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(57) Resumo: ANALOGOS DE GLP-1 ESTABILIZADOS Analogos
de polipeptideo da invengdo que incluem: a) uma sequéncia de
aminoacido de base pelo menos 80% idéntica a uma de um fragmento
de GLP-l; e b) residuos de aminoacido ligados a extremidade carbéxi
da sequéncia de aminoacido de base, onde os analogos tém atividade
semelhante a GLP-| de duragdo mais longa do que GLP-l nativo e/ou
receptor de GLP-I tem uma afinidade maior para os analogos do que
GLP-I nativo. Outros analogos de polipeptideo da invengdo incluem a)
uma sequéncia de aminoacido de base de pelo menos 50% idéntico a
um fragmento de GLP-I no qual o residuo de aminoacido na sequéncia
de aminoacido base correspondendo a residuo P'1 de GLP-l é um
analogo de aminoacido tendo um carbono CB tetrassubstituido; e b)
residuos de aminoacido ligados a extremidade carbéxi da sequéncia
de aminoacido de base, onde os analogos tém as propriedades
indicadas acima. A invengdo também inclui métodos de tratamento
onde esses analogos sdo administrados.
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ANALOGOS DE GLP-1 ESTABILIZADOS

Pedidos Relacionados

O presente pedido reivindica o beneficio de prioridade
ao pedido de patente provisdrio dos Estados Unidos numero
de série 60/715.322, depositado em 8 de setembro de 2005; o
qual é incorﬁorado aqui a titulo de referéncia na integra.

Antecedentes da Invengdo

A terapéutica de polipeptideo e peptideo é amplamente
utilizada em pratica médica. Sua facilidade de produgao,
por tecnologia de DNA recombinante ou sintetizadores de
peptideo, assegura seu uso continuo em uma variedade de
circunstdncias nos anos por Vir. Por conseguinte,
terapéutica de polipeptideo, como hormdnios, citocinas e
fatores de crescimento, representam uma classe importante
de agentes terapéuticos. Certos polipeptideos nativos,
entretanto, podem ser inativados rapidamente in vivo
através de protedlise ou isomerizagao. Essa inativag¢do pode
ser inconveniente em casos onde se deseja manter um nivel
de sangue consistente ou continuo da terapéutica durante um
periodo de tempo, visto que administra¢des repetidas serdo
ent3o necessarias. Em certos casos, um ou mais dos produtos
proteoliticos do polipeptideo podem ser antagonistas a
atividade do ©polipeptideo intacto. Nesses casos, a
administracdo de terapéutica adicional individualmente pode
ser insuficiente para superar o efeito antagonista dos
produtos proteoliticos.

Para ilustrar adicionalmente, um horménio de peptideo
cuja presenga prolongada no sangue pode ser benéfica inclui
peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1). GLP-1 & um

horménio de polipeptideo importante com fungdo reguladora
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em metabolismo de glicose e secregdao e metabolismo
gastrintestinal. Os esforgos atuais mostram que GLP-1 & um
fator de crescimento para células beta no pancreas e talvez
esteja envolvido em diferenciagdo de células em outros
érgdos além do pancreas.

Acredita-se que GLP-1 seja degradado por membros da
classe de clivagem pds-prolina de enzimas de proteinase de
serina, como dipeptidil peptidase IV (DPP IV). DPP IV & um
peptidase de serina associado a membrana dque cliva
dipeptideos terminais-N a partir de uma cadeia de peptideo
contendo na pendltima (P1l) posigao, preferivelmente, um
residuo de prolina, ou um residuo de alanina se o residuo
de terminal-N (P2) for histidina ou um grande aromatico
como tirosina, triptofano ou fenil alanina. A seqUéncia de
extremidade amino de GLP-1 é HIs-Ala-Glu.Consequentemente,
DPP IV esta envolvido na regulagdo da atividade de GLP-1 in
vivo.

A remocdo mediada por DPP IV de dipeptideos Xaa-Ala ou
Xaa-Pro, onde Xaa €& um residuo de aminoacido, a partir da
extremidade-N de horménios de peptideo biocativo como GLP-1
torna o8 mesmos inativos, ou mesmo antagonistas. Por
conseguinte, a clivagem e inativacdo de hormdnios de
peptideo por proteinases de serina como DPP IV é um exemplo
que - ilustra limitagdes para O Uuso de polipeptideos
terapéuticos; a saber, sua duracdo curta de agdo in vivo.
Por esse motivo, ha necessidade na técnica por peptideos de

acdo mais longa com atividade semelhante a GLP-1.

Sumdrio da Invengao

A presente invengdo prové, genericamente, analogos de

GLP-1 que aumentaram a duragdo de atividade semelhante a
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GLP-1 in vivo. A presente invengdo também prové andlogos de
GLP-1 que tém afinidade aumentada para o receptor de GLP-1.

Em um aspecto, a presente invengdao € um analogo de
polipeptideo compreendendo:

a) uma seqiiéncia de aminodcido de base pelo menos 80%
idéntica a uma de GLP-1 (7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1(7-36) e
GLP-1(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4); e

b) um a quinze residuos de aminoacidos de ocorréncia
(natural ou ndo naturalmente) ligados a extremidade carbdxi
da seqiiéncia de aminoacido,

onde o andlogo tem atividade semelhante a GLP-1 de
duracdo mais longa in vivo em seres humanos do que GLP-1
nativo.

Em outro aspecto, a presente invengdo & um analogo de
polipeptideo compreendendo:

a) uma sequéncia de aminodcido pelo menos 80% idéntica
a um entre GLP-1-(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36) e GLP-
1-(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4); e

b) um a quinze residuos de aminodcido ligados a
extremidade carbdéxi da sequéncia de aminodcido de base,

onde o receptor de GLP-1 tem maior afinidade com o
andlogo do que GLP-1 nativo. Tais analogos tém também
vantajosamente atividade semelhante a GLP-1 de durag¢do mais
longa in vivo em seres humanos do que GLP-1 nativo.

Ainda em outro aspecto, a presente invengdo & um
andlogo de peptideo compreendendo:

a) uma seqiéncia de aminodcido pelo menos 50% idéntica
a um entre GLP-1-(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36) e GLP-
1-(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4) na qual o residuo de aminoacido

na sequéncia de aminodcido de Dbase correspondendo ao
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residuo P’; de GLP-1 é um andlogo de aminodcido tendo um
carbono CBtetrassubstituido; e

b) um a quinze residuos de aminocdcido ligados a
extremidade carbdéxi da seqiiéncia de aminoacido de base,

onde o andlogo tem atividade semelhante a GLP-1 de
duracdo mais longa in vivo em seres humanos do que GLP-1
nativo.

Em aspecto adicional, a presente invengao é um andlogo
de peptideo compreendendo:

a) uma seqiéncia de aminodcido pelo menos 50% idéntica
a um entre GLP-1-(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36) e GLP-
1-(7-37) (SEQ ID NOS. 1-4) na qual o residuo de aminoacido
na sequéncia de aminodcido de base correspondendo ao
residuo P’; de GLP-1 é um andlogo de aminoacido tendo um
carbono CBtetrassubstituido} e

b) um a quinze residuos de aminoacido 1ligados a
extremidade carbdéxi da sequiéncia de aminodcido de base,

onde o receptor de GLP-1 tem atividade maior para o
andlogo do que para GLP-1 nativo. Tais analogos tém também
vantajosamente atividade semelhante a GLP-1 de durag¢do mais
longa in vivo em seres humanos do que GLP-1 nativo.

A presente invengao também prové composigdes
farmac@uticas que compreendem um ou mais dos presentes
andlogos. Composig¢des farmacéuticas exemplares compreendem
um ou mais andlogos formulados com veiculos ou excipientes
farmaceuticamente aceitéveis.

Outro aspecto da presente invengdo € um método de
tratar uma doenga em um sujeito compreendendo a
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de

um ou mais dos referidos andlogos. Os presentes andlogos
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podem ser administrados individualmente, ou podem ser
administrados como parte de um regime terapéutico incluindo
outras terapias apropriadas a indicagao especifica da
doenca. Como exemplo, a administragdo de um andlogo para o
tratamento de diabetes pode ser utilizada individualmente,
ou pode ser utilizada em combinacdo com modulagdo de dieta
e exercicio, e/ou com administragdo de insulina. Métodos de
tratamento combinatdérios exemplares, adicionais,
compreendem a administragdo de um andlogo e a administragado
de um inibidor da enzima ou enzimas especificas que clivam
o polipeptideo de GLP-1 nativo. Tal inibidor pode ser
especifico a enzima particular (por exemplo, um inibidor
especifico de DPP IV) ou pode ser mais genérico a classe de
enzima (por exemplo, um inibidor de protease de serina).

Outro aspecto da presente invengao é utilizar os
presentes andlogos para fins de diagndstico.

Outro aspecto da presente invengao é utilizar os
presentes analogos para a fabricacdo de um medicamento para
o tratamento de uma doenca ou condigdo aqui revelada.

Um aspecto adicional da invengédo é um método de
aumentar a meia-vida in vivo em seres humanos de um
peptideo pelo menos 80% idéntico a GLP-1, que inclui ligar
um a quinze residuos de aminoacido a extremidade carbdéxi do
peptideo.

Ainda outro aspecto da presente invengdo €& um método
de conduzir um negbécio compreendendo identificar, fabricar,
comercializar, distribuir e/ou licenciar um andlogo da
invencdo, composig¢des farmacéuticas do mesmo, e/ou Kkits
incluindo o analogo.

Breve Descricdo das Figuras
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A figura 1 mostra digestdo de (A) Ala-Pro-Leu-Ser-Trp-
Ser-NH, ( ), Ala-Pro-Ile-Ser-Trp-Ser-NH;(A) e Ala-Pro-Tle-
Ser-Trp-Ser-NH, (V), incubado com DPP IV de rato em 50 mM
HEPES, 0.14 M NaCl, pH 8,0 a 37°C; e (B) GLP-1 (7-36 amida)
(l), TPA1B4 () e P1732 (“) incubado com DPP IV humano em
50 mM HEPES, 0.14 M NaCl, pH 8,0 a 30°C. Nos tempos
indicados uma aliquota foi removida, a reagdo foi parada
pela adig3o de HCl a um pH de 2, e as amostras foram
analisadas por LCMS. Concentragdes de peptideo foram 0.1
mM. A percentagem de clivagem foi determinada por
integragdo dos picos de produto e substrato no cromatograma
de MS. Os dados foram adaptados em uma equagao exponencial
de fase lnica.

A figura 2 mostra a competigdo de GLP-1 (W), Exendin-
4 (“~), TPAl44 (O), TPAlB4 (¢) e P1732 (V) com ligagdo de
1257  exendin (9-39) em células COS-7 gue expressam O
receptor de GLP-1 humano. Valores de ICso foram 1.5 nM para
GLP-1, 36.3 nM para TPAl44, 7.6 nM para TPAlB4, 2.5 nM para
P1732 e 0.4 nM para Exendin-40. Os dados representam OS
resultados de experimentos independentes e sdo normalizados
para ligacdo de '*°I exendin (9-39) na auséncia de
concorrente.

A figura 3 mostra ativagdo do receptor de GLP-1, como
medido por produgdo de cAMP. Os peptideos foram testados em
relacdo & atividade agonista em uma concentragdo de 300 nM.
Os dados representam a média +SEM com n = 4.

A figura 4 mostra produgdo de cAMP em células COS-7
expressando o receptor de GLP-1 humano apds incubag¢do com
varias concentra¢des de GLP-1 (l), p1732 .(') e Exendin-4

(~). Os valores de dados + SEM sdo tracados e adaptados em
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uma curva de resposta de dose sigmoidal. Valores de ECs
obtidos a partir das curvas adaptadas sdo 0.5 nM, 0.6 nM e
0.2 nM para GLP-1, P1732 e Exendin-4, respectivamente.

A figura 5 mostra curso de tempo de efeitos de redugdo
de glicose, onde as medig¢des de glicose no sangue foram
feitas antes, e nos tempos indicados apds injegdo de
solucdo salina (®), ou 8 pg de GLP-1 (), TPA1B4 (e),
P1732 (¥), DGS65 ( ), ou Exendin-4 («~). TPA1B4 com P3 B-
dimetil Asp & comparado com GLP-1 (A) e andlogos de
peptideo com modificagdes tanto de P3 como terminal carbdxi
sio comparados com exendin-4 (B). Em cada ponto de tempo a
percentagem de alteragdo em glicose de sahgue foi
determinada para 10 camundongos € a alteracdo média * SEM é
tracada.

A figura 6 mostra a resposta de dose apresentada pelos
peptideos do Exemplo 1 em camundongos diabéticos. Medigdes
de glicose de sangue foram feitas antes da injegdo de
varias doses de TPAl1B4 (¢), P1732 (V) e Exendin-4 (*) e
novamente em 60 minutos apdés injegdo. Em cada dose, a
percentagem de alteracdo em glicose de sangue foi
determinada para 10 camundongos € a alteracdo média * SEM é
tracada. Os dados foram adaptados em uma curva de resposta
de dose sigmoidal. Valores ECso a partir dessas adaptagdes
(e 95% de intervalos de confianca) sd3o 0,4 pg (0,1 - 1,92
ug) para TPAlB4, 0,5 Hg (0,4 - 3,5 pg) para P173 e 0,5 ug
(0,2 - 1,2 pg) para exendin-4.

A figura 7 mostra o curso de tempo de efeitos de
reducdo de glicose, onde as medigdes de glicose no sangue
foram feitas antes, e nos tempos indicados apds injegdo de

solucdo salina (W), ou 8 pg de TPA1B4 (¥), DGS69 (V) ou
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Exendin-4 (). Em cada ponto de tempo, a percentagem de
alteracdo em glicose no sangue foi determinada para 10

camundongos e a alteragdo média *SEM & tragada.

