciex100 API): m/z = 846,6 (M+1)+.
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Ativacao de OSu:

O octadecandioil-Glu(OEG-OEG-OH)-OtBU de terc-butila acima
(0,63 g) foi dissolvido em THF (35 ml). DIEA (0,255 ml, 2 eq.) foi adicionado
seguido por TSTU (0,45 g, 2 eq.), e a mistura foi agitada em temperatura

5 ambiente por 16 horas. A mistura foi dividida entre acetato de etila (250 ml) e

NaHSO4 aquoso (3 x 100 ml). A fase orgéanica foi secada (MgSQ,) e concen-
trada a vacuo para fornecer 0,65 g de éster de terc-butila de acido 17-((S)-1-
terc-butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-
iloxicarbonilmeto6-

10  xi)etdxiletilcarbamoiljmetéxi)etoxiletilcarbamoil}propilcarbamoil)heptadecanoi
co (nome alternativo: octadecandioil-Glu(OEG-OEG-OSu)-OtBu de terc-
butila) como um éleo.

LC-MS: m/z = 943,4 (M+1).
EXEMPLO 10. PROCEDIMENTO GERAL (A):
15 Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*miristila), desB30

O
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Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de 1-tetradecanoil-pirrolidina-2,5-diona acima.
MALDI-TOF MS: m/z = 5873,6. Calc.: 5872,9.
EXEMPLO 11. PROCEDIMENTO GERAL (A):
20 Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu-yGlu), desB30
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Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de éster de 1-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 5-terc-butila de aci-
do (S)-2-[4-terc-butoxicarbonil-4-(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)
butirilamino]pentanodioico.

5 MALDI-TOF MS: m/z = 6242,5. Calc.: 6245,2.

Preparacao de éster de 1-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 5-
terc-butila de &cido (S)-2-[4-terc-butoxicarbonil-4-(19-terc-butoxicarbonil-
nona-decanoilamino)butirilamino]pentanodioico.

1. Ester de terc-butila de acido (S)-2-[4-terc-Butoxicarbonil-4-(19-

10 terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)butirilamino]pentanodioico

A uma solucdo de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster
de 1-terc-butila de acido (S)-2-(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)
pentanodioico (preparado similarmente como descrito em WO 2005/012347)
(4,1 g) em THF (100 ml) foi adicionada uma solugao de H-Glu-OtBu (1,47 g)

15 em agua (20 ml). O pH foi ajustado para 8 com DIPEA. A mistura foi concen-
trada apo6s agitagao por 1,5 h. O residuo foi recristalizado de DCM para dar o
composto do titulo como um sélido branco (2,81 g, 61%).

LC-MS: m/z = 769 (M+1).

Ester de 1-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 5-terc-butila de

20 acido (S)-2-[4-terc-Butoxicarbonil-4-(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoila-
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mino) butirilamino]pentanodioico

A uma solugao de éster de 1-terc-butila de acido (S)-2-[4-terc-
butoxicarbonil-4-(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)butirilamino] pen-
tanodioico (2,81 g) em acetonitrila (80 ml) foi adicionada uma solugio de
TSTU (1,32 g) em acetonitrila (20 ml). O pH foi ajustado para 8 com DIPEA.
Apos agitar por 1,5 h, a mistura foi concentrada. O residuo foi recristalizado
de acetonitrila para dar o composto do titulo (1,7 g, 54%).

LC-MS: m/z = 866,4 (M+1).
EXEMPLO 12. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N4-([4-({19-carboxinonadecanoila-

mino}metil)transciclo-hexanocarbonil]-yGlu-yGiu), desB30
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Esta insulina foi similarmente preparada como descrito acima a
partir de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-butila de aci-
do 2-[4-terc-butoxicarbonil-4-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)
metiljciclo-hexanocarbonil}jamino)butirilamino]pentanodioico

LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 6386 (M+1). Calc.: 6384.

Preparagéo de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-
terc-butila de &acido 2-[4-terc-butoxicarbonil-4-({4-[(19-terc-butoxicarbonil-
nona-decanoilamino)metil]ciclo-hexanocarbonil}amino)butirilamino] pentano-
dioico.

1. Ester de 1-terc-butila de acido 2-[4-terc-Butoxicarbonil-4-({4-

[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)metil]ciclo-hexanocarbonil} ami-
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no)butirilamino]pentanodioico

A uma solugao de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster
de 1-terc-butila de acido 2-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)
metil]ciclo-hexanocarbonil}amino)pentanodioico (5,0 g) em THF (100 ml) foi
adicionada uma solugéo de H-Glu-OtBu (1,36 g) em agua (25 ml). Apés agi-
tar durante a noite, a mistura foi concentrada a vacuo. O residuo foi precipi-
tado de agua e filtrado e secado a vacuo para dar o composto do titulo (4,63
g, 84%).

LC-MS: m/z = 740 (M-3x56, perda de 3xt-Bu).

Ester de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-butila de
acido  2-[4-terc-Butoxicarbonil-4-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoila-
mino) metilciclo-hexanocarbonil}amino)butirilamino]pentanodioico

A uma solugao de éster de 1-terc-butila de acido 2-[4-terc-
butoxicarbonil-4-({4-[(19-terc-butoxicarbonilnonadecanoilamino)metil]ciclo-
hexanocarbonilfamino)butirilamino]pentanodioico (4,6 g) em THF (150 ml) foi
adicionado TSTU (1,68 g). DIPEA (0,97 ml) foi adicionado. Apds agitar du-
rante a noite, a mistura foi concentrada a vacuo. O residuo foi cristalizado de
acetonitrila para fornecer o composto do titulo como um sélido (4,4 g, 87%)

LC-MS: m/z = 837 (M-3x56, perda de 3xt-Bu).

EXEMPLO 13. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-yGlu),
desB30
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O efeito oral deste composto em ratos Wistar machos de jejum a
noite é dado na figura 7 abaixo.

LC-MS: m/z = 1555 (M+4)/4.
EXEMPLO 14. PROCEDIMENTO GERAL (A):

5 Insulina humana de A14E, B28D, B29K(N* octadecandioil-yGlu), desB30
' O 0]
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MALDI-TOF MS: m/z = 6118
EXEMPLO 15. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N¢ octadecandioil-yGlu-PEG7),
desB30
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MALDI-TOF MS: m/z = 6510
EXEMPLO 16. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(ANfeicosanodioil-yGlu-OEG-OEG),

desB30
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5 O efeito oral deste composto em ratos Wistar machos de jejum a
noite é dado na figura 3 abaixo.
MALDI-TOF MS: m/z = 6407
O reagente de acilagao intermediario para este exemplo foi pre-
parado como descrito no seguinte:
10 Etapa 1: éster de terc-butila de acido 19-{(S)-1-terc-Butoxicar-
bonil-3-[2-(2-{[2-(2-carboximetoxi-etdxi)-etilcarbamoil]-metoxi}-etdxi)-

etilcarbamoil]-propilcarbamoil}-nonadecanoico
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A uma solugéo de éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster
de 1-terc-butila de &cido 2-(19-terc-Butoxicarbonilnonadecanoilamino) pen-
tanodioico (2,50 g, (preparado similarmente como descrito em WO
2005/012347) e acido [2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etdxilacetilamino} etoxi) eto-
xiJacético (1,47 g, nome alternativo: dimero de acido 8-amino-3,6-
dioxaoctanoico, IRIS Biotech GmbH, Cat. No. PEG1221) em etanol (40 ml)
foi adicionado DIPEA (1,26 ml). A mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente durante a noite e depois concentrada a vacuo. Ao residuo foram adicio-
nados 0,1 N de HCI aquoso (150 ml) e acetato de etila (200 ml). As camadas
foram separadas e a camada aquosa foi extraida com acetato de etila (100
ml). As camadas organicas combinadas foram lavadas com agua e salmou-
ra, secadas (sulfato de magnésio) e concentradas a vacuo para dar um éleo,
que cristalizou-se sob repouso. Rendimento 96% (3,1 g). LC-MS (eletropul-
verizagao): m/z = 874,49.

Etapa 2: éster de terc-butila de acido 19-((S)-1-terc-Butoxicar-
bonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)-etoxi]etilcar-

bamoil} metéxi)etdxiletiicarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico:
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A uma solugdo de éster de ferc-butila de acido 19-{(S)-1-terc-
Butoxicarbonil-3-[2-(2-{[2-(2-carboximetoxietoxi) etilcarbamoiljmetoxi} eto-
xi)etilcarbamoil] propilcarbamoil}nonadecanoico (3,1 g) em acetonitrila (50
ml) foram adicionados TSTU (1,39 g) e DIPEA (0,91 ml). A mistura foi agita-
da em temperatura ambiente durante a noite e depois concentrada a vacuo.
Ao residuo foram adicionados 0,1 N de HCI aquoso (100 ml) e acetato de
etila (200 ml). As camadas foram separadas e a camada aquosa foi extraida
com acetato de etila (50 ml). As camadas organicas combinadas foram lava-
das com agua e salmoura, secadas (sulfato de magnésio) e concentradas a
vacuo para dar um o6leo. Rendimento 99% (3,4 g). LC-MS (eletropulveriza-
¢ao): m/z: 971,8.

Etapa 3: acido 19-((S)-1-Carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxopirro-
lidin-1-iloxicarbonilmetéxi) etdxiletilcarbamoilymetoxi)etoxiletilcarbamoil} pro-

pilcar-bamoil) nonadecanoico:
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Ester de terc-butila de acido 19-((S)-1-terc-Butoxicarbonil-3-{2-
[2-({2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)etoxiletilicarbamoil}  meto6-
xi)etoxiletilcarbamoil} propilcarbamoil)nonadecanoico (3,4 g) foi agitado em
TFA (75 ml) por 45 min e depois concentrado a vacuo. O residuo foi concen-
trado com tolueno 3 vezes para dar um sélido. O residuo foi cristalizado em
2-propanol e filtrado para dar um composto cristalino branco. Rendimento
80% (2,4 g). LC-MS (eletropulverizagao): m/z: 859,44.

O reagente de acilagao similar com o fragmento de acido octa-
decanodioico (por exemplo, usado no exemplo 26 e outros exemplos) pode
ser similarmente preparado.

EXEMPLO 17. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Neicosanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-

aminoetdxi)etoxiletoxietoxi)propionil-yGlu), desB30
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ES-MS: m/z = 1626 (M+4)
EXEMPLO 18. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfhexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),

desB30
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MALDI-TOF MS: m/z = 6348
EXEMPLO 19. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(n*hexadecanodioil-yGlu),
desB30
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MALDI-TOF MS: m/z = 6062

EXEMPLO 20. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nthepadecanodioil-yGlu-

OEG-OEG), desB30
o
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ES-MS: m/z = 1592 (M+4)
EXEMPLO 21. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu -

yGlu -yGlu -yGlu), desB30
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ES-MS: m/z = 1620 (M+4)

O reagente de acilagdo intermediario octadecanodioil-yGlu -yGlu
-yGlu -yGlu-OSu (com ésteres de terc-butila como grupos de protegdo em
acidos carboxilicos restantes) foi preparado como descrito abaixo:

ESTER DE 2,5-DIOXOPIRROLIDIN-1-ILA DE ESTER DE
TERC-BUTILA DE ACIDO OCTADECANODIOICO

:

CH,

Ester de mono-terc-butila de &cido octadecanodioico (4,2 g,
0,011 mol) foi dissolvido em THF (20 mL), TSTU (4 g, 0,013 mol) em aceto-
nitrila (20 ml) foi adicionado e pH da solugao foi ajustado para 8 com a adi-
cao em gotas de DIPEA. A mistura foi agitada em TA por 4 h, depois acidifi-
cada com HCI (2M) para pH 3 e evaporada a vacuo. O o6leo residual foi sub-
sequentemente dividido entre acetato de etila e HCI (0,1 M). A camada or-

ganica foi secada (MgSO,), filtrada e evaporada a secura a vacuo. Isto for-



10

15

20

140

neceu 5,2 g de éster de 2,5-dioxopirrolidin-1-ila de éster de terc-butila de
acido octadecanodioico como um 6leo que poderia ser usado na proxima
etapa sem outra purificagdo. LC-MS (eletropulverizagao): m/z = 468 (M+1) e
412 (M+1-'Bu).

ESTER DE 1-TERC-BUTILA DE ACIDO (S)-2-(17-TERC-

BUTOXARBONIL-HEPTADECANOILAMINO)-PENTANODIOICO.
CH o)

MVW\WM o
L

HO 0]

Ester de 2,5-dioxopirrolidin-1-ila de éster de terc-butila de acido
octadecanodioico (7 g, 0,015 mol) foi dissolvido em THF (80 ml) e adiciona-
do a uma solugao de H-GIu-O'Bu (3,7 g, 0,0165 mol) em Na,CO3; (0,1 M, 40
ml). A mistura foi agitada em TA durante a noite, depois acidificada com HCI
(2M) para pH 3 e evaporada a vacuo. O residuo foi dividido entre acetato de
etila e HCI (0,1 M). A camada orgénica foi secada (MgSQ,), filtrada e evapo-
rada a secura a vacuo. Adicao de acetonitrila (30 ml) causou a formagao de
um precipitado branco que foi isolado através de filtragdo e secado para for-
necer 3,75 g de éster de 1-terc-butila de acido (S)-2-(17-terc-butoxarbonil-
heptadecanoilamino)pentanodioico. LC-MS (eletropulverizagdo): m/z = 556
(M+1).

Sob evaporacao do filtrado de acetonitrila mais 2,6 g de produto
foram isolados.

ESTER DE 5-(2,5-DIOXOPIRROLIDIN-1-ILA) DE ESTER DE 1-
TERC-BUTILA) DE ACIDO (S)-2-(17-TERC-BUTOXICARBONIL-
HEPTADECANOILAMINO)PENTANODIOICO

Hac_%o/[K/\/\/\/\/\/\/\/\”/ VKO,',CH
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Ester de 1-terc-butila de acido (S)-2-(17-terc-Butoxarbonil-
heptadecanoilamino)pentanodioico (3g, 0,005 mol) foi dissolvido em THF
(100 ml) e adicionado a uma solugao de TSTU (1,78 g, 0,006 mol) em ace-
tonitrila (30 ml). O pH foi ajustado para 8 pela adi¢do a gotas de DIPEA. A
mistura foi agitada em TA por 1h, depois acidificada com HCI (2M) para pH 3
e evaporada a vacuo. O 6leo residual foi subsequentemente dividido entre
acetato de etila e HCI (0,1 M). A camada organica foi secada (MgSOQ,), filtra-
da e evaporada a vacuo a secura. Isto forneceu um sélido branco (2,75 g) de
éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-butila de acido (S)-2-
(17-terc-butoxicarbonil-heptadecanoilamino)-pentanodioico. LCMS (eletro-
pulverizagao): m/z = 653 (M+1).

ESTER DE 1-TERC-BUTILA DE ACIDO (S)-2-[(S)-4-TERC-
BUTOXICARBONIL-4-(17-TERC-BUTOXICARBONIL-
HEPTADECANOILAMINO)BUTIRILAMINO]-PENTANODIOICO

HO
(@)
(0]
H (o}
Ny
H, CH
He 9 oAiCH_,, ?
N
CHs (0]

(o]

Ester de 5-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-butila de
acido (S)-2-(17-terc-Butoxicarbonil-heptadecanoilamino)pentanodioico (0,5 g,
0,766 mmol) foi dissolvido em acetonitrila (20 ml). Esta solugao foi acrescen-
tada a uma solugao de H-Glu-OtBu (0,171g, 0,84 mmol) em agua (30 ml), pH
foi ajustado para 10 com DIPEA. A mistura foi agitada em TA por 15 min,
depois acidificada em pH 7 com HCI (2M) e evaporada a vacuo. O residuo
foi dividido entre acetato de etila e HCI (0,1 M). A camada orgéanica foi seca-
da (MgSOs.,), filtrado, e evaporada a vacuo a secura. Isto rendeu éster de 1-
terc-butila de acido (S)-2-[(S)-4-ferc-butoxicarbonil-4-(17-terc-butoxicarbonil-

heptadecanoilamino)butirilamino]pentanodioico como um 6éleo. LC-MS (ele-
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tropulverizagao): m/z = 741 (M+1).

ESTER DE 1-(2,5-DIOXOPIRROLIDIN-1-ILA) DE ESTER DE 5-
TERC-BUTILA DE ACIDO (S)-2-(S)-4-TERC-BUTOXICARBONIL-4-(17-
TERC-BUTOXICARBONIL-HEPTADECANOILAMINO)BUTIRILAMINO]-
PENTANODIOICO

Ester de 1-terc-butila de acido (S)-2-[(S)-4-terc-Butoxicarbonil-4-
(17-terc-butoxicarbonil-heptadecanoilamino)butirilamino]-pentanodioico  (8g,
10,79 mmol) foi dissolvido em acetonitrila (40 ml) e uma solugédo de TSTU
(3,89 g, 12,95 mmol) em acetonitrila (40 ml) foi adicionada. O pH foi ajustado
para 8 pela adicao em gotas de DIPEA. A mistura foi agitada em TA por 1 h,
depois acidificada com HCI (2M) para pH 3 e evaporada a vacuo. Isto forne-
ceu um Oleo que foi subsequentemente dividido entre acetato de etila e HCI
(0,1 M). A camada organica foi secada (MgSO,), filtrada e evaporada a se-
cura a vacuo. Isto forneceu 8,2 g de éster de 1-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de
éster de 5-terc-butila de acido (S)-2-[(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-(17-terc-
butoxicarbonil-heptadecanoilamino)-butirilamino]pentanodioico como um s6-
lido.

ESTER DE 1-TERC-BUTILA DE ACIDO (S)-2-{(S)-4-TERC-
BUTOXICARBONIL-4-[(S)-4-TERC-BUTOXICARBONIL-4-(17-TERC-
BUTOXICARBONIL-HEPTADECANOILAMINO) BUTIRILAMINO] BUTIRI-
LAMINO} PENTANODIOICO
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Ester de 1-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 5-terc-butila de
acido (S)-2-[(S)-4-terc-Butoxicarbonil-4-(17-terc-butoxicarbonil-heptade-
canoila-mino)butirilamino]-pentanodioico (4g, 4,77 mmols) foi dissolvido em
acetonitrila (30 ml) e adicionado a uma solugéo de H-GIlu-OtBu (1,07 g, 5,25
mmols) em Na;CO; (0,1 M, 20 ml). A mistura foi agitada em TA por 1 h, de-
pois neutralizada com HCI (2M) para pH 7 e evaporada a vacuo. O 6leo resi-
dual foi subsequentemente dividido entre acetato de etila e HCI (0,1 M). A
camada organica foi secada (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura a vacuo.
O residuo (4 g) foi dissolvido em acetonitrila e tratado com carbono ativo.
Apos filtragdo e evaporagao para secura seguida por secagem durante a
noite a vacuo, 2,8 g de éster de 1-terc-butila de acido (S)-2-{(S)-4-terc-
Butoxicarbonil-4-[(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-(17-terc-butoxicarbonil-
heptadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}pentanodioico que foi obtido
como um sdlido cristalino. LC-MS (eletropulverizagao): m/z = 927 (M+1).

