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Relétério Descritivo da Patente de Invengéo para: “NOVA VARIANTE DE EXENDINA E
CONJUGADO DESTA™.
CAMPO DA INVENCAQ

A presente invengéo se relaciona as novas variantes de Exendina, aos conjugados
destas com polimercs, e a composicéo farmacéutica contendo estes, assim como ao uso
das ‘variantes de Exendina, conjugados, e composigdes farmacéuticas na reducado da
glicose sanguinea, especiaimente no tratamento da diabetes (em particular a diabetes tipo
I}. A presente invengao também se relaciona ao uso do conjugado de Exendina na redugao
do peso corporal. _ '
ANTECEDENTES DA INVENCAQ

Com o desenvolvimento social, o prolongamento da expectativa de vida e
modificacdo do estilo de vida, a diabete mellitus foi um dos principais problemas do servigo
de salde ao redor do mundo. Tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento, a morbidez da diabete mellitus esta crescendo rapidamente. Em 2007, ha
aproximadamente 246 milhdes de pacientes com diabete no mundo, e um paciente com
diabete morre a cada 10 segundos ao redor do mundo. E previsto que a populagao de
pacientes com diabete no mundo alcangara 333 milhdes até 2025. A China foi uma regiao
severa para a diabete. Na China, a populacéo de pacientes com diabete tem atualmente 40
milhdes, que & o segundo maior nimero no mundo (o primeiro é a india), com a morbidez de
aproximadamente 5 %. A diabete mellitus compreende dois tipos: um é a diabete mellitus
dependente de insulina (diabete tipo 1) e 0 outro é a diabete meliitus "ndo dependente de
insulina" (diabete tipa 2). Entre elas, a diabete tipo 2 contribui em mais de 80% de diabete. A
diabete tipo 2 é caracterizada por uma secregao nao controlada de insulina ou fungéo assim
como a disfungéo da célula B, resuitandoc em doencga do lipidio, carboidrato e metabolismo
da proteina. Pode levar a hiperglicemia cronica e eventualmente induz complicagbes
ocorrendo na microvasculatura, macrovasculatura e varios érgaos. Neste momento, ha duas
classes de medicamento para controlar a diabete mellitus: ;1) promotores de secrecao da
insulina, tal como sulfoniluréias, meglitinidas, e inibidores da dipeptidil peptidase, anédlogos
de GLP-1; e 2) promotores de secre¢do de nao-insulina, tal como insulina, inibidores de a-
glucosidase, biguanidas, tiazolidinadionas, e anélogos de insulina. Atualmente, mais
medicamentos anti-diabéticos geralmente usados em clinica sdoc menos eficientes para a
diabete tipo 2. Eles ndo conseguem parar o dano progressivo da célula B do pancreas,
reduzir o nivel de sangue de HbA1c, e prevenir complicagdes da diabete, tal como doenca
cardiaca e falha do rim. Além disso, eles tém, até certo ponto, efeitos colaterais toxicos.
Consequentemente, ha uma necessidade de estudar um novo medicamento para o
tratamento da diabete tipo 2.

Em 1985, um hormonio intestinal, como o peptideo-1 tipo Glucagon (GLP-1), foi
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descoberto. GLP-1 & expresso pelo gene dos proglucagons apos comer, e é segregado
principalmente por células L na mucosa intestinal. GLP-1 estimula a célula B da ilhota do
pancreas ao secretar insulina (J MED Chem,47, 4128-4134, 2004), e tem um papel
importante no nivel de estabilizagao da glicose sanguinea. A administragao de GLP-1 pode
controlar a glicose sanguinea ao nivel normal em pacientes com diabetes tipo 2 (Diabetes
Care, 15, 270-276, 1992; Lancet, 359, 824-830, 2002; Endoer. Rev, 16, 390-410, 1996;
Diabetologia, 28, 565-573, 1985). GLP-1 tem fun¢bes como segue: acéo dependente da
glicose na célula B da ilhota do pancreas para promover & transcricac do gene da insuling, e
aumentar a biossintese e a secrecéo da insulina; estimular a proliferagao e a diferenciagao
da célula B e inibir a apoptose da célula B para aumentar a quantidade de células f§ da ilhota
do pancreas; inibir a secrecdo dos glucagons; aumentar a sensibilidade dos receptores de
insulina em células periféricas; diminuir o nivel de HbA1c; suprimir o apetite e a fome;
atrasar o esvaziamento gastrico (Diabetic Med, 18, 144-149, 2001, Diabetes, 51, 1443-1452,
2002; Diabetologia; 45, 1263-1273, 2002; Diabetes, 50, 525-529, 2001; Diabetes, 50, 725,
2001; Diabet'es, 52, 365-371, 2003; Recent Prog. Hormne Res. 56, 377-399, 2001,
Disbetologia, 39, 1546-1553, 1996; Am. J. Physicl Endocrinol. Metab, 281, E242-247, 2001,
U.S. patent 477967, 478017, 478425; Diabetes Care, 22, 403-408, 1999; J. Clin.
Endocrinology and Metabolism, 88, 3082-3089, 2003; Diabetes, 44, 1295, 1995). Entretanto,
GLP-1 & degradado facilmente pelo dipeptidil peptidase (DPP V) no corpo, e tem uma meia
vida de menos de 2 minutos, e assim os GLP-1 nao podem ser usados como uma droga
anti-diabética eficaz. |
Exendina-4 & um polipeptideo que & achado na saliva do monstro de Gila, um
lagarto venenoso que vive no Arizona e no Novo México dos Estados Unidos (J. Biol. Chem,
265, 20259-20262, 1990; J. Biol. Chem, 267, 7402-7405, 1992). Exendina-4 & altamente
homdloga com GLP-1 (7-36) (53%). E informado que a Exendina-4 pode se ligar ao receptor
de GLP-1 e exibir um efeito farmacologico agonistico semelhante ao de GLP-1, por exemplo,
aumentando a sintese da insulina, promovendo a secregdo de insulina de uma maneira
dependente da glicose; estimulando a proliferacéao e regeneracao de células B e impedindo
a apoptose de células 8 a fim de aumentar a quantidade de células B8; impedindo a secregao
de glucagons; impedindo a geragéo de glicogénio sem induzir uma hipoglicemia severa;
impedindo a motilidade e secrecdo gastrointestinal depois de comer; diminuindo o apetite e
diminuindo a ingestdo de comida; protegendo células nervosas (Nat. Biotech, 23, 857-861,
2005; J. Biol. Chem., 266, 2897-2902, 1991; J. Biol. Chem., 266, 21432-21437, 1992;
Diabetes, 44, 16—1‘9, 1995; Nature, 379, 68-72, 1996). O efeito de Exendina-4 para promover
a secregao de insulina e para inibir a secrecéo do glucagon apds comer é dependente da
glicose sanguinea, que é vantajoso comparado com as sulfonilureias atualmente usadas, e
em particular, a Exendina-4 é menos suscetivel a induzir a hipoglicemia, e diminui
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extremamente a frequéncia da monitoragao da glicose sanguinea e também abaixa ¢ peso
corporal. A formulagao b.i.d. de Exendina-4 (Exenatida, comercializada como “Byetta’), co-
desenvolvida por Amylin e por Eli Lilly, ¢ aprovada para o mercado nos E.U.A e na Europa
(patente US 5,424,286; 6,858,576; 6,872,700; 6,902,744; 6,956,026; 7,297,761). Como tal,
este tipo de medicagdo foi amplamente utilizado no tratamento da diabetes e da cbesidade
ao redor do mundo.

Os polipeptideos farmacéuticos exigem injecbes multiplas diariamente, uma vez
que estes farmacos tém a meia vida curta no corpo e estabilidade fisica e quimica pobre, e
eles estejam suscetiveis a degradacdo por varias proteases. Exenatida € usado b.i.d como
uma injecdo de s.c., trazendo abs pacientes uma carga pesada no corpo, na psicologia e na
sconomia, e assim a conformidade dos pacientes é limitada. Consequentemente, os estudos
atuais de drogas anti-diabéticas concentram-se na alteragao estrutural da Exendina-4 e no
desenvolvimento de nova forma de dosagem, a fim de prolongar a meia vida plasmatica da
Exendina-4 e aumentar a exposicao sistematica da droga.

A técnica de modificagao do polimero é uma técnica de modificagao poderosa que
fot desenvolvida a partir dos anos 70, onde a peguilagao & uma técnica comum. Esta técnica
consiste em conjugar o PEG quimicamente a uma proteina farmacéutica, a fim de modificar
a superficie da proteina. Atraves da modificagao do PEG, o peso molecular das proteinas é
aumentado e a taxa de abertura no rim diminuido. Além disso, uma cadeia do PEG
conjugada resulta num obstaculo estérico na molécuta da proteina modificada, conduzindo a
reducéo ‘da hidralise da proteina por pmteases no sangue. Assim, proionga-se
eficientemente a residéncia das proteinas na circulagio, resultando no prolongamento da
meia vida plasmatica e a exposigéo sistematica da droga, tendo por resuitado uma eficacia
melhorada.

Atualmente, a peguilagdo progrediu em sua segunda geragdo, a peguilagdo de sitio
especifico. A peguilagao de sitio especifico pode ser usada para modificar ,especificamente
determinados aminodcidos nas proteinas, impedindo desse modo a modificagéo aleatoria.
Como tal, a estrutura do centro ativo nas proteinas é menos influenciada e determinados
sitios antigénicos séo submetidos a uma intervencdo seletiva, tendo por resultado a
diminuigac de desvantagens tais como a atividade biolbgica reduzida e a heterogeneidade
aumentada devido a peguilagao nao sitio especifica.

Cientistas realizaram alguns estudos na modificacdo do polimero de Exendina-4.
Young and Prickett (CN1372570A) mostraram que a Exendina-4 é metabolizada
principalmente pela depuragéo renal. Assim modificaram Exendin-4 usando o PEG com um
peso molecular que varia de 500 a 20.000 Dalton (Da). Wenchao Bao, Hongjing Xu, Gang
Yu, Yajun Zuo {CN101125207A) realizaram a modificagdo de amina em Exendina-4 usando

o PEG com um peso molecular que varia de 20kDa a 50kDa.
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Entretanto, ha uma desvantagem na Exendina-4 existente ou em variantes desta e
varias formas modificadas, incluindo a frequéncia de administracao elevada, que traz aos
pacientes cargas fisicas, psicologicas e econdmicas pesadas. Assim, a conformidade dos
pacientes & limitada, e estas drogas nao podem ser amplamente utilizadas.

Consequentemente, ainda precisa-se de novas variantes de Exendina-4 e variantes

modificadas pelo polimero.

SUMARIO DA INVENCAQ

Em um aspecto, a presente invencdo fornece uma variante de Exendina que tem a
atividade do agonista do receptor GLP-1, onde um ou mais residuos de aminoacidos sao
substituidos pela cisteina. comparado com a sequéncia tipo selvagem da Exendina.
Opcionalmente, um ou mais aminoécidos sao deletados, adicionados efou substituidos na
variante da Exendina, onde os aminoacidos a serem incorporados por adicdo ou por
substitui¢ao podem ser aminodcidos naturais ou nac-naturais ou analogos do aminoacido.

Em uma modalidade, a variante de Exendina tem uma sequéncia de aminoacidos
na qual um ou mais residucs de aminodcidos sao substituidos pela cisteina e opcionalmente
pbr outro aminoécido, comparado com tipo selvagem da

Sequéncia da Exendina-4

His-GIy—Giu-GIy-'Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn—Met-Glu-GIu—GIu-AIa-VaI-
Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ 1D
NQ: 1), ou

Sequéncia da Exendina-3

His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ 1D
NO: 2}, ou sua sequéncia simifar. As substituigbes do aminoacido sao cada uma situada
independentemente no N—terrﬁinal, C-terminal efou na parte interna da sequéncia do
aminodcido tipo selvagem.

Em uma modalidade preferida, a variante de Exendina tem uma substituicao da
cisteina pelo menos no C-terminal da variante. Mais preferencialmente, a variante de
Exendina tem uma substituicdo da cisteina no dltimo aminoacido do C-terminal. Além disso,
a variante de Exendina tem preferenciaimente uma substitui¢do da cisteina pelo menos em
uma ou mais posigoes selecionadas do grupo que consiste nas posigdes que correspondem
a Arg na posi¢ao 20, a Trp na posigao 25, a Ala na posigdo 35 e a Ser na posigio 39 da
Exendina-4 ou da Exendina-3.

Em outro aspecto, a presente invengdo fornece um conjugado da variante de
Exendina, onde uma ou mais fragdes do polimero naturais ou sintéticas (preferencialmente
polimero fisiologicam‘ente aceitavel, tal como o polialquilenoglicol, mais particularmente o
PEG) e conjugado & variante de Exendina. Na modalidade que as partes mltiplas do
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polimero estdo compreendidas no conjugado, cada uma das fracoes do polimero pode ser a
mesma ou nao. Preferencialmente, a fracdo do polimero é conjugada a variante da
Exendina com uma ou mais cisteinas. Em uma modalidade, a parte do polimero é
conjugada a variante de Exendina através da ligagao do tioéter.

'E conhecido por um tecnico no assunto, numa biomolecula conjugada com uma
fracio do polimero, a biomolecula conjugada tem atividade bioldgica que é
exponencialmente reduzida, a medida que o peso molecular da fracao conjugada aumenta
{por ekempio, comecando de 4 kDa) (Bailon et al. Rational design of potent, long-lasting
form of interferon: A 40 kDa branched polyethylene glycol-conjugated interferon a-2a for the
treatment of hepatitis C. Bioconjugate Chem, 2001, 12:195-202; Bowen et al. Relationship
between molecular weight and duration of activity of polyethylene glycol conjugated
granulocyte colony-stimulating factor mutein. Experimental Hematology, 1999, 27:425-32,
Bailon et al. PEG-modified biopharmaceuticals. Expert Opin Deliv., 2009, 6:1-16). E também
conhecido por um técnico no assunto que a meia-vida biologica e/ou meia-vida plasmética
assim como a explosao sistematica da droga da molécula conjugada para prolongar ou
aumentar gradualmente, a medida que 0 peso molecular da fragao conjugada aumenta.

No entanio, os inventores surpreendentemente descobriram que, comparado com a
variante de Exendina ndo conjugada, a molécula conjugada da variante de Exendina da
presente invencao ainda retem a maioria atividade do agonista receptor de GLP-1, mesmo
que o peso molecular das fragoes do polimero aumente até 30 kDa. Ainda que o peso
molecular da fragao de PEG aumente até 40 kDa ou mais, o conjugado da variante de
Exendina da presente inven¢ao ainda retem atividade substantiva de agonista receptor de
GLP-1. Em particular, quando o peso molecular da fragdo do polimero aumenta de 5 kDa a
27 kDa, a atividade do agonista receptor de GLP-1 do conjugado da variante de Exendina é
substantivamente a mesma, comparado com a variante de Exendina nao conjugada.

Assim, em uma modalidade preferida, a presente invengao fornece um conjugado
da variante dle Exendina com uma meia-vida biolégica efou plasmatica prolongada e a
atividade substancial do agonista do receptor GLP-1.

Em uma modalidade, o polimero é polialquilenoglicol, e inclui, por exempio, o de
polietilenoglicol, polipropilenoglicol entre outras coisas. Uma ou mais fragdes do polimero
podem ter algum peso molecular apropriado, por exemplo, 2 kDa a 50kDa, preferivelmente 5
kDa a 30kDa, mais preferencialmente 20 kDa'a 30 kDa, tal como 21 kDa, 22 kDa, 23 kDa,
24 kDa, 25 kDa 26kDa, 27 kDa, 28 kDa, 29 kDa,e 30 kDa assim como qualquer valor entre
0s peso moleculares acima.

Opcionalmente, o conjugado da variante de Exendina podé também ser conjugado
com um ou mais polimeros acima gque sio idénticos ou ndo, em um ou mais residuos do
aminoacido. Estes um ou mais residuos do aminoacido podem ser cada um situado
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independente no N-terminal, C-terminal efou dentro da fracao interna da variante de
Exendina.

Na presente invencgao, o polimero para a conjugacaoc pode estar em qualquer
configuragao apropriada, incluindo, por exemplo, ramificagdo Unica, ramificado dupla,
ramificagdo multipla efou ramificado, onde uma das ramificagdes ou partes pode ser a
mesma ou nao.

A presente invencdo ainda fornece um método para preparar ¢ conjugado da
variante de Exendina como acima, compreendendo contatar a variante de Exendina com o
polimero, o polimero é ligado preferencialmente com um grupo reativo ou ativado ao
contatar, de forma a ‘conjugar o polimero ativado a um ou mais residuos de cisteina da
variante de Exendina. Em uma modalidade, as cisteinas na variante de Exendina séo
especificamente modificadas por PEG com comprimento diferente da cadeia do polimero e
da estrutura do polimero, com a selegdo do grupo de ativagio especifica e pH apropriado.
Em uma modalidade particular, o grupo de ativagio especifica € maleimida.