Descricdo Detalhada da Invengdo

1. Visdo geral

A presente invengdo refere-se genericamente a analogos
de GLP-1 que tém ﬁeia-vidas in vivo aumentadas, por
exemplo, resultando de suscetibilidade reduzida a clivagem
por enzimas proteoliticas e/ou afinidade aumentada para O
receptor de GLP-1, ainda assim retém a atividade desejada
de GLP-1. Em particular, a presente invengao refere-se a
descoberta de que a meia-vida in vivo de um peptideo tendo
atividade semelhante a GLP-1 pode ser alongada pela ligagao
de um a quinze residuos de aminoacido (de ocorréncia
natural ou ndo natural) a extremidade carbdéxi do peptideo.

Os andlogos de GLP-1 da invencdo tém um a quinze
residuos de aminoadcido ligados & extremidade terminal de
carbéxi da seqiéncia de aminodcidos de base. A sequéncia de
aminodcido de base se refere a seqiéncia de aminoacido
antes da modificacdo com um a quinze residuos de aminoacido
adicionais. Tipicamente, a seqiéncia de aminoacido de base
& pelo menos 50% idéntica & seqUéncia de um entre GLP-1-(7-
34), GLP-1(7-35), GLP-1-(7-36) e GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS:
1-4) particularmente pelo menos 80% idéntica, pelo menos
90% idéntica, pelo menos 95% idéntica, ou mesmo 100%
idéntica. Tipicamente, a identidade de seqiéncia é medida
sobre o comprimento inteiro da seqiéncia relevante. Em
certas modalidades da invencdo, a seqUéncia de aminoacido
de base & uma de GLP-1-(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1-(7-36) e

GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4) ou difere em somente um
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residuo de aminodcido a partir de GLP-1-(7-34), GLP-1(7-
35), GLP-1-(7-36) e GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4). As
sequéncias de GLP-1-(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1-(7-36) e
GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4) sdo como a seguir:

GLP-1-(7-34) : HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVK (SEQ ID NO:

1)

GLP-1- (7-35): HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKG (SEQ 1ID
NO: 2)

GLP-1-(7-36): HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEQ 1ID
NO: 3)

GLP-1-(7-37): HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID
NO: 4)

Os residuos de aminodcido adicionados sdo tipicamente
residuos de alfa-aminoacido.

Em certas modalidades, um ou mais (até mesmo todos)
residuos de aminodcido adicionados s3o de ocorréncia nao
natural. Como utilizado aqui, aminoadcidos de ocorréncia ndo
natural s3o aminodcidos diferentes dos 20 aminoacidos
codificados para DNA humano. “Ocorréncia ndo natural” nao
pretende excluir todos os aminoacidos encontrados em
organismos (por exemplo, seres humanos e outros mamiferos)
a menos que especificamente indicado.

Aminoacidos de ocorréncia nd3o natural exemplares
apropriados para uso na invengdo sao aqueles tendo cadeias
laterais contendo arila. Em certas modalidades, a cadeia
lateral contendo arila tem um grupo devarila biciclico ou
policiclico. Em certas modalidades, a cadeia 1lateral
contendo arila tem dois ou mais grupos de arila, como
bifenil (4-fenil-fenil). Aminodcidos exemplares com cadeias

laterais de ocorréncia nio natural incluem bifenil glicina,
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bifenil alanina e naftil glicina, cujas estruturas sdo como

a seguir:
' 0

HN

OH 0
H N o
OH
HN
OH
Em certas modalidades, residuos aminoacido

adicionados sdo todos de ocorréncia natural. Quando todos
os residuos de aminodcido adicionados sdo de ocorréncia
natural, os residuos sdo vantajosamente selecionados de um
ou mais daqueles na extremidade carbdéxi, residuos 31-39, de
exendin-4. Exendin-4 é um horménio de peptideo isolado a
partir da salina de Heloderma suspectum (Gila monster) que
tem atividade de reducdo de glicose em mamiferos. Os
residuos 31-39 de exendin-4 sdo:

Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ ID NO: 5).

Preferivelmente, pelo menos trés residuos consecutivos
a partir dos residuos 31-39, como Pro-Ser-Ser ou a
sequéncia inteira de nove residuos, sdo adicionados a
extremidade carbéxi de uma sequiéncia de aminodcido de base.
Em outra modalidade preferida, somente Pro é ligado a
extremidade carbdxi.

Em certas modalidades da invengao, a sequéncia de
aminoidcido de base é modificada para proteinases de
clivagem pés-prolina na posigdo P'; (o residuo para o lado
terminal de carbdéxi do sitio de clivagem de amida). Essa

modificacdo produz analogos de GLP-1 com suscetibilidade
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muito reduzida & clivagem mediada por enzima em relagao a
GLP-1 nativo, ainda assim os andlogos retém a atividade
biolédgica de GLP-1 nativo.

Tipicamente, a modificacdo de anadlogos de GLP-1 no
residuo P’; (do sitio de clivagem) envolve a substituigao
de um andlogo de aminodcido tendo um carbono Cp tetra-
substituido. Tais andlogos de aminocdcido podem aumentar
acentuadamente a meia-vida in vivo do andlogo resultante,
por exemplo, que pode ter uma duracdo mais longa de agao
bioldégica e/ou clearance reduzida (por exemplo, meia-vida
de soro mais longa) em relagdo ao polipeptideo do tipo
selvagem.

Embora a substituicdo do residuo de P’; por outro
aminodcido de ocorréncia natural seja considerada, em
modalidades preferidas,'o residuo de P’; com um andlogo de
aminodcido de ocorréncia ndo natural e ainda mais
preferivelmente, com um que €& um andlogo estrutural, por
exemplo, retendo atributos similares com relagdo a natureza
estérica e/ou eletrbnica. Para ilustrar, em certas
modalidades a presente invengdo prové um polipeptideo
modificado que & tornado menos suscetivel a protedlise por
uma proteinase de clivagem pés-prolina, como dipeptidil
peptidase IV (DPP-1IV), onde ©O polipeptideo foi modificado
na posicdo P’; com um aminodcido ou andlogo de amino&cido

da Formula 1:
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onde:

R, e R, representam cada um independentemente uma
alquila inferior, heteroalquila, cicloalquila,
heterocicloalquila, arila, alcoxila, carboxamida,
carbonila, halogénio, hidroxila, amina ou ciano, ou R; e R;
tomados juntos formam um anel de 4-7 atomos;

R; representa uma alquila inferior, heteroalquila,
cicloalquila, heterocicloalquila, arila, amino, alcoxila,

halogénio, carboxamida, carbonila, ciano, tiol, tiocalquila,

acilamino, um amido, ciano, nitro, azido, sulfato,
sulfonato, sulfonamido, - (CHp)p-Rs, -(CH2)p-OH, -(CH2)m-
COOH, - (CHy) n-0O-alquila inferior, - (CHy) p-O-alquenila
inferior, -(CHp)p-O-(CHy)p-Rs, - (CHp)p-S-alquila inferior,
_ (CHy)q-S-alquenila inferior, -(CHp)p-S-(CHz)m-Rs, - (CHz)a-
N-C(=NH)NH,, - (CH;)n-C(=0)NH,, ou - (CH;)n-NHz,;

R, representa independentemente para cada ocorréncia,
uma arila, aralquila, cicloalquila, cicloalquenila ou um
heterociclo;

M =0, 1 ou2; e

N =20, 1 ou 2.

Em certas modalidades preferidas, R; € R; representam
cada um independentemente um Jgrupo hidrofébico pequeno,
como alquila inferior (preferivelmente metila, etila ou
propila, e ainda mais preferivelmente metila), um
halogénio, ou uma alquila inferior halogenada.

Em certas modalidades preferidas, R; representa uma
alquila inferior, mais preferivelmente metila, etila ou
propila, e ainda mais preferivelmente metila. Em outras.
modalidades preferidas, R; representa uma arila, como

fenila ou hidréxi fenila (preferivelmente para-hidroxi).
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Ainda em outras modalidades preferidas, R; representa um
grupo de hidroxila. Ainda em outras modalidades preferidas,
R; representa - (CHz)n-COOH, onde m é preferivelmente 0 ou 1.
Em certas modalidades preferidas, n = 0.
Em certas modalidades preferidas de tais anadlogos de
substrato, o P’ €& um andlogo de aminoacido tendo um

carbono CB tetrassubstituido, como representado na fdérmula

II:
O
N
%/C %
- ~
Ry
R
R
onde:
R, e R, representam cada um independentemente uma
alquila inferior, heteroalquila, . cicloalquila,

hetrocicloalquila; arila, alcoxila, carboxamida, carbonila,
halogénio, hidroxila, amina ou ciano, ou R; e R, tomados
juntos formam um anel de 4-7 atomos;

R; representa uma alquila inferior, heterocalquila,

amino, alcoxila, halogénio, carboxamida, carbonila, ciano,

tiol, ticalquila, acilamino, nitro, azido, sulfato,
sulfonato, sulfonamido, - (CHy)pm-Rs, - (CHp)p-OH, - (CH2)m-
COOH, - (CHy) n-0O-alquila inferior, - (CHy)q-O-alquenila
inferior, - (CHs)p-O-(CHy)p-Rs, - (CHp)p-S-alquila inferior,
- (CHy) p-S-alquenila inferior, - (CHy) n-S- (CH) p-Re, - (CH2)m-
N-C(=NH)NH,, - (CHz)n-C(=0O)NH;, ou - (CHz)n-NHz,,

R, representa independentemente para cada ocorréncia,
uma arila, aralquila, cicloalquila, cicloalguenila ou um

heterociclo ndo aromatico; e
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m=0, 1 ou 2.

Em certas modalidades, R, e R, representam cada um
independentemente uma alquila inferior ou um halogénio; Rs
representa uma alquila inferior, arila, um grupo de
hidréxi, - (CH,)n-COOH, - (CH;) n-NH;, - (CH,) n-N-C(=NH) NH;, -
(CH;) u-C (=O)NH,, -SH, ou -(CH;)n-S-CH;3; e m = 0, 1 ou 2.

Em certas modalidades preferidas, Ry e R, representam
cada um independentemente uma metila, etila ou propila, e
ainda mais preferivelmente uma metila.

Em certas modalidades pfeferidas, R; representa uma
alquila inferior, mais preferivelmente metila, etila ou
propila, e ainda mais preferivelmente uma metila. Em outras
modalidades preferidas, R; representa uma arila, como
fenila, hidréxi fenila (preferivelmente para-hidroxi),
indol ou imidazol. Ainda em outras modalidades preferidas,
R; representa um grupo hidroxila. Em certas modalidades
preferidas, R; representa —COOH ou -CH,-COOH. Ainda em
outras modalidades preferidas, R3 representa
-CH,-CH,-N-C(=NH)NH,, -CH,-C(=0)NH;, -CH,-CH,-C(=0)NH,, -SH,
ou -CH,-S-CHj;.

Seqiiéncias de aminodcido de base exemplares tendo um
residuo P’; modificado s3o mostradas na Tabela 1, onde X

indica a posic¢do do residuo P’; modificado:

Tabela 1
Sequéncia nativa Analogo exemplér
Peptideo HAE*GTFTSDVSSYLEGQAAK | HAXGTFTSDVSSYLEGQAAKE
semelhante a | EFTAWLVKGRG (SEQ 1ID | FIAWLVKGRG (SEQ ID
glucagon NO: 4) NO: 6)

humano GLP-

1(7-37)
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Peptideo HAE*GTFTSDVSSYLEGQAAK HAXGTFTSDVSSYLEGQAAKE
semelhante a | EFIAWLVKGR-NH; (SEQ | FIAWLVKGR-NH; (SEQ 1ID
Human ID NO: 3) NO: 7)

glucagon 1:
GLP-1 (7-

36) NH;

Exendin-4 HGE*GTFTSDLSKEMEEEAVR | HGXGTFTSDLSKEMEEEAVRL

(analogo de | LFIEWLKNGGPSSGAPPPS- FIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH;

GLP-1) NH, (SEQ ID NO: 8) (SEQ ID NO: 9)

Mais genericamente, a presente invengdo considera
especificamente a geragdo de andlogos para GLP-1 que tém
uma seqiéncia de aminodcido:

Xaa-Ala-Yaa-R ou Xaa-Pro-Yaa-R’

onde Xaa e Yaa representam residuos de aminoacido, e R
e R’, independentemente para cada ocorréncia, representam
cadeias de polipeptideo tendo atividade semelhante a GLP-1
e compreendendo 1 a aproximadamente 100 residuos de
aminoadcido, onde a sequéncia de analogo Yaa é substituida
por um residuo de aminoacido representado pela Foérmula I ou
Férmula TII. A invencdo considera a modificag&o de
polipeptideos variantes que diferem em sequéncia de GLP-1
para produzir andlogos de P’, variantes. Tais variantes sdo
pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99% ou maior do que 99%
idénticas a GLP-1-(7-36).

Em certas modalidades, R é um polipeptideo tendo uma
sequiiéncia de aminodcido selecionada de:

GTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO: 10), e

GTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH,; (SEQ ID NO: 11),

ou uma sequéncia que difere em 5 ou menos residuos de

aminodcido para a mesma, ainda mais preferivelmente difere
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em nio mais do que 4, 3 ou mesmo 2 residuos de aminoacido.
Uma seqiéncia de aminodcido de base preferida é:
His-Ala-Xaa-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-
Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-
Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg
(SEQ ID NO: 12),
onde Xaa é beta-dimetil aspartato ou terc-leucina,
particularmente beta-dimetil aspartato. Aminodcidos ligados
vantajosamente a essa sequéncia de aminodcido de base
incluem bifenil glicina, Pro-Ser-Ser e Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-
Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ ID NO: 5).

II. Definigdes

O sitio de 1ligacdo parra um substrato de peptideo
consiste em uma série de “sub-sitios de especificidade”
através da superficie da enzima. O termo “sub-sitio de
especificidade” se refere a um bolso ou outro sitio na
enzima capaz de interagir com uma porgdo de um substrato
para a enzima.