ESTER DE 1-TERC-BUTILA DE ACIDO (S)-2-((S)-4-TERC-
BUTOXICARBONIL-4-{(S)-4-TERC-BUTOXICARBONIL-4-[(S)4-TERC-
BUTOXICARBONIL4-(17-TERC-BUTOXICARBONIL-HEPTADECANO-
ILAMINO)BUTIRILAMINO]BUTIRILAMINO}BUTIRILAMINO)-PENTANO-
DIOICO
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Ester de 1-terc-butila de acido (S)-2-{(S)-4-terc-Butoxicarbonil-4-
[(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-(17-terc-butoxicarbonil-heptadecanoilamino) buti-
rilamino] butirilamino}pentanodioico (2,8 g, 3,02 mmols) foi ativado com TS-
TU (1,0 g, 3,325 mmols) usando o mesmo método como descrito acima, en-
quanto fornecendo éster de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-ila) de éster de 1-terc-
butila de acido (S)-2-{(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-[(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-
(17-terc-butoxicarbonil-heptadecanoilamino)-butirilamino]butirilamino}-
pentanodioico bruto. LC-MS (eletropulverizagao): m/z = 1024 (M+1).

1,3 g deste composto foi dissolvido em acetonitrila (40 ml) e adi-
cionado a uma solugéo de H-Glu-O'Bu (0,28 g, 1,39 mmol) em agua (30 ml),
pH foi ajustado para 9,3 com DIPEA. A mistura foi agitada em TA por 2 h,
depois neutralizada em pH 7 com HCI (2M) e depois evaporada a vacuo a
quase secura. O residuo foi tratado com agua que da um precipitado branco
que foi filtrado. Ap6s secar a vacuo durante a noite, 1,1 g de éster de 1-terc-
butila de acido (S)-2-((S)-4-terc-butoxicarbonil-4-{(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-
[(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-(17-terc-butoxicarbonil-
heptadecanoilamino)butirilamino]butirilamino}butirilamino)pentanodioico  foi
isolado, contendo quantidades secundarias de material de partida. LC-MS
(eletropulverizagao): m/z = 1111,9 (M+1).

ESTER DE 1-TERC-BUTILESTER-5-(2,5-DIOXOPIRROLIDIN-1-
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ILA) DE ACIDO (S)-2-((S)4-TERC-BUTOXICARBONIL-4-{(S)-4-TERC-
BUTOXICARBONIL-4-[(S)-4- TERC-BUTOXICARBONIL-4-(17-TERC-
BUTOXICARBONIL-HEPTADECANOILA-MINO)BUTIRILAMINO]BUTIRILA-
MINO} BUTIRILAMINO)-PENTANODIOICO

: HN . CH,
\ 0
(o]
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o CH
. H,C CH,
Hs . o+CH§H3
H,C—1—0 L CcH
CH o]

Ester de 1-terc-butila de acido (S)-2-((S)-4-terc-Butoxicarbonil-4-
{(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-[(S)-4-terc-butoxicarbonil-4-(17-terc-butoxicar-
bonil-heptadecanoilamino)butirilamino]butirilamino} butirilamino)pentanodioi-
co (0,1g, 0,09 mmol) foi ativado com TSTU (29,8 mg, 0,099 mmol) em solu-
cao de acetonitrila em TA por 1h usando o mesmo método para ativagao e
processamento como descrito acima. Isto forneceu 100 mg de produto ativa-
do bruto que poderia ser usado como tal para acilagao de insulina sem outra
purificacdo. LC-MS (eletropulverizagao): m/z = 1208 (M+1).

EXEMPLO 22. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu-

yYGlu-yGlu), desB30
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MALDI-TOF MS: m/z = 6373
EXEMPLO 23. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B27E, B29K(Nfoctadeca-
nodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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O

O

H |
e
H'GIVEQC?TS|CSLEQLENY(|:NOH

]
0

P /S
j j
H'FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYEP” OH

MALDI-TOF MS: m/z = 6407
EXEMPLO 24. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFI:I(-;éé-u OH

(0]

O efeito oral deste composto em ratos Wistar machos de jejum a
noite & dado na figura 6 abaixo.
MALDI-TOF MS: m/z = 6188
EXEMPLO 25. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(Nfoctadecano-
dioil-yGlu-OEG-OEG), desB30

H
N
HO
OH

o]

H NH

H
& N/\/O\/\o/\ﬂ/N\/\o/\/O\/i
o

N
"—GIVEQCTTSlCSLEQLENYTN'Oﬂ

S S

[ /

| |
H""F VNQHLCGSHLVEALHLVCGERGT FHYTPHN OH

(o]
O efeito oral deste composto em ratos Wistar machos de jejum a
noite & dado na figura 4 abaixo.
MALDI-TOF MS: m/z = 6352
10 EXEMPLO 26. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16E, B25H, B29K(Nfoctadeca-
nodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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T T
"'_GIVEQCTTSICSLEQLENYTN‘O"
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H"F VN QHLCGSHLVEALHLVCGERGTFHYT PHN OH

MALDI-TOF MS: m/z = 6345

EXEMPLO 27. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N‘hexade-

canodioil-yGlu), desB30

T T
“_GIVEQCTTSICSLEQLENYTN'O"
H S
| /
| i
H"F VN QHLCGSHULVEALHLVCGERGTFHYT FHN OH
(e]
5 O efeito oral deste composto em ratos Wistar machos de jejum a

noite é dado na figura 5 abaixo.
MALDI-TOF MS: m/z = 6041
EXEMPLO 28. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(ANfeicosanodioil-yGlu-

10 OEG -yGlu), desB30
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ES-MS: m/z = 1598 (M+4)
EXEMPLO 29. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16E, B25H, B29K(N*hexadecandioil-

yGlu), desB30

HO Y OH
O :;\
fe) H
|S S
"_GIVEQC(I:TS|CSLEQLENY|CN‘°”
s s
I /
S S
H"F VNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHAYT PHN OH

MALDI-TOF MS: m/z = 6028
EXEMPLO 30. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(Nfoctade-

canodioil-yGlu -yGlu -yGlu), desB30
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"M—F V NQHLCGSHLVEALHLVYVCGERGTFTHTYT P—HN

ES-MS: m/z = 1581 (M+4)
EXEMPLO 31. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,

B29K(Nfhexadecandioil-yGlu), desB30
H\/L
N

HO - OH

(7]

T
H"GIVEQCFTSICSLEQLENYFN'O”
S S

/
S S

| .

""FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHGGGAN OH

ES-MS: m/z = 1484 (M+4)
EXEMPLO 32. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N‘octadeca-
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nodioil-yGlu -yGlu), desB30

M)L/\/\/\A/\/\/\/Yn\é_)(r\o”
Y
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S S

| /
S

s

"G I V E Q

OH
"_FVNQHLCGSHLVEALHLVCGERGFHYTP—u

ES-MS: m/z = 1548 (M+4)
EXEMPLO 33. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N(EPS) eicosa-
nodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30

H
H
N
HO (o]

(o]
H
° :‘1 0/\ﬂ/ ° NH
o

Ll s
|
"G | VE QCC TS I CSLEQLENYTG CN™
l s
Is s/
H—=F YV N Q HLCGSH HLVEA ALUHLVYVYCGERGT FUHY T PHN OH

ES-MS: m/z = 1596 (M+4)
EXEMPLO 34. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N‘octadecanodioil-OEG
-yGlu -yGlu), desB30
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ES-MS: m/z = 1592 (M+4)
EXEMPLO 35. PROCEDIMENTO ‘GERAL (A):

Insulina humana de A14E, A18L, B25H, B29K(Nfeicosanodioil-
YGIlu-OEG-OEG), desB30

H
N.
HO H

o
N o\/ﬁ\
ﬂ/\/O\/\°/\ﬂ/N\/\°/\/ ’
o]

(e}

s

s
CsSLEQLETLYCN™

"G I V EQC T S |

s

/

n—0—-0"

"—F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGTEFHYT PHN OH

MALDI-TOF MS: m/z = 6405
EXEMPLO 36. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, A18L, B25H, B29K(Noctadeca-
nodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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MALDI-TOF MS: m/z = 6377
EXEMPLO 37. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B27E, B29K(Nfeicosanodioil-
YGIlu-OEG-OEG), desB30

H
N
i \Tr/“\\//“\\//“\\//«\\//A\\//”\\//A\\//“\\//f\\v/jt\OH

[o}

o NH

H

H
P N2 N NN /\/o\/ﬁ\
N o o

/\[o]/

S
""GIVEQCfTSICSLEOLENYTN“‘"
s S
| /
i T
"—"FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGTFHYE PHN OH

MALDI-TOF MS: m/z = 6433
EXEMPLO 38. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A1G(N°ctadecandioil-yGlu-OEG-OEG),
A14E, B25H, B29R, desB30
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Insulina de A14E, B25H, B29R, desB30 (500 mg, 88 (umols) foi
dissolvida em 0,1 M de NaHCO3;, pH 8 (5 ml). w-carbéxi-heptadecanoil-y-L-
glutamil-OEG-OEG-OSu (65 mg, 88 pmols) foi dissolvido em THF/MeCN 1:1
(5 ml) e adicionado & solugdo de insulina. Apés 30 minutos, a reacgao foi ex-
tinguida por adicao de 2 M de metilamina aquosa (0,5 ml). O solvente foi e-
vaporado a vacuo e o sélido foi redissolvido na quantidade minima de a-
gua/MeCN. O pico do produto principal foi isolado por uso de RP-HPLC em
coluna de C18, tampao A: 0,1% de TFA em agua, tampao B: 0,1% de TFA
em MeCN, gradiente 30-55% de tampao B 45 min. As fragdes de produto
foram parcialmente evaporadas a vacuo e secadas por congelamento para
fornecer 59 mg de produto (10%). Analise de LC-MS: M4+ = 1602,7, calcu-
lada 1602,6. Duas etapas de analise da sequéncia de aminoacido padrao
mostraram F-V, confirmando a acilagao A1.

EXEMPLO 39. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B1F(N%ctadecandioil-yGlu-OEG-

OEG), B25H, B29R, desB30

MOMY;T JVVWWY

o _GIVEQCfTSICSLEQLENY

L , [

I /

7 r
L"/FVNOHLCGSHI.VEALYLVCGERGFHVTPR“’"

]

Este composto foi isolado acima como um subproduto do exem-
plo (exemplo 38). Andlise de LCMS: M4+ = 1602,5, calculada 1602,6. Duas

etapas de analise de sequéncia de aminoacido padrao mostraram G-I, con-
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firmando a acilagao a B1.
EXEMPLO 40. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A1G(N°hexadecandioil-yGlu), A14E, B25H,
B29R, desB30

H (o]
r |
= N
0 OH
(0]
]
0 GIVEQC?TSICSLEQLENY?N’OH
S S
| /

S S
I |

HFYVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPR™

5 ES-MS: m/z = 1523 (M+4)

Este composto foi similarmente preparado a A1-acilagao descrita
acima (exemplo 38), usando w-carboxipentadecanoil-y-L-glutamil(OSu) co-
mo reagente de acilagao. O produto mostrou LCMS: M4+ = 1523,2, calcula-
do 1523,0. Duas etapas de andlise de sequéncia de aminoacido padrao

- 10  mostraram F-V, confirmando a acilagao A1.
EXEMPLO 41. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(NFoctadecanodioil-yGlu-
ABU-ABU-ABU-ABU), desB30

H
N
HO I OH

Py Y.
& u/\/\[()(V\)\u/\/\'(l/\/\)\NH
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/

S

—n—un—0

HF VNQHLCGSHLVEALYULVCGERGFHYTPHN OH
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ES-MS: m/z = 1286 (M+5)

O reagente de acilagdo para este exemplo foi preparado em
analogia com o reagente preparado no exemplo 9, partindo de ligagdo de
acido 4-aminobutirico protegido por Fmoc a resina de 2-clorotritila, seguido

5 por 3 mais unidades de desprotecdo e ligagdo sequencial de acido 4-
aminobutirico protegido por 3 Fmoc, e como descrito no exemplo 9, Fmoc-
Glu-OtBu e éster de mono-terc-butila de acido octadecanodioico.

EXEMPLO 42. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N°eicosanodioil),
10 desB30

T o NH
c

T
=G | VE QC TS | SLEQLENY]:er*

s

/

S

| , on
“_FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP_m

—un—n—0"

MALDI-TOF-MS: m/z = 5987
EXEMPLO 43. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N4-[16-(1H-tetrazol-5-
IL)hexadecanoilsulfamoillbutanoil), desB30

//N\J‘H\/\/\/V\/\N\/ﬁ\ 0\\//0
N\ — 7
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H

s
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S
|
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"F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—N
H
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ES-MS: m/z = 1530 (M+4)

Preparacgao do reagente de acilagao intermediario:

Oy OH o&xo
1
(o] o
N N
6'5\\0 Y\/\/\/\/\/\/\/\( ;,N "
o] HN~N - N,
S N\“/\/\/\/\/\/\/\/Y ”
00 o HN—y

Acido  4-[16-(1H-Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil]butanoico
(500 mg, preparado como descrito em WO 2006/005667) foi dissolvido em
etanol (20 ml), e TSTU (381 mg), e DIPEA (542 (ul) foi adicionado e a mistu-
ra resultante foi agitada em temperatura ambiente por 16 horas. A mistura foi
concentrada a vacuo, e o residuo foi agitado com 0,25 M de HCI. O sdélido foi
isolado através de filtragcdo, lavado com agua e secado a vacuo para forne-
cer 580 mg (91%) do reagente de acilagao.

Reacao de acilagao:

A14E, B25H, desB30 (500 mg) foi dissolvido em 0,1M de carbo-
nato de sodio aquoso (10 ml) e etanol (4mL). O pH foi ajustado para 10,8
com 1N de NaOH. O acima reagente de acilagdo (101 mg) dissolvido em
THF (2mL) e etanol (2 ml) foi adicionado em duas porgées com 10 minutos
de intervalo. A mistura resultante foi agitada lentamente para 1 hora e diluida
com agua (50 ml). A insulina resultante foi precipitada por adigdo de 1N de
HCl em pH 5,5, O precipitado foi isolado através de centrifugagao e purifica-
do por HPLC. Foram agrupadas e liofilizadas fragdes puras.
EXEMPLO 44. PROCEDIMENTO GERAL (A):

A1G(N%ctadecandioil-yGlu-OEG-OEG), A14E, A21G, B25H,
desB30

PN i e

S
00 o HN=p 5 N\"/\/\/\/\/\/\/\/YN‘
N

00 o HN~

Oy OH
1y
0.0
H
N, N, .
N
.

MALDI-TOF-MS: m/z = 6321
EXEMPLO 45. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Neicosanodioil-OEG),
desB30
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“WF V NQH LCGSHTILV EALYILVCGEIRGTFMHMY T PHN OH

MALDI-TOF-MS: m/z = 6130
EXEMPLO 46. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B27K(Nfoctadecanodioil-yGlu-

OEG-OEG), desB28, desB29, desB30

H
N
HO OH

(0]
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H

R g 0/\(:\/\0/\/0\)(;\NH
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T T
"G | VEQC TSI CSLEQLENY T N- O

s
/
S
| OH

-

H"FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTHN

—_——n—0

MALDI-TOF-MS: m/z = 6181
EXEMPLO 47. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(M(acido 5-

eicosanodioilaminoisoftalico)), desB30



159

N
HO OH

“‘FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGF"{YTP_u

MALDI-TOF-MS: m/z = 6150
EXEMPLO 48. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioila),

H
NH

(o]
Is
Cc

desB30

T s | S LEQLENYCN™

s

/

|c
s
I
S S

I ’ OH
"_FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP_:J‘
MALDI-TOF-MS: m/z = 5959
EXEMPLO 49. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30
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ES-MS: m/z = 1598 (M+4)
EXEMPLO 50. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(Nfeicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30

(¢} H o
HO fl
OH
(@]
H 0O
o N/\/O\/\OWN\/\O/\/O\)I\NH
H
(@]
] ]
H’GIVEQC‘CTSICSLEQLENY?N'OH
7 e
S S
H—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHGGG‘” OH

MALDI-TOF-MS: m/z = 6216
EXEMPLO 51. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(NfOctadecanodioil-yGlu-
OEG), desB30
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ES-MS: m/z = 1559 (M+4)
EXEMPLO 52. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(NfEicosanodioil-OEG-
OEG), desB30 .

o
WY\/\/\/\A/,\/\/T/\)KK\/K/\O/\E/:\/\O/\/“\)KM
H )

0
T 8 1 € S L E QG L E N Y C N—oH
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H—F ¥V N Q H L CGSMH LV EA ALY LV CGEURGT FMHYT p—N
H

5 MALDI-TOF-MS: m/z = 6278
EXEMPLO 53. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N°Eicosanodioil-Aoc),
desB30

L/\/\/\s/_v_—\f/\/\/\/\[f .
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“—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP_u

MALDI-TOF-MS: m/z = 6126
10 EXEMPLO 54. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(NEicosanodioil-yGlu -yGlu), desB30
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ES-MS: m/z = 6055 (desconvoluto)
EXEMPLO 55. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(NEicosanodioil-yGlu -yGlu), desB30

*D\[(W\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\u} ©
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H—F V N QH LCG SHLJVYEATLHTLUVCGTERTSGTFTHTYT PHN

ES-MS: m/z = 6220 (desconvoluto)
EXEMPLO 56. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*Octadecanodioil-
OEG), desB30
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MALDI-TOF-MS: m/z = 6101
EXEMPLO 57. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27,
B29K(NOctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30 ’
(o] H (o)
N
o o]

o N/\/O\/\O/\[r:\/\o/\/o\/u\NH
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T S
H-G | VEQCCTS I CSLEQLENYC NOH
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Is S
H-F VN QHLCGSHLVYVEALYLVCGERGFMHY P-N OH

H

MALDI-TOF-MS: m/z = 6277
EXEMPLO 58. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B16H,
B29K(N*Octadecanodioil-yGlu), desB30
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ES-MS: m/z = 1516 (M+4)
EXEMPLO 59. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A1G(N°Octadecanodioil), A14E, B25H,
B29R, desB30

s 3
H | | .
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5 ES-MS: m/z = 1498 (M+4)
EXEMPLO 60. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N‘Eicosanodioil-

yGlu), desB30
. H
HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/\/YN\:./U\OH
o) z
HNj\

(0]
S S
H—GIVEQ(|3(|:TSICSLéQLENYCN-OH
H—FVNQHLCGSHLVEALI:ILVCGERGF!:iYTP-HN OH

ES-MS: m/z = 1523 (M+4)
10 EXEMPLO 61. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B27K(N°Eicosanodioil-yGlu),



165

desB28, desB29, desB30
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MALDI-TOF MS: m/z = 6208
EXEMPLO 62. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*Octadecanodioil-yGlu
5 -yGlu -yGlu), desB30

s
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"_GIVEOC]:TSICSLEOLENVTN_O‘
i
s S

"=—F V NQ H L CGSHULVEALTYLUVCGEWRGTFHYT PN
H

ES-MS: m/z = 1587 (M+4)
As insulinas aciladas da invencao nos exemplos seguintes po-
dem ser similarmente preparadas:
EXEMPLO 63. PROCEDIMENTO GERAL (A):
10 Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(NfOctadecandioil-yGlu), desB30
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EXEMPLO 64. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(NEicosanodioil-yGlu), desB30