A presente invengao ainda fornece uma compasicao farmacéutica, compreendendo
a variante de Exendina g/ou conjugado da variante de Exendina da presente invengao,
assim como opcionalmente um portador farmaceuticamente aceitavel.

A presente invencdo ainda fornece um método para tratar doengas,

" compreendendo a administragdo terapéutica de uma quantidade eficaz da variante de

Exendina e/ou conjugado da variante de Exendina efou composicao farmacéutica da
presente invencdo a um sujeito na necessidade de tratamento. Similarmente, a presente
invengao também fornece o uso da variante de Exendina efou conjugado da variante de
Exendina e/ou composico farmacéutica da presente invengdo para produzir um
medicamento para o tratamentoc das doengas. As doengas podem ser selecionadas do
grupo consistindo de: sindrome de dumping pos-prandial, hiperglicemia, intolerancia da
glicose, enfermidades ou doengas pos-prandiais que podem ser aliviadas inibindo a
secrecdo do glucagon, regulando o nivel de triglicerideos, efou reduzindo a ingestao de
alimentos, a obesidade, doengas de alimentagdo, sindrome da resisténcia de insulina,
diabetes, hiperglicemia, e hipoglicemia. Preferencialmente, a doengca é diabetes. Mais
preferencialmente, a doenca é diabetes tipo 1 ou diabetes tipo 2, em particular diabetes tipo
2.

E conhecido que a Exendina reduz o peso corporal de pacientes com obesidade e
induz a nausea e vomito, onde 0 mecanismo de acdo € associado com a inibicdo do centro
de alimentacéo e centrolde ativagdo de vbmito no sistema nervoso central (Larsen.
Mechanisms behind GLP-1 induced weight loss. Br J Diabéfes Vasc Dis 2008; 8: $34-—541,
Schick et al. Glucagon like péptide 1 (7-36)-amide acts at lateral and medial hypothalamic
sites to suppress feeding in rats. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2003; 284:R1427—
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35). O conjugado de Exendina ou de variante deste ndo pode atravessar a barreira sangue-

cérebro devido ao peso molecular aumentado, reduzindo assim o vOmito induzido pela

Exendina. Consequentemente, antes da iniciagao da presente invengédo, os inventores

nunca esperaram que ¢ conjugado de Exendina ou da variante desta também teriam efeitos
reduzidos na redugéo da ingestao de alimentos e o peso corporal regulados pelo sistema
nervoso central. Entretanto, os inventores encontraram inesperadamente que o conjugado
de Exendina ou variante desta aumentou significativamente os efeitos na redugado da
ingestdo de alimentos e de peso corporal, embora a Exendina de tipo selvagem e a variante
de Exendina nao conjugada ambas reduziram a ingestio e de alimentos e do peso corporal.

Assim, em outro aspecto, a presenfe invencao fornece um método para reduzir o
peso corporal admihistrando um conjugado de Exendina ou variante desta e/ou uma
cqmposigéo farmacéutica que compreende os mesmos. Além disso, a presente invengdo
também fornece o uso do conjugado de Exendina ou variante deste efou a composicao
farmacéutica que compreende os mesmos na produgao de um medicamento para reduzir o
peso corporal. Em uma modalidade, o conjugado de Exendins ou a variante desta € o
conjugado da variante de Exendina da presente invencéo como descrito acima.

BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

Figura 1 mostra o espectro de massa de PB-105 obtido no exemplo 1.

Figura 2 mostra uma estrutura molecular de PEG.

Figura 3 mostra o resultado da andlise da pureza-de PB-110 (PEG5000-PB-105)
obtido no exemplo 2 segundo a analise de HPLC.

Figura 4 mostra a estrutura molecular de PEG5000b.

‘Figura 5 mostra a estrutura molecular de PEG5000c.

Figura 6 mostra {a) a imagem tingida por iodo e (b) imagem tingida por azul de
Coomassie brilhante do conjugado de PB-105 peguilado, com faixas respectivas: 1. padrao
de peso molecular, 2. PB-108 (PEG20000-PB-105), 3. PB-107 (PEG30000-PB-105), 4. PB-
108 (PEG40000-PB-105) e 5. PB-109 (PEG20000*2-PB-105).

Figura 7 mostra o resultado da andlise da pureza de PB-106 (PEG20000-PB-105)
obtido no exemplo 3 segundo a analise de HPLC. 1

Figura 8 mostra a estrutura molecular de PEG20000b.

Figura 9 mostra a estrutura molecular de PEG20000c.

Figura 10 mostra a estrutura molecular de PEG20000d.

Figura 11 mostra a estrutura molecular dePEG20000e. ‘

Figura 12 mostra o resultado da analise da pureza de PB-112 (PEG20000-PB-111)
obtido no exemplo 3 segundo a anslise de HPLC. |

Figura 13 mostra o resultado da analise da pureza de PB-107 (PEG30000-PB-105)
obtido no exemplo 4 segundo a analise de HPLC.
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Figura 14 mostra o resultado da anélise da pureza de PB-108 (PEG40000-PB-105)

| obtido no exemplo 5 segundo a analise de HPLC.

Figura 15 mostra o resultado da andlise da pureza de PB-114 (PEG40000-PB-113)
obtido no exemplo 5 segundo a andlise de HPLC.

Figura 16 mostra a estrutura molecular de PEG20000x2. -

Figura 17 mostra o resultado da andlise da pureza de PB-109 (PEG20000*2- PB-
105) obtido no exempio 6 segundo a andlise de HPLC.

Figura 18 mostra a estrutura molecular de PEG20000x2b.

Figura 19 mostra a estrutura molecular de PEG20000x2c.

Figura 20 mostra a estrutura molecular de PEG20000x2d.

Figura 21 mostra o resultado da andlise da pureza de PB-119 {PEG23000-PB-105)
ohtido no exemplo 7 segundo a andlise de HPLC.

Figura 22 mostra 0. resultado da analise da pureza de PB-120 (PEG27000-FPB-105)
obtido no exemplo 8 segundo a andlise de HPLC. '

A figura 23A mostra o resultado da andlise de HPLC de PB-106 (F’EG200—00~PB-
105) armazenado em pH 4.5; -20°C por 60 dias.

A figura 238 -mostra o resultado da analise de HPLC de PB-106 (PEG20000-PB-
105) armazenado em pH 7,0; 4°C por 60 dias.

A figura 23C mostra o resultado da anélise de HPLC de PB-106 (PEG20000-PB-

105) armazenado em pH 7,0; -20°C por 60 dias. '

Figura 24 maostra a relagao resposta de dose dos efeitos de PB-101 e PB-105 na
cAMP intracelular das células PC12.

Figura 25 mostra o efeito de PB-105 e do conjugado peguilado deste na atividade
de cAMP intracelular in vitro. '

Figura 26A mostra a relacao entre o MW do PEG no conjugado peguilado e a
atividade farmacolégica in vitro (registro ECs).

A figura 26B mostra a relagdo entre o MW do PEG no conjugado peguilado e na
atividade farmacologica maxima (Emay) -

Figura 27 mostra o efeito de PB-105 e o conjugado peguilado deste na atividade de
CAMP in vitro.

Figura 28 mostra a relagio tempo-resposta do efeito de diminuigao de PB-101 e
PB-105.

Figura 29 mostra a relagdo dose-resposta do efeito da reducdo de glicose
sanguinea de PB-101 e PB-105.

Figura 30 mostra a relagéo dose-resposta do efeito da redugdo de glicose
sanguinea de PB-101 e sua variante PB-102.

Figura 31 mostra a relagédo tempo-resposta do efeito da redugdo de glicose
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sanguinea de PB-105 e do conjugado peguilado deste.

A figura 32A mostra a relagao entre o pesc molecular de PEG na variante de
Exendina peguilada e a meia-vida hioldgica (T1).

A figura 328 mostra a relagdo enire o peso molecular de PEG na variante de
Exendina peguilada e o efeito de redugao de glicose méxima (% de pré-dose da
concentragdo da glicose sanguinea).

A figura 32C mostra a relagdo entre o MW do PEG na variante de Exendina
peguilada e a curva acima da area (AAC) da curva de reducéo da glicose.

Figura 33 mostra a relagio tempo-resposta do efeito de redugdo da glicose
sanguinea de PB-105 e de seu conjugado PB-107 peguilado (PEG30000).

Figura 34 mostra a relacdo dose-resposta do efeito de redugéb da glicose
sanguinea de PB-105 e seu conjugado PB-106 peguilado (PEG20000).

Figura 35 mostra a relagéé tempo-resposta do efeito de reducdo da giicose
sanguinea do PB-105, PB-111 e conjugados peguilados destes. Os dados experimentais
ééo mostrados como meiostSEM.

Figura 36 mostra a refagéo tempo-resposta do efeito equivalente da reducao da
glicose sanguinea de PB-101, sua variante PB-105, de PB-111 e PB-113 assim como o
conjugado peguilado PB-106, PB-112 e PB-114. Os dados experimentais sac mostrados
como meios+SEM.

A figura 37 mostra a relaééo tempo-resposta do efeito equivalente de reducéac da
glicose sanguinea de PB-105 e seu conjugado peguilado. Os dados experimentais sao
mostrados como meios+SEM. * representa a diferenca significativa comparada com o grupo
PB-105 (p< 0,05).

Figura 38 mostra os efeitos de PB-101, PB-105, PB-106 e PB-120 na laténcia de

vomito respectivo {A) e tempos de vomito {B) do pombo. Os dados experimentais sdo -

mostrados como meios+SEM. (a) representa estatisticamente a diferenca significativa na
dose de 3 mg/kg comparado com o grupo PB-105 p< 0,05); (b) representa estatisticamente
a diferenga significativa na dose de 6 mg/kg comparada com grupo PB-101 e o grupo PB-
105 (p< 0,05). |

Figura 39 mostra os efeitos de PB-101, PB-105, e PB-106 na resposta alérgica na
cobaia sistematicamente imnunizada. Os dados ekperimentais sao mostrados como meios +
SEM. {a) representa estatisticamente a diferenga significativa comparada com o grupo salino
{p< 0,05); (b) representa estatisticamente a diferen¢a significativa comparado com o grupo
PB-101 ou o grupo PB-105 {p< 0,05).

Figura 40 mostra os efeitos no aumento de peso corporal na cobaia (A) 0-18 dias e
(b).0-4 dias apls a dosagem de PB-101, PB-105 e PB-106. Os dados experimentais sdo

mostrados como meios + SEM. (a) representa estatisticamente a diferenca significativa
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comparada com o grupo safino (p< 0,05); (b) representa estatisticamente a diferenca
significativa comparada com a Exenatida ou o grupo PB-105 {p< 0,05).

Figura 41 mostra efeitos no (a) peso corporal e na (c) ingestao de alimentos no rato
apds a dosagem de PB-105, PB-106, PB-119 e PB-120. Area B e de D mostram a &rea
abaixo da curva para a curva de tempo do peso corporal € a curva de tempo da ingestéo de
alimento de grupos respectivos apds a dose. Os dados experimentais sdo mostrados como
meios + SEM. (a) representa estatisticamente a diferenca significativa comparada com o
grupo salino {p< 0,05); (b) representa estatisticamente a diferenca significativa comparada
com o grupo PB-105 (p< 0,05).

Figura 42 mostra a curva de tempo da concentragao da inje¢éo bolus de Exenatida
e PB-105. |

" A figura 43 mostra a curva de tempo da concentragao da injegao da bolus de PB-
105 e seu conjugado de Exendina peguilado.

Figura 44A mostra a relagdo entre o MW de PEG no conjugado da variante de
Exendina peguilada e a meia-vida plasmatica.

Figura 44B mostra a relacac entre o MW do PEG no conjugado da variante de
Exendina peguilada € a area abaixo da curva (AUC) da curva de concentragao-tempo.
DESCF{ICAO DAS MODALIDADES PREFERIDAS

Definicao

Como usado aqui, o termo “aminodcido” inclui um aminoacido natural,
aminoacido ndc natural, e analogo de aminodcido, assim como todos os D- e L-
esterecisdbmeros destes. Aminoacidos nao-naturais incluem, mas nao sao limitados a,
acido carboxilico de azetidina, 2-acido aminoadipico, acido 3-aminoadipico, p-alanina,
alanina, acido 2-aminobutirico, Acido 4-amincbutirico, acido 6-aminocaproico, acido 2-
aminoheptanoico, &acido 2-aminoisobutirico, acido  3-aminoisobutirico, acido 2-
aminoheptanedioico, tert-butif glicina, Aacido 2,4-aminoisobutirico, acido 2,2'-diamino-
heptanedioico, acido 2,3-diaminopropionico, N-etil giicilna, N-etil asparagina, homoproling,
hidroxilisina, allo-hidroxi-lisina, 3—hidroxi§)rolina, 4-hidroxiprolina, iscdesmosina, allo-
isoleucina, N-metil alanina, N-metil glicina, N-metil isoleuéina, N-metil-amil glicina, N-metil
valina, alanina naftaleno, norvalina, norleucina, ornitina, glicina amil, acido 2-piperidina e

tioprolina. Analego de aminoacido inclui aminoacido natural e aminoéacido nao-natural onde

"0 grupo carboxi no C-terminal, grupo amino no N-terminal ou grupo de cadeia lateral é

guimicamente reversivelmente ou irreversivelmente blogqueado, ou quimicamente modificada
para outro grupo funcional, tais como sulféxido de metionina, sulfona de metionina, S-
{carboximetil)-cisteina, S-(carboximetil)- sulfoxido de cisteina & S-({carboximetil)- sulféxido de
cisteina. '

Como usado aqui, o termo “polipeptideo” ou “proteina” significam permutavelmente
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que uma sequéncia de pelo menos dois resn’duqs de aminoacido se liga através de ligagdo
covalente (tal como a ligacao de peptideo), que pode ser um polipeptideo recombinante,
polipeptideo natural ou polipeptideo sintético. '

Como usado agui, o terme “substituicio de cisteina” significa a substituic&o de um
ou mais residuos de aminodcidos em um polipeptideo natural (tal como Exendina-4} pelo
residuo da cisteina através da engenharia genética ou sintese artificialmente guimica.

Como usado aqui, o termo “variacdo de polipeptideo”, a “variagdo” ou o “analogo”
significam um polipeptideo em que a sequéncia de aminoacido é diferente devido a uma ou
mais substituicGes, delecdes, insergOes, fusdes, truncamentos ou gqualquer combinagao
destes. A variagao do polipeptideo pode ser inteiramente funcional ou faltando uma ou mais
atividade funcionais. A variagéo inteiramente funcional pode conter a mudanga tal como a
mudanga meramente conservada n'o residuo nac-essential ou na regido ndo-essential. A
variagao funcional pode compreender a substituigio do aminoacido similar, resuftando em
nenhuma mudanc¢a ou na mudanga insignificantemente funcional. O aminoacido importante
para fungdes pode ser identificado por métodos conhecidos no estado da técnica, tal como o
sitio de mutagenese especifico ou a mutagenese de exploracéo da gfisina (Cunningham, 8.
and Wells, J., Science, 244 : 1081-1085, 1989). A pasicao principal para a atividade dos
polipeptideos pode ser determinada, por exemplo, pela andlise estrutural tal como a
cristalizagio, NMR ou marcacao 'por fotoafinidade (Smith, L. et al., J.Mol.Biol., 224 : 899-
904, 1992; de Vos, A. et al., Science, 255 : 306-312, 1992}. O termo “variagéo do tiolato”
significa as variagbes do polipeptideo em que um tiolato esta presente na sequéncia do
aminoacido pela substituigao, insergéo, fusao ou por qualquer combinagao destes.

Como usado aqui, o termo “conjugado” significa um produto formado pela ligagao
covalente ou nao-covalente de um polipeptideo ou uma variagao do polipeptideo e o grupo
da modificacao da presente invengdo. O grupo de modificacéo inclui mas nao esta !imitado
aos exemplos acima.

Como usado aqui, o termo “um polipeptideo modificado” ou “uma variagdo
modificada do polipeptidec” significam um polipeptideo ou uma variagéo do polipeptideo
onde um ou mais aminoacidos sao quimicamente modificados, onde a modificagéo € uma
modificacdo covalente ou nao-covalente de véarios grupos, incluindo, mas nao limitados a
fosforilagao, glicosilagéo, metilagdo, peguilagéo, biotinilagao, SUMOilacdo, acetilagao, e o
mesmo. ‘

-Comao usado aqui, o termo “alquil” significa o alqui! de cadeia simples ou ramificado
substituido ou nao-substituido, tal como o alquil C1-C30, o alguil C1-C20, o alquil C2-C15 ou
o alquil CB-C10, onde & opcionalmente substituido por um ou mais substituintes
setecionados independentemente do grupo consistindo de grupo halogénio, amino, nitro e ©

mesmao.
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Como usado agui, o termo “cicloalquil® significa o cicloalquil C3-C8 substituido 6u
néo—subétituido, onde & opcionalmente substituido por. um ou mais substituintes
selecionados independentemente do gfupo consistindo de alquil C1-C10, o alquenil C2-C10,
o alquinit G2-C10, halogénio, amino, e grupo nitro.