Ao discutir as interacdes de peptideos e substratos de
proteina com proteinases, por exemplo, proteinases de
serina e cisteina e similares, o presente pedido utiliza a
nomenclatura de Schechter e Berger [(1967) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 27:157-162)]. Os residuos de
aminodcido individuais de um substrato ou inibidor sdo, a
partir da extremidade amino para a extremidade carbdxi,
designadas -P,-P,-P'1-P',-, etc. e os sub-sitios
correspondentes da enzima sdo designados -5;-5:-5'1-5'2-,
etc. A ligagdo scissile do substrato é a ligagao de amida
que liga os residuos P; e P';.

Un “*residuo de P’;” se refere ao residuo de aminoacido
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de um polipeptideo de substrato que se torna a nova
extremidade amino do polipeptideo de produto resultando a
partir de clivagem mediada por proteinase da estrutura de
amida do polipeptideo de  substrato. Para  ilustrar
adicionalmente, um polipeptideo de substrato inclui uma
ligacdo de estrutura de amida que estid sujeita a uma reagao

proteolitica representada pelo esquema geral:

Py

............... ST

? oy R o R

P H i H

' N LY Y
X?V Lﬁ 3 - ></N\#]\OH + HgN/H]/

i R O i R o

e

Pelo termo ‘“residuo de aminodcido” quer se dizer um
aminodcido, tipicamente um alfa-aminoacido. Em geral as
abreviaturas utilizadas aqui para designar os aminoacidos
de ocorréncia natural se baseiam em recomendagdes do IUPAC-
IUB Commission on Biochemical Nomenclature (vide
Biochemistry (1972) 11:1726-1732). Por exemplo, met, Ile,
Leu, Ala e Gly representam “residuos” de metionina,
isoleucina, leucina, alanina e glicina, respectivamente.
Pelo residuo quer se dizer um radical derivado a partir de
a-aminodcido correspondente pela eliminagdo da porgdo de OH
do grupo carboxila e a porgdo H do grupo o-amino.

O termo “cadeia lateral de aminodcido” €& aquela parte
de um residuo de aminodcido exclusiva da estrutura, como
definido por K.D. Kopple, “Peptides and Amino acids,” W.A.
Benjamin Inc., Nova York e Amsterdam, 1966, paginas 2 e 33;

os exemplos de tais cadeias laterais dos aminoacidos comuns
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sio -CH,CH,SCH, (a cadeia lateral de metionina), -CH,(CH;) -
CH,CH; (a cadeia lateral de isoleucina), -CH,CH(CHj;). (a
cadeia lateral de 1leucina) ou -H (a cadeia lateral de
glicina) . Essas cadeias léterais sdo pendentes a partir do
carbono Ca de estrutura.

O termo ‘“carbono CP tetrassubstituido” se refere a um
dtomo de carbono que é (i) diretamente pendente a partir de
carbono ca da estrutura de aminoacido, e (ii) contém quatro
substituintes (incluindo o carbono Ca), nenhum dos quais é
hidrogénio.

Como utilizado aqui, ‘“proteina” é um polimero dque
consiste essencialmente em uma combinagdo de quaisquer dos
20 aminodcidos. Embora “polipeptideo” seja frequentemente
utilizado em referéncia a proteinas relativamente grandes,
e “peptideo” seja freqlentemente utilizado em referéncia a
proteina pequena, © uso desses termos na técnica se

sobrepde e é variado. A menos que evidente a partir do

contexto, os termos “peptideo(s)”, “proteina(s)” e
“polipeptideo(s)” sdo utilizados de forma intercambidvel
aqui.

A International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (1984) recomendou O uso dé termo “peptidase” para o
subconjunto de hidrolases de ligagdo de peptideo (Subclasse
E.C.3.4). O termo amplamente utilizado “protease” é
sinénimo de ‘“peptidase”, e sd3o utilizados de forma
intercambidvel aqui. Peptidases compreendem dois grupos de
enzimas: as endopeptidases e as exopeptidases.
Endopeptidases clivam ligagdes de peptideo em pontos dentro
de uma proteina, e exopeptidases removem aminoacidos

sequencialmente a partir da extremidade amino ou carbdxi.
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O termo “proteinase” também & utilizado como sinénimo
para endopeptidase. Proteinases sdo classificadas de acordo
com seus mecanismos cataliticos. Quatro classes mecanistas
foram reconhecidas pela International Union of Biochemistry
and Molecular Biology: proteinases de serina, proteinases
de cisteina, proteinases asparticas, e metaloproteinases.

O termo “agonista”, como utilizado aqui, pretende se
referir a um andlogo que retém a bioatividade do substrato
nativo de interesse (por exemplo, GLP-1) de modo a produzir
um efeito biolbégico similar quando administrado a um
animal.

O termo “antagonista” se refere a um analogo que nao
retém a bioatividade do substrato nativo de interesse (por
exemplo, GLP-1), ou pelo menos em um nivel reduzido de
atividade relativa ao substrato nativo, e inibe a acdo
biolégica do substrato nativo.

) termo “analogo” se refere a uma molécula
substancialmente similar em fun¢do a um peptideo ou
proteina nativa ou ﬁm fragmento do mesmo.

“Instrucdo(des)” como utilizado aqui significa um
rétulo de produto e/ou documentos descrevendo materiais
relevantes ou metodologias pertinentes ao uso de um kit ou
produto farmacéutico embalado. Esses materiais podem
incluir qualquer combinagdao do que se segue: informag¢des
antecedentes, lista de componentes, dosagens propostas,

alertas em relacgao a possiveis efeitos colaterais,

instrug¢des para administragdo da droga, suporte técnico e

quaisquer outros documentos relacionados.
Uma “quantidade eficaz” de um composto, por exemplo,

como um andlogo da presente invengdo, com relagdo ao uso no
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tratamento, se refere a uma quantidade do anadlogo em um
preparado que, quando administrado como parte de um regime
de dosagem desejado (a um mamifero, preferivelmente um ser
humano) alivia um sintoma, melhora uma condig¢do, ou diminui
o inicio de condicdes de doenga de acordo com padrdes
clinicamente aceitdveis para o distirbio ou condigdo a ser
tratada‘ ou a finalidade cosmética, por exemplo, em uma
razio razodvel de beneficio/risco aplicdvel em qualquer
tratamento médico.

O termo “alquila” se refere a um radical de cadeia de
carbono ramificada ou nio ramificada, totalmente saturada,
tendo o numero de Atomos de carbono especificado, ou até 30
stomos de carbono se nenhuma especificagdo for feita. Por
exemplo, uma “alquila inferior” se refere a uma alquila
tendo de 1 a 10 Atomos de carbono, como metila, etila,
propila, butila, pentila, hexila, heptila e octila e
aqueles que sdo isdmeros .posicionais dessas alquilas.
Alquila de 10 a 30 &tomos de carbono incluem decila,
undecila, dodecila, tridecila, tetradecila, pentadecila,
hexadecila, heptadecila, octadecila, nonadecila, eicosila,
heneicosila, docosila, tricosila e tetracosila. Em
modalidades preferidas, uma alquila de cadeia reta ou
cadeia ramificada tem 30 ou menos atomos de carbono em sua
estrutura (por exemplo, C;-C;p para cadeias retas, GC;3-Cjp
para cadeias ramificadas), e mais preferivelmente, 20 ou
menos. De modo semelhante, cicloalquilas preferidas tém de
3-10 Atomos de carbono em sua estrutura de anel, e mais
preferivelmente tém 5, 6 ou 7 carbonos na estrutura de

anel.

Além disso, o termo “alquila” (ou “alquila inferior”)
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como utilizado em todo relatdrio descritivo, exemplos e
reivindicacdes pretende incluir cadeias de alquila tanto
nio substituidas como substituidas, as Gltimas se referem a
fracdes de algquila tendo substituintes substituindo um
hidrogénio em um ou mais carbonos da estrutura de
hidrocarboneto. Tais substituintes podem incluir, por
exemplo, um halogénio, uma hidroxila, uma carbonila (como
uma carboxila, um alcdéxi carbonila, formila ou acila), um
tiocarbonila (como tioéster, tioacetato ou tioformato), um
alcoxila, fosforila, fosfato, fosfonato, fosfinato, amino,
amido, amidina, ciano, nitro, sulfidrila, alquiltio,
sulfato, sulfonato, sulfamocila, sulfonamido, sulfonila,
heterociclila, aralquila, ou uma fracdo aromatica ou
heteroaromiatica. Serd entendido por aqueles versados na
técnica que as fragdes substituidas na cadeia de
hidrocarboneto podem elas prdéprias ser substituidas, se
apropriado. Por exemplo, os substituintes de uma alquila
substituida podem incluir formas substituidas ou nao
substituidas de amino, azido, imino, amido, fosforila
(incluindo fosfonato e fosfinato), sulfonila (incluindo
sulfonato, sulfonamido, sulfamoila e sulfonato) e grupos
silila, bem como éteres, alquiltios, carbonilas (incluindo
cetonas, aldeidos, carboxilatos e ésteres), -CF3, -CN’ e
similares. Alquilas exemplares substituidas sdo descritas
abaixo. Cicloalquilas podem ser adicionalmente substituidas
com alquilas, alquenila, alcoxilas, alquiltios,
aminoalquilas, alquilas substituidas por carbonila, -CF;, -
CN e similares.

A menos que o nimero de carbonos seja de outro modo

especificado, “alguila inferior”, como utilizado aqui,
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significa um grupo de alquila, como definido acima, porém
tendo de um a dez carbonos, mais preferivelmente de um a
seis atomos de carbono em sua estrutura como metila, etila,
n-propila, isopropila, n-butila, isobutila, sec-butila, e
terc-butila. De modo semelhante, “alquenila inferior” e
valquinila inferior” tém comprimentos de cadeia similares.
Em todo pedido, grupos de alquila preferidos sdo alquilas
inferiores. Em mniodalidades preferidas, um substituinte
designado aqui como alquila é uma alquila inferior.

Um “grupo de heteroalquila” & um grupo de alquila onde
um ou mais dos Atomos de carbono internos (isto é, nao
terminal) é substituido por um hetercatomo, como
nitrogénio, oxigénio, enxofre, fésforo, selénio ou silicio.
Tipicamente, o heteroatomo é nitrogénio, oxigénio ou
enxofre. Um “grupo heterocicloalquila” & o grupo de alquila

ciclico andlogo onde um &tomo de carbono é substituido por

um heterodtomo.

O termo “carbociclo”, como utilizado aqui, se refere a
um anel aromdtico ou ndo aromatico no qual cada atomo do
anel & carbono.

O termo “arila” como utilizado aqui inclui grupos
aromidticos de anel Gnico com 5, 6 e 7 membros que podem
incluir de zero a quatro heterodtomos, por exemplo,
benzeno, pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol,
triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina e
pirimidina, e similares. Aqueles grupos de arila tendo
heteroidtomos na estrutura de anel também podem ser
mencionados como “heterociclos de arila” ou
“heteroaromaticos”. O anel aromatico pode ser substituido

em uma ou mais posi¢des de anel com tais substituintes como
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descrito acima, por exemplo, halogénio, azida, alquila,
aralquila, alquenila, alquinila, cicloalquila, hidroxila,
alcoxila, amino, nitro, sulfidrila, imino, amido,
fosfonato, fosfinato, carbonila, carboxila, silila, éter,
alquiltio, sulfonila, sulfonamido, cetona, aldeido, éster,
heterociclila, fracdes aromdticas ou heteroaromaticas, -
CF;, -CN ou similares. O termo warila” também inclui
sistemas de‘ anel policiclico tendo dois ou mais anéis
ciclicos nos quais dois ou mais carbonos sdo comuns a dois
anéis contiguos (os anéis sdo “anéis fundidoé”) onde pelo
menos um dos anéis é aromatico, por exemplo, Os outros
anéis ciclicos podem ser cicloalquila, cicloalquenilas,
cicloalquinilas, arilas e/ou heterociclilas.

“Alquenila” se refere a qualquer radical de cadeia de

carbono insaturado ramificada ou nao ramificada tendo o

ntimero de atomos de carbono especificado, ou até 26 atomos

de carbono se nenhuma limitagdo no ndmero de dtomos de
carbono for especificado; e tendo 1 ou mais ligagdes duplas
no radical. Alquenila de 6 a 26 atomos de carbono &
exemplificado por hexenila, heptenila, octenila, nonenila,
decenila, undecenila, dodenila, tridecenila, tetradecenila,
pentadecenila, hexadecenila, heptadecenila, octadecenila,
nonadecenila, eicosenila, heneicosoenila, docosenila,
tricosenila e tetracosenila, em suas VAarias formas
isoméricas, onde a(s) ligacdo(des) insaturada(s) podem ser
localizadas em quaiquer lugar no radical e podem ter a
configuragdo (Z) ou (E) em torno da(s) ligagédo(des)
dupla(s) .

O termo “‘alquinila” se refere a radicais de

hidrocarbila do escopo de alquenila, porém tendo 1 ou mais
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ligagdes triplas no radical.

Os termos “alcoxila” ou “alcdxi”, como utilizado aqui,
se refere a um grupo de alquila, como definido abaixo,
tendo um radical de oxigénio ligado ao mesmo. Grupos de
alcoxila representativos incluem metdxi, etdxi, propdxi,
terc-butéxi e similares. Um “éter” sdo dois hidrocarbonetos
covalentemente ligados por um oxigénio. Por conseguinte, o
substituinte de uma alquila que fornece aquela alquila um
éter & ou se parece com uma alcoxila, como pode ser
representado por um entre -O-alquila, -O-alquenila, -0O-
alquinila, -O-(CHz)n-Ri, onde m e Ry s3o descritos abaixo.