O NH
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0]

EXEMPLO 65. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(NfOctadecandioil), desB30

0
HO
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EXEMPLO 66. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,

B29K(N°Eicosanodioil), desB30
O
o] s s

| | .
HGIVEQCCTSICSLEQLENYCNOH
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v v
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3

EXEMPLO 67. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N°docosanodioil-yGlu), desB30
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EXEMPLO 68. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N‘docosanodioil-yGlu-yGlu), desB30
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EXEMPLO 69. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(ANficosanodioil-yGlu-OEG-OEG-
yGlu), desB30
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EXEMPLO 70. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG-

yGlu), desB30
O

H
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EXEMPLO 71. PROCEDIMENTO GERAL (A):
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Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N¢ (N-icosanodioil-N-carboximetil)-
BAla), desB30
O

0 ,/U\OH
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EXEMPLO 72. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N3-[2-(2-{2-[2-(17-carboxi-

heptadecanoilamino)etdxiletoxiletoxi)etoxilpropionil-yGlu), desB30
HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/\[rN\/\O/\/ ~ o \/\r . OH

o} o =
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EXEMPLO 73. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina  humana de  A14E, B25H, B29K(N°3-[2-(2-{2-[2-(19-

carboxinonadecanoilamino)etoxijetoxiletdxi)etoxilpropionil-yGlu), desB30
0

H H\)j\
HOWwNwQNO%ONOWN <" “OH
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EXEMPLO 74. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecandioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-

aminoetoxi)etoxiletoxi}etdxi)propionila), desB30

O H o)
HO M\MM)LOH
© 0]
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EXEMPLO 75. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Noctadecandioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-

aminoetdxi)etdxiletoxiletdxi)propionil-yGlu), desB30
0)
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EXEMPLO 76. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nficosanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-
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aminoetoxi)etéxiletdxitetoxi)propionila), desB30
O (0]
N
HO Y\/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
< O

S S
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EXEMPLO 77. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N4-([4-({17-

carboxinonadecanoilamino}metil)trans-ciclo-hexanocarbonil]-yGlu), desB30

o
HO\’]/\/\/\/\/\/\/V\)L”/\() H (@)

0 ""]fN\;/u\OH
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5 EXEMPLO 78. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina  humana de A14E, B25H, B29K(N4-([4-({17-carboxi-

heptadecanoilamino}metil)trans-ciclo-hexanocarbonil]-yGlu-yGlu), desB30
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EXEMPLO 79. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28D, B29K(N¢ hexadecandioil-yGlu), desB30
O

HO/[O]\/\/\/\/\/\/\/\”/HE)LOH
A

T _ﬁ 0~ "NH

WGIVEQC?TSICSLEQLENY?NW

S S

| /

S S

| | * OH
“-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTD—N

O

EXEMPLO 80. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28D, B29K(N* eicosanodioil-yGlu), desB30
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EXEMPLO 81. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28D, B29K(N* octadecandioil-yGlu-OEG-OEG),

desB30
O H O
@ 0]
0 N o
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I ] °
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EXEMPLO 82. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B28D, B29K(N eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30
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EXEMPLO 83. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28E, B29K(N* hexadecandioil-yGlu), desB30
O
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EXEMPLO 84. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28E, B29K(N¢ octadecandioil-yGlu), desB30
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EXEMPLO 85. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28E, B29K(NF eicosanodioil-yGlu), desB30

HOJ\/AV/\/A\/\VA\/\V/\/AV/\WN\/KOH
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EXEMPLO 86. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28E, B29K(N® octadecandioil-yGlu-OEG-OEG),
5 desB30
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EXEMPLO 87. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28E, B29K(N*¢ eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG),

desB30
O 0O
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EXEMPLO 88. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(N* hexadecandioil-yGlu),
desB30
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EXEMPLO 89. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(N° octadecandioil-yGlu),
desB30
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EXEMPLO 90. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(Nf eicosanodioil-yGlu), desB30
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EXEMPLO 91. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(Nf hexadecandioil-yGlu-OEG-

OEG), desB30
O 0
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EXEMPLO 92. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(N® octadecandioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30
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EXEMPLO 93. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(N® eicosanodioil-yGlu-OEG-

OEG), desB30
(0] 0O
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EXEMPLO 94. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N* hexadecandioil-yGlu),
desB30
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EXEMPLO 95. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N* octadecandioil-yGlu),

desB30
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EXEMPLO 96. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N* eicosanodioil-yGlu),
desB30
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EXEMPLO 97. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N* hexadecandioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 98. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N¢ octadecandioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 99. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N* eicosanodioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 100. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N* hexadecandioil-

yGlu), desB30
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EXEMPLO 101. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N* octadecandioil-yGlu),

desB30
H
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EXEMPLO 102. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N¢ eicosanodioil-yGlu),
desB30
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EXEMPLO 103. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N¢ hexadecandioil-yGlu-
OEG-OEGQG), desB30
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EXEMPLO 104. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N¢ octadecandioil-yGlu-

OEG-OEG), desB30
O o)
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EXEMPLO 105. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N¢ eicosanodioil-yGlu-

OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 106. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N* hexadecandio-
il-yGlu), desB30
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EXEMPLO 107. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N* octadecandio-
il-yGlu), desB30
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EXEMPLO 108. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N* eicosanodioil-

yGlu), desB30
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EXEMPLO 109. PROCEDIMENTO GERAL (A):
5 Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N* hexadecandio-

il-yGlu-OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 110. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(A octadecandio-

il-yGlu-OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 111. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N¢ eicosanodioil-
yYGlu-OEG-OEG), desB30
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EXEMPLO 112. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B28D, B29K(Nhexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30
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EXEMPLO 113. PROCEDIMENTO GERAL (A):

" Insulina humana de A14E, B28E, B29K(Nhexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),

desB30
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EXEMPLO 114. PROCEDIMENTO GERAL (A):
B25N, B27E, B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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0O O

N

0]

0

H

0 If_\l{/\/o\/\o/\n/N\/\O/\/o\/U\NH
o]

HG I VEQCCTS | CSLYQLENY?N-OH

S
/
S

—f) = ) —

*

| *
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—” R

EXEMPLO 115. PROCEDIMENTO GERAL (A):
B25N, B27E, B29K(Noctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
O

HO Y\/\/\/\/\/\/\/\)LOH

0] .y o
0 N o N
H
0]
I I
HG I VEQCCTSICSLYQLENYCN-oH
! !
| /
S S
|

*

| .
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—” el

EXEMPLO 116. PROCEDIMENTO GERAL (A):
B25N, B27E, B29K(Nhexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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0] 0]

N
HO \n/\/\/\A/\/\/\/“\OH

O

0]

H

0 H/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O\)LNH
0]

S

s
I I
G I VEQC TSICSLYQLENYCIIN-OH

S
/
S

—0n—=—un—_0)

*

| .
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—N OH

EXEMPLO 117. PROCEDIMENTO GERAL (A):
B25N, B27E, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu), desB30

(@] H 0]
Ho)]\/\/\/\/v\/\/\/\/}(N\:;/U\OH
L

7 T HN™ 0
" WGIVEQC?TSICSLYQLENYCM%

l l
= | /

S S

I l * * OH

WFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—H
O

EXEMPLO 118. PROCEDIMENTO GERAL (A):
B25N, B27E, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu), desB30
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S S

| I

HG I VEQCCTSICSLYQLENYCN-ox
: l,

|

S

|

/
S

I * *
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—”

EXEMPLO 119. PROCEDIMENTO GERAL (A):

B25N, B27E, B29K(Nthexadecanodioil-yGlu), desB30
0] (0]

H
HOJ]\/\/\/\/W\/\I(N\E)LOH

| i HN" 0
HGIVEQCCTS I CSLYQLENYCN-on
l l
| /
S S
il I | * * OH
: +FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—N
- o

EXEMPLO 120. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu-OEG-
5 OEG), desB30
O

HO \”/\/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH

o)

H

S

(@)
H
0 N/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O\)J\NH
(o)

s

| o«
WGIVEQC?HSICSLYQLENYCNW
? |

S
\
S S

/ * *
H-FVNC!HLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—H QH

O

EXEMPLO 121. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(N‘octadecanodioil-yGlu-OEG-
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OEG), desB30
o) N o)
o) ] o
0 N o
07N \/\o/\m ~TNo TN NH
H 0

S S
| - |
HGIVEQCCHSICSLYQLENYC N-o
| !
| /
S S
| / .o OH
“FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—N
0

EXEMPLO 122. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(N‘hexadecanodioil-yGlu-OEG-

OEG), desB30
(@) H @)
HO \’(\/\/\/\/\/\/\)J\OH
o @)
5 ; o L
07N \/\Of\ﬁ ~ 0T NH
i 0

S

S
|~
WGIVEQCCHSICSLYQLENY?Nw
i

S
/
S

S
| / .. ’
*FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—N ©

EXEMPLO 123. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu), desB30
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S S
| . |
WGIVEQC?HSICSLYQLENY?M%
S

S
| \
S S

| / * *
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—” OH

EXEMPLO 124. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu),

desB30
0] (@)

H
HO/U\/\/\/\/\/\/\/\/\[rN\é/U\OH

. |
HGIVEQCCHSICSLYQLENY?NW

S
/
S

/ * *
H-FVNQHLCGSHL\/EAI_Yl_VCGERGFNYEP-—'r:ll

—_—n——

EXEMPLO 125. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu),

desB30
0 0O

H
HO/u\,/\\//\\/”\V/A\V/\\//\\//\“/N\E/H\OH

1. i HN™ O

G I VEQCCHSICSLYQLENY CN-oH

! !

| /

S S

| / * * OH
wFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFNYEP—”

o)

EXEMPLO 126. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N® (N-icosanodioil-N-carboximetil)-



194

BAla-OEG-OEG), desB30

S

S
I | .
HG | VEQC(IDTS ICSLEQLENYCN-oH

S

| | .
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—N OH

EXEMPLO 127. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N* (N-octadecanodioil-N-
carboximetil)—BAIa—OEG—OEG), desB30

Oﬁ/l/ \g/\/\/\/\/\/\/\/\)j\
N/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O\)I\NH

H
S

S
I |
HG | VEQC?TS ICS LEQLENY(llN-OH
S

I /S
I ]
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP— N OH
6]
EXEMPLO 128. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(N® (N-hexadecanodioil-N-

carboximetil)-BAla-OEG-OEG), desB30
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O 0O
H
N/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O\)I\NH
H 0
| i
G| VEQCCTSICSLEQLENYCN-or
| !
| /
S S
I * OH

|
HFVNQHLCGSH LVEALYLVCGERGFHYTP—”
O

EXEMPLO 129. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil -yGlu-2-[(3-{2-[2-

(3-aminopropéxi)etoxiletoxi}propilcarbamoil)metédxilacetila), desB30
(o] (o]

H
HOkMANwWN%OH

o}
o o
oj\,‘,/\/\(.‘,/\/0\/\0/\/\N)K/O\)J\NN

H H
S S
H—GIvKLTTS|CSLéQLENYCN‘Oﬁ
[ s
H—FVNQHLJ:GSMLVEALYLVCGERGFF'IYTP'H.N OH

Acido [(3-{2-[2-(3-aminoprop6xi)etoxiletoxi}propilcarbamoil) me-
5 toxi] acético pode ser preparado como descrito (Eur. J. Med. Chem. 2007,
42, 114) e reagido com  w-(terc-butil-carboxi-heptadecanoil-y-L-
glutamil(OSu)-OtBu. O produto pode ser ativado usando TSTU e acoplado a
insulina humana A14E, B25H, desB30 em 0,1 M de Na,CO3; em pH 10,5 pa-

ra fornecer o produto.

10 EXEMPLO 130. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu-2-{(3-{2-[2-(3-

aminopropoxi)etoxiletoxi}propilcarbamoil)metdxijacetila), desB30
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oj\u/\/\o/\/o\/\o/\/\ui/o\)km
P

TSICSLEQLEWNYCNOH

/

[
|
s S
|
S S
I

HFVYNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFMHYT PH oH

Acido [(3-{2-[2-(3-aminopropéxi)etoxiletoxi} propilcarbamoil) me-
téxi] acético pode ser preparado como descrito (Eur. J. Med. Chem. 2007,
42, 114) e reagido com w-(terc-butil-carbéxi-nonadecanoil-y-L-glutamil(OSu)-
OtBu. O produto pode ser ativado usando TSTU e acoplado a A14E, B25H,
5 desB30em 0,1 M de Na,CO3; em pH 10,5 para fornecer o produto.
EXEMPLO 131. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil -yGlu-2-

[(3-{2-[2-(3-aminopropoxi)etdxiletdxi}propilcarbamoil)metdxilacetila), desB30
(o] H [o]
Ho)k/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ(“\i/u\w
T

[a] (o]
;\N/\/\of\/o\/\o/\AN)K/o\)j\NH
H

H

|S S
H-G | VEQC YSICSLéQLENYCN'OH

[

S S
74

S s

|

H-F VNQHLCGSHLVEALHLVCGERGEFHYTPHN OH

Acido [(3-{2-[2-(3-aminopropoxi)etoxiletoxi} propilcarbamoil) me-
10 toxi] acético pode ser preparado como descrito (Eur. J. Med. Chem. 2007,
42, 114) e reagido com w-(terc-butil-carbéxi-heptadecanoil-y-L-
glutamil(OSu)-OtBu. O produto pode ser ativado usando TSTU e acoplado a
insulina humana de A14E, B16H, B25H, desB30 em 0,1 M de Na,CO3; em
pH 10,5 para fornecer o produto.

15 EXEMPLO 132. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(Neicosanodioil -yGlu-2-[(3-

{2-[2-(3-aminopropoxi)etdxiletdxitpropilcarbamoil)metoxilacetila), desB30
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o)\/\/\/\/\/\/\/\/\/Y HN\/U\OH

(o]

(o] [o]
N/\/\c,/\/o\/\o/\/\u/“\/"\)\NH

H
S

—®0

HGI VEQCCTSICSLEQLENYGCNOH

e

H-F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGEFHYT PHN OH

Acido [(3-{2-[2-(3-aminopropoxi)etoxiletoxi} propilcarbamoil) me-
téxi] cético pode ser preparado como descrito (Eur. J. Med. Chem. 2007, 42,
114) e reagido com w-(terc-butil-carbéxi-nonadecanoil-y-L-glutamil(OSu)-
OtBu. O produto pode ser ativado usando TSTU e acoplado a insulina hu-

5 mana de A14E, B16H, B25H, desB30 em 0,1 M de Na,CO3; em pH 10,5 para

fornecer o produto.
EXEMPLO 133. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de B25H, B29K(NfOctadecanodioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30

] (o]

H
N
HO OH

(o]

o]
o n/\/c’\/\o/\r(:\/\(,/\/0\/”\NH
)

S S
H-6 I VEQCCTSICSLYQLENYCNOH
S S
) /
S s
H-F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—N OH
H

10 EXEMPLO 134. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N°Eicosanodioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30
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o]
H
N
HO OH

(o}

[o]
H

| I
HG I VEQCCTSs I CsLYQLENYCNOH

H
AN NN /Vo\/ﬁ\NH
N [o] [o]

/T

S
Y /
I i
HF VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP N OH

H

EXEMPLO 135. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-yGlu),

Ho/i\/\/\/\/\/\/\/\/\"/:\é/ﬁ\oH
-

desB30

HN o
S
H‘GIVEQCFTSICSLYQLENYCN'OH
S S
| /
|S S
HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—N OH

H

EXEMPLO 136. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N°Eicosanodioil-yGlu), desB30
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IS S
H—GIVEQCi:TSICSLYQLENYCN'OH

S S

[ /

IS S
H'FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—E lOH

(o]

EXEMPLO 137. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N‘Octadecanodioil), desB30

HO.
NH

T O

H"GIVEQCT:TSICSLYQLENYTN'OH
IS S

T/
H—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP’——n |OH

(o)

EXEMPLO 138. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N°Eicosanodioila), desB30

O
H
NH
0]
T
H-GIVEQC|CTSICSLYQLENYCN'OH
S S
| /
S S
HF VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—N OH
H
(0]

EXEMPLO 139. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N*Octadecanodioil-yGlu-OEG-

OEG), desB30
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(0]
H
N
HO OH
o o)
N \)J\
d N/\/O\/\o/\ﬂ/N\/\o/\/O i
H
(o]
S S
| l *
H’GlVEQC(I:TSICSLYQLENYCG‘OH
> /S
IS S
H—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP"‘_” OH

EXEMPLO 140. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N‘Eicosanodioil-yGlu-OEG-

OEG), desB30

S S
| | *
H_leEQCfTS|C3LYQLENYTGOH
S
Y /
I |
H_FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHVTP'—H IOH

(o}

EXEMPLO 141. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N*Octadecanodioil-yGlu),

desB30
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*

HG I VEQCCTSICSLYQLENYCGOH

S
/

S

—_—n—n—

H“FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHY'I'F"_‘}P:l| IOH

EXEMPLO 142. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de B25H, B29K(N°Eicosanodioil-yGlu), desB30

HN (0]
S S
| *
H"GIVEQC‘CTSICSLYQLENYCGOH
: s
lS S
H—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—” ’0H

(o)

EXEMPLO 143. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A21G, B25H, B29K(N‘Octadecanodioila),

desB30
o]
HO
NH
o}
S S
I | *
H—GlVEQC(IZTSICSLYQLENYCGOH
S S
] /
IS S
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP——u OH

EXEMPLO 144. PROCEDIMENTO GERAL (A):
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Insulina humana de A21G, B25H, B29K(N‘Eicosanodioila),

OSSN §

desB30

(0]
S S
| I *
H‘GIVEQClcTSICSLYQLENYCG'OH
P 7%
|S S
H‘FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—"H OH

EXEMPLO 145. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A21G, B25H, B29K(NOctadecanodioil-yGlu-

OEG-OEG), desB30

Te) o}
H
N
HO OH
Q o)
N O\)J\
o N/\/O\/\O/\rrN\/\o/\/ Wi
H
o
S S
I I »
H-GIVEQCIISTSlCSLYQLENYCG-OH
> /3
] ]
H‘FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—‘” |0H

(0]
EXEMPLO 146. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A21G, B25H, B29K(N‘Eicosanodioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30
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o]
H
HO OH

o

o}

H
AN NN N o\/ﬁ\NH
N O/T o

S S
I | *
H“G|VEQCTTS|CSLYQLENYTG'0H
S
7 /
S S
H‘FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP_u OH

EXEMPLO 147. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A21G, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-

yGlu), desB30

H (0]

S S

| l *
H'GIVEQCFTSICSLYQLENYCGOH

S S

] /

IS s
H‘FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP—H IOH

o
EXEMPLO 148. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A21G, B25H, B29K(NfEicosanodioil-yGlu),
desB30
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HN (o)
S S
| | »
H‘GIVEQC|CTSICSLYQLENYCG‘OH
S S
| /
IS S
H"FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTP-” OH
(o]

EXEMPLO 149. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27,

B29K(N*Octadecanodioila), desB30

O
HO
‘ NH
°
H'GIVEQC(|3TS ICSLéQLENYClzNOH
S /S
? .S
H"FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFI:IYP-” ,OH