Como usado aqui, o termo “conjugado” significa um produto formado pela ligacao
covalente ou hao-covalente de um polipeptideo ou uma variagao do polipeptidec e o grupo
da modificagao da presente invengédo. O grupo de modificac&o inclui, mas nao & limitado aos
exemplos acima. '

Como usado aqui, o termo “alquenil” significa alqueni! de cadeia simples ou
ramificada substituida ou ndo-substituida tendo uma ou mais ligagao duplas do carbono-
carbono, onde 2-20, 3-15, 4-10 atomos de carbono podem estar presentes, e substituido
opcionalmente por um ot mais substituintes selecionados independentemente do grupo gue
consiste de grupo amino, nitro e halogénio.

Como usado aqui, o termo “arilo” significa o arilo C6-C10, opcionalmente
substituido por um ou mais substituentes selecionados independente do grupo que consiste
de alquil C1-C10, alguenil C2-C10, alguinii C2-C10, grupo halogénio, amino, e nitro.

Como usado aqui, o termo “ligante” significa um grupo orgénico, que ligam PEG a
Exendina. Na presente invencéo, o ligante pode ser anuil, éter, amido, éster, tiolato e afins,
e o ligante pode compreender, por exemplo, até 30 atomos de carbono, por exemplo 1-25,
2-20, 3-15 ou 3 a 10 4tomos de carbono.

Geralmente, como usado aqui, o termo “polietilenoglicol” tem o significado que &
compreendido geralmente por um técnico no assunto, incluindo o polietilenoglicol per se e
0s seus derivados com uma modificagdo terminal, a menos que especificado de outra
maneira.

Além disso, para o polimerc tal como o polietilenoglicol, existe uma variedade de
métodos para determinar o peso molecular. O pesc molecular médio (em particular peso
molecular da média do niimero ou peso molecular de média do peso) é usado geraimente
para representar o peso molecular de um polimero, uma vez que um polimero € formado por
moléculas com graus de polimerizagéo diferentes em uma escala de distribuigdo. O peso
molecular da média dc némero ou peso molecular de média do peso tende a ser igual para
polimeros com uma escala estreita de distribuicao, embora possam ser diferentes até certo
pento quando o grau de polimerizag2o nos polimeros difere na maior parte. Para polimeros
tais como o de polietilenoglicol mencionado aqui, o peso molecular pode ser peso moleculér
da média do ndmero cu peso molecular de média do peso quando mencionado.

Variantes de Exendina

Em um aspecto, a presente invencao se relaciona a uma variagéo de Exendina com

atividade do agonista do receptor GLP-1, onde um ou mais (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou
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mais) residucs do aminoacido sdo substituidos pela cisteina comparado com a sequéncia
de Exendina tipo selvagem. A substituicdo da cisteina é cada uma situada
independentemente ho N-terminal, C-terminal efou na parte interna da sequéncia da
variante de Exendina. Em algumas modalidades, a variante de Exendina tem a substituicao
da cisteina em pelo menos 1,-2, 3, ou 4 residuos do aminoacido do C-terminal desta.
Preferencialmente, a variagdo de Exendina tem uma substituigao de cisteina no Gitimo
aminoAcido do C-terminal. Em algumas outras modalidades, preferencialmente, a variagao
de Exendina tem uma substituicdo de cisteina em 1, 2, 3, 4, ou mais residuos do aminoacido
do C—terminél, N-terminal e/ou na parte interna da variante de Exendina. ’

A sequéncia de Exendina do tipo selvagem ou sequéncia similar descrita na
presente invengao pode ser qualquer sequéncia conhecida no estado da técnica, incluindo
varias variantes ou analogos ou sequéncias do agonista desta. Com relag@o aos
ensinamentos de Exendina, vejé, por favor, por exemplo, Eng J. et al., J. Biol. Chem., 265:
20259-62, 1990; Eng J. et al., J. Biol. Chem., 267: 7402-05, 1992; W000/66629 and
WO00/41548, cada qual é incorporado agui completamente por referéncia. A variante de
Exendina pode também opcionalmente ter uma ou mais (como 1, 2, 3, 4, 5, ou mais)
modificacées adicionais do aminoacido, incluindo, por exemplo, substituicdo, delegéo,
inser¢ao efou adicido de amino acidos. Similarmente, a modificagao adicional do aminoéacido
pode independentemente ser alocada no N-terminal, C-terminal e/ou dentro da parte interna
da sequéncia de Exendina. O aminoécido substituido, introduzido efou adicionado pode ser
qualquer aminoacido natural, aminodcido nao-natural ou analogo do aminoacido, ou D- ou L-
estereoisomero. Em algumas modalidades, a modificag;éo adicional do aminoacido é
substituicao conservada do aminoacido, por exemplo., substituigdo entre Ala/Gly, Ser/Thr,
Glu/Asp, GIn/Asn, Ala/Val/lle/Leu, Arg/Lys, Phe/Tyr, etc. Para a substituigao conservada do
aminoacido, os varios ensinamentos estdo presentes no estado da técnica, por exemplo,
considerar a patente WO/2006/083301, que & incorporado aqui completamente por
referéncia. _

Na presente invenc¢do, a Exendina de tipo selvagem pode ser a Exendina-3 ou
Exendina-4. Assim, em algumas modalidades, a presente invengéo refere-sé a tais
variants de Exendina, onde um ou mais (such as 1, 2, 3, 4, 5, or more) residuos de
aminoacidos sdo substituidos pela cisteina, comparado com

His-Giy-Glu-GIy—Thr—Phe—Thr-Ser-'Asp~Leu—Ser-Lys—G|n~Met_—G1u—GIu-Glu-Ala—
Val-Arg-Leu-Phe-!Ie-GIu—Trp-Leu-Lys-Asn-GIy-GEy-Pro—Ser-Ser-GIy-Ala-Pro—Pro-Pro-
Ser (SEQ |D NO: 1; Exendina-4) ou

His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Va!-Arg-Leu—Phe—lIe-Gtu-Trp-Leu-Lys-Asn-GIy-.GIy—Pro—Ser-Ser-GIy-Ala-Pro-Pro-Pro-

Ser (SEQ ID NO: 2; Exendina-3} ou sequéncia similar. Preferencialmente, a variante de
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Exendina terﬁ uma substituicao de cisteina pelo menos emu ma ou mais posigdes
selecionadas do grupo consistindo de posigdes correspondendo a Arg (arginina) na posigao

20, Trp (triptofano) na posicao 25, Ala (alanina) na posi¢ao 35 e Ser (serina) na posi¢ao 39 |
da SEQ ID NO: 1 or SEQ 1D NO: 2. |

Na modalidade preferida, a variante ‘de Exendina tem uma sequéncia de ‘
aminoacidos selecionados do grupo consistindo de: ‘

His—GIy-G|u-Giy-Th_r-Phe~Thr~Ser-Asp—Leu—Ser-Lys-an—Met-GIu-GIu—GIu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

Cys (SEQ ID NO: 3);
- His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lie-Giu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Giy-Pro-Ser-Ser-Gly-Cys-Pro-Pro-Pro-
Ser (SEQ 1D NO: 4);

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lie-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-  Cys-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro- |
Ser (SEQ |D NO: 5); ' '

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Giu-Ala-
Vai-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Cys-Leu-Lys-Asn-Gly-Giy-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

Ser {SEQ ID NO: 6); )

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

Cys-Tyr (SEQ ID NO : 7); ou

His-dAla-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-Glu-Giu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Giy-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

Cys (SEQ ID NO: 8). '

Como descrito acima, a variante de Exendina da presente invengdo também pode
ter opcionalmente uma ou mais {como 1, 2, 3, 4, 5, ou mais) modificacdes de aminoécidos
adicionais, incluindo, por exemplo, substituiao, delecao, insercdo e/ou adicdo de
aminoécide. A nova modificagio do aminoécido pode ser independentemente localizada no
N-terminal, C-terminal e/ou dentro da parte interna da sequéncia Exendina. O aminoécido
substituido, inserido efou acrescentado pode ser qualquer amihoécido natural, aminoacido
nao-natural ou analogo do aminoacido, ou D- ou L-esterecisomero. Em algumas
modalidades, a modificacéo adicional do amino4cido é a substituigdo conservada do
aminoacido. por exemplo, substituicho entre Al&/Gly, Ser/Thr, Glu/Asp, Gin/Asn,
Ald/Val/lle/Leu, Arg/Lys, Phe/Tyr, efc.

A variante de Exendina pode ser obtida por varios métodos conhecidos no estado
da técnica, incluindo métodos de preparacao da recombinacio, a siﬁteée guimica, etc.

- Em uma modalidade, a variante de Exendina € sintetizada pela quimica da sintese
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do peptideo de fase sdlida, e purificada entdo em escala de laboratorio, como pela tinica
etapa de purificagao de fase reversa na coluna HPLC ou em outros métodos apropriados de
cromatografia.

Em outra modalidade, a variante de Exendina € produzida péfo método de
recormnbinagao, inciuindo, por exemplo, a expressao em células procarioticas ou eucarioticas
apropriadas, e a variante de Exendina de acordo com a presente invengao & entao isolada
por técnicas rotfineiras. Por exemplo, na codificacdo da sequéncia do acido nucleico o
peptideo é sintetizado em primeiro lugar pelo método da sintese quimica, e a sequéncia é
clonada em um vetor da expressao apropriado para a expressao sob o controle do promotor
apropriado. Alternativamente, a sequéncia do acido nucleico que codifica a variante de
Exendina pode ser obtida da Exendina do tipo selvagem pela mutagenese tal como a
mutagenese do PCR, e a sequéncia é clonada entdo em um vetor apropriado da expressao
para a expressdo sob o controle do promotor apropriado. Estas técnicas estéd dentro do
escopo das habilidades de um técnico no assunto, e muitos ensinamentos estio presentes
no estado da técnica.

As células do hospedeiro eucariotico apropriadas incluem éélulas do mamifero, por
exempio, CHO, COS, HEK 293, BHK, SK-Hep e HepG2. As céluias sdo crescidas
preferenciaimente na condicao que é apropriada para a expressao da variante de Exendina
de acordo com a presente invengao. Em relagio aos reagentes e as condicbes para
produzir ou isolar a variante de Exendina de acordo com a presente inveng@o, ndo ha
nenhuma limitagao particular, e qualquer sistema conhecido ou comerciaimente disponivel
pode ser empregado. Na a modalidade preferida, a variante de Exendina & obtida pelo
método que foi descrito no estado da técnica.

Muitos vetores de expressdo podem ser usados para preparar a Exendin efou a
variante desta, que podem ser selecionados do grupo gue consiste em vetores eucaridticos
e procaridticos da expressado. Os vetores procariGticos da expresséo podem incluir, por
exemplo, plasmideo tais como o pRSET, pET e pBAD, etc., em que os promotores Uteis
incluem, por exemplo, lac, trc, trp, o recA ou araBAD etc. Os vetores eucaridticos da
expresséo incluem (i) os vetores usados para a expressio nos fermentbs, tais como o pAQ,
pPIC, pYES, pMET, em que os promotores tais como AOX1, GAP, GAL1, AUG1, etc. podem
ser usados; (if) vetores usados para a expressao em células do inseto tais como o pMT, pAc
[delta], p1B, pMiB, pBAC, etc., em gue os promotores tais como o PH, p10, MT, Ac5, OplE2,
0 gp64, polh, etc. podem ser usados; e (iii) os vetores usados para a expressao em células
do mamifero tais como o pSVL, pCMV, pRc/RSY, pcDNA3, pBPV, eic., e os vetores
derivados de sistemas virais, tais como o vitus da vaccinia, virus adeno-associado, virus de
herpes, retroviroses, etc., em que os promotores tais como CMV, SV40, EF-1, UbC, RSV,

ADV, BPV e B-actina podem ser usados. Em uma modalidade preferida, a variante de
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S Exendina & expressa no sistema de células procaridticas ou eucaridticas, e as sequéncias
= 7 da codificacdo apés a otimizacao do codon séo usadas. Em uma modalidade preferida, a
sequéncia para expressar a variagdo de Exendina compreende um peptideo principal e/ou
peptideo de sinal, de forma a facilitar a secregéo da variagac de Exendina das células para
5 extracelular seguido pelo isolamento e pela purificagio. Em outra modalidade preferida, a
sequéncia para expressar aA varlante de Exendina ndo compreende nenhum peptideo
principal e/ou peptideo de sinal. A variante de Exendina ndo & segregada a regido
extracelular, e & isolada e purificada pela lise da céluta. '
Conjugados da variante de Exendina
10 A variante de Exendina pode ser conjugada com uma ou mais fracdes do polimero,
dando formaé um conjugado da variante de Exendina. Como usado aqui, 0 “polimero” &
preferenciaimente fisiologicamente aceitavel, incluindo polimeros que séo soldveis na
solugao aquosa ou na suspensao e ndo tem nenhum efeito negativo tal como o efeito
secundario em mamiferos ap6s ter aplicado o conjugado do polimero Exendina em uma
15  quantidade farmacéutica eficaz. Os polimeros que podem ser usados na presente invengao
nao tdm nenhuma limitagfo particular. Preferencialmente, os polimeros tém sempre 2 &
aproximadamente 3000 unidade repetida. As fragées do polimero nao podem ser
selecionadas dos polimeros naturais ou sintéticos, por exemplo, incluinde, mas néao
imitadas a, por exemplo, os polissacarideos, polialquilenoglicol, por exempio;
20  polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol (PPG), oxido do polietileno (PEQ), copolimero do
de etilenoglicol e de propilenoglicol, alcool de polivinil, ou qualguer combinagao destes. Em
uma modalidade preferida, uma ou mais fracdes do PEG sao usadas para a modificagao
pela conjugagao no conjugado da variante da Exendina da presente invengao.
Na presente invengao, o polimero ndo é limitado & estrutura particular, e pode ser
25 linear (como o PEG alquoxi ou o PEG bifuncional), ramificado ou multi-ramificado (PEG
bifurcado ou PEG ligado ao nilcleo dos poliois), dendritico ou ter a ligac&o degradavel. Além
disso, a estrutura interna do polimero pode ser organizada em qualquer nimero de padrdes
diferentes, em que pode ser selecionado do grupo que consiste em homopolimeros,
copolimeros alternados, copolimeros aleatérios, copolimeros em bloco, terpolimeros
30 alternados, terpolimeros aleatérios e em trimero em bloco. O polimero pode ainda incluir
polimeros poli (6xido de alquileno), dcido poiimaleico, e poli (D, L-alanina).
Em algumas modalidades, o polimero € de polietilenoglicol (PEG) ou derivados
deste, como o metoxi polietilenoglicol (MPEG). Como usado aqui, a menos due especificado
de outra maneira, o polietilenoglicol (PEG) inclui agueles com um grupo teminal hidroxil e
35 aqueles com o outro grupo terminal. Dito outro grupo terminal inclui, mas nao ¢ limitado a
alquoxi, cicloalquoxi, cicloalguiloxi, alquenil, ariloxi ou arilalquitoxi. Tais moléculas PEG sao
todas conhecidas no estado da técnica, e de uso geral na modificagéo de polipeptidecs. O
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PEG de cadeia lateral pode ser linear, ramificado, bifurcado ou multi-ramificado. O de
polietilenoglicol diferente pode ter o comprimento diferente da cadeia e da estrutura
polimerizadas do polimero.

O peso molecular do PEG usado na presente invencao nao é particular, podendo
estar na escalade 0,1 a 200 kDa, tal como 1 a 150 kDa, 2 a 100 kDa, 3 a 80 kDa ou 4 a 50
kDa, pode também ser de 5 a 40kDa. Um PEG particularmente dtil tem o pesc molecular na
escala de 5 a 30 kDa. Algumas outras moléculas Uteis do PEG compreendem aqueles
divuigados, por exemplo, nas patentes WO 03/040211, US 6,566,506; US 6,864,350 e US
6,455,639. Particularmente, o PEG tem uma férmula geral HO-CH,CH,0O- (CH,CH-Q),-
CH,CH,-OH, em que n é cerca de 5 a 4000. Como descrito acima, o PEG usado na
presente invengao inclui 0 PEG com outros grupos terminais, tais como o PEG metoxi, PEG
ramificado, e PEG bifurcado. O PEG ramificado apropriado pode ser preparado como
descrito na patente US 5,932,462, que ¢ incorporado aqui por referéncia na totalidade. O
PEG ramificado representa o PEG que é ramificado no sitio perto do terminal da cadeia do
polimero, e a cadeia principal do PEG ramificado pode ser linear ou ramificada. Como
conhecido por um técnico no assunto, na molécula ativa bioldgica conjugada com partes do
polimero, a atividade biolégica da molécula conjugada diminui com o aumento do peso
molecular das fragdes do polimero (Bailon et al. rRationaI design of pbtent, long-lasting
form of intérferon: A 40 kDa branched polyethylene glycol-conjugated interferon a-2a
for the treatment of hepatitis C. Bioconjugate Chem 2001 ; 12:195-202; Bowen et al.
Relationship between molecular weight and duration of activity of polyethylene giycol
conjugated granulocyte colony-stimulating factor mutein. Experimental Hematology
19589; 27:425-32; Bailon et al. PEG-modified biopharmaceuticals. Expert Opin Deliv.
2009; 6:1-16). Como também conhecido por um técnico no assunto, a meia-vida bicidgica
e/ou a meia-vida plasmatica aumenta com o aumento do peso molecular das fragdes do
polimero.