Os termos “heterociclila” ou “grupo heterociclico” se
referem a estruturas de anel de 3 a 10 membros, mais
preferivelmente anéis com 3 a 7 membros, cujas estruturas
de anel incluem um a quatro heteroadtomos. Heterociclos
podem ser também policiclos. Grupos de heterociclila
incluem, por exemplo, tiofeno, tiantreno, furano, pirano,
isobenzofurano, cromeno, xanteno, fenoxatiina, pirrol,
imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina,
pirimidina, piridazina, indolizina, isoindol, indol,
indazol, purina, quinolizina, isoquinolina, quinolina,
ftalazina, naftiridina, quinoxalina, guinazolina, cinolina,
pteridina, carbazol, carbolina, fenantridina, acridina,
pirimidina, fenantrolina, fenazina, fenazsazina,
fenotiazina, furazan, fenoxazina, pirrolidina, oxolano,
tiolano, oxazol, piperidina, piperazina, morfolina,
lactonas, lactamas como azetidinonas e pirrolidinonas,
sultams, sultonas, e similares. O anel heterociclico pode
ser substituido em uma ou mais posi¢des com tais

substituintes como descrito acima, como por exemplo,
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halogénio, alquila, aralquila, alquenila, alquinila,
cicloalquila, hidroxila, amino, nitro, sulfidrila, imino,
amido, fosfato, fosfonato, fosfinato, carbonila, carboxila,
silila, sulfamoila, sulfinila, éter, alquiltio, sulfonila,
cetona, aldeido, éster, um heterociclila, uma fragao
aromiatica ou heteroaromdtica, -CF;, -CN ou similar.

0 termo “alquiltio” se refere a um grupo de alquila,
como definido acima, tendo um radical de enxofre ligado ao

mesmo. Em modalidades preferidas, a fragdo de *alquiltio” &

representada por um entre -(S)-alquila, -(8) -alquenila,
(8) -alquinila e -(S)-(CHz)n-Ry, onde m e R; sdo definidos
abaixo. Grupos de alquiltio representativos incluem

metiltio, etiltio e similares.

Como utilizado aqui, o termo “nitro” significa -NO;; ©
termo ‘“halogénio” designa -F, -Cl, -Br ou -I; o termo
wgulfidrila” ou “tiol” significa -SH; o termo “hidroxila”
significa -OH; e o termo “sulfonila” significa -S0,-.

Os termos ‘“amina” e ‘“amino” sdo reconhecidos na
técnica e se referem a aminas tanto ndo substituidas como
substituidas, por exemplo, uma fragdo que pode ser

representada pelas férmulas gerais:

Rs Re
=N or %_'}’"Rs
R
3 Ry |
Em que R,, Rs e Re representam cada  um

independentemente um hidrogénio, uma alquila, alquenila, -
(CH,;)m-R1, ou R; e Rg tomados juntamente com O atomo N ao
qual sdo ligados completam um heterociclo tendo de 4 a 8
Atomos na estrutura de anel; R; representa uma alquenila,

arila, cicloalquila, cicloalquenila, heterociclila ou
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policiclila; e m & zero ou ‘um nimero inteiro na faixa de 1
a 8. Em modalidades preferidas, somente um entre R; ou Rs
pode ser um carbonila, por exemplo, R;, Rs e o nitrogénio
juntos ndo formam uma imida. Em modalidades mais
preferidas, R; e Rs (e opcionalmente R¢) representam cada um
independentemente um hidrogénio, uma alquila, algquenila ou
- (CH;)m-R1. Desse modo, o termo “alquil amina” como
utilizado aqui, significa um grupo amina, como definido
acima, tendo uma alquila substituida ou ndo substituida
ligada ao mesmo, isto &, pelo menos um entre R; e Rg & um
grupo algquila. Em certas modalidades, um grupo amino ou uma
alquil amina é& basica, significando que tem um pKa = 7.00.
As formas protonadas desses Jrupos funcionais tém pKas
relativos a agua acima de 7.00.

O termo “carbonila” é reconhecido na técnica e inclui

tais fracdes como podem Ser representadas pela férmula

geral:

o o)
“{U\x’R’ or ”y\x/u\Rs,

Onde X é uma ligagdo ou representa um oxigénio ou
enxofre, e R; representa um hidrogénio, uma algquila, uma
alquenila, - (CHz) n-Ry ou um sal farmaceuticamente aceitavel,
Rg representa um hidrogénio, alquila, alquenila, ou -(CHy) m-
R, onde m e R; sdo como definido acima. Onde X ¢é um
oxigénio e R; ou Rg ndo & hidrogénio, a férmula representa
um “éster”. Onde X & um oxigénio, e R; & como definido
acima, a fra¢do é mencionada aqui como um grupo carboxila,
e particularmente quando Ry é hidrogénio, a fdérmula

representa um “dcido carboxilico.” Oonde X é um oxigénio, e
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P

Rg & hidrogénio, a férmula representa um “formato”. Em
geral, onde o atomo de oxigénio da férmula acima é
substituido por enxofre, a fdérmula representa um grupo
wtiocarbonila”. Onde X é& um enxofre e R; ou Rg nao é
hidrogénio, a férmula representa um Jgrupo “tioéster”. Onde
X é& um enxofre e R; & hidrogénio, a férmula representa um
grupo de “acido tiocarboxilico”. Onde X é um enxofre e Rg &
hidrogénio, a férmula representa um grupo “tioformato”. Por
outro lado, onde X é& uma ligagdo, e R; nao é hidrogénio, a
férmula acima representa um grupo “acila”. Onde X é uma
ligacdo, e R; & hidrogénio, a fdérmula acima representa um
grupo de “aldeido”.

Como utilizado aqui; o termo ‘“substituido” é
considerado como incluindo todos os substituintes
permissiveis de compostos orgdnicos. Em um aspecto amplo,
os substituintes permissiveis incluem substituintes de
compostos orgdnicos aciclico e ciclico, ramificado e ndo
ramificado, carbociclico e heterociclico, aromatico e nao
aromadtico. Substituintes ilustrativos incluem, por exemplo,
aqueles descritos acima. Os substituintes permissiveis
podem ser um ou mais e iguais ou diferentes para compostos
orgdnicos apropriados. Para fins da presente invengdo, oOs
heterodtomos como nitrogénio podem ter substituintes de
hidrogénio e/ou quaisquer substituintes permissiveis de
compostos orgdnicos descritos aqui que satisfazem as
valéncias dos heterodtomos. A presente invengdo ndo
pretende ser limitada de modo algum pelos substitﬁintes
permissiveis de compostos organicos. Sera entendido dque
vsubstituicdo” ou “substituido com” inclui a condigao

implicita de que tal substituigdo esta de acordo com
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valéncia permitida do atomo substituido e substituinte, e
que a substituigdo resulta em um composto estavel, por
exemplo, que nao é submetida espontaneamente a
transformacdo como por rearranjo, ciclizagao, eliminacgao,
etc.

O termo “sulfamoila” é reconhecido na técnica e inclui

uma fracdo que pode ser representada pela férmula geral:

Q Re
__.%._N\
O Rs

em que R; e Rs sdo como definidos acima.

O termo “sulfato” é reconhecido na técnica e inclui

uma fracdo que pode ser representada pela férmula geral

Emo s—
Ry
na qual R, &€ como definido acima.
O termo ‘“sulfonamido” & reconhecido na técnica e
inclui uma fragdo que pode ser representada pela fdérmula

geral:

na qual R, e Ry sdo como definidos acima.
O termo “sulfonato” é reconhecido na técnica e inclui

uma fragcdo que pode ser representada pela formula geral:

na qual R, & um par de elétrons, hidrogénio, alguila,
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cicloalquila ou arila.

Os termos “sulféxido” ou “sulfinila”, como utilizado
aqui, se referem a uma fragdo que pode ser representada

pela férmula geral:

O
]
§—SRe
na qual R;, & selecionado entre hidrogénio, alquila,
alquenila, alquinila, cicloalquila, heterociclila,
aralquila ou arila.

Substitui¢des andlogas podem ser feitas em grupos de

alquenila e alquinila para produzir, por exemplo,
aminoalquenilas, aminoalquinilas, amidoalquenilas,
amidoalquinilas, iminoalquenilas, iminoalquinilas,

tioalquenilas, tioalquinilas, alquenilas substituidas por
carbonila ou algquinilas.

Como utilizado aqui, a definigdo de cada expressao,
por exemplo, alquila, m, n, etc., quando ocorre mais de uma
vez em qualquer estrutura, pretende ser‘independente de sua
definicdo em outro lugar na mesma estrutura.

Para fins dessa invengdo, os elementos quimicos séao
identificados de acordo com a Tabela Periddica dos
Elementos, versdo CAS, Handbook of Chemistry and Physics,
67* ed., 1986-87, capa interna. Também para fins da
presente invengdo, o termo vhidrocarboneto” & considerado
como incluindo todos os compostos permissiveis tendo pelo
menos um hidrogénio e um &tomo de carbono. Em um aspecto
amplo, os hidrocarbonetos permissiveis incluem compostos
orgénicos aciclicos e ciclicos, ramificados e nao
ramificados, carbociclicos e heterociclicos, aromdticos e

nio aromadticos que podem ser substituidos ou nao
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substituidos.

III. Modalidades exemplares

(a) Caracteristicas de analogos

Em muitas modalidades, o andlogo serd selecionado para
reter um ou mais da atividade in vitro ou in vivo do
substrato nativo. As atividades in vitro e in vivo podem
ser medidas utilizando qualquer protocolo disponivel a uma
pessoa com conhecimentos comuns que seja apropriado para O
andlogo especifico. Atividades funcionais exemplares dque
podem ser medidas para determinar se um andlogo mantém
atividade funcional igual ou similar incluem capacidade do
andlogo de ligar seu(s) receptor (es) em um ensaio baseado
em célula ou livre de células, capacidade do anadlogo em
induzir uma alteragao (por exemplo, proliferacgado,
diferenciacdo, sobrevivéncia, crescimento, migragdo, etc.)
em uma célula responsiva a GLP-1, capacidade do anélogb de
modular a expressdao de um ou mais outros genes ou proteinas
em uma célula responsiva a GLP-1.

Em certas modalidades, o analogo tem atividade
substancialmente similar como GLP-1 nativo ou um.fragmento
do mesmo (por exemplo, aproximadamente 80%, 90%, 100%,
110%, ou 120% tdo ativo quanto o GLP-1 nativo). Em algumas
modalidades, o andlogo é menos ativo do que o GLP-1 nativo
(por exemplo, aproximadamente 50%, 60%, 70% ou 75% tao
ativo quanto o polipeptideo nativo). Observa-se gque um
andlogo que é de certo modo menos ativo pode ser Gtil, como
in vivo ou em cultura de células, se a reducdo em atividade
ainda prover a capacidade de fornecer uma concentragao
local suficiente de andlogo por um periodo de tempo

suficiente. Desse modo, um aumento em meia-vida obtido, por
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exemplo, por resisténcia a proteinase poderia compensar a
diminuicdo em atividade causada pela construgdo do anadlogo.
Ainda em outra modalidade, o andlogo é mais ativo do que
GLP-1 nativo (por exemplo, aproximadamente 130%, 150%,
175%, 200%, 300%, 500%, 800% ou mesmo 1000% tdo ativo
quanto GLP-1 nativo). Em qualquer um dos acima, Ppor
vatividade” quer se dizer uma oOu mais fungdes de GLP-1
nativo. Por exemplo, uma atividade (por exemplo, uma fungdo
biolégica) de um andlogo pode ser ligagdo por receptor,
capacidade de atuar como um ativador ou repressor de
transcricdo, capacidade de participar em uma vVia de
transducdo de sinal especifica, ou a capacidade de
influenciar o comportamento de células (por exemplo,
proliferagao, diferenciacdo, sobrevivéncia ou migragédo) .

Tais atividades podem ser expressas, por exemplo, como
constante de ligacdo relativa (como para a ligagao por
receptor), concentragdes eficazes (EC30) e/ou doses
eficazes (EDso) .

Andlogos exemplares tém uma meia-vida aumentada (ou
duracdo de agdo) em comparagdo com GLP-1 nativo (in vitro
e/ou in vivo). Entretanto, serd genericamente reconhecido
que varios andlogos terdo meias-vidas diferentes (bem como
uma mudanc¢a diferente em meia-vida em comparagdo com GLP-1
nativo). A meia-vida in vitro e/ou in vivo (ou duragdo de
acdo) pode ser facilmente medida por uma pessoa versada na
técnica utilizando métodos padrdo, por exemplo, o curso de
tempo de efeitos de reducdo de glicose. Em certas
modalidades, o analogo tem uma meia-vida in vitro ou in
vivo (duracdo de agdo) que €& aproximadamente um fator de

Oill OI2I Ol3l 0I4l OI5l 0161 01710181 0191 1IOI 1I3I
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1,5,2, 3, 5, 10, 25, 30, 50, 75, 100 ou ainda maior do que
100 vezes a meia-vida in vitro e/ou in vivo do polipeptideo
nativo sob condig¢des similares de ensaio de medigdo de
meia-vida.

b) Sintese de andlogos de horménio de peptideo

Os andlogos da invengdo podem ser preparados por
sintese de fase sélida padrdo; vide, por exemplo, Stewart,
J.M., e outros, Solid Phase Synthesis (Pierce Chemical Co.,
2° edigdo, 1984). Como genericamente sabido, peptideos do
comprimento exigido podem ser preparados utilizando
equipamento e reagentes comercialmente disponiveis seguindo
as instrucgdes dos fabricantes para bloquear Jrupos de
interferéncia, proteger o aminodcido a ser reagido,
acoplamento, desprotegdo e cobertura de residuos nao
reagidos; Equipamentos apropriados podem ser obtidos, por
exemplo, da Applied BioSystems em Foster City, Calif., ou
Biosearch Corporation em San Raphael, Calif.