EXEMPLO 150. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27, B29K (N°Eicosanodio-

ila), desB30
O

HO\H/\/\/\/\/\/\/\/\/\/H\
NH

© s—$
H-GIVEQCCTSICSLéQLENY(I:NOH

P /=
S S

I | .
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYP'” OH

EXEMPLO 151. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27, B29K(N‘Octadeca-
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nodioil-yGlu), desB30

HN o
S—| S
H—GIVEQC,CTSICSLEQLENYCNOH
S S
I /
|S S
HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYPN OH

H

EXEMPLO 152. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27,
B29K(N°Eicosanodioil-yGlu), desB30

HDLA/WW\/\/\AH/ Fj\E)T\OH

$

l

H'GIVEQCTTSICSLEQLENYTN'OH

? e
S S
H‘FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYP‘H OH

EXEMPLO 153. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27,
B29K(NEicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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N O\/&
g N/\/O\/\O N\/\O/\/ "
H
(6]
I i
H—GlVEQCICTSICSLEQLENYCN'OH
P 72
IS S
H_FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYP—H OH

EXEMPLO 154. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,

B29K(NOctadecanodioila), desB30
o}

HO
NH
© s

H'GIVEQC(I:TSICSLéQLENY(l:éﬂH

$ S

s s
H-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFI:IYP-” OH

(@]

EXEMPLO 155. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
B29K(N°Eicosanodioila), desB30

0O
H NH
3
* *
HG | VEQCICTSICSLEQLENY(I:GOH
s 58
? j
H“FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFI:IYP‘” OH
0]

EXEMPLO 156. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,



207

B29K(NOctadecanodioil-yGlu), desB30

m)okA/\/\/\/\A/\/\”/n\é)?\OH

HN o
S———8§
| X x
H_GIVEQCTTSICSLEQLENYTG‘OH
P e
i 7
H“FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYP‘” OH

EXEMPLO 157. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, desB27,
B29K(N*Eicosanodioil-yGlu), desB30

it

HN (o]
S S
| . *
H_GIVEQCTTSICSLEQLENYTG'OH
P /S
i ]
H_FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYP‘” OH

EXEMPLO 158. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
B29K(NfOctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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@ 0
; A
(0]
o N/\/O\/\/ﬁrN\/\o/\/ N
H
(0]
S S
| | . .
H_GIVEQC|CTS|CSLEQLENYCG'OH
S
7 /
|S S
H-F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGTFHYPN OH

H

EXEMPLO 159. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
B29K(NEicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30

o

H
HO OH

(s

oZ SN o\/\o/\n/ kl\/\o/\/o\/ﬁ\m-q
0

—W0

—_

. *
HG I VEQCCTSICSLEQLENYCGOH

/S
S

——n—

H—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGF.HYP—u

EXEMPLO 160. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A14E, A21G, B25H, B29K (N*Octadecano-
dioil-yGlu-OEG-OEG), desB30
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o

L NP &

(o)

o}

H/\/O\/\O/\D)/n\/\o NO\/LNH

H’GIVEQCTTSICSL.EQLENYf(-S'OH

P /S

HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPH OH

EXEMPLO 161. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H, B29K(N*Eicosanodioil-

YGIlu-OEG-OEG), desB30
o o)

H
N
HO YW\/\/\/V\/V\)J\OH

- )

(o]

N/\/0\/\ O/\[L/ T -

H‘GIVEQCCTSICSL-EQLENYC&:'OH

s 7S
S

H-F VYVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPHN OH

EXEMPLO 162. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H, B29K(N°Eicosanodioil-
yGlu), desB30
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S ]
H-G Il VEQCCTS I CSLEQLENYCGOH
S S
| /
S S
H-F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGTFHYT P—HN OH

EXEMPLO 163. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H,

B29K(N‘Eicosanodioila), desB30
o]

N T
NH

o
[ T
H-GIVEQCTTSICSLEQLENYCG-OH
S S
I /
T S
H-F VNQHLCGSHLVEALYLVCGETRGFHYTP—HN OH

EXEMPLO 164. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H,

B29K(NOctadecanodioil-yGlu), desB30
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e

HN o}
IS S
H-GIVEQCICTSICSLEQLENYCG'OH
S S
[ /
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EXEMPLO 165. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, A21G, B25H,
B29K(N*Octadecanodioila), desB30
o
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s
| /
s

-
(7]
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EXEMPLO 166. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(N*Octadecanodioil-yGlu), desB30

[0} o

HO)I\/\/\/\/\/\/\/\/\[( n\/u\ oH
A

HN 0
|s S
H-GIVEQCfTSICSL.EQLENYCN-OH
S s
I /
S s
HHF YVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGEFHG GG G-HN OH

EXEMPLO 167. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(N¢Octadecanodioila), desB30
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EXEMPLO 168. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,

B29K(NfEicosanodioil-yGlu), desB30
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H-F V NQ HL GS HLVEALYtL VCGERGTFHGG G—N OH

EXEMPLO 169. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(NEicosanodioila), desB30
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[
|
S
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!
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O

EXEMPLO 170. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Octadecandioil-yGlu), A14E, B25H,
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B26G, B27G, B28G, desB30

o) o)
n\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/\/u\
HO OH
o)
! [
o) H/\”flVEQCi:TSICSLEQLENY(I:N-OH
o P 2
T s

HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHGGG KOH
EXEMPLO 171. PROCEDIMENTO GERAL (A):

Insulina humana de A1G(N°Eicosanodioil-yGlu), A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, desB30
0
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5 EXEMPLO 172. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Octadecandioil-yGlu), A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, B29R, desB30
(o]

HO njl/\/\/\/\/\/\/\/\)ko’_‘

o]

S
o N/\FIVEchTSICSLEQLENYTN'OH
o
s
]
s

6] /S

« e .« %
HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHGGGROH

EXEMPLO 173. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Eicosanodioil-yGlu), A14E, B25H,
10 B26G, B27G, B28G, B29R, desB30
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EXEMPLO 174. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Octadecandioila), A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, desB30

0
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HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHGGGKOH

EXEMPLO 175. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Eicosanodioila), A14E, B25H, B26G,
B27G, B28G, desB30

I IVEQCTTSICSLEQLENYCN'OH
o P /3
S S

HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHGGGKOH

EXEMPLO 176. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Octadecandioil), A14E, B25H, B26G,
B27G, B28G, B29R, desB30
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EXEMPLO 177. PROCEDIMENTO GERAL (A):
Insulina humana de A1G(N°Eicosanodioila), A14E, B25H, B26G,
B27G, B28G, B29R, desB30

(0]
/U\/\/\/\/\/\/\/\/\/\H/OH
HN
I °
‘ I VEQC T TSI CSLEQLENYTCNOH
S S
° | /
T S

|
HF VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGTFHGGGROH

EXEMPLO 178. Afinidade de receptor de insulina dos derivados de insulina
selecionados da invengao:

A afinidade dos analogos de insulina acilada desta invengao pa-
ra o receptor de insulina humana é determinada por um ensaio de SPA (En-
saio de Proximidade de Cintilagao) ensaio de captura de anticorpo de placa
de microtitulacdo. Contas de ligagao de SPA-anticorpo de PVT, reagente
anticamundongo (Amersham Biosciences, Cat No. PRNQ0017) sao mistura-
das com 25 ml de tampéao de ligacao (100 mM de HEPES pH 7,8; 100 mM
de cloreto de sédio, 10 mM de MgSO4, 0,025% de Tween-20). Mistura de
reagente para uma Packard Optiplate simples (Packard No. 6005190) é
composta de 2,4 ul de um receptor 1:5000 de insulina humana recombinante
purificado diluido (ou com ou sem éxon 11), uma quantidade de uma solugao
de matéria-prima de insulina de A14Tyr{'?*I}-humano correspondendo a 5000

cpm por 100 ul da mistura de reagente, 12 pl de uma diluicdo de 1:1000 de
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anticorpo de F12, 3 ml de SPA-contas e tampao de ligagao para um total de
12 ml. Um total de 100 ul da mistura de reagente é depois adicionado a cada
bem na Packard Optiplate e uma série de diluigao do derivado de insulina &
feita no Optiplate de amostras apropriadas. As amostras sao depois incuba-
das por 16 horas enquanto suavemente agitadas. As fases sao depois sepa-
radas através de centrifugagcdo por 1 min e as placas contadas em um Top-
counter. Os dados de ligagao foram ajustados usando o algoritmo de regres-
sdo nao linear no GraphPad Prism 2.01 (GraphPad Software, San Diego,
CA) e afinidades relativas sdao expressadas (em porcentagem (%)) para a
afinidade de insulina humana.

Um ensaio relacionado é também usado em que o tampao de li-
gacao também contém 4,5% de HSA para imitar condigdes fisioldgicas.

Afinidades de receptor de insulina das insulinas selecionadas da

invengao:
Exemplone | finidade de IR-A relativa | Afinidade de IR-A relativa
(@ 0% HSA) (%) (@ 40,5% HSA) (%)
12 3,8 0,30
10 9,5
! 5,0 0,10
2 2,1 0,06
S 2,5
4 3.4
3 2,0
9 1,7 0,20
0 2,6 0,04
7 2,1
8 2.1
12 1,7
11 0,8
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Afinidade de IR-A relativa

Afinidade de IR-A relativa

Exemplo n® (@ 0% HSA) (%) (@ 40,5% HSA) (%)
17 0,9
13 1,1
15 1,9
20 2,0
22 0,7
16 0,9 0,23
18 2,3
23 14
24 7.9 2,23
25 0,4 0,05
26 0,0 0,01
27 0,7 0,06
28 0,3
29 0,2 0,01
30 0,3 0,02
31 16,2 1,11
32 0,3
33 0,5 0,06
21 0,8
34 1,3
35 5,8
36 9,3
37 0,8
40 0,3
38 0,6 0,10
41 1,6 0,31
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Exemplo e | Afinidade de IR-A relativa | Afinidade de IR-A relativa
(@ 0% HSA) (%) (@ 40,5% HSA) (%)
39 11,2 0,67
1 8:n1t-eér(izgica 10 1,00
46 1,9 0,08
il 1,2 0,10
48 1,3 0,01
49 6,2 0,86
50 4,3 1,21
<1 1,7 0,12
52 2.1
53 2,3 0,03
o4 3,9 0,91
55 03 0,03
56 4,4 0,03
57 2.5
58 0,5
59 0,3

EXEMPLO 179. Hidrofobicidade dos derivados de insulina da invengao:

A hidrofobicidade de um derivado de insulina & encontrada por
HPLC de fase reversa executada sob condigbes isocraticas. O tempo de elu-
icao do derivado de insulina € comparado ao da insulina humana (aqui de-
signada HI) ou outro derivado com uma hidrofibicidade conhecida sob as
mesmas condi¢des. A hidrofobicidade, k’rel, é calculada como: k'rel = ((tgeriv-
to)/(ter-t0))*k’rel. Usando HI como referéncia: k'rel = k'rel = 1. O tempo nulo do

sistema de HPLC, t;, € determinado injetando 5 pl de 0,1 mM de NaNOs.

Condig¢des de Operagao:
Coluna: Lichrosorb RP-C18, 5um, 4 x 250 mm
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Tampao A: 0,1 M de fosfato de natrio pH 7,3, 10 vol% de CH3;CN

Tampao B: 50 % em vol de CH3CN

Volume de injegao: 5 pl

Tempo de execugao: max 60 minutos

Apoés passar um gradiente inicial, o nivel isocratico para passar o
derivado e referéncia (por exemplo, Hl) é escolhido, e os tempos de eluigao
do derivado e referéncia sob condi¢gbes isocraticas sao usados na equagao

acima para calcular k’'relgeriy.

Exemplo n°® Hidrofobicidade relativa, k’relgeriv
19 0,07
10 14,60
2 0,33
2 0,25
5 0,23
4 0,48
3 0,77
9 0,31
6 0,19
7 2,78
8 0,14
12 0,94
11 0,19
17 0,57
13 0,10
15 0,43
20 0,15
22 0,20
16 1,15
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Exemplo n° Hidrofobicidade relativa, k'relgeriv
18 0,10
23 0,16
24 0,26
25 0,22
26 0,21
27 0,05
28 0,42
29 0,05
30 0,05
31
32 0,07
33 0,76
21 0,04
34
35 0,84
36 0,24
37 0,56
40 0,09
38
41
46 0,44

EXEMPLO 180. Liberagao pulmonar de derivados de insulina para ratos:
Protocolo:

A substancia de teste sera dosada pulmonarmente pelo método
de instilagao a gotas. Em suma, ratos Wistar machos (aproximadamente 250
g) sao anestesiados em apl. 60 ml de fentanila/deidrodenzperidol/-dormicum
dados como uma dose de refor¢o de 6,6 ml/kg sc e seguidos por 3 doses de

manutencao de 3,3 ml/kg sc com um intervalo de 30 min. Dez minutos apos
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a inducao de anestesia, amostras basais da veia de cauda sao obtidas (t = -
20 min) seguido imediatamente por uma amostra basal antes do doseamen-
to da substancia de teste (t=0). Em t=0, a substancia de teste € de modo
intratraqueal dosada em um pulmao. Uma canula especial com terminagao
arredondada é montada em uma seringa contendo os 200 ul de ar e subs-
tancia de teste (1 ml/kg). Por meio do orificio, a canula € introduzida na tra-
queia e € mandada para um dos brénquios principais - apenas passando a
bifurcatura. Durante a inser¢édo, o pescogo € apalpado do exterior para as-
segurar posicionamento intratraqueal. O contetdo da seringa é injetado se-
guido por 2 s de pausa. Depois disso, a canula é lentamente tirada de volta.
Os ratos sao mantidos anestesiados durante o teste (as amostras de sangue
por até 4 ou 8 h) e foram eutanizados apds o experimento.

As figuras 8 e 9 mostram os efeitos redutores da glicose do san-
gue e concentragdes de insulina no plasma, respectivamente, da instilagao
em gotas intraqueal de uma insulina da inveng¢ao (exemplo 9), comparada
com uma insulina similar, mas nao resistente a protease da técnica anterior
(exemplo 183).

EXEMPLO 181. Liberagao pulmonar de derivados de insulina para minipor-
cos:
Protocolo:

Os porcos foram instrumentados com cateteres venosos centrais
para inje¢gées intravenosas e amostragem de sangue. Os porcos estavam
em jejum antes do experimento pulmonar, isto €, o dia antes do doseamento,
as sobras da alimentagao da tarde sao removidas cerca de uma hora apoés a
alimentagcéo e no dia do doseamento, os porcos nao sao alimentados. A
permeabilidade dos cateteres é verificada antes do experimento com solu-
cao salina adicionada a 10 1U/ml de heparina.

Apo6s doseamento pulmonar, uma solugao de glicose deveria es-
tar pronta para injegao i.v. para impedir hipoglicemia, isto €, 4-5 seringas
(20 ml) sao enchidas com 20% de glicose estéril, prontas para o uso. Diag-
nose de hipoglicemia é com base em sintomas clinicos e medigdes de glico-

se no sangue em um glucémetro (Glucocard X-metro). Tratamento consiste
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em injecao i.v. lenta de 50-100 ml de 20% de glicose (10-20 g de glicose). A
glicose é dada em fragbes por 5-10 minutos até efeito.

Os porcos séo jejuados durante a primeira parte do experimento
(até 24 h), mas com acesso livre a agua. Apos 16 h, os cateteres da amostra
de sangue sao fechados com 5000 IU/ml de heparina, colocados nos bolsos
e os porcos sao liberados. Apds 24 h da amostra de sangue, os porcos sao
alimentados com ragao dupla e magas. Os porcos nao ficam em jejum de 24
ha48h.

Composto e doseamento pulmonar
P6 para doseamento pulmonar

Os p6s de insulina sao pesados em 8 camaras de p6 separadas
do dispositivo de p6 seco (Modelo PennCentury® DP-4, dispositivo porcino
sob medida) no dia antes do experimento. Todas as camaras sao mantidas
protegidas de luz e umidade as mantendo ao redor em um material de des-
secagem em um recipiente com folha de aluminio em um laboratério com
temperatura e umidade controladas até o doseamento.

Com base no peso do animal individual mais recente, o disposi-
tivo de liberagao foi pré-carregado com 25 nmol/kg visto que alguma reten-
¢ao de po foi esperada.

Carga da dose = (Peso do p6 + (peso do dispositivo e do p6 —
peso do dispositivo))/2.

Anestesia

Por uma injegao i.v. de Domitor® Vet inj. (medetomideina 1
mg/ml), 0,15 mi/10 kg = 0,4 ml/porco, o porco é sedado.

Imediatamente apds, Rapinovet Vet. inj. (propofol 10 mg/ml) é in-
jetado i.v. lentamente até profundidade suficiente da anestesia ser obtida.
Em geral, 2-3 kg de ml/10 é suficiente, mas pode ser necessario suplemen-
tar com 1-2 ml de uma vez até que a intubagao seja possivel. Atropina (1
mg/ml) é injetada i.m. a 0,5 ml/porco e deixada trabalhar min. de 5 min antes
da intubacéo.

Para intubagao, o porco é colocado na posi¢cdo ventral com a

frente ligeiramente elevada, anestésico local Xylocaine® kutanspray (lidoca-
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ina 10 mg/dose) é pulverizado sobre a epiglote, e os porcos sao intubados
usando um laringoscopio e um tubo descartavel de tamanho 8,0 mm (ID). As
duas partes do tubo sao pressionadas firmemente.
Posicao do dispositivo durante o doseamento pulmonar

A posicao do dispositivo de PennCentury® durante doseamento
apenas deveria ser externa a extremidade do tubo endotraqueal e deveria
ser medida no dispositivo antes da intubagcao (lembra-se do pedago em L
conectado ao medir). Durante o doseamento, a ponta do dispositivo de
PennCentury® apenas deve ser posicionada na traqueia abaixo dos bron-
quios que vai para o dextro cranialis lobus que é confirmado com o broncos-
copio durante o doseamento.
Respiragao artificial

A frequéncia da respiragao é ajustada a 10/min e a profundidade
da respiragao a 250 ml/respiragao. O respirador € montado com saco "be-
bé" para otimizar a regulagdo do doseamento. O aparelho de anestesia é
conectado a um filtro que é conectado ao tubo endotraqueal por meio de um
pedago em L. O dispositivo de PennCentury® é introduzido através do peda-
¢o em L que permitira o controle na profundidade da respiragao e frequéncia
durante o doseamento.
Técnica de doseamento

O dispositivo de PennCentury® deveria ser colocado como des-
crito acima. Os porcos sao dosados (um de cada vez) com o dispositivo de
PennCentury® por administragdo manual durante a inalagdo usando a bom-
ba de ar ajustavel PennCentury (AP-1 Modelo). A cada porco sdo dadas 8
pulverizacoes de ar (bomba de ar ajustada em 4 ml) durante 8 inalagbes
forcadas com respirador sucessivas para assegurar que a dose inteira seja
dada. A camara é batida suavemente entre as pulverizagdes para evitar ade-
réncia do p6 ao dispositivo. Um tubo de liberagdao novo é usado para cada
porco. A regulagcao em relacao a inalagado é muito importante, e as pulveriza-
¢cOes de ar deveriam ser dadas bem no inicio da inalagao (meta para inicio
em 50 ml de inalagao).