Entretanto, & surpreendentemente encontrado aqui, na presente invengao, o
conjugado da variante da Exendina da presente invengdo conserva ainda a maior parte da
atividade agonista do receptor GLP-1 (tais como atividade in vivo) comparadoc com a
variante de Exendina nio conjugada, mesmo se o peso molecular de fragdes do polimero
{tais como PEG) aumentar até 30 kDa. Mesmo se 0 peso molecular do PEG aumentar até
40 kDa ou ainda, a variante Exendina conjugada da presente invengdo ainda conserva
substantivamente a atividade do agonista do receptor GLP-1 (tal como a atividade in vivo).
Especialmente, quando o peso molecutar do PEG aumenta de kDa 5 a kDa 27, a atividade
do agonista do receptor GLP-1 do conjugado da variante de Exendina permanece
substancialmente o mesmo com aquslas de variantes nao-conjugadas de Exendina.

A fim de fornecer o efeito terapéutico estavel por um longo periodo e reduzir a
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frequéncia da dosagem para melhorar a conformidade dos pacientes, € desejavel profongar
a meia-vida bioldgica do conjugado da variante de Exendina o maximo possivel enquanto a
atividade substantiva do agonista do receptor GLP-1 ¢ retida. Consequentemente, em uma
mbdalidade, a presente invengao fornece um conjugado da variante de Exendina com meia-
vida biologica prolongada e a atividade substantiva do agonista do receptor GLP-1.

Em uma modalidade especifica, o0 peso molecular de uma ou mais fragdes do
polimero (tais como o PEG) no conjugado da variante de Exendina é de 2 kDa a 50 kDa,
preferencialmente 3 kDa a 40 kDa, mais preferenciamente 4 kDa a 35 kDa, mais
preferencialmente 5kDa a 30 kDa, tal como 5 kDa, 10 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 30 kDa e 40
kDa, assim como gualquer valor entre quaiquer valor do peso molecular como acima
mencionado. Nota-se que o peso molecular das fragdes do polimero conjugadas a um
conjugado da variante de Exendina & calculado como o peso molecular total de todas as
fragOes conjugadas do polimero no conjugado, se o conjugado compreende mais de uma
fracao do polimero conjugado, a menos que especificada de gutra maneira.

Em uma modalidade preferida, o peso molecular de uma ou mais fragdes do
polimero (tais como PEG) no conjugado da variante de Exendina é 20 kDa a 30 kDa,
preferencialmente 21 kDa a 29 kDa, mais preferencialmente _23 kDa a 27 kDa, por
exemplo 20 kDa, 21 kDa, 22 kDa, 23 kDa, 24 kDa, 25 kDa, 26 kDa, 27 kDé. 28 kDa, 29
kDa, 30 kDa, assim como qualquer valor entre qualquer vaior de peso molecular como
acima mencionado.

O polimero usado na presente invencdo é conhecido no estado da técnica, que
pode ser obtida por véarios meios, inciuindo, por exempio, meios comerciais, tais como
CarboMer, inc., ..T. Baker, The Dow Chemical Company, etc.,, preparados
alternativamente por métodos conhecidos no estado da técnica, tal como aqueles descritos
na patente EP1245608. A presente invéngéo nao é limitada aos polimeros preparados por
nenhum método especifico. o

No conjugado de acordo com a presente invengao, pelo menos um polimero pode
ser acoplado com a Exendina através do grupo amino, grupo carboxi, grupo de hidroxil e/ou
grupo de tiolato, etc. na Exendina. Tais grupos s&o situados frequentemente em a-amino, a-
carboxi e na cadeia lateral do residuo do aminoacido tal como a lisina, aspartato, glutamato,
cisteina, ste.

Em algumas modalidades. uma ou mais moleculas do polimero sac acopladas com
uma variante de Exendina através do tiolalo da cisteina na variante da Exendina. A
modificagao pelo polimero tai como o polietilenoglicol no tiolato do residuo de cisteina nas
proteinas pode aumentar a seletividade da modificacdo, uma vez gue ha um nimero de

reagentes que & especificamente reativo com ¢ tiolato e o tiolato Gtil nas proteinas é muito

menor do que amina livre tal como o residuo de lisina.
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Conseguentemente, em uma modalidade preferida, uma ou mais fragbes do
polimero podem ser conjugadas em um residuo de cisteina da variante de Exendina, methor
conjugado em um residuo de cisteina da variante de Exendina pelo tioéter.

Preferencialmente, a variante de Exendina tem uma ou mais substituicbes de
cisteina em posicdes correspondentes a posigao 20, posicao 25, posigao 35 e/ou posigéo 39
do tipo selvagem de exendina-3 ou exendina-4, e a variante de Exendina é ligada ao
polimero tal como o polietilenogitcol através do grupo de tiolato. Mais preferenciaimente, a
variacaa de Exendina tern uma substiuicao de cisteina 'nas posicdes que correspondem a
posicac 35 efou poasicao 39 do tipo selvagem de exendina-3 ou exendina-4. Mais
preferencialmente, a variante de Exendina tem uma substituicdo de cisteina nos posi¢des
que correspondehw a posi¢ao 39 do tipo selvagem de exendina-3 cu exendina-4.

Em uma modalidade especifica, a parte do polimero € conjugada com residuo de
cisteina na variante de Exendina de acordo com a presente invengao através da ligacdo de
tioléter. Por exemplo, em relacao & molécula do polietilenoglicol com um grupo de ativagao
da maleimida, uma ligacio do tioleter pode ser formada entre o alquenil do maleimida e o
tiolato de cisteina, para conjugar uma ou mais fragoes do polietilenoglicol ao residuo de
cisteina da variante de Exendina de acordo com a presenie invengdo. Em algumas outras
modalidades, a Peguilaga@o de residuos de cisteina pode ser realizada por, por exemplo, a
sulfona de Peg-vinil. Peg-iodoacetamida ou bissulfeto de Peg-piridina. Um nimero de
métodos para conjugar fragbes do polimero tais como o PEG aos polipeptideos estdo
presentes no estadc da técnica, e todos estes métodos podem ser usados na presente
invengao.

Como usado aqui, “Exendina PEGuilada”, “o conjugado da variante-PEG de
Exendina® ou “Exendina’ compreendem a variante de Exendina conjugada com um ¢u mais
PEGs. Como usado aqui,"Pequilagdo” ou "modificacdio de PEG® compreendem a
conjugagado de uma ou mais fragbes do PEG com Exendina. Um método apropriado de

Peguilagdc & divuigado, por exemplo, na patente US 5,122,614 e ho US 5,539,063, onde

todos os métodos divulgados de Feguiiagdo sao incorpeorados aqui por referéncia na
totalidade. Em algumas modatidades, o conjugado tem uma estrutura da formula | como
30 abaixo:
RPEG—X—~|CH—~Z—~Exendin

Y (1

onde, a Exendina representa a varianie de Exendina de acordo com a presente

invengao, Y é H ou RPECG—X

~, ecada X e Z independente sdo ligantes, PEG representam
- (OCH:CHy) », n € uma integrina positiva, R representa o grupo terminal de PEG, cada R é
35 selecionado preferencialmente independente do grupo que consiste de hidrogénio, alquil,

cicloalquil, cicloalguilaiquil, alqueni, aril ou arilalquil.
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Em aigumas modalidades especificas, o alquil pode ser alquil ‘C‘I-CS,
preferencialmente alquil C1-C4, tal como metil, etil, N-propil, isopropil, butil, isobutil e tert-
butil: cicloalquil pode ser o .¢icloalquil C3-C7, tal como o ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil,
ciclohexil e o cicloheptil; o cicicalquilalguil podé ser alquil do cicloalquii C1-C4, tal como o
cicloalquilmetil e o cicloalquiletil, incluindo o ciclohexilmetil e o ciclohexiletil, etc., o aril pode
ser fenil, metifenil e naftil, etc., o arilalquil pcde ser fenilmetil, feniletil e naftimetil, naftiletil,
moléculas do PEG etc. com varios grupos terminais s&o conhecidos no estado da téenica, e
estes e outras moléculas do PEG podem ser selecionados como desejados. As moleculas
do PEG com grupo terminal exigido podem ser sintetizadas por métodos conhecidos no
estado da técnica ccmo necessario.

« RPEG—,

Em algumas modalidades, cada na foérmula | como descrito

independentemente tem uma estiutura como abaixo:

CH3(CHp)—(OCE:CHy = (CH;3),CH—(OCHCHp)—

CHy—(OCH,CHy);
(CH3):C—(OCH,CHy),— Q’ 7—(0OCH,CH)
< ) (OCHCH)— @-CHQ—(OCHQCHQH
@-(OCHQCHZ o

onde, k e n sAo ambas integrinas, k =0, 1, 2, 3, 4, 5 0u 6; n = 40, 41, ..., 45,
46, 47,48, ......, 1200.

H

cu

« RPEG—,

Em algumas outras modalidades preferidas, cada na formufa (1)

independentemente tem a estruiura como abaixo:

CHA(CH,)—(OCHCHy)y (CH3),CH—(OCH,CH,);—

' , CH;—(OCH,CH
(CH3)}C—(OCH,CH,),— C/\" r—(OCH,CHy),

H] 1

SN
( )—(OCHCHy), CHy—(OCH,CHy),—
i or

onde, k e n sdo ambas integrinas, k = 0, 1, 2 or 3; n = 40, 41, ..., 45, 46, 47,
48, ......, 1200.

i3

Em algumas modalidades, cada X na formula (1) independentemente

tem a estrutura como abaixo:
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s . o
i
. — 0—(CHy)y—C—NH—(CHz)y— " O—(CH2)y

onde, p e m sdo ambas integrinas, p=0,1.2,3,4, 5, 6,7,8,9, 10, 11ou12; m
=0,1,2,3,4,5,6,7,8,8, 10, 11 ou 12.

Em algumas modalidades, cada « X775 ha férmula (1) independentemente

5 tem a estrutura como abaixo:
? ,
| ,
—O0—(CH)y—C—NH—(CHp)y— | —O—(CHa)s—

onde, p e m sdo ambas integrinas, p=0,1,2,3,40u5 m= 0,1,2 30u4.

. —— £— Exendin.,

Em algumas outras modalidades, cada na formula ()

independentemente possui a estrutura como abaixo:
O

>\\ 18) ' HOOC
W

- T\
Exendin —NH / --Exendin

10 O “ HOOC or 0 Exendin-_

«—— Z— Exendin,,

Preferencialmente, na férmula () tem a estrutura como

abaixo:

0 0
—CH,0 —(CHy)—N | —=CONH—{CH,)(~N
Exendin Exendin
0 , 0]
O

—CH,0 —(CHz)— NHCO—(CHp);— N

Exendin

0

0

— CONH—(CHy)y— NHCO—(CHy)q— N,
Exendin

0

]



10

Exendin

_CHZO_(CHZ)JWNHco—(NH)i@
(8] .
— CONH—(CH3),,— NHCO— (NH);@-N;\
, 3

0

Exendin

—CH0—(CHpy—NH  )»—Esxendin
HOOC

HOOC
~—CH,0—(CH,);—NH

0 Exendin

A\

— CONH—(CH1),—NH >— Exendin:
" HOOC

" HOOC
—CONH—(CH>),, —NH

0 Exendin

onde. i, §, g, w sdo integrinas, i=0out;j=1,2,3,4,50r6;9q=1,2, 3,4,5
ouG w=1,2 3 4, 50u6.

oL

Os conjugados da variante de Exendina de acordo com a presente invencao podem
ser sintetizados por qualquer método apropriado. Um nimero de métodos para conjugar o

polimero as proteinas ou aos peptideos sdo conhecidos no estado da técnica, incluindo

polimeros de incubagao {polimeros preferencialmente ativados) com a variante de Exendina

de acordo com a presente invencao. Em uma modalidade, o polimero é o polietilenoglicol,
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que pode ser ativado e conjugado a variante de Exendina, por exemplo, pelo método do
brometo ciano, método do carbonildiimidazole, método de N-hidroxisuccinimida, método
ciantrico do cloreto de ureia, etc. Alternativamente, o PEG pode ser especificamente
conjugado ao tiolato do residuc de cisteina na variante de Exendina pela suifona do Peg-
vinil, pelo Peg-iodoacetamida ou pelo bissulfeto de Peg-piridina. '

Em algumas modalidades especificas, o PEG ativado pode ser incubado com a
variante de Exendina de acordo com a presente invengao sob as condigdes abaixo: o pH
5,0-7.0. relagao do molar do PEG aocs peptideos é 1-10, 0,5-12 horas da reagéo, periodo,
temperatura da reagao é 0-50°C, por exemplo 2-40°C ou 4-37°C.

Apbs a feacAo da conjugagdao, o conjugado pode ser isolado por metodos
apropriados. Os métodos apropriados incluem, por exemplo, a ultrafittracao, a didlise ou a
cromatografia, etc., que estao todos no escopo das habifidades para um técnico no assunto.

Composigao farmacéutica

A variante de Exendina efou conjugado da variante de Exendina segundo a
presente invencdo pode ter muitos utilidades, inclusive reduzir, por exemplo, a glicose
sanguinea. Assim, a presente invencao, além disso, fornece uma composi¢ao farmacéutica
para reduzir a glicose sanguinea, compreendendo a quantidade terapeuticamente eficaz da
variante de Exendina e/ou conjugado da variante de Exendina segundo a presente
invencao, bem como opcionalmehte um portador farmacéuticamente aceitavel.
Preferencialmente, a composicao farmacéutica pode ser atil para tratar o diabetes, mais
preferencialmente para tratar a diabetes tipo - 1 e/ou a diabetes tipo - 2, em particular,
preferencialmente para tratar a diabetes tipo - 2. A quantidade terapeuticamente eficaz da
varianite de Exendina &/ou do cornjugado da variante de Exendina de acordo com a presente
invengdo € dependente da rota de administragdo, do tipo do sujeito e das caracteristicas
fisicas do mamifero especifico considerado. Estes fatores e a relacdo entre estes fatores e a
quantidade determinada sao conhecidos por um técnico no assunto. A quantidade e a rota
de administragdo podem ser ajustadas para alcancar o efeito 6timo, tendo por resultadé a
entrega dos peptideos ao sujeito. Entretanto, depende-se de fatores cdnhecidos tais como o
peso corporal, a dieta, a droga simultaneamente administrada e outros fatores, que sdo
conhecidos por um técnico no assuntol no campo da medicina.

A composicdo’ farmacéutica pode ser administrada junto com o tratamento
combinado, isto é a composigée farmacéutica éraplicado em combinagao com uma ou mais
medicagbes, onde sdo aplicadas juntas ou alternadas. Em outras imodalidades, ditas
medicacdes podem ser administradas antes, durante ou apds a administracao de uma ou
mais variantes de Exendina e/ou o conjugado da variante de Exendina de acordo com a
presente invengao ou outra composicao farmacéutica. Dita medicacao que é utilizada na

preserte invencao compreende, por exemplo, a medicacdo para reduzir a glicose
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sanguinea, tal como a insulina, 0s analogos da insuiina, os agonistas e o colecistocinina da
dextrina, efou 6utros compostos ou composicao que € usada para tratar doencas.
Preferencialmente, tais doses combinadas podem alcangar um efeito combinado ou mesmo
sinergistico.

Como usado aqui, ‘o portador farmaceuticamente aceitavel” ou “o portador
fisiologicamente aceitavel” podem permutavelmente ser usados, incluindo uma ou mais de
qualquer e todos sais fisiologicamente compativeis, solventes, meio  distribuidor,
revestimento, agentes e agentes antifiingicos e agenteé anti-bacterianos, agentes de atraso
isotonicos e de absorgac, etc. Em algumas modalidades, o portador € apropriado para a
dose intravenosa, intramuscular, subcutanea, espinhal ou da epiderme (tal como por injegao
ou infusao). Dependendo das rotas de dose, 0 agente terapéutico pode ser revestido por
determinado material, a fim de hrotéger o agente terapéutico dos acidos e da outra condigéo
natural que podem inativar o agente terapéutico.