Em um método preferido, os andlogos sdo sintetizados
utilizando protocolos de sintese de fase sélida
automatizada padrdo empregando alfa-aminoacidos t-butdxi
carbonila com protecdo de cadeia lateral apropriada. O
analogo completo € removido do suporte de fase sdélida com
desprotegcdo de cadeia lateral simultdnea wutilizando o
método de fluoreto de hidrogénio padrdo. Analogos brutos
sdo adicionalmente purificados por HPLC-fase reversa semi-
preparativo (Vydac Cis) utilizando gradientes de
acetonitrila em 0,1% de &cido trifuoroacético (TFA) . Os
andlogos s3o secos a VAacuo para remover acetonitrila e
liofilizados de uma solug¢do de TFA a 0,1% em agua. A pureza

& verificada por RP-HPLC analitico. Os peptideos podem ser
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liofilizados e entdo solubilizados em &gua ou acido acético
0,01 M em concentragdes de 1-2 mg/mL em peso.

O uso dos métodos sintéticos acima mencionados &
necessirio se aminodcidos ndo codificados ou as formas D de
aminodcidos ocorrem nos andlogos. Entretanto, para analogos
que podem ser codificados em gene pode-se recorrer também a
técnicas recombinantes utilizando sequéncias de DNA
facilmente sintetizadas em sistemas de expressdo
comercialmente disponiveis.

(c) Ensaios funcionais

Uma variedade de métodos para determinar se um analogo
candidato é resistente a protedlise sdo disponiveis na
técnica. Por exemplo, a capacidade de uma proteinase
especifica de clivar um analogo pode ser medida em um
sistema isento de células in vitro. Em tal modalidade de um
sistema de ensaio isento de células, o substrato candidato
(por exemplo, um andlogo e/ou um polipeptideo nativo) &
rotulado na extremidade com um rdétulo detectavel como
radiocatividade. O substrato rotulado é incubado na presenca
de proteinase. Com o passar do tempo, as amostras da
mistura de reacdo podem ser paradas e passadas em um gel.
Um deslocamento no tamanho da faixa radioativa indica que o
polipeptideo é clivado pela proteinase, e a taxa na qual
esse deslocamento ocorre indica a taxa na qual o
polipeptideo & clivado pela proteinase. Essa taxa pode ser
comparada com aquela observada com o polipeptideo nativo.

Para ilustrar adicionalmente, um experimento exemplar
para testar um andlogo especifico envolve o que se segue. o]
polipeptideo nativo (GLP-1) e o© andlogo putativo sao

individualmente rotulados de forma radioativa (observagao:
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para fins de rotulagdo, tudo que & necessario é que a
clivagem do polipeptideo produza um fragmento radioativo
que difere em tamanho a partir do polipeptideo rotulado de
comprimento total). O polipeptideo nativo rotulado e
andlogo é incubado com a proteinase especifica. Apds
incubacdo, tanto o polipeptideo nativo como o analogo sdo
separados por eletroforese de gel, e a migragdo da espécie
rotulada é examinada. Uma vez que a proteinase especifica é
conhecida por clivar o polipeptideo nativo, seria esperado
ver um deslocamento no tamanho do fragmento rotulado do
polipeptideo nativo (antes e apds incubagdo com enzima) com
o fragmento menor correspondendo a um produto de clivagem.
Entretanto, se o andlogo é resistente a protedlise, esse
deslocamento em mobilidade apds incubagdo com proteinase
ndo ocorrerda, ou ocorrerd muito mais lentamente do que
ocorre para a protedlise da proteina nativa.

A capacidade relativa de uma proteinase clivar um
andlogo em comparagdo com um polipeptideo nativo pode ser
determinada também um sistema in vitro baseado em células.
Em tal ensaio baseado em células, uma célula que expressa
uma dada proteinase é contatada com um polipeptideo nativo
ou um andlogo de tal modo que o polipeptideo nativo ou
andlogo esteja presente na célula. Bem similar ao ensaio
isento de células descrito acima, o polipeptideo nativo e
andlogo sdo rotulados de forma detectdvel. A clivagem do
polipeptideo nativo e andlogo pode ser medida e comparada
pela extracdo de proteina a partir das células e medigdo da
migra¢do de proteina rotulada.

Em um exemplo adicional de um ensaio baseado em

células, uma célula que ndo expressa uma dada proteinase é
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contatada com um polipeptideo nativo rotulado de forma
detectdvel ou andlogo de tal modo que o polipeptideo nativo
ou anadlogo seja expresso na célula. A célula &
adicionalmente contatada com a proteinase especifica de tal
modo que a proteinase seja expressa na célula. A clivagem
do polipeptideo nativo e andlogo pode ser medida e
comparada pela extragdo de proteina a partir das células e
medig¢do da migragdo de proteina rotulada.

Em qualquer um dos ensaios baseados em célula acima
mencionados, a invencdo considera o uso de qualquer de um
nimero de células primdrias ou linhagens de células. Em
alguns casos, pode ser vantajoso selecionar uma célula ou
linhagem de célula especifica na qual conduzir andlise in
vitro. Por exemplo, pode ser vantajoso em alguns casos
selecionar uma linhagem de célula que seja mais
estreitamente relacionada ao tipo de célula no gqual se
deseja eventualmente utilizar o analogo. Entretanto, em
outros casos, pode ser mais Gtil executar classificagao
inicial e teste de andlogos candidatos em um tipo de célula
possivelmente ndo relacionada ou 1linhagem de <célula
selecionada principalmente com base em conveniéncia, e
executar posteriormente teste de eficdcia e seguranga em
linhagens de células mais especificas ou em modelos de
animais, conforme necessario.

Além de ensaios baseados em células e isentos de
células, a resisténcia a proteinase de um analogo
especifico pode ser medida in vivo utilizando qualquer de
um namero de modelos de animais. O teste inicial da
proteblise de um dado andlogo pode ser determinado em

animais do tipo selvagem. Durante esse teste inicial, os
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efeitos positivo ou negativo em potencial do andlogo nao
s3o a questdo, porém em vez disso a questdo é se um anadlogo
especifico é resistente & protedlise. Apbés um analogo
especifico ser mostrado como sendo resistente a protedlise
utilizando qualquer um dos ensaios isento de célula,
baseado em célula ou in vivo, descritos acima, teste
adicional in vitro e in vivo do andlogo pode ser conduzido
para determinar a eficdcia terapéutica do andlogo.

Ensaios adicionais podem ser utilizados para avaliar a
atividade funcional especifica de um andlogo. Tais ensaios
podem ser selecionados com base no analogo especifico. Para
os andlogos GLP-1 presentes, a atividade funcional do
andlogo pode ser avaliada medindo-se a capacidade do
analogo de ligar seu receptor em um ensaio baseado em
células ou isento de células, e comparar esse com a
capacidade do hormdénio de peptideo nativo. Em qgualgquer um
desses exemplos, a atividade funcional também pode ser
medida em modelos de animais, como agueles ensaiando niveis
de insulina ou glicose de sangue.

O exemplo ilustrativo a seguir prové métodos em
potencial de avaliar uma atividade funcional de analogos.

I. Ensaios de atividade insulinotrdpica

Peptideos GLP-1 ativos, 7-34, 7-35, 7-36 e 7-37, tém
atividade insulinotrépica, e a invengdo prové métodos para
fazer andlogos de peptideos desses peptideos GLP-1 ativos.
A resisténcia de andlogos de peptideo de GLP-1 a protedlise
pode ser facilmente medida. Adicionalmente, a atividade
funcional dos andlogos de peptideo GLP-1 pode ser
demonstrada pelo exame das propriedades insulinotrdpicas

dos analogos de horménio de peptideo. A atividade
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insulinotrépica pode ser determinada, por exemplo, pela
provisio de um dado analogo de peptideo a células de
animais, ou injetando aquele analogo em animais e
monitorando a liberacdo de insulina imunorreativa (IRI) no
meio ou sistema circulatdrio do animal, respectivamente. A
presenga de IRI pode ser detectada através do uso de um
radioimunoensaio que pode detectar especificamente
insulina.

O camundongo db/db é uma cepa de camundongo
geneticamente obesa e diabética. Os camundongos db/db
desenvolvem hiperglicemia e hiperinsulinemia concomitante
com seu desenvolvimento de obesidade e desse modo servem
como modelo de diabetes tipo 2 ©obeso (NIDDM). Os
camundongos db/db podem ser adquiridos, por exemplo, de The
Jackson laboratories (Bar Harbor, Me). Em uma modalidade
exemplar, para tratamento dos camundongos com um regime
incluindo um andlogo de horméniq de peptideo ou controle,
amostras de sangue sinus sub-orbital sdo tiradas antes ¢
algum tempo (por exemplo, 60 minutoé) apds dosagem de cada
animal. Medig¢des de glicose de sangue podem ser feitas por
qualquer uma de varias técnicas convencionais, como
utilizando um medidor de glicose. Os niveis de glicose no
sangue de animais dosados com andlogo de hormdénio de
peptideo e controle sdo comparados.

O destino metabdlico de andlogo GLP-1 exdgeno pode ser
seguido também em sujeitos ndo diabéticos ou diabéticos do
tipo II, e o efeito de um analogo candidato determinado.
Por exemplo, uma combinagdo de cromatografia ligquida de
pressdo elevada (HPLC), radioimunoensaios especificos

(RIAs), e um ensaio imunossorvente ligado por enzima
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(ELISA), pode ser utilizada, pelo que GLP-1 biologicamente
ativo intacto e seus metabdlitos podem ser detectados.
Vide, por exemplo, Deaon e outros (1995) Diabetes 44:1126-
1131. Para ilustrar, apds administrag¢do de andlogo de GLP-
1, o peptideo intacto pode ser medido utilizando um ELISA
ou RIA orientado terminalmente NH,, enquanto a diferenca em
concentracdo entre esses ensaios e um RIA especifico de
terminal COOH permitiu determinagdo de metabdlitos
truncados terminalmente-NH,. Sem o) analogo, GLP-1
subcutdneo é rapidamente degradado em um modo dependente de
tempo, formando um metabdlito que co-elui em HPLC com GLP-
1-(9-36) amida e tem o meso perfil imunorreativo. Por
exemplo, trinta minutos apdés administragdo de GLP-1
subcutdnea a pacientes diabéticos (n-8), o metabdlito
respondeu por 88,5 + 1,9% do aumento em imunorreatividade
de plasma determinada pelo RIA de terminal-COOH, que era
mais elevado do que os niveis medidos em sujeitos saudaveis
(78,4 + 3,2%; n = 8; P < 0,05). Vide Deacon e outros,
supra, GLP-1 infundido por via intravenosa também foi
extensamente degradado.

outros métodos de medir atividades insulinotrdpicas de
andlogos de GLP-1 sdo reveladas na patente US no.
5.545.618.

(d) Preparados farmacéuticos

Para uso terapéutico, o andlogo escolhido & formulado
com um veiculo que é farmaceuticamente aceitavel e &
apropriado para administrar uma gquantidade terapeuticamente
eficaz do andlogo em um sujeito utilizando uma dosagem
adaptada para uma via de administragdo escolhida, isto é,

oral, intravenosa, ou parenteral, de modo a fornecer o
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peptideo ao tecido desejado. Em certas modalidades, os
andlogos sdo nd3o pirogénicos, isto é, ndo desencadeiam
elevacdo da temperatura corporal de um paciente em mais de
uma quantidade clinicamente aceitavel. Veiculos
farmaceuticamente aceitdveis apropriados sdo aqueles
utilizados convencionalmente com drogas a base de peptideo,
como diluentes, excipientes e similares. Pode-se fazer
referéncia a “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 17°
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa, 1985, para
orientacdo sobre formulagdes de drogas em geral. Em uma
modalidade da invencdo, os compostos sd@o formulados para
administracdo por infusdo, por exemplo, gquando utilizados
como suplementos nutricionais ligquidos para pacientes em
terapia de nutrigdo parenteral total, ou por injeg¢do, por
exemplo, por via subcutinea, intramuscular ou intravenosa,
e s3o por conseguinte utilizados como solugdes aquosas em
forma isenta de pirogénio e estéril e opcionalmente
tamponadas até pH fisiologicamente toleravel, por exemplo,
um pH fisiolégico ou levemente acidico. Desse modo, o©Os
compostos podem ser administrados em um veiculo como &agua
destilada ou mais desejavelmente, em solugdo salina,
solugao salina tamponada com fosfato ou solugdo de dextrose
a 5%. A solubilidade de &agua de um analogo pode ser
aumentada, se desejado, pela incorporagao de um
intensificador de solubilidade, como &cido acético ou
hidréxido de sdédio.

Os anadlogos da presente invengdo podem ser fornecidos
na forma de sais farmaceuticamente aceitéveis. Os exemplos
de tais sais incluem, porém ndo sdo limitados a, aqueles

formados com Acidos orgdnicos (por exemplo, &acido acético,
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lactico, maléico, citrico, malico, ascdrbico, succinico,

benzdico, metanossulfdnico ou toluenossulfénico), &acidos
inorganicos (por exemplo, acido cloridrico, acido
sulfarico, ou &acido fosférico), e &acidos poliméricos (por

exemplo, &acido téanico, carboxi metil celulose, polilatico,
poliglicélico, ou copolimeros de 4&cidos polilactico-
glicélico).