Para contrariar o efeito de Domitor, Antisedan® Vet inj. (atipa-
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mezol 5 mg/ml) sera injetado como uma injecao intramuscular (0,4
mL/porco) imediatamente apés doseamento, € os porcos serao levados de
volta a seus cercados e serao deixados acordar da anestesia.

Analise de retencao

A dose emitida deveria ser o conteudo inteiro da camara e apos
doseamento o dispositivo € pesado novamente com qualquer po6 residual, e
o p6 retido é extraido com 9 mL de 0,01 N de HCI med 0,05% (p/v) de tam-
pao de extragcao Tween 80 e enviado para analise.

Amostragem de sangue

Apébs o doseamento, as amostras de sangue serao extraidas de
um cateter venoso central nos pontos de tempo seguintes:

-10, 0, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 240 (4 h), 300 (5 h), 360 (6 h), 8 h,
10h,12h,14 h,16 h, 24 h, 32 he 48 h.

As amostras sao tiradas com uma valvula reguladora de 3 mo-
dos; sangue residual é injetado de volta no animal. O tamanho da amostra
é: 0,8 ml de sangue colhido em um tubo revestido com EDTA. Ap6s cada
amostra de sangue, o cateter &€ fluxado com 5 ml de 0,9% de NaCl estéril
com 10 IU/ml de heparina. O tubo € inclinado um minimo de 8 vezes suave-
mente para assegurar mistura suficiente de sangue e anticoagulante (EDTA)
e ap6s um minuto é colocado em gelo molhado. Os tubos sao girados por 10
min a 3000 rpm e 4°C dentro de 1 hora apés amostragem. As amostras sao
armazenadas em gelo molhado até pipetacao.

Fechamento dos cateteres apés o experimento

Um tratamento intravenoso simples com Ampicilina (10 mg/kg =
0,1 ml/kg de uma solugao em 100 mg/ml) dissolvida em solugéo salina estéril
(1 g de Ampicilina em 10 ml = 100 mg/ml) & dado por meio do cateter que foi
usado para amostragem de sangue. Ambos os cateteres sao fluxados com
4-5 ml de 0,9% de NaCl estéril adicionados a heparina com a uma concen-
tracdo a 10 IU/ml. Os cateteres sdo fechados com uma nova trava do tipo
luer-lock com membrana de inje¢ao de latex. 4-5 ml de 0,9% de NaCl estéril
sao injetados através da membrana. Por fim 0,8 ml de heparina, 5000 1U/ml,

é injetado através do cateter como uma trava. Técnica asséptica é exigida
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para evitar crescimento bacteriano no cateter com risco aumentado de coa-
gulacao.
Andlise das amostras de sangue

10 pl de plasma séao pipetados em 500 pl de solugao de tampao
de EBIO para medicdes de concentragdo de glicose em plasma no autoana-
lisador de Biosen.

Amostras de plasma sao também ensaiadas para insulina exé-
gena através de imunoensaios para calcular os parametros de PK.
Doseamento pulmonar da insulina do exemplo 9 para miniporcos de acordo
com o protocolo acima:

As figuras 10 e 11 mostram o perfil farmacocinético da insulina
do exemplo 9 comparado a mesma insulina, mas sem as mutagdes de esta-
bilizacado de protease A14E e B25H (insulina da técnica anterior). Os dados
séo do mesmo experimento, figura 10 € mostrada com os dados dos primei-
ros 250 minutos, e figura 11 € mostrada com o curso de tempo total de 24
horas (1440 minutos).

Dados farmacocinéticos para a insulina do exemplo 9 compara-
da a mesma insulina, mas sem as mutagdes de estabilizacdo de protease
A14E e B25H (insulina da técnica anterior). Os dados sdo do mesmo expe-
rimento, meia-vida (T'2) e biodisponibilidade (Fi) com relagdo a administra-

¢ao intravenosa:

Insulina, exemplo No. TY% (minutos) Fit
Técnica anterior 211 4%
(vide ex. 183)
9 1127 13%

EXEMPLO 182. Degradagao dos analogos de insulina usando enzimas do
limen duodenal:

A degradagao dos analogos de insulina usando enzimas do lG-
men duodenal (preparado por filtragdo do conteddo do lumen duodenal) de
ratos de SPD. O ensaio é executado por um robd em uma placa de 96 pogos

(2 ml) com 16 pogos disponiveis para analogos de insulina e padrées. Ana-
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logos de insulina sdo incubados ~15 yM com enzimas do duodeno em 100
mM de Hepes, pH=7,4 a 37°C, cujas amostras sao extraidas a 1, 15, 30, 60,
120 e 240 min e reagao extinta por adigao de TFA. Analogos de insulina in-
tactos em cada ponto sao determinados por RP-HPLC. Meio tempo de de-
gradacao é determinado ajustando o exponencial dos dados e normalizado
para meio tempo determinado para as insulinas de referéncia, A14E, B25H,
desB30 ou insulina humana em cada ensaio. A quantidade de enzimas adi-
cionada para a degradagao € de modo que o meio tempo para degradagao
da insulina de referéncia seja entre 60 min e 180 min. O resultado é dado
como o meio tempo de degradagao para o analogo de insulina em duodeno
de rato dividido pelo meio tempo de degradacgao da insulina de referéncia do

mesmo experimento (taxa de degradacgao relativa).

Degradagao do duodeno. Degradagao do duodeno.
Exemplo N° Estabilidade relativa versus Estabilidade relativa ver-
A14E, B25H, desB30 sus insulina humana
19 1,8 21,6
2 1,3 156
3 0,7 8,4
9 0,8 9,6
8 1,8 21,6
11 0,9 10,8
13 1,5 18
22 0,9 11
16 0,5 6
18 1,1 13,2
23 1,9 22,8
24 1,2 14,4
25 1,1 13,2
26 1,2 14,4
27 2,9 35
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Degradagao do duodeno. Degradacao do duodeno.
Exemplo N° Estabilidade relativa versus Estabilidade relativa ver-
A14E, B25H, desB30 sus insulina humana

28 0,7 7,2

29 3,1 37

30 2,1 25,2

31 1,6 19,2

32 1,9 22,8

33 0,5 6

21 1,1 13,2

34 1,0 12

35 0,6 7,2

36 0,9 10,8

37 0,8 9,6

40 0,7 8,4

38 0,5 6

41 0,7 8,4

Técnica anterior

- 0,1 1,2

46 2,0 24

47 0,6

48 0,5 6

49 0,1 1.2

50 0,5 6

51 1,0 12

Farmacocinética do rato:

PK de Rato intravenosa:

Ratos anestesiados sao intravenosamente dosados (i.v.) com
analogos de insulina em varias doses e concentragdes de plasma dos com-

postos empregados sdo medidas usando imunoensaios ou espectrometria
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de massa em intervalos especificados por 4 horas ou mais pos-dose. Para-
metros farmacocinéticos sao subsequentemente calculados usando Win-
NonLin Pro (Pharsight Inc., Mountain View, CA, EUA).

Ratos Wistar machos nao jejuados (Taconic) pesando cerca de
200 gramas sao usados.

Peso do corpo é medido e os ratos sdo subsequentemente a-
nestesiados com Hypnorm/Dormicum (cada composto é diluido 1:1 separa-
damente em agua estéril e depois misturados; preparados recentemente no
dia experimental). Anestesia é iniciada por 2 ml/kg de mistura de Hyp-
norm/Doricum sc seguido por duas doses de manutencao de 1 ml/kg sc em
intervalos de 30 min e duas doses de manutengao de 1 ml/kg sc com inter-
valos de 45 min. Se preciso for para manter os ratos ligeiramente anestesia-
dos por todo tempo uma(s) outra(s) dose(s) 1-2 ml/kg sc é/sao provida(s).
Pesagem e anestesia inicial sdo executadas no quarto de contensio dos
ratos para evitar estressar os animais movendo-os de um quarto para outro.

PK de Rato Peroral:

Gavagem:

Ratos conscientes sao dosados p.o. com analogos de insulina.
Concentragdes no plasma dos compostos empregados como também alte-
ragoes em glicose do sangue sdo medidas em intervalos especificados por
4-6 horas pés-doseamento. Parametros farmacocinéticos sao subsequente-
mente calculados usando WinNonLin Professional (Pharsight Inc., Mountain
View, CA, EUA).

Ratos Sprague-Dawley machos (Taconic), pesando 250-300 ¢
sao jejuados por ~18 h e dosados p.o. com composto de teste ou veiculo.

A composigao da formulagao usada para o doseamento de gavagem oral € a

seguinte (% em peso):

45% Propileno glicol (Merck)
33% Capmul MCM C10 (Abitec)
11% Poloxamero 407 (BASF)
11% Polietilenoglicol 3350 Ultra (Fluka)

A quantidade de insulina adicionada é subtraida igualmente de
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Capmul MCM C10, Poloxamero 407 e PEG 3350 e nao de propileno glicol a
fim de manter a quantidade de propileno glicol independente da carga de
farmaco constante em 45%.

Insulina neutra (secada por congelamento de pH 7,4) é dissolvida em propi-
leno glicol em TA sob agitagao suave. Dependendo da insulina e da quanti-
dade de insulina em si, pode levar algumas horas para dissolver-se em pro-
pileno glicol. A solugao resultante deveria ser clara. Os outros aditivos,
Capmul, poloxdmero e PEG3350 sao misturados e fundidos a 58° C e deve
também resultar em uma solugdo clara, ligeiramente amarelada.Depois a
solugao de propileno glicol de insulina é aquecida até 35°C e os aditivos fun-
didos sao adicionados em partes sob agitagdo magnética. A mistura resul-
tante deveria ser clara e homogeneamente a 35°C e resultar em um semis-
solido apés armazenamento no congelador. Ap6s preparagao, a composigao
de SEDDS ¢ esfriada até 5°C para solidificar-se.

As amostras de sangue sao colhidas para a determinacdao das
concentragoes de glicose de sangue total em tubos capilares heparinizados
de 10 pl por furo dos vasos capilares na ponta da cauda. Concentragdes de
glicose no sangue foram medidas apés diluicao em 500 pl de tampéo de a-
nalise pelo método de glicose oxidase usando um autoanalisador de Biosen
(EKF Diagnostic Gmbh, Alemanha). Cursos médios da concentragao de gli-
cose no sangue (+ SEM médio) sao feitos para cada composto.

As amostras sado colhidas para determinacdo da concentragao
de insulina no plasma. 100 pl de amostras de sangue séo tirados em tubos
esfriados contendo EDTA. As amostras sdo mantidas em gelo até centrifu-
gadas (7000 rpm, 4°C, 5 min), o plasma é pipetado em tubos Micrénicos e
depois congelado a 20°C até o ensaio. Concentragdes no plasma dos analo-
gos de insulina sdo medidas no departamento de Ensaio e Tecnologia usan-
do um imunoensaio que é considerado apropriado ou validado para o analo-
go individual.

Amostras de sangue sao tiradas em t=-10 (para glicose de san-
gue apenas), em t=-1 (logo antes do doseamento) e em intervalos especifi-

cados por 4-6 horas pés-doseamento.
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Injecao Intraintestinal:

Ratos anestesiados sao intraintestinalmente dosados (no jejuno)
com analogos de insulina. Concentragdes no plasma dos compostos empre-
gados como também alteragbes na glicose sanguinea sao medidas em in-
tervalos especificados por 4 horas ou mais poés-doseamento. Parametros
farmacocinéticos sao subsequentemente calculados usando WinNonLin Pro-
fessional (Pharsight Inc., Mountain View, CA, EUA).

Ratos Sprague-Dawley machos (Taconic), pesando 250-300 g,
jejuados por ~18 h sao anestesiados usando Hypnorm-Dormicum s.c. (0,079
mg/ml de citrato de fentanila, 2,5 mg/ml de fluanisona e 1,25 mg/ml de mida-
zolam) 2 ml/kg como uma dose preparatoria (para ponto de tempo de -60
min antes do doseamento da substancia de teste), 1 mi/kg apés 20 min se-
guido por 1 ml/kg a cada 40 min.

As insulinas a serem testadas no modelo de injegao intraintesti-
nal sdo formuladas como formuladas acima para o modelo de gavagem.

O rato anestesiado € colocado em uma manta homotérmica es-
tabilizada a 37°C. Um cateter de 20 cm de polietileno montado em uma se-
ringa de 1 ml & enchido com formulagao de insulina ou veiculo. Uma inciséo
de linha intermediaria de 4-5 cm é feita na parede abdominal. O cateter é
inserido suavemente no jejuno médio ~ 50 cm do ceco por penetracado da
parede intestinal. Se o conteudo intestinal estiver presente, o sitio de aplica-
cao é movido £ 10 cm. A ponta do cateter € colocada aproximadamente 2
cm dentro do lumen do segmento intestinal e fixado sem o uso de ligaduras.
Os intestinos sao substituidos cuidadosamente na cavidade abdominal e a
parede abdominal e pele sdo fechadas com autogrampos em cada camada.
No tempo 0, os ratos sdao dosados por meio do cateter, 0,4 mi/kg de compos-
to de teste ou veiculo.

As amostras de sangue sao colhidas para a determinagdo das
concentragdes de glicose de sangue total em tubos capilares heparinizados
de 10 pl por furo dos vasos capilares na ponta da cauda. Concentragées de
glicose no sangue sao medidas apos diluicdo em 500 ul de tampao de anali-

se pelo método de glicose oxidase usando um autoanalisador de Biosen
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(EKF Diagnostic Gmbh, Alemanha). Cursos médios de concentragao de gli-
cose no sangue ( + SEM médio) sao feitos para cada composto.

Amostras sao colhidas para determinacdo da concentragao de
insulina no plasma. 100 pl de amostras de sangue sao tirados em tubos es-
friados contendo EDTA. As amostras sdo mantidas em gelo até centrifuga-
das (7000 rpm, 4°C, 5 min), o plasma é pipetado em tubos Micrénicos e de-
pois congelado a 20°C até o ensaio. Concentragées no plasma dos analogos
de insulina sdo medidas em um imunoensaio que & considerado apropriado
ou validado para o analogo individual.

Amostras de sangue sao tiradas em t=-10 (para glicose de san-
gue apenas), em t=-1 (logo antes do doseamento) e em intervalos especifi-

cados por 4 horas ou mais pés-doseamento.

MRT (min) (Tempo de Fpo. Fpo.
Exemplo N° | retencdo médio, gava- | Gavagem (%) | Injegdo de Intraintesti-
gem) nal (%)
183 (técnica 97 £ 15 0,005 £ 0,009 0,28 + 0,14
anterior)

2 401 £ 82 0,05+ 0,02

9 345 £ 111 0,10+ 0,09 1,9+1,0

13 251 £ 47 0,12+ 0,08

16 416 + 37 0,06 + 0,04 1,8+19

18 149 + 29 0,13+0,07

24 194 + 54 0,06 £ 0,05 14+11

25 481 + 108 0,20 £ 0,05 33+1,2

26

33

Farmacodinamica dos ratos:

Perfis de glicose sanguinea versus tempo seguindo administra-
¢ao oral (como descrito acima) de insulinas aciladas selecionadas da inven-
¢ao sao mostrados abaixo:

Exemplo 183

O efeito oral de ratos Wistar machos de jejum a noite em uma
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insulina da técnica anterior, isto é:
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B29K(N*Octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30 é dado na fi-
gura 1 abaixo.

EXEMPLO 184
Poténcia dos analogos de insulina acilada desta invengao com relagao a in-
sulina humana

Ratos Sprague Dawley machos pesando 238-383 g no dia expe-
rimental sdo usados para o experimento de grampo. Os ratos tém acesso
livre a alimentagao sob condigées de ambiente controlado e sao jejuados
durante a noite (de 3 pm) antes do experimento de grampo.

Protocolo experimental:

Os ratos sao aclimatados nas instalagées animais por pelo me-
nos 1 semana antes do procedimento cirurgico. Cerca de 1 semana antes do
experimento de grampo, cateteres Tygon sao inseridos sob anestesia de
halotano na veia jugular (para infusao) e a artéria carétida (para amostragem
de sangue) e exteriorizados e fixados na parte de tras do pescogo. Aos ratos
é dado Streptocilin vet. (Boehringer Ingelheim; 0,15 ml/rato, i.m.) pos-
surgicamente e colocados em uma unidade de cuidado animal (25°C) duran-
te o periodo de restabelecimento. Para obter analgesia, Anorphin (0,06
mg/rato, s.c.) € administrada durante a anestesia e Rimadyl (1,5 mg/kg, s.c.)
€ administrado ap6s restabelecimento total da anestesia (2-3 h) e novamen-
te uma vez diariamente durante 2 dias.

As 7 horas da manha no dia experimental, ratos jejuados duran-
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te a noite (de 3 pm do dia anterior) sdo pesados e conectados as seringas
de amostragem e ao sistema de infusdo (bombas Harvard 22 Basic, Har-
vard, e seringa de vidro Hipodérmica Perfectum, Aldrich) e depois colocados
em gaiolas de grampo individuais onde eles descansam para cerca de 45
min antes do comego do experimento. Os ratos sdo capazes de moverem-se
livremente em sua cama usual durante o experimento inteiro e ter acesso
livre & 4gua potavel. Apés um periodo basal de 30 min durante os quais os
niveis de glicose no plasma foram medidos em intervalos de 10 min, o deri-
vado de insulina a ser testado e insulina humana (um nivel de dose por rato,
n = 6—7 por nivel de dose) é infuso (i.v.) a uma taxa constante por 300 min.
Opcionalmente uma infusao de bolo preparatério do derivado de insulina a
ser testado & administrada para alcangar niveis de estado fixo imediatos no
plasma. A dose da infusao de bolo preparatério pode ser calculada com ba-
se nos dados de liberagdo obtidos de farmacocinética i.v. de bolo por um
farmacocineticista versado na técnica. Niveis de glicose no plasma sdo me-
didos em intervalos de 10 min ao longo e infusdo de 20% de glicose aquosa
€ ajustada consequentemente para manter a euglicemia. As amostras de
eritrocitos ressuspensos sdo agrupadas de cada rato e retornadas para cer-
ca de volumes de %2 ml por meio do cateter da carétida.

Em cada dia experimental, as amostras das solugdes dos deri-
vados de insulina individuais a serem testados e a solugao de insulina hu-
mana sao tiradas antes e ao terminal dos experimentos de grampo e as con-
centragbes dos peptideos sdo confirmadas por HPLC. Concentragées no
plasma de insulina e C-peptideo de rato como também do derivado de insu-
lina ser testado e insulina humana sdo medidas em pontos de tempo rele-
vantes antes e ao terminal dos estudos. Os ratos sdo mortos ao terminal de
experimento usando uma overdose de pentobarbital.

LISTAGEM DE SEQUENCIA

SEQ ID Nos. 5-11 sdo as sequéncias para as cadeias A presen-
tes nos compostos desta invengdo mostrados nos exemplos especificos a-
cima e SEQ ID Nos. 12-29 sao as sequéncias para as cadeias B presentes

nos compostos desta invengdo mostrados nos exemplos especificos acima.
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As insulinas a ser testada no modelo de injegdo intraintestinal
sfo formuladas como formuladas acima para o modelo de gavagem.