Ao administrar, a formulacdo farmacéutica de acordo com a presente invengao é
administrada na composicéo farmacéutica em uma quantidade farmaceuticamente aceitavel.
O termo “farmaceuticamente aceitavel” pretende significar as substancias néo-toxicas que
nao interferem na atividade biolégica de componentes ativos. As formulagc")es contem
sempre os sais, tampdes, preservativos, portador compativel e opcionalmente outros
agentes terapéuticos, tais como os reaigcadores complementares da imunidade, incluindo
adjuvantes, guimiocinas e citocinas. Quando usado na medicagdo, o sal deve ser
farmaceuticamente aceitavel, mas o sal nap-farmaceuticamente aceitavel pode prontamente
ser usado preparando o sal farmaceuticamente aceitavel, assim nao sfo excluidos do
escopo da presente invengao.

Se requerido, a variante de Exendina ou o conjugado da variante de Exendina de
acordc com a presente invengdc podem ser combinados com wum  portador
tarmaceuticamente aceitavel. Como usado aqui, ¢ termo “portador farmaceuticamente
aceitavel” significa um ocu mais preenchedores solidos ou liquidos compativeis, diluentes ou
substancias de empacotamento. que séo apropriados para se aplicar aos mamiferos tais
como o ser humano. O termo “portador” representa componentes orgénicos ou inorgéﬁicos,
naturais ou sintéticos, que sdo combinados com os componentes ativos a fim de facilitar a
aplicacao. Os componentes da composicao farmacéutica podem também ser misturados na
forma na qual a interagdo que interrompe significativamente a eficacia exigida da medicagao
e ausente.

Preferencialmente, a composicao farmacéutica de acordo com a presente invengao
.pode compreender o sistema de tampao, e preferencialmente, o sistema de- tampao é
solugdo de tampéo acetato com um pH de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 6,0, ou

solugéo de tampao fosfato com um pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 9,0.
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Em algumas modalidades especificas, o tampao apropriado compreende o acetato, citrato,
borato, fosfato.

Opcionalmente, a composigdo farmacéutica pode tambem compreender um
preservativo apropriado, tal como o cloreto de benzalcdnio; alcool do cloreto tert-butilico;
parabenos e timerosal. 7

A composicao farmacéutica pode estar convienientemente sob a forma da unidade
de dose, e pode ser preparada por gualguer método conhecido no campo do produto

farmacéutico. Todo o método compreende uma etapa de combinar 0 agente ativo com um

portador, e o portador compreende um ou mais componentes auxiliares. Geralmente, o

agente ativo e o portador liguido, o portador soélido finamente dividido ou ambos sdo
combinados para preparar a composigdc, e se requerido, o produto é formado
subseqlentemente.

A compasigdo farmacéutica que € apropriada para a administragéo parenteral pode

. ser de formulagao aquosa asséptica ou nao-agquosa compreendendo uma cu mais variantes

de Exendina ou conjugado da variante de Exendina. Em algumas modalidades, a
formulacao € isotonica comparada com o sangue dos sujeitos. Um agente de dispensdo ou
e 0 agente de suspenséo apropriado podem ser usados preparando a formulagao de acordo
com métodos conhecidos. A formuiagao asséptica para a injecao pode também ser solugao
asséptica ou suspenséb para a iniec2o parenteralmente no diluente aceitavel nao-téxico ou
solvente, por exemplo, solugac 1,3- butanediol. Os portadores € os solventes aceitaveis que
s&o Uteis compreendem a agua, a solugdo de Ringer e a solugdo isotdnica do cloreto de
sodio. Aiém dissc, o dleo permanente asséptico é usadc rotineiramente como o meio
solvente ou de suspensao. Como tal, algum oleo permanente suave pode ser usado,
compreendendo o monoglicerideo siniético ou diglicerida. Além disso, o &cido graxo tal
como o &cido oleico pode ser usado na forma para a injecdo. A forma dos portadores
apropriados pode ser oral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, etc. sendo encontrada
em "Remington’'s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA”.

A variante de Exendina ou ¢ conjugado da variante de Exendina de acordo com a

presente invencao podem ser preparados junto com o portador tal como a formulacdo de

liberagao controlada que inclui sistemas de entrega por implantes, adesivos transdérmicos e

microcapsula, que protege a variante de Exendina ou o conjugado da variante de Exendina
da degradagéo rapida. Polimeros biologicamente degradaveis, biologicamente compativeis,
tais como o acetato do vinil de etiieno, poli anidridos, Acido poliglicélico, colageno,
poliortoesieres e o acido poli acticc podem ser Uteis. Varios métodas para preparar tal
formulagio s&o conhecidos no estado da técnica, veja, por exemplo, Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinscn, ed., Marcel Dekker, Inc.
New York, 1978, etc.
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A compoesicdo farmacéutica de acordo com a presente invengdo pode ser
administrada por qualquer via convencional, incluindo a injecdo ou a infuséo sobre o tempo.
Por exemplo, a administracio pode ser realizada de forma oral, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, na ithracavidade, intra-tumoral, ou transdarmal.

A composicao farmacéutica de acordo com a presente invencao é administrada em
uma quantidade eficaz. “uma quantidade eficaz” ¢ a quantidade de qualquer variante de
Exendina ou conjugado da variagao de Exendina fornecida aqui, que produzem a resposta
desejavel {por exemplo, reduzindo o nivel de glicose sanguinea no sujefto) separada ou
junto com o outro agente terapéutico. Isto pode compreender um atraso meramente
temporario no desenvolvimento do diabetes, e alternativamente, em algumas modailidades,
isto pode compreender a erradicagio permanente do desenvolvimento do diabetes.

Tal quantidade depende certamente da doenga especifica a ser. tratada, da
severidade das doencas, dos pardmetros pessoais dos pacientes (gue incluem a idade, a
condigao fisiologica, a altura e o peso), duragao do tratamento, propriedades do tratamento
simul'taneamente em curso (eventualmente), rotas especificas de administracdo- e dos
fatores similares dentro do conhecimento para profissionais de cuidados médicos. Estes
fatores s&o conhecidos por um técnico no assunto, e experiéncias convencionais diretas
prontamente informadas. Geralmente, a dose maxima para cada componente ou a
combinagdo desta é usada preferencialmente, isto €, a dose segura mais elevada é
determinada de acordo com a razdo médica razoavel. Entretanio, um técnico no assunto
pode compreender que os pacientes podem pedir uma dose mais baixa ou a dose
permissivel baseada em razoes médicas, psicologicas ou substancialmente quaisquer
outras razoes,

A composigdo farmacButica usada nos métodos anteriores é preferencialmente
asseptica, e compreende uma quantidade eficaz da variante de Exendina ou conjugado da
variante de Exendina em uma unidade de peso ou uhidade do volume conveniente para
administrar a pacientes, que & separado ou combinado com outra formutagao, para produzir
a resposta necessarta, como redug&o da glicose sanguinea.

A dose da variante de Exendina ou do conjugado da variante de Exendina
administrada a sujeitos pode ser selecionadade de acordo com parametros diferentes, em
particular rota da administragdo gue é usada e a condicdo do sujeito. Qutros fatores
compreendem o periodo necessario de tratamento. Se a sesposta no sujeito nao for
suficiente na dose original aplicada, uma dose mais elevada pode ser aplicada em uma
escala permitida pelo grau da tolerdncia do paciente (ou para conseguir eficazmente a dose
mais elevada através de uma rota diferente de entrega que € mais locai).

Em algumas modalidades, a compasicdo farmacéutica compreende 0,20 mg/ml - 5

rhg/ml da variante de Exendina efou compreende 4mg/m! - 40 mg/mi do conjugado da
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variante de Exendina, preferenciaimente 0,20 mg/m! - 5 mg/m! da variante de Exendina e/ou
compreende 4mg/ml - 40 mg/mi do conjugado da variante de Exendina, mais
preferenciaimente 0,5 mg/mi - 2 mg/ml da variante deExendina e/ou compreende 10mg/mi -

20 mg/mi do conjugado da variante de Exendina. Geralmente, a escala da dose da variante

de Exendina ou o conjugado da variante de Exendina de acordo com a presente invengéo .

podem ser peso corporal de aproximadamente 10 pg/kg de um paciente ac peso corporal de
aproximadamente 100,600 ug/kg de um paciente. Em algumas modatidades, a escala da
dose pode serr aproximadamente de aproximadamente 0.1 mg/kg a aproxim_adamente 20
ma/kg. Em outras modalidades, a escala da dose pode ser de aproximadamente 0,1
mg/kg a 5 mg/kg, 0.1 mg/kg a 10 mg/kg, ou 0,1 mg/kg a 15 mg/kg. Em outras
modalidades, a escala da dose pode ser de aproximadamente 1 mg/kg a 5 mg/kg, 5
mg/kg a 10 mg/kg, 10 mg/kg a 15 mg/kg, ou 15 mg/kg a 20 mg/kg. Em outras
modalidades, a escala da dose pode ser de aproximadamente 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1
mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 5 ma/kg, 7 mg/kg, 10 ma/kg, 12 mo/kg, 15 mg/kg, 17 mg/kg,
20 mg/kg, 25 mg/kg ouv 30 mg/kg. Em outras modalidades, a escala da dose pode ser
de aproximadamente 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg or 6 mg/kg. Baseado na composigéo,
a dose pode ser continuamente entregue (por exemplo pelo bombeamento continuo),
ou ser intermitentemente entregue em um ciclo. Em algumas modalidades, a dose da
variante de Exendina ou o conjugado da variante de Exendina de acordo com a
presente invengao podem ser 0,1 a 20 mg/kg cu qualquer valor destes, guando
administrada intravenosamente. O intervalo desejdvel entre a dose multipla da
compesicao particular pode ser determinado por um iéchnico no assunto sem
experimeniagéo nao realizada. Qutros protocolos para dosar as composighes
fornecidas aqui sé@oc corhecidas por um técnico no assunto, em que a dose,
programagao de dosagem, local da administracdo. a rota de administracao, etc. pode
ser diferente daquelas descritas acima. Em uma modalidade, a dose é administrada

- através da rota intravenosa. Em outra modalidade, o protocolo de administragao é dose

de bolus intravenosa.

Um kit que compreende a variante de Exendina ou o conjugado da variante de
Exendina (por exemplo, a compeosicio farmacéutica) e as instrugdes estdo também no
escopo da presente invengdo. O kit pode ainda compreender peio menos outro um
reagente, por exempio, um oy mais medicagdes para reduzir a glicose sanguinea. Em
outra modalidade, o kit pode compreender uma base, gue € compariithado a fim de
acomodar firmemente um ou mais meilos do recipiente ou uma série de recipiente
(como o tubo de teste, o tubo. a garrafa, o frasco, a seringa, etc.). Os componentes do
kit podem ser embalados em meio aquoso o que esieja na forma liofilizada.

A composicao da maneira prevista aaui pode estar na forma liofilizado ou
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fornecida no meio aguoso.

Preferencialmente, o sujeito é vertebrado. Mais preferenciaimente, o sujeito €
mamifero. Mais preferenciaimente, o sujeitc € humano. Entretanto, o sujeito pode ser
outro animal, tal como o animal doméstico (por exemplo, cao, gato, etc.), o animal de
criacao (por exemplo, gado, cabra, porco, cavalo, etc.) ou o animal experimental (por
exemplo, macaco, rato, rato, coetho, cobaia, ete.).

A variante de Exendina ejou o conjugado da variante de Exendina segundo a
presente invencido podem ser aplicadas separadamente. Contudo, & preferencialmente
aplicado como uma composicido farmacéutica, que sempre compreende um excipiente
farmacéutico apropriado, o diluente ou transportador selecionado dependendo da via de
administracdo desejada. Eles padem ser aplicados a pacientes/sujeitos na necessidade de
tratamento por aualauer meic conveniente. A dose exata dependera de vérios fatores,
inclusive as propriedades exatas da variante de Exendina e o conjugado da variante de
Exendina.

Algumas rotas aproprizdas de administrac&o compreendem (mas nao limitadas) a
administrac&o oral, retal, nasal, local {compreendendo oral e sublingual), subcutanea,
virginal ou pareneral (compreendendo subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradermica,
intratecal e epidural).

Em algumas modalidades, a composi¢ao farmacéutica de acordo com a presente
invencdc compreende um agente e/ou um preservative isotonico, preferencialmente o
agente isoftonico € um ou mais da sacarina, manitol, cloreto de sodio e glicerol, e o
preservativo é sefecionadd do grupo que consiste de m-cresol, alcool benzilico, p-
hidroxibenzoatoparabenos metiiico, p-hidroxibenzoato de etila, p-hidroxibenzoato propilico e
p-hidroxibenzoato butilico. Um técnico no assunto pode preparar a solugao a'propriada da
variante de Exendina ou do conjugado da variante de Exendina de acordo com a presente
invengao, empregando, por exemplo, excipiente isotonico como a solugée fisiologica salina,
de Ringer ou a solugdo de Ringer do lactato, etc. como necessario, um agente de
estabilizagao, um agente de proiegdo, antioxidante e/ou o outro aditivo pode ser adicionado.
A composicao farmacéutica para a administragao oral pode estar sob a forma de tabletes,
capsula, pd ou iiguido oral, etc. Ds tabletes podem compreender o portador sodlido, tal como
a gelatina ou um adjuvante. A composicdo farmacéutica liquida compreende sempre o
portador liquido, ial como a agua. petroleo, 6leo animal ou dleo do dleo vegetal, dlec mineral
ou sintéticc. Pode também compreender solugdes salinas fisiologicas, solugao de glicose ou
o oufro carboidrate, ou os didis, fais como o etiienoglicol, o propilenoglicol ou o de
polietilenogiicol. Em aigumas modalidades, a composicdo farmacéutica esta sob a forma da
formulagao liquida e/ou da formulacéo liofilizada. Preferenciaimente, a formulacao liofilizada

compreende oprotetor de liofilizacio. Mais preferencialmente, o protetor de liofilizagdo é



10

15

20

25

30

35

29/58

selecicnado do grupo que consiste da sacarina, lacltose, mannitol, trealose, e de outros
carboidratos. '

A variante de Exendina e/ou o conjugado da variante de Exendina séo
administrados preferencialmente aos sujeitos "em uma guantidade terapeuticamente eficaz”
oﬁ ‘em uma quantidade eficaz”. A composicdo é administrada preferencialmente aos
sujeitos “"em uma quantidade terapeuticamenie eficaz”, e a quantidade terapeuticamente
eficaz ou uma quantidade eficaz 380 suficientes péra exibir lucros aos sujeitos. A quantidade
real da administracao, e a taxa ¢ o processo de administracdo dependerdo da propria
condigao e severidade dos sujeitos a serem tratados. A prescrigio para o tratamento (tal
como a determinacao de dose. etc.) é determinada pelos profissionais médicos, em virtude
das doengas a serem tratadas, da condi¢éo pessoai dos pacientes, do iocal de entrega, do
método de administracao, e de outros fatores conhecidos por médicos.

Em algumas modalidades, a escala de dose para a variante de Exendina e/ou
conjugado da variante de Exendina podem ser 30 mg/kg de peso corporal/dia a 0,00001
mg/kg de peso corporal/dia, ou 3 ma/kg/dia a 0,0001 mg/kg/dia, ou 0,3 mg/kg /dia a 0,01
mg/kg/dia.

A presente invencdo ainda adicional fornece um método para tratar a doenga,
compreendendo administrar uma quantidade terapsuticamente eficaz da variante de
Exendina efou do conjugado da variante de Exendina aos sujeitos em necessidade de
tratamento. Em algumas modalidades, as doencas sao selecionadas consistindo do grupo:
sindrome de dumping pds-prandial, hiperglicemia pds-prandial, tolerdncia prejudicada da
glicose, obesidade, doencas de alimentacéo, sindrome da resisténcia de insulina, diabetes e
hiperglicemia. Em uma modalidade preferida. a doenca ¢ diabetes tipo - 2.

Como conhecido. a Exendina pode reduzir o peso corporal de pacientes com
obesidade e induzir a nausea e vomite, onde ¢ mecanismo & asseciado com a inibicéo do
centro de alimentacae do sistema nervoso central e ativagéo do centro de vémito (Larsen.
Mechanisms behind GLP-1 induced weight loss. Br J Diabetss Vasc Dis 2008: 8: S34-
S41; Schick et al. Glucagonlike peptide 1 (7-36)-amide acts at latera! and mediall
hypothalamic sites to suppress feeding in rats. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol
2003; 284. R1427-35). Os conjugados de Exendina ou as variantes desta ndo podem
ultrapassar ar barreira sangue-carsbro devido ac pesc molecular aumentado, & reduzem

assim o vdmito induzido pela Exendina. Consequentemente. o depositante esperou que 08

conjugados de Exendina ou variantes desta também reduzitiam os efeitos da Exendina na

reducée da alimentag&o e na reducéo de peso corporal intermediado pelo sistema nervoso
central, antes do inicio da presente invencao. Entretanto, o depositante encontrou

surpreendentemante gue os conjugados de Exendina ou variantes destas aumentaram

significativamente os efeitos Exendina na redugdo da afimentacéo e na redugao de peso
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corporal, embora a Exendina tipo selvagem e as variantes nao-conjugadas ambas de
Exendina reduziram a alimentagéo e o peso corporal. Assim, em outro aspecto, a presente
invengao fornece um método para reduzir o peso corporal usando os conjugados de
Exendina ou as variantes desta efou composicdo farmacéutica que compreende 0s
mesmos.