Uma quantidade terapeuticamente eficaz de um analogo
da presente invengdao e uma substincia de veiculo
farmaceuticamente aceitavel (por exemplo, carbonato de
magnésio, lactose ou um fosfolipideo com o qual o analogo
terapéutico pode formar uma micela) juntas formam uma
composicdo terapéutica (por exemplo, uma pilula, tablete,
cdpsula ou liguido) para administragdo (por exemplo, por
via oral, intravenosa, transdérmica, pulmonar, vaginal,
subcutlneo, nasal, iontoforético, intratecal, intracranial,
intramiocardial, intrapercardial, intramuscular) a um
sujeito. Uma pilula, tablete, ou capsula que deve ser
administrada por via oral pode ser revestida com uma
substincia para proteger a composigdo ativa a partir do
dcido gastrico ou enzimas intestinais no estémago por um
periodo de tempo suficiente para permitir que a mesma passe
nio digerida para dentro do intestino delgado. A composigédo
terapéutica também pode estar na forma de uma formulagao de
liberacdo continua biodegradavel ou nao biodegradével para
administracdo subcutdnea ou intramuscular. vide, por
exemplo, as patentes US nos. 3.773.919 e 4.767.628 e
publicacdo PCT no. WO 94/15587. A administrag¢do continua
também pode ser obtida utilizando uma bomba implantavel ou

externa (por exemplo, bomba INFUSAID™). A administragdo
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também pode ser conduzida de forma intermitente, por
exemplo, injegdo diaria Gnica, ou continuamente em uma dose
baixa, por exemplo, formulagdo de liberagdo continua.

Composicdes terapéuticas ou de diagnéstico da invengdo
sao administradas em um individuo em quantidades
suficientes para tratar ou diagnosticar distGrbios. A dose
eficaz de um peptideo da presente invengdo para tratar as
doencas ou distGrbios acima mencionados varia dependendo do
modo de administracdo, idade e peso corpdreo do sujeito, e
a condicdo do sujeito a ser tratado, e finalmente sera
decidido pelo médico atendente ou veterinario.

Também é considerado compreendido no escopo da
presente invengdo um peptideo abrangido pela férmula
genérica acima para uso no tratamento de doengas ou
distGrbios associados a metabolismo de glicose aberrante,
metabolismo de lipideo ou distlirbio alimentar.

Outras caracteristicas e vantagens da presente
invencdo serdo evidentes a partir da descrigao detalhada e
a partir das reivindicagdes.

(e) Métodos de uso

1. Usos de diagndstico

Os anadlogos da invengdo podem ser utilizados em forma
radiorrotulada ou nio rotulada para diagnosticar ou tratar
uma variedade de estados de doenga incluindo, porém, nao
limitado &aqueles associados a metabolismo de glicose,
metabolismo de lipideo e ingestdo de alimentos.

Preferivelmente, complexos radiorrotulados dos
compostos da invengdo sdo utilizados para tais diagndsticos
e tratamentos. Modalidades radiorrotuladas, dos compostos

da invencdo podem ser utilizadas em cirurgia guiada por
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radioisétopo, como descrito em WO 93/18797 e em Woltering,
e outros (1994) Surgery 116, 1139-1147. Em uma modalidade
preferida, um complexo de um radionuclide de emissdao gama
como ?°Tc e um composto da invengdo s8o utilizados para

diagnosticar um tumor que expressa SSTR, e subseqiientemente

188

um complexo de radionuclide de emissdo de B como Re ou

186pe com o composto & utilizado para tratar o tumor.

Para fins de diagnéstico, uma quantidade de
diagndéstico eficaz do agente de diagndéstico ou
radiodiagnéstico da invengao é administrada,
preferivelmente por via intravenosa. Uma quantidade de
diagnéstico eficaz & definida como a quantidade de agente
de diagnéstico ou radiodiagnéstico necessaria para efetuar
a localizacdo e detecg¢do do rdétulo in vivo utilizando
metodologias convencionais como a ressondncia magnética,
tomografia computadorizada, cintigrafia gama, SPECT, PET e
similares.

Para diagnéstico utilizando imageamento cintigrafico,
preferivelmente, compostos rotulados °°Tc da invengdo sdao
administrados em uma dose injetdvel de unidade dnica. Os
compostos rotulados 9°Pe fornecidos pela invengdo podem ser
administrados por via intravenosa em qualquer meio
convencional para injegdoc intravenosa como um meio de
solucdo salina aquosa, ou em meio de plasma de sangue.
Genericamente, a dose unitaria a ser administrada tem uma
radioatividade de aproximadamente 0,01 mCi a
aproximadamente 100 mCi, preferivelmente 1 mCi a 50 mCi. A
Solucdo a ser injetada em dosagem unitaria é de
aproximadamente 0,01 mL a aproximadamente 10 mL. Apds

administracdo intravenosa, imageamento in vivo pode ocorrer
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em uma questdo de alguns minutos. Entretanto, o imageamento
pode ocorrer, se desejado, horas ou mesmo mais tempo apds o
composto radiorrotulado ser injetado em um paciente. Na
maioria dos casos, uma quantidade suficiente da dose
administrada acumulard na &rea a ser imageada em
aproximadamente 0,1 de uma hora para permitir tirar
cintifotos. Qualquer método convencional de imageamento
cintigrafico para fins de diagndstico pode ser utilizado de
acordo com a presente invengédo.

2. Métodos de tratamento

Os andlogos da invengdo fornecem métodos aperfeigoados
de tratar qualquer doenga ou condigdo que possa ser tratada
com uma dada composigdo terapéutica, onde o polipeptideo de
vorigem” é& normalmente clivado in vivo por uma proteinase.
Dado que protedlise diminui ou elimina a disponibilidade da
terapéutica, e em alguns casos leva a produgdo de produtos
funcionalmente antagonistas, a seguranga e eficacia de
muitas terapias de polipeptideo que podem ser utilizados
para tratar doengas e condigdes especificas € grandemente
comprometida. Por conseguinte, os métodos e composig¢des de
andlogos da invengdo fornecem métodos aperfeigoados de
tratar qualquer de um nGmero de diversas doengas e
condigdes.

Os anadlogos da invengao possuem, em certas
modalidades, a capacidade de diminuir niveis de glicose no
sangue, aliviar a obesidade, aliviar a tolerdncia prejudica
a4 glicose, inibir neogénese de glicose hepatica, e diminuir
os niveis de lipideo de sangue (por exemplo, acidos graxos
livres) e inibir reductase aldose. Os anadlogos da inveng¢ao,

em certas modalidades, também sdo capazes de aumentar
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proliferacio de ilha e neogénese, aumentar secregdo de
insulina dependente de glicose, aumentar biossintese de
insulina, diminuir secregao de glucagon, retardar
esvaziamento gastrico, diminuir ingestdo de alimento e/ou
apetite, aumentar a fungdo cardiaca (por exemplo, fragdo de
ejecio de ventriculo esquerdo), aumentar O batimento
cardiaco, aumentar a pressdo sanguinea sistélica, diminuir
resisténcia vascular (pressdo sangue diastdlica), aumentar

o fluxo periférico de sangue, aumentar a excregdo de sédio

em pacientes hipermatrémicos (por exemplo, diminuir
hipertensdo dependente de Na), diminuir a 1lesdo de
reperfusdo/isquemia (por exemplo, reduzir tamanho de
infarto apbés um infarto de miocardio), diminuir a

neurotoxicidade (por exemplo,neurotoxicidade associada a
glutamato ou excitotoxicidade de <cainato), diminuir a
apoptose (por exemplo, em neurdnios), diminuir a
prevaléncia de proteinas beta-amildéide e aumentar
aprendizado espacial e/ou associativo. Sao desse modo uteis
para, entre outras coisas, a prevengdo e/ou terapia de
hiperglicemia, obesidade, hiperlipidemia, complicagdes
diabéticas (incluindo retinopatia, nefropatia, neuropatia,
catarata, doenca de artéria coronaria e arteriosclerose),
doenca cardiaca, infartos miocardiais, distirbios
circulatérios, doenca neurodegenerativa (por exemplo,
doenca de Alzheimer, doenga de Huntington, esclerose
lateral amiotréfica) e adicionalmente para osteoporose e
hipertensdo relacionada & obesidade. Desse modo, um aspecto
da presente invengdo &€ um método para tratar uma doenga em
um paciente ou sujeito compreendendo administrar uma

quantidade terapeuticamente eficaz de um ou mais analogos
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de GLP-1 revelados aqui.
Os anadlogos de peptideos de GLP-1 sdo particularmente
Gteis quando administrados a um paciente que sofre de

diabetes mellitus, incluindo diabetes mellitus tipo I e

M

tipo II, porém especialmente tipo II. Diabetes mellitus
uma doenca caracterizada por hiperglicemia ocorrendo a
partir de uma diminuigdo relativa ou absoluta em secregdo
de insulina, resisténcia 4 insulina ou sensibilidade
diminuida & insulina. A morbidez e mortalidade dessa doenga
resultam de complicag¢des vascular, renal, e neuroldégica. Um
teste oral de tolerincia a glicose é um teste clinico
utilizado para diagnosticar diabetes. Em um teste oral de
tolerdncia a glicose, a resposta fisioldgica de um paciente
a uma carga ou desafio de glicose & avaliada. Apds ingerir
a glicose, a resposta fisioldgica do paciente ao desafio de
glicose é avaliada. Genericamente, isso é realizado por
determinar os niveis de glicose no sangue do paciente (a
concentracio de glicose no plasma, soro ou sangue integral
do paciente) para varios pontos predeterminados em tempo.

Desse modo, em um aspecto, a presente invengdo refere-
se a usos terapéuticos e relacionados de andlogos de GLP-1
resistentes a protedlise para tratar hiperglicemia,
obesidade, hiperlipidemia, complicagdes diabéticas
(incluindo retinopatia, nefropatia, neuropatia, catarata)
doenca de artéria coronaria e arteriosclerose) e, além
disso para osteoporose e hipertensdo relacionada a
obesidade.

A invenc¢do considera o uso de analogos em métodos de
tratamento em que o andlogo sozinho constitui o regime

terapéutico, bem como métodos de tratamento que utilizam
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administracdo de um ou mais andlogos como parte de um
regime terapéutico multi-fatorial mais complexo. Por
exemplo, no caso de métodos de tratar diabetes e/ou
complica¢des de diabetes, a presente invengdo considera
métodos de tratar diabetes pela administragdo de um analogo
de GLP-1. A presente invengdo considera ainda que, em
algumas circunsténcias pode ser preferivel administrar mais
de um andlogo. Por exemplo, o método de tratamento pode
compreender a administragdo de dois ou mais andlogos. Além
disso, a invencdo considera que a administragdo de um ou
mais andlogos pode ser utilizada como parte de um regime
terapéutico complexo. No caso de um método de tratar
diabetes ou complica¢des de diabetes, um regime terapéutico
exemplar pode incluir administragdo de um ou mais analogos,
administracdo de insulina, modulagdo de dieta, e modulagao
de exercicio.

Ainda em um exemplo adicional de um regime terapéutico
multifacetado, a invencdo considera a administragdo de um
ou mais andlogos e um ou mais agentes que inibem a
atividade enzimatica 'da enzima especifica que cliva
endogenamente a proteina nativa. No caso de GLP-1, um
método exemplar compreenderia a administragdo de um ou mais
andlogos com um ou mais inibidores de DDP IV. Os inibidores
de uma enzima especifica podem ser especificos (por
exemplo, um inibidor que modula somente a atividade de DPP
IV) ou o inibidor pode ser mais promiscuo (por exemplo, um
inibidor que modula a atividade de mtltiplas proteases de
serina) . Adicionalmente, a invengao considera a
administracdo de um ou mais andlogos e uma ou mais enzimas

que degradam a enzima especifica que cliva endogenamente a
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proteina nativa. No caso de GLP-1, um método exemplar
compreenderia a administragdo de um ou mais andlogos de
peptideo com uma ou mais enzimas que degradam DPP IV. Tais
enzimas podem ser especificas (por exemplo, uma enzima que
degrada somente DPP IV) ou a enzima pode degradar maltiplas
outras proteinas (por exemplo, uma enzima que degrada
varias proteases de serina).

(f) Métodos comerciais

Outros aspectos da invengdo fornecem certos métodos de
fazer negécios. Em particular, pdr em pratica os métodos da
invencdo pode identificar certos andlogos de GLP-1. Essa
etapa técnica, quando combinada com uma ou mais etapas
adicionais, prové abordagens novas para conduzir um negbécio
farmacéutico, agroquimico, biotecnoldégico ou
preferivelmente de ciéncia da vida. Por exemplo, analogos
de acordo com a presente invengdo podem ser testados quanto
a4 eficadcia como terapéuticos em uma variedade de modelos de
doenca, e as composigdes terapéuticas em potencial podem
ser entdo testadas quanto & toxicidade e outro perfil de
seguranga antes de formular, embalar e subsequentemente
comercializar a formulacdo resultante para o tratamento de
doenca. Alternativamente, os direitos de desenvolver e
comercializar essas formulag¢des ou conduzir essas etapas
podem ser licenciados para um terceiro para consideragao.
Em certos outros aspectos da invengdo, os analogos desse
modo identificados podem ter wutilidade na forma de
informacdo que pode ser fornecida a um terceiro para
consideracdo de tal modo gque uma compreensdo aperfeigoada
da funcdo ou efeitos colaterais dos referidos analogos em

um contexto bioldgico ou terapéutico & obtido.
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Em certas modalidades, o anadlogo inicialmente
identificado pode ser submetido & otimizagdo adicional, por
exemplo, para refinar ainda mais a estrutura de um analogo
principal. Tal otimizag¢do pode levar ao desenvolvimento de
andlogos que combinam duragdo maxima de ag¢do com outras
caracteristicas farmacoldégicas desejaveis incluindo:
solubilidade, permeabilidade, biodisponibilidade,
toxicidade, mutagenicidade, e farmacocinética.

ModificacBes estruturais sdo tipicamente feitas em um
andlogo principal para tratar de questdes com Os pardmetros
listados acima. Essas modificacdes, entretanto, devem levar
em conta possiveis efeitos colaterais na poténcia e
atividade do analogo. Por exemplo, se a toxicidade de um
andlogo principal é elevada quando testada em um modelo
animal, modificacdes podem ser feitas no analogo em um
esforco para diminuir a toxicidade enquanto mantém as
caracteristicas desejadas.