O rato anestesiado é colocado em uma manta homotérmica es-
tabilizada a 37°C. Um cateter de 20 cm de polietileno montado em uma se-
ringa de 1 ml é enchido com formulacao de insulina cu veiculo. Uma incis&o
de linha intermediaria de 4-5 cm é feita na parede abdominal. O cateter é in-
serido suavemente no jejunc médio ~ 50 cm do ceco por penetragéo da pa-
rede intestinal. Se o contetido intestinal estiver presente, o sitio de aplicagao
& movido + 10 cm. A ponta do cateter é colocada aprox. 2 cm dentro do -
men do segmento intestinal e fixado sem o uso de ligaduras. Os intestinos
sfo substituidos cuidadosamente na cavidade abdominal e a parede abdo-
minal e pele sao fechadas com autogrampos em cada camada. No tempo 0,
os ratos s3o dosados por meio do cateter, 0,4 mifkg de composto de teste ou
veiculo.

As amostras de sangue s&o cothidas para a determinacédo das
concentrages de glicose de sangue total em tubos capilares heparinizados
de 10 pl por furo dos vasos capilares na ponta da cauda. Concentragées de
glicose no sangue sdo medidas apds diluicac em 500 |l de tampao de anali-
se pelo método de glicose oxidase usando um autoanalizador de Biosen
(EKF Diagnostic Gmbh, Alemanha). Cursos médios de concentragio de gli-
cose no sangue ( + SEM médio) sao feitos para cada composto.

Amostras s&o colhidas para determinagdo da concentragédo de
insulina no plasma. 100 pl de amostras de sangue sao tirados em tubos es-
friados contendo EDTA. As amostras sdo mantidas em gelo até centrifuga-
das (7000 rpm, 4°C, 5 min), o plasma é pipetado em tubos Micronicos e de-
pois congelado a 20°C até o ensaio. Concentragfes no plasma dos analogos
de insulina sdo medidas em um imunoensaio que & considerado apropriado
ou validado para o anafogo individual.

Amostras de sangue sao tiradas em t=-10 (para glicose de san-
gue apenas), em {=-1 (logo antes do doseamento) e em intervalos especifi-

cados por 4 horas ou mais pds-doseamento.
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Exemplo No. MRT (min} (Tem- Fpo. Fpo.
po de retencao Gavagem (%) Injegcdo de Intraintes-
médio, gavagem}) tinal (%)
183 (técnica an- 97 £15 0,005+0,008 0,28+0,14
terior) -
2 401 £ 82 0,05+ 0,02
9 345 £ 111 0,10 + 0,09 19+1,0
13 251 +47 0,12+0,08
16 416 £ 37 0,06 £ 0,04 1,8+1,9
18 149 £ 29 0,13+£0,07
24 194 + 54 0,06 £ 0,05 14+11
25 481+ 108 0,20 £ 0,05 3,3+1,2
26
33

Farmacodindmica dos ratos:

Perfis de glicose sanguinea vs. tempo seguindo administragio
oral {como descrito acima) de insulinas aciladas selecionadas da invengdo
sao mostrados abaixo:

Exemplo 183
O efeito oral de ratos Wistar machos de jejum a noite em uma insuli-
na da técnica anterior, isto é:
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B29K(N°Octadecanodioil-yGIu-OEG-OEG), desB30 é dado na figura 1 abai-
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XO.
EXEMPLO 184

POTENCIA DOS ANALOGOS DE INSULINA ACILADA DESTA
INVENCAO COM RELAGAO A INSULINA HUMANA

Ratos Sprague Dawley machos pesando 238-383 g no dia expe-
rimental sao usados para o experimento de grampo. Os ratos tém acesso
livre a alimentacéo sob condigbes de ambiente controlado e s3o jejuados du-
rante a noite (de 3 pm} antes do experimento de grampo.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Os ratos sao aclimados nas instalagbes animais por pelo menos
1 semana antes do procedimento cirdrgico. Cerca de 1 semana antes do ex-
perimento de grampo, cateteres Tygon s&o inseridos sob anestesia de halo-

tano na veia jugular (para infusdo) e a artéria carétida (para amostragem de

. sangue) e exteriorizados e fixados na parte de tras do pescogo. Aos ratos é

dado Streptocilin vet. (Boehringer Ingelheim; 0,15 mifrato, im.) pés-
surgicamente e colocados em uma unidade de cuidado animal (25°C) duran-
te o periodo de restabelecimento. Para obter analgesia, Anorphin (0,06
mg/rato, s.c.) € administrada durante a anestesia e Rimadyl (1,5 mg/kg, s.c.)
€ administrado ap6s restabelecimento total da anestesia (2-3 h} e novamen-
te uma vez diariamente durante 2 dias.

As 7 horas da manha no dia experimental ratos jeluados durante
a noite (de 3 pm do dia anterior) s&o pesados e conectados as seringas de
amostragem e ao sistema de infus@o (hombas Harvard 22 Basic, Harvard, e
seringa de vidro Hipodémmica Perfectum, Aldrich) e depois colocados em
gaiolas de grampo individuais onde eles descansam para ca. 45 min antes
do comeco do experimento. Os ratos sdo capazes de moverem-se livremen-
te em sua cama usual durante o experimento inteiro e ter acesso livre & d4gua
potavel. Apds um periodo basal de 30 min durante os quais os niveis de gli-
cose no plasma foram medidos em intervalos de 10 min, o derivado de insu-
lina a ser testado e insulina humana (um nivel de dose por rato, n = 6-7 por
nivel de dose) € infuso (i.v.) a uma taxa constante por 300 min. Opcional-

mente uma infusao de bolo preparatorio do derivado de insulina a ser testa-
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do é administrada para alcangar niveis de estado fixo imediatos no plasma.
A dose da infusdo de bolo preparatédrio pode ser calculada com base nos
dados de liberagéo obtidos de farmacocinética i.v. de bolo por um farmaco-
cineticista versado na técnica. Niveis de glicose no plasma sao medidos em
intervaios de 10 min ao longo e infusao de 20% de glicose aquosa & ajusta-
da consequentemente para manter a euglicemia. As amostras de eritrocitos
ressuspensos sdo agrupadas de cada rato e retornadas para cerca de volu-
mes de ¥ mi por meio do cateter da carétida.

Em cada dia experimental, as amostras das solugbes dos deri-
vados de insulina individuais a ser testados e a solugdo de insulina humana
sdo tiradas antes e ao iérminc dos experimentos de grampo e as concentra-
¢oes dos peptideos sao confirmadas por HPLC. Concentragbes no plasma
de insulina e C-peptideo de rato como também do derivado de insulina ser
testado e insulina humana sac medidas em pontos de tempo relevantes an-
tes e ao término dos estudos. Os ratos sdo mortos ao término de experimen-

to usando uma overdose de pentobarbital.
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LISTAS DE SEQUENCIA

SEQ ID Nos. 5-11 séo as sequéncias para as cadeias A presentes nos com-
postos desta invencdo mostrados nos exemplos especificos acima e SEQ ID
Nos. 12-29 sao as sequéncias para as cadeias B presentes nos compostos

desta invengao mosirados nos exemplos especificos acima.
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REIVINDICAGOES

1. Insulina estabilizada em protease acilada, caracterizada pelo
fato de que, formalmente, consiste em uma nao insulina estabilizada em pro-
tease (insulina parental), em que pelo menos um aminoacido hidrofébico foi
substituido com aminoacidos hidréfilos, e em que a dita substituicdo é dentro
ou em proximidade intima a um ou mais sitios de clivagem de protease da
insulina ndo estabilizada em protease (insulina parental) e em que tal insuli-
na estabilizada em protease opcionalmente compreende ainda uma ou mais
mutagdes adicionais com a condicdo que haja apenas um residuo de lisina
na insulina estabilizada, e em que a porgéo de acila seja ligada ao residuo
de lisina ou a uma posicao N-terminal na insulina estabilizada em protease.

2. Insulina estabilizada em protease acilada, caracterizada pelo
fato de que, formalmente, consiste em uma nao insulina estabilizada em pro-
tease (insulina parental), em que pelo menos dois aminoacidos hidrofébicos
foram substituidos com aminoacidos hidrofilos, e em que as ditas substitui-
¢bes s&o dentro ou em proximidade intima a dois ou mais sitios de clivagem
de protease da ndo insulina estabilizada em protease (insulina parental) e
em que tal insulina estabilizada em protease opcionalmente compreende
ainda uma ou mais mutagdes adicionais com a condigdo que haja apenas
um residuo de lisina na insulina estabilizada, e em que a porgéo de acila se-
ja ligada ao residuo de lisina na insulina estabilizada em protease.

3. Insulina estabilizada em protease acilada, caracterizada pelo
fato de que, formalmente, consiste em uma nao insulina estabilizada em pro-
tease (insulina parental), em que pelo menos dois aminoacidos hidrofébicos
foram substituidos com aminoacidos hidréfilos, e em que as ditas substitui-
¢bes sao dentro ou em proximidade intima a dois ou mais sitios de clivagem
de protease da nao insulina estabilizada em protease (insulina parental) e
em que tal insulina estabilizada em protease opcionalmente compreende
ainda uma ou mais mutagdes adicionais com a condicdo que haja apenas
um residuo de lisina na insulina estabilizada, e em que a porcao de acila se-
ja ligada ao residuo de lisina ou a uma posicao N-terminal na insulina estabi-

lizada em protease.
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4. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que possui solubilidade aumentada
com relacao a insulina parental acilada.

5. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a cadeia B da insulina compreen-
de pelo menos uma mutacao com relagao a insulina parental.

6. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que a cadeia B da insulina compreen-
de uma, duas ou trés, mas ndo mais mutacdes com relacao a insulina paren-
tal.

7. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que a cadeia A da insulina estabilizada
em protease € idéntica a cadeia A da insulina humana.

8. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a cadeia A da insulina compreen-
de pelo menos uma mutacéo e a cadeia B da insulina compreende pelo me-
nos uma mutacao com relagao a insulina parental.

9. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que a cadeia A da insulina compreen-
de pelo menos duas mutagbes e a cadeia B da insulina compreende pelo
menos uma mutacao com relacao a insulina parental.

10. Insulina acilada de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que a insulina compreende ainda pelo
menos uma substituicdo de aminoacido em um sitio de protease de uma
primeira insulina estabilizada em protease modificada, em que a dita pelo
menos uma substituicdo de aminoacido é de modo que pelo menos um ami-
nodacido hidrofobico foi substituido com pelo menos um aminoacido hidréfilo.

11. Insulina estabilizada em protease acilada acordo com qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que o amino-
acido na posicao A12 é Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posicao A13 é
His, Asn, Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posicao A14 é Tyr, Asn, Gin,

Glu, Arg, Asp, Gly ou His; e/ou o aminoacido na posicdo A15 é Glu ou Asp; e
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0 aminoacido na posi¢ao B24 é His; e/ou o aminoacido na posicdo B25 é His
ou Asn; e/ou o aminoacido na posi¢cdo B26 é His, Gly, Asp ou Thr; e/ou o
aminoacido na posicao B27 é His, Glu, Asp, Gly ou Arg; e/ou o aminoacido
na posicao B28 é His, Gly, Glu ou Asp; e que opcionalmente compreende
ainda uma ou mais mutac¢des adicionais.

12. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que o
aminoacido na posicdo A12 & Glu ou Asp; e/ou 0 aminoacido na posicao A13
€ His, Asn, Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posicdo A14 é Tyr, Asn, GIn,
Glu, Arg, Asp, Gly ou His; e/ou o aminoacido na posicao A15 é Glu ou Asp;
e/ou o aminoacido na posicdo B16 & Tyr, His ou Glu; e/ou o aminoacido na
posicao B24 & His; e/ou o aminoacido na posicao B25 é His ou Asn; e/ou o
aminoacido na posicao B26 & His, Gly, Asp ou Thr; e/ou o aminoacido na
posicao B27 & His, Glu, Asp, Gly, Lys, Arg ou deletado; e/ou o aminoacido
na posicéo B28 & His, Gly, Glu, Asp, ou ausente (deletado); e/ou o aminoa-
cido na posigao B29 é Lys, Arg, ou ausente (deletado); e que opcionalmente
compreende ainda uma ou mais mutagdes adicionais e, preferivelmente, in-
sulina estabilizada em protease acilada em que o aminoacido na posicéo
A12 & Glu ou Asp; e/ou o aminoacido na posicao A13 é His, Asn, Glu ou
Asp; e/ou o aminodacido na posicdo A14 é Tyr, Asn, GIn, Glu, Arg, Asp, Gly
ou His; e/ou o aminoacido na posicdo A15 é Glu ou Asp; e o aminoacido na
posicao B24 é His; e/ou o aminoacido na posicao B25 ¢ His ou Asn; e/ou o
aminoacido na posigcdo B26 é His, Gly, Asp ou Thr; e/ou o aminoacido na
posicao B27 é His, Glu, Asp, Gly ou Arg; e/ou o aminoacido na posicdo B28
e His, Gly, Glu, ou Asp; e que opcionalmente compreende ainda uma ou
mais mutacdes adicionais.

13. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que o
aminoacido na posicao A14 é Glu, Asp ou His, o aminoacido na posicéo B25
€ His ou Asn, e que opcionalmente compreende ainda uma ou mais muta-
¢bes adicionais.

14. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
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qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizada pelo fato de que o
aminoacido na posicao A14 é Glu, Asp ou His, o aminoacido na posicao B25
€ His ou Asn, e o aminoacido na posicao B30 é deletado.

15. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14, caracterizada pelo fato de que o
aminoacido na posicao A14 é Glu, Asp ou His, o aminoacido na posicao B16
€ His ou Glu, o aminoéacido na posicao B25 é His e o aminoacido na posicéo
B30 é deletado.

16. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacées 1 a 15, caracterizada pelo fato de que o
aminoacido na posicao A14 é Glu, Asp ou His e o aminoacido na posigéo
B25 é His e o aminoacido na posicao B30 é deletado.

17. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacées 1 a 16, caracterizada pelo fato de que o
aminoacido na posicdo A14 é Glu ou Asp e o aminoacido na posicao B28 é
Glu ou Asp, e, opcionaimente, ndo ha qualquer residuo de aminoacido na
posicao B30.

18. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que uma
ou mais mutag¢des adicionais sdo selecionadas de um grupo que consiste
em: A8His, A18GIn, A21GIn, A21Gly, B1Glu, B1GIn, B3GIn, B10Pro, B14Thr,
B16Glu, B17Ser, B26Asp, B27Glu, B27Asp, B28Asp, B28Glu, e desB30.

19. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 18, caracterizada pelo fato de que a
mutacao adicional & desB30.

20. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 19, caracterizada pelo fato de que A14
e Glu.

21. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 20, caracterizada pelo fato de que B25
€ Asn.

22. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com



10

15

20

25

30

qualquer uma das reivindicagbes 1 a 21, caracterizada pelo fato de que B25
é His. |

23. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 22, caracterizada pelo fato de que B25
€ Asn e B27 € Glu ou Asp.

24. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 23, caracterizada pelo fato de que B25
€ Asn e B27 é Glu.

25. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdées 1 a 24, caracterizada pelo fato de que a-
presenta estabilidade aumentada para uma ou mais enzimas de protease
com relacao a proteina parental.

26. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 25, caracterizada pelo fato de que a-
presenta estabilidade aumentada para duas ou mais enzimas de protease
com relacao a proteina parental.

27. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdées 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a in-
sulina parental é selecionada de um grupo que consiste em:

a) insulina humana;

b) um analogo de insulina de insulina humana em que o residuo
de aminoacido na posi¢cao B28 é Pro, Asp, Lys, Leu, Val ou Ala e o residuo
de aminoacido na posi¢cdao B29 é Lys ou Pro e opcionalmente o residuo de
aminoacido na posicao B30 é deletado;

c) des(B26-B30) insulina humana, des(B27-B30) insulina huma-
na, insulina humana de des(B28-B30), des(B29-B30) insulina humana, insu-
lina humana de des(B27) ou insulina humana de des(B30);

d) um analogo de insulina de insulina humana em que o residuo
de aminoacido na posi¢cao B3 é Lys e o residuo de aminoacido na posicao
B29 € Glu ou Asp;

e) um analogo de insulina de insulina humana em que o residuo

de aminoacido na posi¢ao A21 é Gly e em que o analogo de insulina é tam-
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bém estendido no C-terminal com dois residuos de Arg;

f) um derivado de insulina em que o residuo de aminoacido na
posi¢cao B30 é substituido com um éster de metila de treonina; e

g) um derivado de insulina em que a posigao Ne da lisina na po-
sicao B29 de insulina humana de des(B30) uma cadeia de tetradecanoila
esta ligada.

28. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 27, caracterizada pelo fato de que uma
ou mais mutagdes adicionais sao selecionadas para intensificar a estabilida-
de quimica da insulina.

29. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindica¢des 1 a 28, caracterizada pelo fato de que uma
ou mais mutagdes adicionais sao selecionadas de um grupo que consiste
em A18GIn, A21GIn, A21Gly e B3GlIn.

30. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagées 1 a 29, caracterizada pelo fato de que
compreende uma sequéncia de aminoacido de cadeia A da férmula 1, isto é:
Xaap2)-Xaaa.1)-Xaang-Gly-lle-Val-Glu-Gin-Cys-Cys-Xaaas-Ser-lle-Cys-
Xaaa12-Xaaa13-Xaaa1s-Xaaas-Leu-Glu-Xaaa1s-Tyr-Cys-Xaanz; (SEQ ID No:
1), e uma sequéncia de aminoacido de cadeia B da férmula 2, isto é: Xaag.
2)-Xaap(.1)-Xaapo-Xaagi-Xaagy-Xaags-Xaags-His-Leu-Cys-Gly-Ser-Xaag1o-Leu-
Val-Glu-Ala-Leu-Xaags-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Xaag,4-Xaag,s-Xaagze-
Xaagy7-Xaapzs-Xaagze-Xaagao-Xaagsi-Xaagsz (SEQ ID No: 2), em que Xaaa(z)
esta ausente ou Gly; Xaaa(1) esta ausente ou Pro; Xaaao esta ausente ou
Pro; Xaaas € independentemente selecionado de Thr e His; Xaaas, € inde-
pendentemente selecionado de Ser, Asp e Glu; Xaaa3 € independentemente
selecionado de Leu, Thr, Asn, Asp, Gin, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;
Xaaa14 € independentemente selecionado de Tyr, Thr, Asn, Asp, Gin, His,
Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaa1s € independentemente selecionado de
GlIn, Asp e Glu; Xaaais € independentemente selecionado de Asn, Lys e GIn;
Xaaaz1 € independentemente selecionado de Asn e Gln; Xaag(.z) estd ausen-

te ou Gly; Xaag(1) esta ausente ou Pro; Xaagy esta ausente ou Pro; Xaag
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esta ausente ou independentemente selecionado de Phe e Glu; Xaag, esta
ausente ou Val; Xaags esta ausente ou independentemente selecionado de
Asn e Gin; Xaags € independentemente selecionado de Gin e Glu; Xaagig €
independentemente selecionado de His, Asp, Pro e Glu; Xaagis € indepen-
dentemente selecionado de Tyr, Asp, GIn, His, Arg, e Glu; Xaag,4 € indepen-
dentemente selecionado de Phe e His; Xaagys € independentemente sele-
cionado de Phe, Asn e His; Xaagys esta ausente ou independentemente se-
lecionado de Tyr, His, Thr, Gly e Asp; Xaag,7 esta ausente ou independen-
temente selecionado de Thr, Asn, Asp, GIn, His, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;
Xaagzg esta ausente ou independentemente selecionado de Pro, His, Gly e
Asp; Xaagyg esta ausente ou independentemente selecionado de Lys e Gin;
Xaagsg esta ausente ou Thr; Xaags esta ausente ou Leu; Xaags, esta ausen-
te ou Glu; o C-terminal pode ser opcionalmente derivatizado como uma ami-
da; em que a sequéncia de aminoacido da cadeia A e a sequéncia de ami-
noacido da cadeia B sdo conectadas por ligagbes em ponte de dissulfeto
entre as cisteinas na posigéo 7 da cadeia A e a cisteina na posicao 7 da ca-
deia B, e entre a cisteina na posicéo 20 da cadeia A e a cisteina na posigao
19 da cadeia B e em que as cisteinas na posicdo 6 e 11 da cadeia A séo
conectadas por uma ligacao em ponte de dissulfeto; em que opcionalmente
a sequéncia de aminoacido da cadeia A N-terminal é conectada a sequéncia
de aminoacido da cadeia B C-terminal por uma sequéncia de aminoacido
compreendendo 3-7 aminoacidos para formar uma molécula de insulina de
cadeia simples, em que opcionalmente o N-terminal da cadeia B é estendido
com 1-10 aminoacidos; em que se Xaapg for Thr e Xaaa1,» for Ser e Xaaais
for Leu e Xaaais for Tyr entdo Xaaats € Glu ou Asp; e em que se Xaagy, for
Phe e Xaags for Phe e Xaagys for Tyr e Xaag,7 for Thr e Xaagys for Pro entao
Xaagyg € GIn.

31. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 30, caracterizada pelo fato de que
compreende uma sequéncia de aminoacido de cadeia A da formula 3, isto é:
Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Xaaps-Ser-lle-Cys-Xaaa2-Xaaa13-Xaaa 4-
Xaaa1s-Leu-Glu-Xaap1s-Tyr-Cys-Xaaaz1 (SEQ ID No: 3), e uma sequéncia de
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aminoacido de cadeia B da férmula 4, isto é: Xaagi-Val-Xaags-Xaags-seu-
Leu-Cys-Gly-Ser-Xaag1o-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Xaag1s-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-
Arg-Gly-Xaagos-seu-Xaagzs-Xaa27-Xaagzs-Xaapzg-Xaagso (SEQ ID No: 4), em
que Xaaag € independentemente selecionado de Thr e His; Xaaa2 € inde-
pendentemente selecionado de Ser, Asp e Glu; Xaaa13; € independentemente
selecionado de Leu, Thr, Asn, Asp, Gin, His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;
Xaaai4 € independentemente selecionado de Tyr, Thr, Asn, Asp, GIn, His,
Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaais € independentemente selecionado de
Gln, Asp e Glu; Xaaa1s € independentemente selecionado de Asn, Lys e Gin;
Xaaaz1 € independentemente selecionado de Asn, e GIn; Xaags € indepen-
dentemente selecionado de Phe e Glu; Xaags € independentemente selecio-
nado de Asn e Gin; Xaag,4 € independentemente selecionado de Gin e Glu;
Xaagio € independentemente selecionado de His, Asp, Pro e Glu; Xaagis €
independentemente selecionado de Tyr, Asp, GIn, His, Arg, e Glu; Xaagy4 €
independentemente selecionado de Phe e His; Xaagys € independentemente
selecionado de Phe, Asn e His; Xaagys esta ausente ou independentemente
selecionado de Tyr, His, Thr, Gly e Asp; Xaag,; esta ausente ou independen-
temente selecionado de Thr, Asn, Asp, GIn, His, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu;
Xaagps estd ausente ou independentemente selecionado de Pro, His, Gly e
Asp; Xaagyg esta ausente ou independentemente selecionado de Lys e Gin;
Xaagsp esta ausente ou Thr; o término C pode ser opcionalmente derivatiza-
do como uma amida; em que a sequéncia de aminoacido de cadeia A e a
sequéncia de aminoacido de cadeia B estdo conectadas através de ligacées
em ponte de dissulfeto entre as cisteinas na posicao 7 da cadeia A e a ciste-
ina na posigao 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posicdo 20 da cadeia A e
a cisteina na posigao 19 da cadeia B e em que as cisteinas na posicdo 6 e
11 da cadeia A estao conectadas por uma ligagdo em ponte de dissulfeto.
32. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo a reivin-
dicagao 31, caracterizada pelo fato de que Xaaps € independentemente se-
lecionado de Thr e His; Xaaai2 é independentemente selecionado de Ser e
Glu; Xaaa1z € independentemente selecionado de Leu, Thr, Asn, Asp, Gin,

His, Lys, Gly, Arg, Pro, Ser e Glu; Xaaai4 € independentemente selecionado
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de Tyr, Asp, His, e Glu; Xaaa1s € independentemente selecionado de Gln e
Glu; Xaaaig € independentemente selecionado de Asn, Lys e Gin; Xaaay €
independentemente selecionado de Asn, e GIn; Xaag4 é independentemente
selecionado de Phe e Glu; Xaags € independentemente selecionado de Asn
e GIn; Xaag,4 é independentemente selecionado de Gin e Glu; Xaag1o € inde-
pendentemente selecionado de His, Asp, Pro e Glu; Xaagis € independen-
temente selecionado de Tyr, Asp, Gin, His, Arg, e Glu; Xaag,4 € independen-
temente selecionado de Phe e His; Xaagys € independentemente seleciona-
do de Phe, Asn e His; Xaagzs € independentemente selecionado de Tyr, Thr,
Gly e Asp; Xaagy7 € independentemente selecionado de Thr, Asn, Asp, Gin,
His, Lys, Gly, Arg, e Glu; Xaag,s € independentemente selecionado do Pro,
Gly e Asp; Xaagyg € independentemente selecionado de Lys e GIn; Xaagsg
esta ausente ou Thr; o término C pode ser opcionalmente derivatizado como
uma amida; em que a sequéncia de aminoacido de cadeia A e a sequéncia
de aminoacido de cadeia B estdo conectadas através de ligagbes em ponte
de dissulfeto entre as cisteinas na posicdo 7 da cadeia A e a cisteina na po-
si¢cao 7 da cadeia B, e entre a cisteina na posicao 20 da cadeia A e a cistei-
na na posicao 19 da cadeia B e em que as cisteinas na posicado 6 e 11 da
cadeia A estao conectadas por uma ligacdo em ponte de dissulfeto.

33. Insulina estabilizada em protease acilada, caracterizada pelo
fato de que, na insulina estabilizada em protease, o aminoacido na posicéao
A14 & Glu ou His (isto é, E ou H, de acordo com o cédigo de uma letra), o
aminoacido na posi¢cao B25 é His e que opcionalmente compreende ainda
uma ou mais mutagdes adicionais, e em que a porcao de acila é ligada ao
grupo € amino no residuo de lisina na posicao B29.

34. Insulina estabilizada em protease acilada, caracterizada pelo
fato de que, na insulina estabilizada em protease, o aminoacido na posicéao
B25 € His ou Asn, o aminoacido na posicao B27 é Glu ou Asp, e que opcio-
nalmente compreende ainda uma ou mais das mutacdes adicionais seguin-
tes: A8BH, A14E/D, B1E/D, B28E/D, e desB30 e em que a porcao de acila &
ligada ao grupo € amino no residuo de lisina na posicdo B29.

35. Insulina estabilizada em protease acilada, caracterizada pelo
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fato de que, na insulina estabilizada em protease, o aminoacido na posicao
A14 é Tyr, Glu ou His (isto é, Y, E ou H, de acordo com o cdédigo de uma
letra), o aminoacido na posi¢ao B25 é Asn, o aminoacido na posicao B27 é
Glu ou Asp e que opcionalmente compreende ainda uma ou mais mutacoes
adicionais, e em que a por¢ao de acila é ligada ao grupo € amino no residuo
de lisina na posigao B29.

36. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 35, caracterizada pelo fato de que a
insulina estabilizada em protease compreende a mutacao de A14E.

37. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 36, caracterizada pelo fato de que, na
insulina estabilizada em protease, além da mutagdo na posicao B25, ha a-
penas a mutagdo na posi¢gao A14 mencionada na clausula precedente.

38. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 37, caracterizada pelo fato de que a
insulina estabilizada em protease compreende a mutacao de A14H.

39. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 38, caracterizada pelo fato de que o
analogo da insulina estabilizada em protease compreende a mutacédo de
desB30.

40. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 39, caracterizada pelo fato de que a
uma ou mais mutag¢des adicionais dentro da insulina estabilizada em protea-
se é selecionada de um grupo que consiste em: A(-1)P, A(0)P, A8H, A21G,
B(-1)P, B(O)P, B1E, B1Q, B16E, B26D, B27E, B28D, desB30, B31L e B32E.

41. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 40, caracterizada pelo fato de que, além das mutac¢des nas
posicoes A14 e B25, apresenta apenas uma das mutagdes como definida na
reivindicacao 40.

42. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 40, caracterizada pelo fato de que, a-

|ém das mutag¢des nas posi¢cées A14 e B25, apresenta exatamente duas das
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mutag¢des mencionadas como definidas na reivindicagao 40.

43. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 40, caracterizada pelo fato de que, a-
lém das mutagbes nas posi¢cdes A14 e B25, apresenta exatamente trés das
mutacdes como definidas na reivindicagao 40.

44. [nsulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 40 e 43, caracterizada pelo fato de que,
além das mutagdes nas posicdes A14 e B25, a Unica mutacao adicional é
desB30.

45. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 1 a 44, caracterizada pelo fato de que o
residuo C do aminoacido terminal na cadeia A da insulina estabilizada em
protease € o residuo de aminoacido A21.

46. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualgquer uma das reivindicagbes 1 a 45, caracterizada pelo fato de que a
insulina estabilizada em protease é selecionada do grupo que consiste em
insulina humana de A8H, B25N, B27E, desB30; insulina humana de A14E,
A18L, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, desB30; insuli-
na humana de A14E, B1E, B25H, B28E, desB30; insulina humana de A14E,
B1E, B27E, B28E, desB30; insulina humana de A14E, B1E, B28E, desB30;
insulina humana de A14E, B16H, B25H, desB30; insulina humana de A14E,
B25H, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27E, desB30; insulina humana
de A14E, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29R,
desB30; insulina humana de A14E, B28D, desB30; insulina humana de
A14E, B28E, desB30; B25N, B27E, desB30; B25H, desB30; A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, B29R, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29R,
desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27, desB30; insulina
humana de A14E, A21G, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B16H,
B25H, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B16H, desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, desB30; insulina humana de
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A14E, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27K,
desB28, desB29, desB30; insulina humana de A14E, B25H, desB30; insulina
humana de A14E, desB30 e A21G, B25H, desB30.

47. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 46, caracterizada pelo fato de que a
por¢cado de acila ligada a insulina estabilizada em protease apresenta a for-
mula geral Acy-AA1,-AA2-AA3,- (1), em que Acy, AA1, AA2, AA3,n, mep
sao como definidos acima.

48. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 47, caracterizada pelo fato de que Acy
€ um acido graxo, preferivelmente acido miristico ou acido estérico, mais
preferido acido miristico.

49. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 48, caracterizada pelo fato de que Acy
€ um diacido graxo, preferivelmente um diacido graxo (a,w), mais preferido
acido heptadecanodioico, acido hexadecanodioico, acido octadecanodioico,
acido nonadecanodioico, acido docosanodioico, acido eicosanodioico.

50. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 48, caracterizada pelo fato de que Acy
€ um acido w-(tetrazol-5-il)-graxo, preferivelmente acido 15-(1H-tetrazol-5-
i)pentadecanoico, acido 16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico, acido 17-(1H-
tetrazol-5-il)heptadecanoico, acido 18-(1H-tetrazol-5-il)octadecanoico, ou
acido 19-(1H-tetrazol-5-il)nonadecanoico.

51. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 50, caracterizada pelo fato de que AA1
€ acido tranexamico ou glicina.

52. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 51, caracterizada pelo fato de que AA1
€ acido tranexamico.

53. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagées 1 a 52, caracterizada pelo fato de que n € 0

ou1l.
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54. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 53, caracterizada pelo fato de que n é
0.

55. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 54, caracterizada pelo fato de que n é
1.

56. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 55, caracterizada pelo fato de que AA2
€ yGlu, aGlu, BAsp, aAsp, y-D-Glu, a-D-Glu, B-D-Asp, a-D-Asp, ou um ami-

noacido da férmula seguinte:
H
N

o \/AﬁrOH

O O
-<— H,N OH O
OH OH
HN\/\”/OH HN OH
.~

o) o) HO™ SO HO SO -~
0
H
0,0 0 0
OH /S \g
H2N HZN/
%o
Hoo<—————>Ho\oe—>0H

e em que as setas indicam o ponto de ligagdo ao grupo amino
de AA1, AA2, AA3 ou ao grupo g-amino do residuo de lisina B29 ou a uma
posicao N-terminal da insulina estabilizada em protease.

57. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 56, caracterizada pelo fato de que AA2

e yGlu, BAsp, y-D-Glu, B-D-Asp, ou um aminoacido da férmula seguinte:
O
0

HN OH
OH

HN OH
\/\ﬂ/ g
0 e HO™ ~O

e em que a seta indica o ponto de ligagao ao grupo amino de
AA1, AA2, AA3 ou ao grupo e-amino do residuo de lisina B29 ou a uma posi-

cao N-terminal da insulina estabilizada em protease.
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58. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 57, caracterizada pelo fato de que AA2

€ yGlu, y-D-Glu, ou um aminoacido da férmula seguinte:
O

Lo
HN OH
\/\([)]/ g

)

em que a seta indica o ponto de ligagdo ao grupo amino de AA1,
AA2, AA3 ou ao grupo g-amino do residuo de lisina B29 ou a uma posicao N-
terminal da insulina estabilizada em protease.

59. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 58, caracterizada pelo fato de que m é
0,1,2,3,4,5 0oub.

60. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 59, caracterizada pelo fato de que m é
0,1,2, 3, ou4.

61. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 60, caracterizada pelo fato de que m é
4,

62. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbdes 1 a 61, caracterizada pelo fato de que m é
3.

63. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 62, caracterizada pelo fato de que m é
2.

64. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagoes 1 a 63, caracterizada pelo fato de que m é
1.

65. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 64, caracterizada pelo fato de que m &
0.

66. Insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 55, caracterizada pelo fato de que AA3
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é selecionado de qualquer um dos seguintes:

O OH
H “ﬂ?“(r)r

O
HZN\/\/O\/\/\O/\/\NJJ\/\H/OH
H
(6]

O O
H

y

(0] 0]
HZN\/\EO/\}O\/\NJJ\/O\)J\OH
6 H
0] (0] ’
HZN\/‘EO/\}O\/\N)J\/O\)J\OH
10 H

HZN\/\/O\/\O/\/O\/\/H\”AO/\[KOH
0 0

0]

H
HzN\/\/o\/\o/\/O\/\/Nm/\)J\QH
(6]

e
0]

(@]
HZN\/\O/\/O\/\N/U\/O\)J\OH
H

emqueré1, 2 3,5 7, 11,23 ou 27.

67. Insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
reivindicacao 66, caracterizada pelo fato de queré 1, 3, 5, ou 7.

68. Insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
reivindicagao 67, caracterizada pelo fato de quer é 1.

69. Insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
reivindicagao 67, caracterizada pelo fato de que r é 3.

70. Insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
reivindicagao 67, caracterizada pelo fato de que r é 5.

71. Insulina estabilizada em protease acilada, de acordo com a
reivindicagao 67, caracterizada pelo fato de queré 7.

72. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 71, caracterizada pelo fatodequep €0, 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
ou 10.

73. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
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reivindicagao 72, caracterizada pelo fato de que p € 0, 1, 2, 3 ou 4.

74. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicagao 73, caracterizada pelo fato de que p € 0, 1 ou 2.

75. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicag&o 74, caracterizada pelo fato de que p € 0 ou 2.

76. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 75, caracterizada pelo fato de que p € 0.

77. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicagao 76, caracterizada pelo fato de que p é 1.

78. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 77, caracterizada pelo fato de que p é 2.

79. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 78, caracterizada pelo fato de que pelo
menos dois aminoacidos hidrofébicos na nao insulina estabilizada em prote-
ase foram substituidos com aminoacidos hidrofilos.

80. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 79, caracterizada pelo fato de que a
porgcao de acila € ligada ao residuo de lisina na insulina estabilizada em pro-
tease.

81. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 80, caracterizada pelo fato de que a
porcdo de acila é ligada ao grupo amino da cadeia A do residuo N-terminal
na insulina estabilizada em protease.

82. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 81, caracterizada pelo fato de que a
insulina estabilizada em protease é selecionada do grupo que consiste em
insulina humana de A8H, B25N, B27E, desB30; insulina humana de A14E,
A18L, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, desB30; insuli-
na humana de A14E, B1E, B25H, B28E, desB30; insulina humana de A14E,
B1E, B27E, B28E, desB30; insulina humana de A14E, B1E, B28E, desB30;
insulina humana de A14E, B16H, B25H, desB30; insulina humana de A14E,
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B25H, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27E, desB30; insulina humana
de A14E, B25H, desB27, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29R,
desB30; insulina humana de A14E, B28D, desB30; insulina humana de
A14E, B28E, desB30; B25N, B27E, desB30; insulina humana de A14E,
A21G, B16H, B25H, desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, B26G,
B27G, B28G, desB30; B25H, desB30; insulina humana de A21G, B25H,
desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB30 e A14E, A21G,
B25H, desB27, desB30.

83. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 82, caracterizada pelo fato de que a
porgéo de acila ligada a insulina estabilizada em protease apresenta a for-
mula geral Acy-AA1,-AA2,-AA3,- (1), em que n é 0 ou um numero inteiro na
faixa de 1 a 3; m € 0 ou um ndmero inteiro na faixa de * a 10; p € 0 ou um
numero inteiro na faixa de 1 a 10; insulina humana de Acy é um &cido graxo
ou um diacido graxo que compreende de cerca de 8 a cerca de 24 atomos
de carbono; insulina humana de AA1 é um residuo de aminoacido linear ou
ciclico neutro; insulina humana de AA2 é um residuo de aminoacido acidico;
insulina humana de AA3 é um residuo de aminoacido contendo alquilenogli-
col, neutro; a ordem pela qual AA1, AA2 e AA3 aparecem na formula pode
ser trocada independentemente; insulina humana de AA2 pode ocorrer va-
rias vézes ao longo da férmula (por exemplo, Acy-AA2-AA3,-AA2-); insulina
humana de AA2 pode ocorrer independentemente (= sendo diferente) varias
vezes ao longo da formula (por exemplo, Acy-AA2-AA3,-AA2-); as conexdes
entre Acy, AA1, AA2 e/ou AA3 sao ligagcdes de amida (peptideo) que, for-
malmente, podem ser obtidas por remogao de um atomo de hidrogénio ou
um grupo hidroxila (a4gua) de cada um dentre Acy, AA1, AA2 e AA3; e liga-
¢do a insulina estabilizada em protease pode ser da extremidade C-terminal
de um residuo de AA1, AA2, ou AA3 na porgdo de acila da férmula (1) ou de
uma das cadeias laterais de um residuo de AA2 presente na porg¢éo da for-
mula (1).

84. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
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qualquer uma das reivindicagbes 1 a 83, caracterizada pelo fato de que é
qualquer um dos compostos especificamente mencionados no relatério des-
critivo acima.

85. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 84, caracterizada pelo fato de que é
selecionada do grupo que consiste em insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N*-hexadecandioil), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(Nfoctadecandioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N®eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N*3-carbéxi-5-octadecanodioilaminobenzoil), desB30; insulina humana
de A14E, B25H, B29K(N*-N-octadecandioil-N-(2-carboxietil)glicil), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(N® (N-octadecandioil-N-carboximetil)-
beta-alanila), desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(N®*4-([4-({19-
carboxinonadecanoilamino}metil)trans-ciclo-hexanocarbonill-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*heptadecanodioil-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*miristil), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B29K(N°®eicosanodioil-yGlu-yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B29K(N4-([4-({19-carboxinonadeca-
noilamino}metil)trans-ciclo-hexanocarbonil}-yGlu-yGlu), desB30; insulina hu-
mana de A14E, B25H, B29K(N octadecanodioil-yGlu-yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, B28D, B29K(N®octadecandioil-yGiu), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B29K(N*octadecandioil-yGlu-PEG7), desB30; insu-
lina humana de A14E, B25H, B29K(N®eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfeicosanodioil-yGlu-(3-(2-
{2-[2-(2-aminoetoxi)etdxiletdxitetoxi)propionil-yGlu), desB30; insulina huma-
na de A14E, B25H, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; in-
sulina humana de A14E, B25H, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu), desB30; in-
sulina humana de A14E, B25H, B29K(N*heptadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu -
yGlu -yGlu -yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N®eicosanodioil-yGlu-yGlu-yGlu), desB30; insulina humana de A14E,
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B25H, B27E, B29K(N‘octadecanodioil-yGIu-OEG-OEG), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(Noctadecanodioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B16H, B25H,
B29K(Noctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
A14E, B16E, B25H, B29K(N octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; in-
sulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N°*hexadecanodioil-yGlu),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG -
yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B16E, B25H,
B29K(N*hexadecandioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B16H,
B25H, B29K(N°octadecanodioil-yGlu -yGlu -yGlu), desB30; insulina humana
de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(N*hexadecandioil-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B16H, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu -
yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B16H, B25H,
B29K(N(eps)eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-OEG -yGlu -yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, A18L, B25H, B29K(N®eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de A14E, A18L, B25H, B29K(N*octadecanodioil-
yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B25H, B27E,
B29K(N*eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
A1G(N ctadecandioil-yGlu-OEG-OEG), A14E, B25H, B29R, desB30; insuli-
na humana de A14E, B1F(N%ctadecandioil-yGlu-OEG-OEG), B25H, B29R,
desB30; insulina humana de A1G(N°hexadecandioil-yGlu), A14E, B25H,
B29R, desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(Noctadecanodioil-yo
Glu-Abu-Abu-Abu-Abu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N eicosanodioil), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N%4-[16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoillbutanoil), desB30; in-
sulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(Noctadecandioil-
yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(Neicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, B29K(N°octadecandioil), desB30; insulina humana de
A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(Neicosanodioil), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(Neicosanodioil-yGlu-
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OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N°docosanedioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N*docosanedioil-yGlu-yGlu), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B29K(NFicosanodioil-yGlu-OEG-OEG-yGlu), desB30; insulina humana
de A14E, B25H, B29K(N‘octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*® (N-icosanodioil-N-carboximetil)-
BAla), desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(N®3-[2-(2-{2-[2-(17-
carbéxi-heptadecanoilamino)etoxiletdxiletdxi)etodxilpropionil-yGlu), desB30;
insulina humana de  A14E, B25H, B29K(N®3-[2-(2-{2-[2-(19-
carboxinonadecanoilamino)etoxiletoxiletoxi)etdxilpropionil-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(Noctadecandioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxiletoxijetoxi)propionil), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B29K(Noctadecandioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etdxiletoxi} eto-
xi)propionil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(Nficosanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletoxiletdoxi)  propio-
nil), desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(N*4-([4-({17-
carboxinonadecanoilamino}metil)trans-ciclo-hexanocarbonil]-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(N®4-([4-({17-carboxieptade-
canoilamino}metil)trans-ciclo-hexanocarbonil]-yGlu-yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, B28D, hexadecandioil-yGlu de B29K(N®), desB30; insulina
humana de A14E, B28D, eicosanodioil-yGlu de B29K(NF), desB30; insulina
humana de A14E, B28D, octadecandioil-yGlu-OEG-OEG de B29K(N?),
desB30; insulina humana de A14E, B28D, eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG de
B29K(N®), desB30; insulina humana de A14E, B28E, hexadecandioil-yGlu de
B29K(N®), desB30; insulina humana de A14E, B28E, octadecandioil-yGlu de
B29K(N®), desB30; insulina humana de A14E, B28E, eicosanodioil-yGlu de
B29K(N®), desB30; insulina humana de A14E, B28E, octadecandioil-yGlu-
OEG-OEG de B29K(N), desB30; insulina humana de A14E, B28E, eicosa-
nodioil-yGlu-OEG-OEG de B29K(N®), desB30; insulina humana de A14E,
B1E, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu), desB30; insulina humana de
A14E, B1E, B28E, B29K(Nfoctadecandioil-yGlu), desB30; insulina humana
de A14E, B1E, B28E, B29K(N*eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana
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de A14E, B1E, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu-OEG-OEG), desB30;
insulina humana de A14E, B1E, B28E, B29K(N‘octadecandioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30; insulina humana de A14E, B1E, B28E,
B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E,
B1E, B27E, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu), desB30; insulina humana
de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N°octadecandioil-yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N®eicosanodioil-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B1E, B27E, B28E,
B29K(N*octadecandioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E,
B1E, B27E, B28E, B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina
humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu), desB30;
insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N*octadecandioil-yGlu),
desB30; insulina  humana de A14E, B1E, B25H, B28E,
B29K(N*eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H,
B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana
de A14E, B1E, B25H, B28E, B29K(N‘octadecandioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H, B28E,
B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E,
B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(N*octadecandioil-yGlu),
desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E,
B29K(Nfeicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H,
B27E, B28E, B29K(N*hexadecandioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina
humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E, B29K(Noctadecandioil-yGlu-
OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B1E, B25H, B27E, B28E,
B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E,
B28D, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana
de A14E, B28E, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina
humana de B25N, B27E, B29K(N°eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30;
insulina humana de B25N, B27E, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de B25N, B27E, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu-
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OEG-OEGQG), desB30; insulina humana de B25N, B27E,
B29K(N°®eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de B25N, B27E,
B29K(Noctadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de B25N, B27E,
B29K(N*hexadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A8H, B25N,
B27E, B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
A8H, B25N, B27E, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insu-
lina humana de A8H, B25N, B27E, B29K(N°*hexadecanodioil-yGlu-OEG-
OEQG), desB30; insulina humana de  AS8H, B25N, B27E,
B29K(N*eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A8H, B25N, B27E,
B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A8H, B25N,
B27E, B29K(N*hexadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B29K(N® (N-icosanodioil-N-carboximetil)-BAla-OEG-OEG), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, B29K(N® (N-octadecanodioil-N-
carboximetil)-BAla-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(N* (N-hexadecanodioil-N-carboximetil)-BAla-OEG-OEG), desB30; insu-
lina humana de A14E, B25H, B29K(N®octadecanodioil-yGlu-2-[(3-{2-[2-(3-
aminopropoxi)etoxiletdxilpropilcarbamoil)metdxijacetil), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B29K(N°®eicosanodioil-yGlu-2-[(3-{2-[2-(3-
aminopropoxi)etoxiletdxi}propilcarbamoil)metédxilacetil), desB30; insulina
humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N®octadecanodioil-yGlu-2-[(3-{2-[2-(3-
aminopropoxi)etodxiletdxilpropilcarbamoil)metéxijacetil), desB30; insulina
humana de A14E, B16H, B25H, B29K(N‘eicosanodioil-yGlu-2-[(3-{2-[2-(3-
aminopropoxi)etoxiletoxitpropilcarbamoil)metéxilacetil), desB30; insulina
humana de B25H, B29K(N*octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insu-
lina humana de B25H, B29K(N°®eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insu-
lina humana de B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu), desB30; insulina hu-
mana de B25H, B29K(Neicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de
B25H, B29K(Nfoctadecanodioil), desB30; insulina humana de B25H,
B29K(N*eicosanodioil), desB30; insulina humana de B25H,
B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
B25H, B29K(N®eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de B25H,
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B29K(N®eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de B25H,
B29K(Nfoctadecanodioil),  desB30; insulina humana de B25H,
B29K(Neicosanodioil), desB30; insulina humana de B25H,
B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
B25H, B29K(N°eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de
B25H, B29K(Noctadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de B25H,
B29K(Neicosanodioil-yGlu), desB30; insulina ‘humana de A14E, B25H,
desB27, B29K(Noctadecanodioil), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, desB27, B29K(Neicosanodioil), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, desB27, B29K(N*octadecanodioil-yGiu), desB30; insulina humana de
A14E, B25H, desB27, B29K(N®eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana
de A14E, B25H, desB27, B29K(N octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30;
insulina humana de A14E, B25H, desB27, B29K(N*eicosanodioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H, desB27,
B29K(N*octadecanodioil), desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H,
desB27, B29K(N*eicosanodioil), desB30; insulina humana de A14E, A21G,
B25H, desB27, B29K(N octadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de
A14E, B25H, desB27, B29K(N°®eicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana
de A14E, A21G, B25H, desB27, B29K(Noctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, desB27, B29K(N®eicosanodioil-
yYGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A1G(N°octadecandioil-yGlu-
OEG-OEG), A14E, A21G, B25H, desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(Neicosanodioil-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B27K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB28, desB29, desB30; insuli-
na humana de A14E, B25H, acido B29K(N*(5-eicosanodioilaminoisoftalico)),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(Nfoctadecanodioil),
desB30; insulina humana de A14E, B29K(N‘octadecanodioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu-OEG), desB30; insulina humana de
A14E, B25H, B29K(Neicosanodioil-OEG-OEG), desB30; insulina humana
de A14E, B25H, B29K(Neicosanodioil-Aoc), desB30; insulina humana de
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A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(N°eicosanodioil-yGiu -yGlu),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(Neicosanodioil-yGlu -yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B29K(Noctadecanodioil-OEG), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
desB27, B29K(Noctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina huma-
na de A14E, B25H, B16H, B29K(Nfoctadecanodioil-yGlu), desB30; insulina
humana de A1G(N°ctadecanodioil), A14E, B25H, B29R, desB30; insulina
humana de A14E, B16H, B25H, B29K(Neicosanodioil-yGlu), desB30; insuli-
na humana de A14E, B25H, B27K(Neicosanodioil-yGlu), desB28, desB29,
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B29K(N‘octadecanodioil-yGlu -
yGlu  -yGlu), desB30; insulina humana de A21G, B25H,
B29K(N°octadecanodioil), desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H,
desB27, B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30; insulina humana
de A14E, A21G, B25H, B29K(Noctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30;
insulina humana de A14E, A21G, B25H, B29K(Neicosanodioil-yGlu-OEG-
OEG), desB30; insulina humana de A14E, A21G, B25H,
B29K(Nfeicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, A21G,
B25H, B29K(Neicosanodioil), desB30; insulina humana de A14E, A21G,
B25H, B29K(N‘octadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E,
A21G, B25H, B29K(Noctadecanodioil), desB30; insulina humana de A14E,
B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(N octadecanodioil-yGlu), desB30; insulina
humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29K(Noctadecanodioil),
desB30; insulina humana de A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29K(Neicosanodioil-yGlu), desB30; insulina humana de A14E, B25H,
B26G, B27G, B28G, B29K(Nfeicosanodioil), desB30; insulina humana de
A1G(N°ctadecandioil-yGlu), A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, desB30; in-
sulina humana de A1G(N“eicosanodioil-yGlu), A14E, B25H, B26G, B27G,
B28G, desB30; insulina humana de A1G(N°ctadecandioil-yGlu), A14E,
B25H, B26G, B27G, B28G, B29R, desB30; insulina humana de
A1G(N"eicosanodioil-yGlu), A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29R,
desB30; insulina humana de A1G(N“octadecandioil), A14E, B25H, B26G,
B27G, B28G, desB30; insulina humana de A1G(N®icosanodioil), A14E,
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B25H, B26G, B27G, B28G, desB30; insulina humana de
A1G(N°%octadecandioil), A14E, B25H, B26G, B27G, B28G, B29R, desB30 e
insulina humana de A1G(N°eicosanodioil), A14E, B25H, B26G, B27G, B28G,
B29R, desB30.

86. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 85, caracterizada pelo fato de que ¢ insulina humana de A14E,
B16H, B25H, B29K(N*octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30.

87. Uso do composto como definido na reivindicagédo 86, carac-
terizado pelo fato de ser na preparacdo de uma composicio farmacéutica
para o tratamento, prevencao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tole-
rancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou disli-
pidemia.

88. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 85, caracterizada pelo fato de que de ser para uso no trata-
mento, prevengao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tolerancia a
glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou dislipidemia.

89. Composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma quantidade biologicamente ativa da insulina estabilizada
em protease, como definida na reivindicacdo 86, e um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel.

90. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 85, caracterizada pelo fato de que é insulina humana de A14E,
B25H, desB27H, B29K(Noctadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30.

91. Uso do composto como definido na reivindicacdo 90, carac-
terizado pelo fato de ser na preparacdo de uma composicdo farmacéutica
para o tratamento, prevengao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tole-
rancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou disli-
pidemia.

92. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 90, caracterizada pelo fato de que de ser para uso no trata-
mento, prevenc¢ao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tolerancia a

glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou dislipidemia.
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93. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma quantidade biologicamente ativa da insulina estabilizada
em protease, como definida na reivindicacao 90, e um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel.

94. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindica¢ao 85, caracterizada pelo fato de que é insulina humana de A14E,
B16H, B25H, B29K(N°eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30.

95. Uso do composto como definido na reivindicacao 94, carac-
terizado pelo fato de ser na preparagcao de uma composi¢do farmacéutica
para o tratamento, prevencgao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tole-
rancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou disli-
pidemia.

96. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicagao 94, caracterizada pelo fato de que de ser para uso no trata-
mento, prevencao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tolerancia a
glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou dislipidemia.

97. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma quantidade biologicamente ativa da insulina estabilizada
em protease, como definida na reivindicagao 94, e um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel.

98. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicagao 85, caracterizada pelo fato de que é insulina humana de A14E,
B25H, B29K(N®octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30.

99. Uso do composto como definido na reivindicagao 98, carac-
terizado pelo fato de ser na preparacdo de uma composicado farmacéutica
para o tratamento, prevencao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tole-
rancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou disli-
pidemia.

100. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 98, caracterizada pelo fato de que de ser para uso no trata-
mento, prevencao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tolerancia a

glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou dislipidemia.
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101. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma quantidade biologicamente ativa da insulina estabilizada
em protease, como definida na reivindicagdo 98, e um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel.

102. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicacao 85, caracterizada pelo fato de que é insulina humana de A14E,
B25H, desB27H, B29K(N®octadecanodioil-yGlu), desB30.

103. Uso do composto como definido na reivindicacdo 102, ca-
racterizado pelo fato de ser na preparagado de uma composicao farmacéutica
para o tratamento, prevencgéo ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tole-
rancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou disli-
pidemia.

104. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com a
reivindicagao 102, caracterizada pelo fato de que de ser para uso no trata-
mento, prevencao ou alivio de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tolerancia a
glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou dislipidemia.

105. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma quantidade biologicamente ativa da insulina estabilizada
em protease, como definida na reivindicacdo 102, e um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel.

106. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicagées 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser usa-
da como medicamento.

107. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com as
reivindicagbes 86, 90, 94, 98 ou 102, caracterizada pelo fato de ser usada
como medicamento.

108. Insulina estabilizada em protease acilada de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para
0 uso no tratamento ou na prevencao de hiperglicemia, diabetes tipo 2, tole-
rancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade, sindrome X ou disli-
pidemia.

109. O uso de um composto como definido em qualquer uma



10

15

20

25

30

28

das reivindicagbes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para a preparacéo
de uma composigao farmacéutica para o tratamento de diabetes.

110. O uso de um composto como definido em qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para a preparagao
de uma composicao farmacéutica que pode ser administrada pulmonarmen-
te para o tratamento de diabetes.

111. O uso de um composto como definido em qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para a preparacéo
de uma composigao farmacéutica que pode ser administrada pulmonarmen-
te para o tratamento de diabetes e que da um efeito de acéo longa.

112. O uso de um composto como definido em qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para a preparacéo
de uma composicao farmacéutica em pé que pode ser administrada pulmo-
narmente para o tratamento de diabetes.

113. O uso de um composto como definido em qualquer uma
das reivindicagoes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para a preparacéo
de uma composigao farmacéutica liquida que pode ser administrada pulmo-
narmente para o tratamento de diabetes.

114. O uso de um composto como definido em qualquer uma
das reivindicagGes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para a preparagéo
de uma composigao farmacéutica que pode ser administrada oralmente para
o tratamento de diabetes.

115. Uso de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma in-
sulina estabilizada em protease, como definido em qualquer uma das reivin-
dicagbes 1 a 85, caracterizada pelo fato de ser para preparacio de uma for-
mulagdo farmacéutica para o tratamento ou a prevencao de hiperglicemia,
diabetes tipo 2, tolerancia a glicose prejudicada, diabetes tipo 1, obesidade,
sindrome X ou dislipidemia.

116. Composicao, caracterizada pelo fato de que contém insuli-
na humana como também uma insulina estabilizada em protease acilada
como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 85.

117. Composic¢ao, caracterizada pelo fato de que contém insuli-
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na aspart como também uma insulina estabilizada em protease acilada como
definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 85.

118. Composigéo, caracterizada pelo fato de que contém insuli-
na Lispro como também uma insulina estabilizada em protease acilada, co-
mo definida em qualquer uma das reivindicagoes 1 a 85.

119. Composicao, caracterizada pelo fato de que contém insuli-
na Glulisina como também uma insulina estabilizada em protease acilada,
como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 85.

120. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma quantidade biologicamente ativa da insulina estabilizada
em protease, como definida em qualquer uma das reivindicacées 1 a 85, e
um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

121. Invencgao, caracterizada por quaisquer de suas concretiza-
¢cOes ou categorias de reivindicagdo englobadas pela matéria inicialmente

revelada no pedido de patente ou em seus exemplos aqui apresentados.
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Concentracao no plasma (pM)
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANALOGOS DE INSULINA ACILADA ESTABILI-
ZADA EM PROTEASE, SEUS USOS, E COMPOSIGOES FARMACEUTI-
CAS".

A presente invencao refere-se a novos analogos de insulina a-
cilada exibindo resisténcia as proteases, que podem, efetivamente, ser ad-
ministrados pulmonar ou oralmente. Os analogos de insulina contém B25H e
A14E ou A14H.
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