Além disso, a presente invengéo tambem fornece a utilizagao dos conjugados de
Exendina ou as variantes desta e/ou composigao farmacéutica que compreende 0s mesmos
para produzir um medicamento reduzindo o peso corporal. Em uma modalidade, os
conjugados de Exendina ou as variantes desta sdo o conjugado da variante de Exendina de
acordo com a presente invengao, como descrito acima.

A presente invengao serd ilustrada pefos exemplos como abaixo, mas nao deve ser
interpretada como limitante de maneira nenhuma. Todas as referéncias mencionadas na
presente pedido de invencédo (que inclui as referéncias originais, patentes concedidas, 0s
pedidos de patente publicada e os pedidos de patente em andamento} sac incorporadas
explicitamente aqui por referéncia na totalidade. Os reagentes e os materiais usados nos
exemplos como abaixo sao produtos comercialmente disponiveis que sao pelo menos
puramente analiticos ou de nivel comparavel.

Exemplo

O ndmero de série e a breve descrigdo para as de Exendinas, de variantes de
Exendina e oé conjugadoa usados destas nos exemplos sao fornecidos na tabela abaixo, a

fim de facilitar a compreenséo de solugdes técnicas nos seguintes exemplos.

No. de Série Breve descri¢do

PB-101 Exendina-4 tipo selvagem, também chamada Exenatida
PB-102 Exendina-4, Cys substituida na posigio 35

PB-103 Exendin-4, Cys substituida na posigao 30

PB-104 Exendin-4, Cys substituida na posi¢ao 25

PB-105 Exendin-4, Cys substituida na posigao 39

PB-106 PB-105, conjugado com PEG20000

PB-106b PB-105, conjugado com PEG20000, dupla-ramificacdo PEGb
PB-106¢ PB-105, conjugado com PEG20000, dupla-ramificagao PEG¢
PB-106d PB-105, conjugado com PEG20000, dupla-ramificagido PEGd
PB-106¢ PB-105, conjugado com PEG20000, dupla-ramificagio PEGe
PB-107 PB-105, conjugado com PEG30000

PB-108 - PB-105, conjugado com PEG40000

PB-109 PB-105, conjugado com PEG20000x2, dupla-ramificacio PEG
PB-109b PB-105, conjugado com PEG20000x2, dupla-ramificagio PEGb

PB-109c PB-105, conjugado com PEG20000x2, dupla-ramificagdo PEGc
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PB-109d PB-105, conjugado com PEG20000x2, dupla-ramificagdo PEGd
PB-110 PB-105, conjugado com PEG5000
PB-110b PB-105, conjugado com PEG5000b
PB-110c¢c PB-105, conjugado com PEG5000c
PB-111 PB-105, Tyr adicionado no C-terminal
PB-112 PB-111, conjugado com PEG20000
PB-113 PB-105, Gly na posigdo 2 é substituida por dAla
PB-114 PB-113, conjugado com PEG40000
PB-119 PB-105, conjugado com PEG23000
PB-120 PB-105, conjugado com PEG27000

Exemplo 1. Sintese da fase sélida de Exendina-4 e variantes desta

A sintese dos polipeptideos & uma técnica convencional no campo da bioguimica e
do produto farmacéutico. Os varios tipos de sintetizadores dos polipeptideos estao
comercialmente disponiveis de um ndmero de organizacbes comerciais (tais como GE
HealthCare, Applied Biosystems Inc.), e muitas organizagoes comerciais (tais como
Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd., Shanghai Biocolor BioScience&Technolgy
Company) proporcionam servigos para a sintese do polipeptidec de costume. Por exemplo,
os polipeptideos com sequéncia especifica podem ser sintetizados por um sintetizador de
polipeptideos usando o seguinte procedimento. .

A Exendina-4 e as variantes desta com um tiolato foram sintetizados pela estratégia
de protecao do grupo amino com Fmoc usando um tipo de suporte solido da “resina do
amido MBHA Fmoc-Rinker”. A primeira etapa: o aminodcido protegido com Fmoc no
solvente N,N-metilformamida {DMF) foi reagido por 1-5 horas usando HBTU/DIPEA como o
agente de condensagéo, e a integralidade da reagio de condensagéo foi monitorada usando

o método de ninidrina. A segunda etapa: a reacao foi realizada em DMF usando a piperidina |

10-30% como o0 agente de protégéo por 10-30 minutos, e a integralidade da desprotecio de
grupos de protecac do aminoécido foi monitorada usando ¢ método de ninidrina. A terceira
etapa: as primeiras e segundas etapas foram repetidas usando o aminoacido respectivo de
acordo com a sequéncia do polipeptideo alvo, até que o Gitimo amino4cido na sequéncia
estava acoplado. A quarta etapa: a reagdo foi realizada usando o TFA como o agente de
clivagem por 1-5 horas, para clivar os polipeptideos de suporte solido e desproteger ao
mesmo tempo. A quinta etapa: a éolugéo do polipeptideo apos ser clivado fot precipitada
usando o éter de etila e foi filtrada. O filtrado foi coletado. Depois a coluna de cromatogratfia
do tipo C18 foi usada para a eluigao com 0,1% TFA/acetonitrila-4gua como a fase movel, e
as fragdes foram coletadas, liofilizadas para obter o produto. Etapa seis: a pureza do
produto foi identificada usando o método de HPLC, e a estrutura do produto foi determmada

pela analise da sequéncia de aminoacido e pela espectometria de massa.
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O depositante pediu a empresa cientifica Chengdu Kaijie Biomedical para
sintetizar os polipeptideos com sequéncias como abaixo de acordo com o metodo acima:

PB-101 : Exendina-4 de tipo selvagem com uma sequéncia de aminoacidos
como abaixo: |

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-
Ser (SEQ ID NO: 1);

PB-102 : Variante de Exendina-4 com uma sequéncia de aminoacidos como
abaixo, onde a posigao 35 no. C-terminal é Cys:
His-GIy—GIu—GIy—Thr—F'he—Thr—Ser-Asp—Leu-Ser-Lys-GIn-Met-GIu—GIu-GIu-AIa-VaIAArg-
LeU-Phe-|le—Glu—Trp—Leu-Lys—Asn-GIy—GIy-Pro—Ser-Ser—GIy-Cys—Pro-F’ro-Pro-Ser (SEO
ID NO: 3); '

PB-105 : Variante de Exendina-4 com uma sequéncia de aminoacidos como
abaixo, onde a posicao 39 no C-terminal é Cys:
His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Aia-Val-Arg-
L.eu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Cys  {SEQ
ID NO: 4); @

PB-103 : Variante de Exendina-4 com uma sequéncia de aminodcidos como
abaixo, onde a posicao 30 no C-terminal & Cys:
His-GIy-GIu-GIy—Thr-Phe—Thr—Ser-Asp-Leu-Ser—Lys-GIn—Met-Glu—GIu—GIu-AIa-VaI—Arg-
Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Cys-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser  (SEQ
ID NO: 5);

PB-104 : Variante de Exendina-4 com uma sequéncia de aminodcidos como
abaixo, onde a posicao 25 no C-terminal é Cys:
His-GIy-GIu-GIy-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp—Leu-Ser-Lys-GIn-Met-GIu-Glu-GIu-AIa-VaI-Arg-
Leu—Phe-Ile-Glu'-Cys-Leu-Lys-Asn-GIy-GIy-Pro-Ser-Ser-GIy-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ
ID NO: 6); '

PB-111 : Variante de Exendina-4 com uma sequéncia de aminoacidos como
abaixo, onde a posicao 39 no C-terminal é substituido por Cys e ligado com Tyr:
His-Giy-GIu-GIy-Thr—Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser—Lys-GIn—Met—GIu-GIu-GIu-AIa-VaI-Arg-
Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-GIy-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala—Pro-Pro-Pro-Cys—Tyr
(SEQIDNO : 7); e

PB-113 : Variante de Exendina-4 com uma sequéncia de aminoacidos como
abaixo, onde Gly na posigac 2 de N-terminal é substituida por dAla e a posigao 39 no
C-terminal é substituida por Cys:
His—dAIa—GIu-GIy-Thr—Phe-Thr—Ser-Asp-Leu-Ser—Lys-G!n-Met-GIu—GIu-GIu-AIa-VaI—Arg-
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Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Cys  (SEQ
ID NO: 8).

Como um exemplo, a Figura 1 fornece a andlise dos resultados do
espectofotdmetro de massa para PB-105, M+1 pico (peso de massa+1) de PB-105 ¢
4203.3 Da determinado por MALDI-TOF MS, o qual é correspondente com o peso de
massa teérico (4202.8).

Exemplo 2a. Preparacao e andlise de PB-110 (PEG5000-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidas em 1 ml de tampao fosfato de sédio 20 mM
{pH 6,5), e 5 mg PEG5000 (fornecido por PegBio Co., Ltda. (Suzhou), 5000 representa que

~ 0 peso molecular de PEG & 5 kDa, e a estrutura molecular é mostrada na Figura 2) foi

pesada de acordo com uma relagao molar de PEG ao peptideo sendo 2:1 e adicionado a
solugao acima. A sclucao foi adequadamente agitada para dissolver o PEG e formar uma
mistura homogénea com o peptideo. A reagao foi realizada por 1 hora a 20°C e interrompida
por uma solugao de excesso de cisteina (0,1 ml de solugao de cisteina 0,5M), e finalmente
mantida a -20°C para purificagao posterior.

A amostra foi 5 vezes diluida em tampao de acetato de sddio de 50 mM (pH 4,5), e
carregado na coluna cromatogréfica de troca idnica SP (coluna XK16/20 macroCap SP
packing, GE Inc.) equilibrado por volume de coluna de 5 vezes de tampéo de acetato de
sodio de 50mM (pH 4,5). Depois do carregamento, a coluna foi equilibrada por volume de
coluna de 2 vezes de tampao de acetato de sédio de 50 mM (pH 4,5), e o tampéo foi entao
linearmente aumentado a 100% tampao B (tampdo de acetato de sddio de 50mM (pH 4,5)
contendo NaCl 1M} em volumes de coluna de 20 vezes. O pico de eluicdo foi anotado no
Purificador AKTA. Como determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido.

Como analisade num HPLC analitico {Agilent 1200) equipado com coluna analitica
de fase reversa C4 com um tamanho de poro de 300A (Jipiter C4 300A 4.6*250mm) e
0,1%TFA solugao aquosa de solugao de acetonitrila /0.1%TFA com um gradiente de 61/39 a
54/48 (10 min). A amostra foi analisada pelo HPLC analitico {Agilent1200), e o tempo de
retencéo foi 10,4 min, a pureza foi 100% (ver Figura 3). A andlise de GPC foi empregada
(SHIMADZU LC-20AD, SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804 HQ three comiumn tandem),
sob a condicao da solugao de nitrato de sédic 0,1 M, a eluicao foi realizada num indice de
1,0 mi/min, e a pureza foi 97%.

Exemplo 2b. Preparagac e analise de PB-110b (PEG5000b-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidas em 1 ml do tampéo de fosfato de sédio 20 mM
(pH 6.5), € 5 mg de PEG5000b (fornecido por PegBio, Ltd. (Suzhou), e a estrutura molecular
mostrada na Figura 4) foi pesado segundo uma proporcao molar do PEG aos peptidios em
2:1 e acrescentado & solugéo acima mencionada. A solugéo foi apropriadamente agitada

para dissolver o PEG e formar uma mistura homogénea com o peptidio. Outras etapas
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foram as mesmas que aquelas no exemplo 2a. Finalmente, a analise de GPC foi empregada
(SHIMADZU LC-20AD, 3 colunas em tandem HQ de SB-802 HQ/SB-803 HO/SB-864, sob a
condicao da solugéo do nitrato de sédio de 0,1 M,a eluigao foi realizado em uma taxa de 1,0
ml/min), e a pureza foi determinada em 96,7%. '

Exemplo 2¢. Prepara(;éo e analise de PB-110c (PEG5000c-PB-102)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 mi do tampao de fosfato de sddio 20 mM
(pH 6,5), e 5 mg de PEG5000c (fornecido por PegBio Co.,0 Lid. (Suzhou), e a estrutura
molecular sdo mostrados na figura 5) foram pesados de acordo com uma relagao molar do
PEG aos peptideos de 2:1 e adicionados a solugdo acima. A solugdo foi agitada
apropriadamente a fim de dissolver o PEG e formar uma mistura homogénea com o

peptideo. Quiras etapas foram as mesmas que aquelas do exemplo 2a. Finalmente, a

- andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, 3 colunas em tandem HQ de SB-802

HQ/SB-803 HQ/SB-804, sob a condigéo da solugée do nitrato de sodio de 0,1 M,a eluigao foi
realizado em uma taxa de 1,0 mi/min}, e a pureza foi determinada em 97,8%

Exemplo 3a. Preparacao e analise de PB-106 (PEG20000-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 ml do tampao de fosfato de sodio 20 mM
(pH 6,5), e 5 mg de PEG20000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000 representa
20kDa do peso molecu'lar de PEG e a estrutura molecular &€ mostrada na figura 2) foi pesado
de acordo com uma relagao molar do PEG aos peptides que é de 2:1 e adicionado a
solucao acima. A solugdo foi agitada apropriadamente a fim de dissolver o PEG e formar a
mistura homogénea com o peptideo. A reagao foi realizada por 1 hora a 20°C e interrompida
posteriormente pela solugdo de cisteina (0,1 ml da solugao de cisteina 0,5M), e mantida
finalmente a -20°C para a purificagao.

A amostra foi diluida 5 vezes no tampdo de acetato de sédio 50 mM (pH 4,5), e
carregada na coluna cromatografica de troca ionica SP {coluna XK16/20, macroCap, GE
Inc.) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampéao acetato de sodio 50 mM (pH
4,5). Apés o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampdo acetato de s6dio 50 mM (pH 4,5), e o tampao foi entao aumentado linearmente para
o tampéao B de 100% (tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5) que contém o NaCl 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico -da eluicao foi coletado no purificador AKTA. Como
determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido.

A solugéo coletada foi detectada pela electroforese em gel de SDS-PAGE, e corada com
azul de Coomassie Brilhante e tingido com iodo (veja por favor a figura 6A e 6B). A eluigao
foi realizada usando a coluna analitica de fase reversa C4 com um tamanho do poro de
300A (Jupiter C4 300A 4.6"250mm} e 0,1% solugdes aquosas TFA /0,1% da solucdo de
acetonitrilo TFA com um gradiente de 61/39 a 54/46 {10 min). A amostra foi analisada por
HPLC analitico (Agilént1200), e o tempo de retengdo foi de 11,5 minutos, a pureza foi
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determinada em 100% (veja figura 7). A analise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-
20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condicao da
solugéo do nitrato de sodio 0,1 M, a eluigdo foi realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a
pureza foi determinada em 98,9%. ’ |

Exemplo 3b. Preparagac e analise de PB-106b (PEG20000b-PB-105)

1,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 mi do tampao fosfato de sédio 20 mM
(pH 6,5), & 2,56 mg de PEG20000b (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000
representa 20kDa de peso molecular do PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura
8} foi pesado de acordo com uma relagédo molar do PEG aos peptideos que é de 2:1 e
adicionado a solugao acima. A solucdo foi agitada adequadamente a fim de dissolver o PEG
e formar a mistura homogénea com o peptideo. As outras etapas foram as mesmas
utiizadas no exemplo 3a. Finalmente, a andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-
20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condicao da
solucéo do nitrato de sddio 0,1 M, a eluicao foi realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a
pureza foi determinada em 98.2%.

Exemplo 3c. Preparacao e analise de PB-108¢c {PEG20000c-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foi dissolvido em 1 ml do tampao de fosfato de sodio 20 mM (pH
6,5), e magnésio 20 de PEG20000c (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000
representa 20kDa do peso molecular de PEG e a estrutura molecular € mostrada na figura

9) foi pesado de acordo com uma relagéo molar do PEG aos peptideos que & de 2:11 e

-adicionado a solugao acima. A solucéo foi agitada adequadamente a fim de dissolver o PEG

e formar uma mistura homogénea com o peptideo. As outras etapas foram as mesmas
utilizadas no exemplo 3a. Finalmente, a analise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-
20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condigao da
solugdo do nitrato de sddio 0,1 M, a elui¢do foi realizada em uma taxa de 1,0 mifmin, e a
pureza foi determinada em 97,2%.