Andlogos candidatos (quer os analogos sejam ou nao
modificados para alterar para aperfeigoar as
caracteristicas in vivo) ou combina¢des dos mesmos devem
ser testados em relacdo & eficdcia e toxicidade em modelos
de animais. Tal perfil terapéutico é comumente empregado na
técnica farmacéutica. BAntes de testar uma terapéutica
experimental em seres humanos, perfil terapéutico extenso
(teste pré-clinico) deve ser concluido para estabelecer
pardmetros iniciais para seguranga e eficdcia. Teste pré-
clinico estabelece um mecanismo de agdo para a terapéutica,
sua biodisponibilidade, absorgdo,distribuigdo, metabolismo,
e eliminacdo através de estudos executados in vitro (isto

&, em tubos de ensaio, béqueres, pratos petri, etc.) e em
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animais. Os estudos em animais s3o utilizados para avaliar
se a terapéutica fornecera os resultados desejados. Doses
varidveis da terapéutica experimental s&o administradas

para testar a eficdcia da terapéutica, identificar efeitos

colaterais prejudiciais que podem ocorrer, € avaliar
toxicidade.
Resumidamente, uma pessoa versada na técnica

reconhecerd que a identificagdo de um andlogo candidato é

uma primeira etapa no desenvolvimento de um preparado
farmacéutico Util para administragdo. A administragdo de
uma quantidade de um preparado farmacé&utico compreendendo O
andlogo eficaz para tratar uma condigdo ou doenga deve ser
tanto segura quando eficaz. Experimentos de droga em
estdgio inicial, rotineiramente utilizados na técnica,
ajudam a tratar de preocupagdes da seguranga e eficacia de
um produto farmacéutico em potencial. No caso especifico de
um andlogo, a eficadcia do preparado farmacéutico poderia
ser facilmente avaliada primeiramente em cultura de célula,
e entdo em um modelo de camundongo o rato. Sistemas de
cultura de célula e modelos de animais apropriados para a
indicacdo especifica de doenga para a qual um andlogo dado
serd utilizado podem ser facilmente selecionados por uma
pessoa versada na técnica. Resumidamente, camundongos ou
ratos poderiam receber administragdo de doses varidveis dos
preparados farmacéuticos durante varios programas de tempo.
A via de administragdo seria apropriadamente selecionada
com base nas caracteristicas especificas do agente e no
tipo de célula & qual se deseja o fornecimento do analogo.
camundongos de controle podem receber a administragdo de um

placebo (por exemplo, veiculo ou excipiente sozinho) .
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Em uma modalidade, a etapa de perfil terapéutico
inclui teste de toxicidade de andlogos em culturas de
célula e em animais; andlise de farmacocinética e
metabolismo do analogo candidato; e determinag¢dao de
eficidcia em modelos de animais, de doengas. Em certos
casos, o método pode incluir analisar a relagdo estrutura-
atividade e otimizar andlogos principais com base em perfis
de eficacia, seguran¢a e farmacocinética. O objetivo dessas
etapas é a sele¢do de candidatos analogos para estudos pré-
clinicos para levar arquivamento de pedidos de Nova droga
em Investigag¢do (“IND”) junto ao FDA antes de experimentos
clinicos em humanos.

Entre a otimizacdo principal e o perfil terapéutico,
um objetivo é desenvolver um andlogo que tem uma longa
duracdo de acdo em relagdo ao GLP-1 nativo e fragmentos dos
mesmos e pode ser administrado com efeitos colaterais
minimos. No caso de andlogos para uso in vitro, analogos
exemplares ndo devem ser excepcionalmente téxicos para
células em cultura, ndo devem ser mutagénicos para células
em cultura, e ndo devem ser carcinogénicos para células em
cultura. No caso de andlogos para uso in vivo, analogos
exemplares ndo devem ser excepcionalmente téxicos (por
exemplo, devem ter somente efeitos colaterais toleraveis
quando administrados em pacientes), ndo devem ser
mutagénicos e ndo devem ser carcinogénicos.

Por perfil de toxicidade entende-se a avaliagdo de
efeitos colaterais potencialmente perigosos que podem
ocorrer gquando uma gquantidade eficaz de um preparado
farmacéutico é& administrada. Um efeito colateral pode ser

prejudicial ou ndo, e a determinagdo de se um efeito
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colateral associado a um preparado farmacéutico & um efeito
colateral aceitavel é feita pela Food and Drug
Administration durante o processo de aprovagdo regulador.
Essa determinacdo ndo segue regras rigidas e rapidas, e ©O
que ¢é considerado um efeito colateral aceitavel varia
devido a fatores incluindo: (a) a gravidade da condigdo
sendo tratada, e (b) a disponibilidade de outros
tratamentos e os efeitos colaterais atualmente associados a
esses tratamentos disponiveis. Por exemplo, o termo cancer
abrange uma familia complexa de estados de doenga
relacionados ao crescimento regulado erroneamente
prolifera¢do, e diferenciagdo de células. Muitas formas de
ciancer sdo doencas particularmente devastadoras que causam
dor severa, perda de fungdo do tecido afetado e morte.
Drogas quimioterapéuticas sdo uma parte importante da
terapia padrdo para muitas formas de cdncer. Embora a
prépria quimioterapia possa ter efeitos colaterais graves
incluindo perda de cabelo, nausea severa, perda de peso, e
esterilidade, tais efeitos colaterais sao considerados
aceitaveis dada a gravidade da doenga que tem cComo objetivo
o tratamento. No contexto da presente invencdo, o fato de
se um efeito colateral é considerado significativo
dependera da condigdo a ser tratada e a disponibilidade de
outros métodos para tratar essa condigédo.

Testes de toxicidade podem ser realizados em tandem
com testes de eficdcia, e camundongos administrados com
doses eficazes do preparado farmacéutico podem ser
monitorados em relacdo a reagdes adversas ao preparado.

Um ou mais andlogos, gque provaram Ser Sseguros €

eficazes em estudos de animais, podem ser formulados em um
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preparado farmacéutico. Tais preparados farmacéuticos podem
ser entdo comercializados, distribuidos e vendidos. Os
andlogos exemplares e preparado farmacéutico desses
analogos podem ser comercializados e vendidos
individualmente, ou podem ser vendidos como um pacote
farmacéutico e/ou kit. Além disso, em qualquer um dos
aspectos acima, um método de conduzir um negbcio com base
no desenho de um ou wmais andlogos pode incluir
opcionalmente um sistema para faturar um paciente e/ou o
provedor de seguro do paciente, bem como um sistema para
cobrar reembolso apropriado a partir do paciente e/ou do
provedor de seguro do paciente.

Exemplos

Os seguintes exemplos sdo mostrados como ilustracgdo e
ndo como limitagdo.

Exemplo 1

Duragdo de agdo de andlogos GLP-1

DPP-IV cliva o dipeptideo terminal-N a partir de
peptideos com Pro ou Ala na pendltima posigdo (P2). A
insercdo do aminodcido ndo natural terc-leucina (Tle), que
tem uma cadeia lateral tercidria P-carbono, reduz em muito
a taxa de clivagem. Isso é demonstrado na figura 1A com
trés peptideos homélogos, Ala-Pro-Leu-Ser-Trp-Ser-NH;, Ala-
Pro-Ile-Ser-Trp-Ser-NH; e Ala-Pro-Tle-Ser-Trp-Ser-NH;, dque
diferem somente no arranjo dos atomos de cadeia lateral do
residuo P3. H& pouca diferenga entre a taxa de clivagem
para os peptideos contendo Leu e Ile (meia-vida 49 e 41
min. respectivamente). Nenhuma reagdo foi observada com o
peptideo contendo Tle durante uma digestéo de 30 minutos.

DPP IV é conhecido por clivar GLP-1 gque tem um Ala em
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P2 e Glu em P3. Um andlogo de GLP-1 com Tle substituindo o
residuo Glu P3 é estdvel a degradagdo por DPP IV (figura
1B) . O residuo Glu é conhecido como sendo importante para
ativacdo e ligacdo de receptor GLP-1. Sintetiza-se portanto
outro anadlogo com pB-dimetil Asp (DMA) em P3. Essa
modificacdo mantém o grupo acidico encontrado na sequéncia
nativa porém introduz um B—cérbono tercidrio. Como mostrado

na figura 1B, os andlogos de GLP-1 substituidos por B-DMA e

Tle eram resistentes a degradagdo por DPP IV com meias-

vidas maiores do que 1000 min. em comparagdo com uma meia-
vida de 96 min. para Glp-1 nativo.

Embora a modificacdo do residuo P3 de GLP-1
estabilizou o peptideo, as modificagdes também reduziram a
afinidade de receptor. Ndo obstante, a ligagdo de residuos
de aminodcido a partir de exendin-4 & extremidade carbdxi
dos peptideos melhora a afinidade dos peptideos modificados
para o receptor de GLP-1 e compensa muito a perda causada
pelas modificagdes de P3 (figura 2). A alteragdo do residuo
Glu em P3 de GLP-1 para Tle, para produzir o peptideo
mencionado como TPAl44, resultou em uma diminuig¢do de 20
vezes na afinidade para o receptor GLP-1 comparado com GLP-
1. O ICs, aumentou de 1.5 nM para GLP-1 para 36.3 nM para
TPAl144. Quando o residuo P3 era [B-dimetil Asp, para formar
TPA1B4, a diminuigao em afinidade era somente
aproximadamente 5 vezes. TPAlB4 tinha um ICsqo de 7.6 nM. A
adicdo de carbdéxi terminal 9 residuos de exendin-4 a
extremidade da seqUéncia de TPAlB4, para formar P1732,
compensou a perda de afinidade a partir do residuo DMA P3.
A afinidade de P1732 ndo é significativamente diferente

daquele de GLP-1 (ICso para P1732 era 2.5 nM versus 1.5 nM
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para GLP-1). A ligagdo de exendin-4 ao receptor de GLP-1
foi medida para comparagdo. Esse peptideo liga-se com
aumento pequeno porém significativo em afinidade em
comparagdo com GLP-1, visto que o valor IGCs para ligagao
de exendin-4 ao receptor de GLP-1 era 0.4 nM.

As modificacdes de GLP-1 ndo afetam a eficacia de
peptideo (figura 3). Em uma concentracdo elevada de
peptideo, a quantidade de ativagdo de receptor de GLP-1,
como medido por produgdo de cAMP, foi igual para GLP-1,
TPAl44, TPA1B4 e P1732. Desse modo, Os andlogos GLP-1 P3
com modificacdes de P3 atuam como agonistas totais do
receptor de GLP-1. Extens@o adicional da extensdo de
terminal carbdéxi ndo diminuiu essa atividade agonista. A
poténcia in vitro de P1732 foi medida e comparada com GLP-1
e exendin-4 pelas medigdes de valores de EC4 para ativacgao
de receptor (figura 4). O analogo de GLP-1 com modificagdes

de amino e carbéxi-terminal combinadas mantém poténcia

normal com um ECso de 0.4 - 1.1 nM, em comparagao com GLP-
1, que tinha um ECso de 0.3 - 0.8 nM. Exendin-4 tinha um
ECso que foi levemente mais baixo do que GLP-1 (0.1 - 0.5
nM) .

Os analogos de GLP-1 resistentes a DPP IV estenderam a
duracdo de agdo em comparagdo com GLP-1 (figura 5A) . GLP-1
diminui a glicose de sangue em camundongos db em 30 minutos
apdés injecdo porém esse efeito desaparece em 60 minutos. Ao
contrario, o andlogo resistente a DPP IV TPAlB4 mostra um
efeito similar em 30 minutos porém a glicose de sangue
continua a diminuir por 60 minutos apds injegdo. Os valores
de glicose de sangue em 60 minutos estao compreendidos na

faixa observada para camundongos normais. Esse efeito
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persiste por pelo menos 90 minutos. Em 4 horas, os valores
de glicose de sangue retornam aos valores hiperglicémicos
observados nos animais de controle.

Exendin-4 tem uma duracdo de a¢do significativamente
mais longa do que GLP-1 ou o analogo resistente a DPP IV
TPA1B4. Valores de glicose de sangue sdo reduzidos em
camundongos db por pelo menos 4 horas apbds injegdo (figuré
5B) . Pela adicdo da extensdo terminal-C de 9 residuos para
formar P1732, o efeito sobre glicose de sangue é
equivalente aquele de exendin-4. Para testar se a extensao
de 9 residuos inteira é necessiria para esse efeito na
duracdo de acdo, o andlogo GLP-1 DGS65 foi preparado com um
B-DMA P3 e uma extens8o terminal carbéxi de 3 residuos
correspondendo aos residuos 31-33 de exendin-4 (Pro-Ser-
Ser). Como com exendin-4 e P1732, esse peptideo diminuiu a
glicose do sangue para valores normais em camundongos db
por pelo menos 4 horas com um Tretorno a niveis
hiperglicémicos em 8 horas.

Exendin-4 e os andlogos GLP-1 resistentes s a DPP IV
P1732 e TPA1B4 foram administrados a camundongos db em
doses que variam de 0,008 png a 80 ug para determinar a
dependéncia de dose do efeito de reducdo de glicose.
Glicose de sangue foi medida em 60 minutos apbés injegdo, o
que corresponde ao tempo de efeito médximo na dose de 8 Mg.
Todos os trés peptideos mostraram dependéncia de dose
(figura 6), com valores ECso similares de 0,5 ung para
exendin-4, 1,1 pug para P1732 e 0,4 pg para TPA1B4.