Exemplo 3d. Preparagao e andlise de PB-106d (PEG20000d-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 ml de tampao fosfato 20 mM (pH 6,5}, e
20 mg de PEG20000c {fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000 representa 20kDa de
peso molecular do PEG e a estrutura molecular € mostrado na figura 10) foi pesado de
acordo com uma réiagéo molar do PEG aos peptideos que é de 2:1 e adicionado & solugéo
acima. A solugao foi agitada adequadamente a fim de dissolver o PEG e formar uma mistura
homogénea com o peptidec. As outras etapas foram as mesmas utilizadas no exemplo 3a.
Finalmente, a andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, colunas HQ .in tandem
de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condicdo da solugdo do nitrato de sddio 0,1 M, a
eluicao foi realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a pureza foi determinada em 97.5%.

Exempio 3e. Preparacao e anélise de PB-106e (PEG20000e-PB-105)
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2.0 mg de PB-105 foi dissolvido em 1 ml de tampao fosfato 20 mM (pH 6,5}, e 20
mg de PEG20000e (fornecido por PegBio, Ltd. (Suzhou), 20000 representa representa

20kDa de peso molecular do PEG e a estrutura molecular € mostrado na figura 10) foi

pesado de acordo com uma relagdo molar do PEG aos peptideos que é de 2:1 e adicionado
a solugdo acima. A solugdo foi agitada adequadamente a fim de dissolver 0 PEG e formar
uma mistura homogénea com o peptideo. As outras etapas foram as mesmas utilizadas no
exemplo 3a. Finalmente, a andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, colunas
HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condigao da solugao do nitrato de
sadio 0,1 M, a eluigdo foi realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a pureza foi determinada
em 95,8 %.

Exemplo 3f. Preparacéo e andlise de PB-112 (PEG20000-PB-111)

2.0 mg PB-111 foi dissolvido em 1 ml de temapao fosfato de 20 Mm (pH 6,5}, e 19
mg de PEG20000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. {Suzhou), 20000 representa o 20kDa do
peso molecular de PEG e a estrutura molecular € mostrada na figura 2} foi pesado de
acordo com uma relagdo molar de PEG aos peptideas que é de 2:1 e adicionado & solugéo
acima. A solugao foi agitada adeguadamente a fim de dissolver o PEG e formar uma mistura
homogénea com o peptideo. A reacac foi realizada por 1 hora a 20°C e interrompida
posteriormente por uma solugéo (0,1 ml da solugao de cisteina 0,5M), € mantida finalmente
a -20°C para a purificagao. _

A amostra foi diluida 5 vezes usandb o tampao acetato de sédio de 50 Mm (pH 4,5),
e aplicada a coluna cromatografica de troca idnica SP (GE, coluna XK16/20, macroCap SP
packing) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampéo acetato de sadio 50 mM
{pH 4,5). Apds o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampao acetato de sodio 50 mM (pH 4,5), e o tampao foi entdo aumentado linearmente para
o tampao B de 100% (tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5) que contém NaC! 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico da eluicao foi coletado no purificador AKTA. Como
determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido.

A solugéo foi eluida em coluna analitica de fase reversa C4 com um tamanho do
poro de 300A (Jupiter C4 300A 4.6*250mm) e 0,1% solugdes aquosas TFA /0,1% da
solugao de acetonitriio TFA com um gradiente de 61/39 a 54/46 (10 min). A amostra foi
analisada por HPLC analitico (Agilent1200), e o tempo de retencao foi de 10,6 minutos, a
pureza foi determinada em 98,5% (veja figura 12). A analise de- GPC foi empregada
(SHIMADZU LC-20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a
condigao da solugéo do nitrato de sédio 0,1 M, a eluicao foi realizada em uma taxa de 1,0
mi/min, e a pureza foi determinada em 98,7%.

Exemplo 4. Preparacio e analise de PB-107 (PEG30000-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foi dissolvido em 1 ml de tampao fosfato 20 mM (pH 6.5), e 30
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mg de PEG30000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. {Suzhou), 30000 representa 30kDa do
peso molecular de PEG e da estrutura molecular € mostrado na figura 2} foi pesado de
acordo com uma relagao molar do PEG aos peptides que é de 2:1 e adicionado a solucéo
acima. A solugéo foi agitada adequadamente a fim de dissolver o PEG e formar uma mistura
homogénea com o peptideo. A reagao foi realizada por 1 hora a 20°C e interrompida
posteriormente por uma solugao (0,1 ml da solugéo de cisteina 0,5M), e mantida finalmente
a -20°C para a purificago. _

A amostra foi diluida 5 vezes usando o tampao acetato de sddio de 50 Mm (pH 4,5),
e aplicada a coluna cromatografica de troca idnica SP (GE, coluna XK16/20, macroCap SP
packing) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampao acetato de sodio 50 mM
{pH 4,5). Apos o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampao acetato de sddio 50 mM (pH 4,5}, e o tampao foi entdo aumentado linearmente para
o tampéo B de 100% {tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5) que contém NaCl 1 M) em

20 vezes o volume de coluna. O pico da eluigao foi coletado no purificador AKTA. Como

determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido

A solugao coletada foi detectada pela electroforese em gel de SDS-PAGE, e corada
com azul de Coomassie Brithante e tingido com iodo (veja por favor a figura 6A e 6B). A
eluicao foi realizada usando a coluna analitica de fase reversa C4 com um tamanho do poro
de 300A (Jupiter C4 300A 4.6*250mm) e 0,1% solugdes aquosas TFA /0,1% da solugéo de
acetonitrilo TFA com um gradiente de 61/39 a 54/46 (10 min). A amostra foi analisada por
HPLC analitico (Agilent1200), e o tempo de retencédo foi de 11,5 minutos, a pureza foi
determinada em 100% (veja figura 7). A andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-
20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condicdo da
solugédo do nitrato de sodio 0,1 M, a eluicao foi realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a
pureza foi determinada em 98,7%. '

Exemplo 5a. Preparacéo e andlise de PB-108 (PEG40000-PB-1 05)

2.0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 ml de tampéo fosfato 20 mM {pH 8,5), e
40 mg de PEG40000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. {Suzhou), 40000representa 40kDa do
peso molecular de PEG e a estrutura molecular & mostrada na figura 2) foi pesada de
acordo com uma relagiao molar do PEG aos peptides que ¢ de 2:1 e adicionada a solugao
acima. A solugéo foi agitada adequadamente a fim de dissolver 6 PEG e formar uma mistura
homogénea com o peptideo. A reagao foi realizada por 1 hora a 20°C e interrompida
posteriormente por uma solugéo (0,1 ml da solucao de cisteina 0,5M), e mantida finaimente
a -20°C para a purificagao.

A amostra foi diluida 5 vezes no tampao acetato de sédic 50 mM (pH 4.5), e
carregada na coluna cromatografica de troca idnica SP (coluna XK16/20, macroCap, GE

Inc.) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampao acetato de sddio 50 mM (pH




P 38/58
e L 4,5). Apds o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
,;; s, tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5), e o tampéao foi entdo aumentado linearmente para

o tampao B de 100% (tampao acetato de sodio 50 mM (pH 4,5) que contém o NaCl 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico da eluicao foi coletado no purificador AKTA. Como
5 determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido.
A solugao coletada foi detectada pela electroforese em gel de SDS-PAGE, e corada
com azul de Coomassie Brilhante e tingido com iodo (veja, por favor, a figura 6A e 6B). A
elui¢ao foi realizada usando a coluna analitica de fase reversa C4 com um tamanho do poro
de 300A (Jupiter C4 300A 4.6*250mm) e 0,1% solugdes aquosa TFA /0,1% da solugao de
10 acetonitrilo TFA com um gradiente de 61/39 a 54/46 (10 min). A amostra foi analisada por
HPLC analitico (Agilent1200), e o tempo de retengdo foi de 11,4 minutos, a pureza foi
determinada em 100% (veja figura 14). A andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-
20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condicdo da
solugdo do nitrato de sédio 0,1 M, a eluicdo foi realizada em uma taxa de 1,0 mi/min, e a
15  pureza foi determinada em 97,2%.
Exemplo 5b. Preparacao e andlise de PB-114 (PEG40000-PB-113)
2,0 mg de PB-113 foram dissolvidos em 1 ml de tampao fosfato 20 mM (pH 6,5), e
40 mg de PEG40000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 40000 representa 40kDa do
peso molecular do PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 2} foi pesado de
20 acordo com uma relagdo molar do PEG aos peptides que & de 2:1 e adicionado a solucao
acima. A solugao foi agitada adequadamente a fim de dissolver o PEG e formar uma mistura
homogénea com o peptideo. A reagdo foi realizada por 1 hora a 20°C e interrompida
posteriormente por uma solucéo (0,1 ml da solugéo de cisteina 0,5M), e mantida finalmente
a -20°C para a purificacao.
25 A amostra foi diluida 5 vezes no tampéo acetato de sdédio 50 mM (pH 4,5), e
carregada na coluna cromatografica de troca idnica SP (coluna XK16/20, macroCap, GE
Inc.) equilibrada em 5 vezes o voiume da coluna com tampao acetato de sédio 50 mM (pH
4,5). Apés o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5), e o tampao foi entao aumentado linearmente para
30 o tampéo B de 100% (tampdo acetato de sodio 50 mM (pH 4,5) que contém NaCi 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico da eluigdo foi coletado no purificador AKTA. Corno
determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido.
_ A eluicio da solugdo coletada foi realizada usando a coluna analitica de fase
reversa C4 com um tamanho do poro de 300A (Jupiter C4 300A 4.6*250mm) e 0,1%
35 solugbes aquosa TFA /0,1% da solugdo de acetonitrilo TFA com um gradiente de 61/39 a

54/46 (10 min). A amostra foi analisada por HPLC analitico (Agilent1200), e o tempo de

retencao foi de 12,6 minutos, a pureza foi determinada em 97,9% (veja figura 15). A andlise
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de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-
803 HQ/SB-804), sob a condicdo da solugao do nitrato de sddio 0,1 M, a eluicao foi
realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a pureza foi determinada em 98,4%.

Exemplo 6a. Preparagdo e analise de PB-109 (PEG20000x2 (dobro-brago PEG) -
PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 ml de tampé&o fosfato 20 mM (pH 6,5), e
40 mg de PEG20000x2 (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000 representa 20 kDa
de um peso molecular de um brago no PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 16)
foi pesado de acordo com uma relagao molar do PEG aos peptideos que é de 2.1 e
adicionada a solugao acima. A solugdo foi agitada adequadamente a fim de dissolver 0 PEG
e formar uma mistura homogénea com o peptideo. A reagao foi realizada por 1 hora a 20°C e
interrompida posteriormente por uma solugdo (0,1 ml da solugao de cisteina 0,5M), e
mantida finalmente a -20°C para a purificacao.

A amostra foi diluida 5 vezes no tampao acetato de sddio 50 mM (pH 4.5), e

‘carregada na coluna cromatografica de troca idnica SP (coluna XK16/20, macroCap, GE

Inc.) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampao acetato de sédio 50 mM (pH
4,5). Apés o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampao acetato de éc’)dio 50 mM (pH 4.5), e 0 tampéo foi entac aumentado linearmente para
0 tampao B de 100% (tampéao acetato de sddio 50 mM (pH 4,5) que contém NaCl 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico da eluigao foi coletado no purificador AKTA. Como
determinado, aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido.

A solugao coletada foi detectada pela electroforese em gel de SDS-PAGE, e corada
com azul de Coomassie Brilhante e tingido com iodo (veja, por favor, a figura 6A e 6B). A
eluicao foi realizada usando a coluna analitica de fase reversa C4 com um tamanho do poro
de 300A (Jupiter C4 300A 4.6*250mm) e 0,1% solugdes aquosa TFA /0,1% da solugéo de
acetonitrilo TFA com um gradiente de 61/39 a 54/46 (10 min). A amostra fol analisada por
HPLC analitico {Agilent1200), e o tempo de retengao foi de 11,5 minutos, a pureza foi
determinada em 100% (veja figura 17). A andlise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-
20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condigdo da
solucéo do nitrato de sodio 0,1 M, a eluigéo foi realizada em uma taxa de 1,0 mli/min, e a
pureza foi determinada em 99,3%. '

' Exemplo 6b. Preparacéo e andlise de PB-109b (PEG20000x2 (PEG duplo-braco) b-

PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 mi de tampéao fosfato 20 mM (pH 6,5), e
40 mg de PEG20000x2b (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000x2 representa
20x2 kDa do peso molecular de PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 18} foi

pesado de acordo com uma relagdo molar do PEG aos peptideos que é de 2:1 e adicionado
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a soiugéo acima. A solugao foi agitada adequadamente a fim dedissolver o PEG e formar
uma mistura homogénea com o peptideo. As outras etapas foram as mesmas utilizadas no
exemplo 6a. Finalmente, a analise de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, 3 colunas
HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condigéo da solugdo do nitrato de
sodio 0,1 M, a eluicéo foi realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a pureza foi determinada
em 99,2%.

Exemplo 6c. Preparagéo e anélise de PB-109¢c (PEG20000x2 (PEG duplo-braco)
de ¢c-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foi dissolvido em 1 m| de tampéo fosfato 20 mM (pH 6,5), e 40
mg de PEG20000x2¢ (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 20000x2 representa 20x2
kDé do peso molecular de PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 19) foram
pesados de acordo com uma relacdo molar do PEG aos peptides que é de 2:1 e
adicionados a solugdo acima. A solugéo foi agitada adequadamente a fim de dissolver o
PEG e formar uma mistura homogénea com o peptideo. As outras etapas foram as mesmas
utiizadas no exemplo 6a. Finaimente, a andlise de GPC foi empregado (SHIMADZU LC-
20AD, 3 colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condi¢do da
solugao do nitrato de sédio 0,1 M, a eluicao foi realizada em ﬁma taxa de 1,0 mi/min, e a
pureza foi determinada em 98,8%.

Exemplo 6d. Preparagéo e analise de PB-109d (PEG20000x2 (PEG duplo-brago) d-
PB-105) 7

2,0 mg de PB-105 foi dissolvido em 1 ml de tampao fosfato 20 mM (pH 6,5), e 40
mg de PEG20000x2¢ {fornecido por PegBio Co., Lid. (Suzhou), 20000x2 representa 20x2
kDa do peso molecular de PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 20) foram
pesados de acordo com uma relacdo molar do PEG aos peptides que é de 2:1 e
adicionados a solucao acima. A solugdo foi agitada adequadamente a fim de dissolver o
PEG e formar uma mistura homogénea com o peptideo. As outras etapas foram as mesmas
utilizadas no exemplo 6a. Finaimente, a andlise de GPC foi empregado (SHIMADZU LC-
EOAD,' 3 colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-803 HQ/SB-804), sob a condigdo da
solucao do nitrato de sodio 0,1 M, a eluigdo foi realizada em uma taxa de 1,0 mimin, e a
pureza foi determinada em 99,2%.

Exemplo 7. Preparagéo e andlise de PB-119 (PEG23000-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 ml de tampéo fosfato 20 mM (pH 6,5), e
22 mg de PEG23000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. (Suzhou), 23000 representa 23 kDa de
um peso molecular de um brago no PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 2) foi
pesado de acordo com uma relacdo molar do PEG aocs peptideos que & de 2:1 e adicionada
a solugédo acima. A sofugéo foi agitada adequadamente-a fim de dissolver o0 PEG e formar

uma mistura homogénea com o peptideo. A reagao foi realizada por 1 hora a 20°C e
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interrompida posteriormente por uma solugao de excesso de cisteina (0,1 ml da solugdo de
cisteina 0,5M), e mantida finalmente a -20°C para a purificagao.

A amostra foi diluida 5 vezes no tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5), e
carregada na coluna cromatografica de troca idnica SP (coluna XK16/20, macroCap, GE
Inc.) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampao acetato de sédio 50 mM (pH
4,5). Apos o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampao acetato de sédio 50 mM (pH 4,5), e o tampao foi entao aumentado linearmente para
o tampao B de 100% (tampéao acetato de sodio 50 mM (pH 4,5) que contém NaCl 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico da eluigdo foi coletado no purificador AKTA.
Aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido como determinado.

A eluicado da solucéo coletada foi realizada usando a coluna analitica de fase
reversa C4 com um tamanho do poro de 300A {Jupiter C4 300A 4.6*250mm) e 0,1%

“solucoes aquosa TFA /0,1% da solugdo de acetonitrilo TFA com um gradiente de 61/39 a

54/46 (10 min). A amostra foi analisada por HPLC analitico {Agilent1200), e o tempo de
retencao foi de 11,6 minutos, a pureza foi determinada em 96,0% (veja figura 21). A analise
de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-
803 HQ/SB-804), sob a condicao da solu¢do do nitrato de sodio 0,1 M, a eluigdo foi
realizada em uma taxa de 1,0 mi/min, e a pureza foi determinada em 97,1%.