Os resultados do Exemplo 1 sdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2
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Composto ICso ECso P3 Extensao C-
(nM) (nM) substituigdo terminal
GLP-1 1.5 0.48 nenhuma nenhuma
TPAl44 36.3 - Tle nenhuma
TPA1B4 7.6 - DMA Nenhuma
P1732 2.5 0.64 DMA PSSGAPPPS
(SEQ ID NO. 5)
Exendin-4 0.4 0.23 - - - - - - - -
Exemplo 2

Duracdo de agdo de anadlogo GLP-1 com residuo de
aminodcido de ocorréncia ndo natural terminal carbdxi

O peptideo DGS69 ¢é homdlogo ao andlogo GLP-1
resistente a DPP IV TBAlB4. Esses dois peptideos contém,
ambos, p-dimetil Asp na posigdo 3, gque torna OS mMesSmMOS
resistentes a degradagdo por DPP IV. DGS69 difere de TPAlB4
em que um aminodcido incomum, Bifenil alanina (Bip) foi
adicionado a extremidade carbdéxi. Essa adigdo de fesiduo
Gnico aumentou significativamente a duragdo do efeito de
reducdo de glicose de sangue em camundongos diabéticos. O
curso de acdo de tempo é comparado com aquele de TPALB4 e
Exendin-4 na figura 7. As estruturas dos peptideos sao
mostradas abaixo.

GLP-1 HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH, (SEQ 1ID
NO: 3) Exendin-4 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS -
[NH; ]

(SEQ ID NO: 8)

TPA1B4 HAXGTFTSDVSSYLEGQAAKEFTAWLVKGR -NH; (SEQ ID
NO: 12)

DGS69 HAXGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRZ-NH, (SEQ ID NO:

13)
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X=p—aimetil Asp (DMA) Z=Bifenil alanina (Bip)

Em resumo, verificou-se que a adigdo de um aminodcido
ndo natural dnico, Bip, & extremidade carbdxi de um anadlogo
GLP-1 resistente a DPP IV transmite uma longa duragdo de
acdo, essencialmente igual aquela de Exendin-4.

Todas as publica¢des, patentes e pedidos de patente
sdo aqui incorporadas a titulo de referéncia na integra até
o mesmo ponto como se cada publicagdo individual, patente
ou pedido de patente fosse especifica e individualmente
indicada como sendo incorporada por referéncia na integra.

Equivalentes

Aqueles versados na técnica reconhecerdo ou serao
capazes de determinar utilizando ndao mais do que
experimentacgdo de rotina, inGmeros equivalentes aos
compostos e métodos de uso dos mesmos descritos aqui. Tais
equivalentes sdo considerados como compreendidos no escopo

da presente invengdo e sao abrangidos pelas reivindicag¢des

a seguir.
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REIVINDICAGOES

1. Analogo de polipeptideo caracterizado por

compreender:

a) uma sequéncia de aminodcido de base pelo menos 80%
idéntica a uma de GLP-1 (7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1(7-36) e
GLP-1(7-37) (SEQ ID NOS: 1-4); e

b) um a quinze residuos de aminoadcidos ligados a
extremidade carboxi da sequéncia de aminoacido de base,

onde o andlogo tem atividade semelhante a GLP-1 de

duracdo mais longa in vivo em seres humanos do que GLP-1

nativo.
2. Analogo de polipeptideo caracterizado por
compreender:

a) uma sequéncia de aminodcido de base pelo menos 80%
idéntica a uma de GLP-1-(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36)
e GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS. 1-4); e

b) um a quinze residuos de aminodcido ligados a
extremidade carbdxi da sequéncia de aminodcido de base,

onde o receptor de GLP-1 tem maior afinidade com o
andlogo do que GLP-1 nativo.

3. Analogo de polipeptideo caracterizado por

compreender:

a) uma sequéncia de aminodcido de base pelo menos 50%
idéntica a uma de GLP-1-(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36)
e GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS. 1-4) na qual o residuo de
aminoacido na sequéncia de aminoacido de base
correspondendo ao residuo P’; de GLP-1 é um analogo de
aminoacido tendo um carbono Cﬁtetrassubstituido; e

b) um a quinze residuos de aminodcido ligados a

extremidade carbdéxi da seqiiéncia de aminodcido de base,
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onde o andlogo tem atividade semelhante a GLP-1 de

duracdo mais longa in vivo em seres humanos do que GLP-1

nativo.
4. Analogo. de polipeptideo caracterizado por
compreender :

a) uma seqiéncia de aminodcido de base pelo menos 50%
idéntica a uma de GLP-1-(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36)
e GLP-1-(7-37) (SEQ ID NOS. 1-4) na qual o residuo de
aminodcido na sequéncia de aminoacido de base
correspondendo ao residuo P’; de GLP-1 & um anadlogo de
aminodcido tendo um carbono Cgtetrassubstituido; e

b) um a quinze residuos de aminodcido ligados a
extremidade carbdxi da sequiéncia de aminodcido de base,

onde o receptor de GLP-1 tem atividade maior para o
andlogo do que para GLP-1 nativo.

5. Anadlogo, de acordo com a reivindicag¢do 3 ou 4,

caracterizado pelo fato do residuo correspondendo ao

residuo P’; reduzir a suscetibilidade do andlogo a clivagem
por uma proteinase em relagdao a GLP-1.
6. Andlogo resistente a proteinase da reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato do residuo correspondendo ao

residuo P’; ser representado pela seguinte férmula:

onde:

R, e R, representam cada um independentemente uma

alquila inferior, heteroalquila, cicloalquila,
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hetrocicloalquila, arila, alcoxila, carboxamida, carbonila,
halogénio, hidroxila, amina ou ciano, ou R, e R, tomados
juntos formam um anel de 4-7 atomos;

R; representa uma alquila inferior, heteroalquila,
cicloalquila, heterocicloalquila, arila, amino, alcoxila,

halogénio, carboxamida, carbonila, ciano, tiol, tioalquila,

acilamino, um amido, ciano, nitro, azido, sulfato,
sulfonato, sulfonamido, - (CHp)p-Rs, - (CH2)y-OH, -(CH2)p-
COOH, - (CHy) p-0O-algquila inferior, - (CHy) n-O-alquenila
inferior, - (CHp)p-O-(CHy)p-Rs, -(CHp)p-S-alquila inferior,
- (CHp) p-S-alquenila inferior, - (CHp)p-S-(CH2)m-Ra, - (CH2) m-
N-C(=NH)NH,, - (CH;)n-C(=0)NH;, ou - (CHz)n-NHz,;

R, representa independentemente para cada ocorréncia,
uma arila, aralquila, cicloalquila, cicloalgquenila ou um
heterociclo ndo aromatico; e

m= 0, 1 ou 2.

7. Analogo, de acordo com a reivindicagdo 6,

caracterizado pelo fato de R; e R; representarem cada um

independentemente uma alquila inferior ou um halogénio; e
R; representar uma alquila, inferior, arila, um Jgrupo
hidroxila, - (CH,)n-COOH, - (CHz)n-NH:, - (CH) n-N-C(=NH)NH,, -
(CH,) n-C(=0O)NH,, -SH, ou - (CH;)n-S-CHj.

8. Analogo, de acordo <com a reivindicagdo 7,

caracterizado pelo fato de R; e R; representarem cada um

independentemente uma metila, etila ou propila.

9. Analogo, de acordo com a reivindicagdao 8,

caracterizado pelo fato de Ry e R, representarem

individualmente metila.
10. Analogo, de acordo com a reivindicag¢do 8,

caracterizado pelo fato de R; representar uma alquila
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inferior, fenila, hidrdéxi fenila indol, imidazol,
hidroxila, -COOH, -CH,COOH, -CH,-CH,-N-C (=NH) NH;, -CH,-
C(=0)NH,, -CH,-CH,-C(=0)NH,, -SH, ou -CH;-S-CHj.

11. Analogo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato do

andlogo reter pelo menos 50 por cento da atividade
bioldégica de GPL-1.
12. Andlogo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de um

ou mais residuos de aminodcido de ocorréncia ndo natural
serem 1ligados a extremidade carbdxi da sequéncia de
aminoacido de base.

13. Andlogo, de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato do residuo de aminoacido de

ocorréncia nio natural ter uma cadeia lateral contendo

arila.

14. Analogo, de acordo com a reivindicagdao 13,

caracterizado pelo fato do aminodcido de ocorréncia nao

natural ser bifenil alanina.
15. Analogo, de acordo com gqualquer uma das

reivindica¢des 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato dos

residuos de aminodcido ligados & extremidade carbdxi da
seqiiéncia de aminodcido de base serem selecionados dos
residuos de aminodcido 31-39 de exendin-4.

16. Anadlogo, de acordo com a reivindicacao 15,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminoacido ligados

3 extremidade carbdéxi da sequiéncia de aminoacido de base
serem trés ou mais residuos de aminoacido consecutivos
selecionados entre residuos de aminoacido 31-39 de exendin-

4.
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17. BAnalogo, de acordo com a reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminodcido ligados

3 extremidade carbdéxi da sequéncia de aminodcido de base
serem Pro-Ser-Ser.
18. Analogo, de acordo com a reivindicac¢ao 16,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminodcido ligados

3 extremidade carbdéxi da sequéncia de aminodcido de base
serem Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ ID NO: 5).
19. Andlogo, de acordo com a reivindicag¢do 3 ou 4,

caracterizado pelo fato do anadlogo ter uma sequiéncia de

aminodcidos de base pelo menos 80% idéntica a uma de GLP-1-
(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36) e GLP-1-(7-37) (SEQ ID
NOS: 1-4).

20. Analogo, de acordo com a reivindicagdo 19,

caracterizado pelo fato do andlogo ter uma sequéncia de

aminodcidos de base pelo menos 90% idéntica a uma de GLP-1-
(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36) e GLP-1-(7-37) (SEQ 1ID
NOS: 1-4).

21. Analogo, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato do andlogo ter uma sequéncia de

aminodcido de base pelo menos 95% idéntica a uma de GLP-1-

(7-34), GLP-1-(7-35), GLP-1-(7-36) and GLP-1-(7-37) (SEQ ID

NOS: 1-4).

22. Analogo, de acordo com a reivindicag¢do 21,

caracterizado pelo fato do andlogo ter a seguinte sequéncia

de aminoacido de base:
His-Ala-Xaa-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-
Gly-Arg (SEQ ID NO: 12),

em que Xaa é beta-dimetil aspartato ou terc-leucina.
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23. Analogo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato do andlogo ter uma sequéncia de

aminodcidos de base diferindo em n3o mais do que um residuo
a partir da sequéncia de GLP-1-(7-36) (SEQ ID NO: 3).
24. Andlogo, de acordo com a reivindicag¢dao 24,

caracterizado pelo fato do andlogo ter uma seqiéncia de

aminodcido de base idéntica a GLP-1-(7-36) (SEQ ID NO: 3).

25. Composigao farmacéutica caracterizada por

compreender o andlogo de qualquer uma das reivindicagdes de

1-24 e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente

aceitavel.

26. Preparado farmacéutico embalado caracterizado por

compreender o andlogo de qualquer uma das reivindicagdes de
1-24 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, e um rdtulo,
instrucdes ou ambos para administrar a um paciente.

27. Preparado veterindrio embalado caracterizado por

compreender o andlogo de qualquer uma das reivindicag¢des de
1-24, e um veiculo aceitéavel; e um rdétulo, instrugdes ou
ambos para administrar a um animal.

28. Método de tratar uma ou mais entre resisténcia a
insulina, intoleréncia a glicose, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, obesidade, hiperlipidemia e complicagdes
diabéticas em um paciente necessitando do mesmo,

caracterizado por compreender administrar uma quantidade

eficaz de um andlogo de gqualquer uma das reivindicagbes de
1-24.

29. Método de aumentar a meia-vida in vivo em seres
humanos de um peptideo pelo menos 80% idéntico a GLP-1,

caracterizado por compreender ligar um a quinze residuos de

aminodcido a extremidade carbdxi do peptideo.
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30. Método, de acordo com a reivindicagdo 29,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminodcido serem de

ocorréncia ndo natural.
31. Método, de acordo com a reivindicagao 30,

caracterizado pelo fato de pelo menos os residuos de

aminodcido de ocorréncia ndo natural terem uma cadeia

lateral contendo arila.
32. Método, de acordo com a reivindicagao 31,

caracterizado pelo fato de pelo menos um dos aminoacidos de

ocorréncia ndo natural ser bifenil alanina.
33, Método, de acordo com a reivindicagdo 29,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminoacidos serem

selecionados de residuos de aminodcido 31-39 de exendin-4.
34, Método, de acordo com a reivindicag¢do 33,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminoacidos serem

trés ou mais residuos de aminocacido consecutivos
selecionados de residuos de aminodcido 31-39 de exendin-4.
35. Método, de acordo com a reivindicagdo 34,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminodcido serem

Pro-Ser-Ser.
36. Método, de acordo com a reivindicagao 34,

caracterizado pelo fato dos residuos de aminoacidos serem

Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ ID NO. 5).
37. Método, de acordo com a reivindicag¢do 29,

caracterizado pelo fato do peptideo diferir em ndo mais do

que um residuo de aminodcido a partir de GLP-1-(7-36) (SEQ

ID NO. 3).
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Figura 4
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ANALOGOS DE GLP-1 ESTABILIZADOS

Andlogos de polipeptideo da invengdo que incluem; a)
uma seqiéncia de aminodcido de base pelo menos 80% idéntica
a uma de um fragmento de GLP-1; e b) residuos de aminoé&cido
ligados & extremidade carbdxi da seqiiéncia de aminodcido de
base, onde os andlogos tém atividade semelhante a GLP-1 de
duracdio mais longa do que GLP-1 nativo e/ou receptor de
CLP-1 tem uma afinidade maior para os andlogos do que GLP-1
nativo. Outros anidlogos de polipeptideo da inveng¢do incluem
a) uma sequéncia de aminodcido de Dbase de pelo menos 50%
idéntico a um fragmento de GLP-1 no qual o residuo de
aminodcido na seqliéncia de aminoacido base correspondendo a
residuo P’; de GLP-1 & um analogo de aminoacido tendo um
carbono Cp tetrassubstituido; e b) residuos de aminodacido
ligados a extreﬁidade carbéxi da seqliéncia de aminodcido de
base, onde os andlogos tém as propriedades indicadas acima.

A invencdo também inclui métodos de tratamento onde esses

andlogos sdo administrados.
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