Exemplo 8. Preparacgac e analise de PB-120 (PEG27000-PB-105)

2,0 mg de PB-105 foram dissolvidos em 1 ml de tampéo fosfato 20 mM (pH 6,5), e
24 mg de PEG27000 (fornecido por PegBio Co., Ltd. {Suzhou), 27000 representa 27 kDa de
um peso molecular de um brago no PEG e a estrutura molecular é mostrada na figura 2) foi
pesado de acordo com uma relagcdo molar do PEG aocs peptideos que & de 2:1 e adicionada
a solugao acima. A solugao foi agitada adequadamente a fim de dissolver o PEG e formar
uma mistura homogénea com o peptideo. A reagdo foi realizada por 1 hora a 20°C e
interrompida posteriormente por uma solugac de excesso de cisteina (0,1 ml da solugdo de
cisteina 0,5M), € mantida finalmente a -20°C para a burificagéo.

A amostra foi diluida 5 vezes no tampdo acetato de sddio 50 mM {pH 4.,5), e
carregada na coluna cromatografica de troca idnica SP (coluna XK16/20, macroCap, GE
Inc.) equilibrada em 5 vezes o volume da coluna com tampao acetato de sédio 50 mM (pH
4,5). Ap6s o carregamento, a coluna foi equilibrada em 2 vezes o volume da coluna com
tampéo acetato de sédio 50 mM (pH 4,5), e o tampao foi entao aumentado linearmente para
o tampao B de 100% (tampéo acetato de sédio 50 mM (pH 4,5) que contém NaCI 1 M) em
20 vezes o volume de coluna. O pico da eluicao foi coletado no purificador AKTA.
Aproximadamente 1 mg do peptideo foi obtido como determinado.

A eluicao da solugao coletada foi realizada usando a coluna analitica de fase
reversa C4 com um tamanho do poro de 300A (Jupiter C4 300A 4.6*250mm} e 0,1%
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: . solucoes aquosa TFA /0,1% da solugdo de acetonitriio TFA com um gradiente de 61/39 a

- 54/46 (10 min). A amostra foi analisada por HPLC anaiitico {Agilent1200), e o tempo de

retencao foi de 12,1 minutos, a pureza foi determinada em 97,7% (veja figura 22). A andlise

de GPC foi empregada (SHIMADZU LC-20AD, colunas HQ in tandem de SB-802 HQ/SB-

5 803 HQ/SB-804), sob a condigao da solugéo do nitrato de sédio 0,1 M, a eluicdo foi
realizada em uma taxa de 1,0 ml/min, e a pureza foi determinada em 98,4%.

Exemplo 9. Teste de estabilidade para os conjugados de polietilenoglicol de PB-105

PB-110 (PEG5000-PB-105), PB-106 (PEG20000-PB-105), PB-107 (PEG30000-PB-
105), PB-108 (PEG40000-PB-105) e PB-109 (PEG20000*2-PB-105) foram colocados

10 respectivamente no tampao acetato de sadio (pH 4,5) e no tampéo de fosfato (pH 7,0) a 4°C
e -20°C, e avaliados para estabilidade. As amostras foram registradas para analise de HPLC
no dia 7, 15, 30, 60. Os resultados para o dia 60 mostraram que as amostras eram estaveis
em pH 4,5 e -20°C {Figura 23A), e em pH 7,0 e 4°C ou -20°C (Figura 23B,23C).

Exemplo 10. Efeito in vitro de PB-101 e PB-105 na atividade de cAMP intracelular

15 Células PC12 foram digeridas, semeadas em placas de 24 pocos numa densidade
de 10° célula/ml, e incubadas por 48 hr { 60-70% confluéncia). O meio de cultura foi

_ abandonado e foi lavado duas vezes usando o tampao fosfato (PBS). 1 ml de PBS contendo
1% de BSA foi adicionado. PB-101 e PB-105 da variante de Exendina-4 (107", 107%°, 10®, 10
8,107 e 10® M) com cisteina na posicao 3¢ do G-terminal foram incubados com 3-isobutil-1-

20 metilxantina (IBMX, concentragéo final de 100 uM) por 30 min. O meio de incubagao foi
abandonado. 500 ul de HCI (0,1 M) foi adicionado parar a degradagdo de cAMP pela
enzima. As células foram recolhidas e lisadas por sonicagdo. O conteiido de proteina em
células foi determinado por BCA. A curva padrao foi desenhada reunindo uma serie de
grupos padroes com concentragbes diferentes usando a instrugao do kit de ensaio

25  imunoenzimatico cAMP (U.S. RD System corporation). Absorvéncias foram determinadas a
450 nm em leitor ELISA (U.S. Thermo Fisher Scientific Corporation) apds a reagéo. A
concentracao de cAMP foi lida em curva padrdo usando tal absorbancia. Entdoc, a
concentragao de cAMP nas amostras foi calculada. A relagdo dose-resposta para o efeito de
PB-101 e PB-105 em cAMP intracelular crescente foi calculado usando o software Graphpad

30  Prism. ‘ '

Os resultados experimentais sdc mostrados na figura 24. PB-101 aumentou o
conteido do cAMP nas células PC12 em uma maneira dose-dependente, 0 maximo de
CAMP aumentado (Eye.,) foi 133,2+7,2 pmol/100 Hg (proteina), e ECsq foi 1.9x10% M. |
PB-105 apresentou um efeito in vitro similar em cAMP nas células PC12 comparadas ‘

35 com PB-101. O maximo de cAMP aumentado (En.) para PC-105 foi 129.4+6.8
pmol/100 pg (proteina) (PB-105 vs PB-101, P > 0,05); EGs was 2,5x10°% M. A andlise
posterior mostrou que log EC; para PB-101 e PB-105 foi respectivamente -8,71+0,15 e
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-8,61+0,15 (PB-105 vs PB-101, P > 0,05). Isso indicou que a atividade bioldgica de PB-
101 néo foi alterada pela introduc¢ao da cisteina (tiol) na posicao 39 do C-terminal.

Exemplo t1. Efeito in vitro de PB-105 e do conjug'ado PEGuilado deste na atividade
de cAMP intracelular

As células PC12 foram digeridas, semeadas em placas de 24 pogos em uma
densidade de 10° cel/ml, e incubadas por 48 horas (a confluéncia de 60-70%). O meio de
cultura foi abandonado e lavado duas vezes usando o tampao fosfate (PBS). 1 ml de PBS
contendo 1% de BSA foi adicionado. O conjugade de PB-105, PB-105 PEGuilado
(PEGS5000) (PB-110), o conjugado de PB-105 PEGuilado (PEG20000) (PB-106), o
conjugado de PB-105 PEGuilado (PEG30000) (PB-107), o conjugado de PB-105 PEGuilado
(FEG40000) (FB-108) e o conjugadc de PB-105 PEGuilado (PEG20000x2, duplo-brago)
(PB-109) (107", 107°, 10°, 10® 107, 10° e 10° M) foram incubados com 3 isobutil-1-
metilxantina (IBMX, concentracao fina! de 100uM) por 30 Min. C meio de incubacao foi
abandonado. 500 pl de HCI (0,1 M) foram adicionados para interromper a degradagao do
cAMP pela enzima. As células foram coletadas e lisadas pela sonicacdo. O contetdo de
proteina nas béluias foi determinado por BCA. A curva padrao foi tragada ajustando series
de grupos padrdes com concentragoes diferentes usando a instrugdo do kit imunoenzimatico
cAMP (U.S. RD System corporation). As absorvéncias foram determinadas a 450 nm no
leitor ELISA (U.S. Thermo Fisher Scientific Corporation) apés a reagao. A concentragao
de cAMP foi lida em curva padrao usando tal absorbancia. Entdo, a concentracdo de cAMP
nas amostras foi calculada. A'relagéo dose- resposta para o efeito de PB-106, de PB-107,
de PB-108, de PB-109 e de PB-110 no aumento de cAMP intracelular foi calculado usando o
software Graphpad Prism.

Os resultados experimentais indicaram que PB-105 aumentou o contetido de cAMP
nas células PG12 em uma maneira dose-dependente, o maximo de cAMP aumentado {(Emax)
foi de 103,9+1,5 pmol/100 pg (proteina), e ECs foi de 1,3x10? M. A modificagiao de
peguilagao fez com que a curva da relagdo dose-resposta movesse para a direita
paralelamente de uma maneira da massa-independéncia molecular (5-40 kDa), e reduzir a
atividade biologica de PB-105 (figura 25). Os ECsy de PB-110, de PB-106, de PB-107, de
PB-108 e de PB-109 eram respectivamente 1,1x10%,1,1x10% 1,2x10%; 9,7x10% e 1,3x107
M. A modificagio de Peguilagdo de 5 kDa (PB-110) e 20 kDa (PB-106) ndo teve quase
nenhum efeito na atividade de PB-105 (a atividade era respectivamente 115% daquela de
PB-105), e a modificagdo de Peguilacdo de 30 kDa (PB-107) e 40 kDa (incluindo braco
linear e duplo, PB-108 e PB-109) reduziu respectivamente a atividade de PB-105 por
aproximadamente 80% e 99%. As correlagbes entre o peso molecular de PEG no conjugado
PEGuilado e as atividades destas drogas (Log ECs) sdo mostradas na figura 26A (que inclui
ECsy de PB-105 na figura 24).
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Example 12. Efeito in vitro de PB-105 e conjugados PEGuilados destes na
atividade de cAMP intracelular

As células PC12 foram digeridas, semeadas em placas de 24 pogos em uma
densidade de 10° cel/mi, e incubadas por 48 horas (a confluéncia de 60-70%). O meio de
cultura foi abandonado e lavado duas vezes usando o tampao fosfato (PBS). 1 mi de PBS
contendo 1% de BSA foi adicionado. O conjugado de PB-105, PB-105 PEGuilado
(PEG23000) (PB-119), o conjugado de PB-105 PEGuilado (PEG27000) (PB-120), (107",
107°, 107, 10°®, 107, 10° e 10° M) foram incubados com 3 isobutil-1-metilxantina (IBMX,
concentragao final de 100 uM) por 30 Min. O meio de incubagéo foi abandonado. 500 pi de
HCI (0,1 M) foram adicionados para interromper a degradagac de cAMP pela enzima. As
células foram coletadas e lisadas pela sonicagao. O contelido de proteina nas células foi
determinado por BCA. A curva padréo foi tragada ajustando séries de grupos padroes com
concentragées diferentes usando a instrucdo do kit imuno ligada a enzima cAMP
acampamento (U.S. RD System corporation). As absorvéncias foram determinadas a 450
nm no leitor ELISA (U.S. Thermo Fisher Scientific Corporation) apds a reagdo. A
concentracao de cAMP foi lida em curva padrdo usando tal absorbancia. Entdo, a
concentragéo‘de cAMP nas amostras foi calculada. A relacéo dose- resposta para o efeito
de PB-105, de PB-119, e PB-120 no aumento de cAMP intracelular foi calculado usando o
software Graphpad Prizm,

Os resultados experimentais indicaram que PB-105 aumentou o contetudo de
cAMP nas células PC12 de uma maneira de dose-dependéncia, e ECs; foi 2,7x10% M.
PB-106 (PEG20000) e PB-119 (PEG23000) nao tiveram nenhum efeito na atividade de
PB-105 para cAMP, e PB-120 (PEG27000) fez com que a curva dose-resposta
movesse para a direita paralelamente e deduzisse a atividade bioldgica de PB-105
para cAMP em aproximadamente 50% (Figura 27). O ECs, de PB-106, PB-119 € PB-
120 foi respectivamente 1,5x107; 2,5x10° e 5,4xx10° M.

Normalmente acredita-se que a atividade biologica da biomolécula conjugada
ira reduzir exponencialmente com o aumento do peso molecular do grupo conjugado
(tais como a partir de 4kDa) (Bailon et al. Rational design of potent, long-lasting form of
interferon: A 40 kDa branched polyethylene glycol-conjugated interferon a-2a for the
treatment of hepatitis C. Bioconjugate Chem 2001 ; 12 : 195 -202; Bowen et al. Relationship
between molecular weight and duration of activity of polyethylene glycol conjugated
granulocyte colony-stimulating factor mutein. Experimental Hematology 1999; 27: 425 -32;
Bailon et al. PEG-modified biopharmaceuticals. Expert Opin Deliv. 2009; 6: 1-16). Entretanto,
O depositante descobriu surpreendentemente que, na Figura 25 e 27, a relagéo entre o peso
molecular do grupo de polimero conjugado e a atividade do conjugado da variante de

Exendina para estimular cAMP in vitro ndo estd de acordo com esta expectativa. Pelo
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menos para o conjugado da variante de Exendina conjugado por PEG com um peso
molecular de até 23 kDa, a modifica¢ao de PEGuilagac naoc teve nenhum efeito na
acao do conjugado da variante de Exendina para estimular in vifro as células para
produzir cAMP (e quando o peso molecular de PEG sendo de até 27 kDa, tem apenas
um efeito moderado). Em contraste, a modificagdo de PEGuilagao nao teve nehum
efeito no efeito méaximo de PB-105 para estimular a producédo de cAMP (Eqax}- © Emax
de PB-110, PB-106, PB-107, PB-108 e PB-109 ¢ respectivamente 102,1+1,8;
111,942.1; 126,2+3,4; 100,4+1,7 e 115,5+3,5 pmol/100 pg proteina. O peso molecular
de PEG nos conjugados PEGuilados nao tiveram correlagdo com E,,.. dessas drogas
(ver Figura 26B) (incluindo 0 En, de PB-105 na Figura 24).

O depositante realizou a seguinte anélise baseada no resultado surpreendente.
Uma vez que o meio contendo soro com varias proteinases presentes nao foi usado como o
sistema de reacdo neste exemplo e nenhuma proteinase foi adicionada na soluciao de
reacao, a degradacao enzimatica da variante de Exendina e os conjugado destes foram
significativamente mais baixos do que in vivo. Ou seja, no caso do teste in vive com um
tempo de agéo mais longo, o grau de redugdo para a atividade biologica dos conjugado da
variante de Exendina de acordo com a presente invencao é menor do que a Exendina néo-
conjugada do tipo selvagem ou a variante de Exendina, mesmo a atividade bioldgica dos
conjugados da variante de Exendina de acordo com a presente invengao seja mais elevada.
Em outro aspecto; a fragao do polimero que é mais de 23 kDa pode ser usada para conjugar
a variante de Exendina sem afetar significativamente a atividade biologica /n vivo. Embora a
presente invengao ndo seja limitada por esta teoria, a predicdo é provada nos seguintes
exemplos,

Exemplo 13. Experimento de tempo-resposta do efeito hipoglicémico para PB-101 e
PB-105 '

Camundongos mascufinos Kunming ( pesc corporal era 27-32 g) foram fornecidos.
Os ratos nao jejuaram para o alimento ou agua antes do experimento. Foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos com seis camundongos em cada grupo. O volume igual de
solugao salina (10 mlikg), PB-101 (10 pg/kg) e a variante PB-105 de Exendina (10 pg/kq)
com um cisteina na posigdo 39 do C-terminal foram injetados subcutaneamente. Em 0, 1, 2,
4, 8, 12 horas apds a injecao, amostragem do sangue na ponta da cauda foi realizada. A
glicose do sangue foi determinada usando o medidor de glicose de sangue OneTouch e as
tiras de teste acompanhados U.S. Johnson & Johnson). A curva do tempo-resposta para o
efeito hipogiicemico foi tragada usando o valor da glicose de sangue em pontos diferentes
de tempo para a linha central de y e usando pontos de tempo para a linha central de x, para
calcular a meia-vida biologica de efeitos hipoglicemicos para PB-101 e PB-105. O resultado

é mostrado na figura 28. A meia-vida da variante de Exendina-4 substituido pelo cisteina e
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Exendina-4 & respectivamente 4,7+0,2 horas e 4,4+0,2 horas (FB-105 contra PB-101, P>
0,05). Indica que a variante de Exendina-4 substituida pelo cisteina na posigac 39 do C-

" terminal e Exendina-4 tém a meia-vida comparavel.

Exemplo 14. Experimento da dose-resposta do efeito hipoglicemico para PB-101 e
PB-105

Camundongos masculinos Kunming (peso corporal era 23-27 g) foram fornecidos.
Os camundongos jejuaram para o alimento por 3 horas mas nao para a agua antes do
experimento. Foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos com seis camundongos em
cada grupo. O volume de solugao salina (10 ml/kg), de PB-101 (0,01; 0,1; 0,3; 1;3;10;100
ug/kg) e variante PB-105 de Exendina (0,01; 0,1; 0,3; 1;3;10;100 ug/kg) com um cisteina na
posigdo 39 do C-terminal foi subcutaneamente injetada. Em 1 hora apds a injecéo, a
amostragem do sangue na ponta da cauda foi realizada. A glicose do sangue foi
determinada usando o medidor de glicose de sangue OneTouch e as tiras de teste
acompanhados U.S. Johnson & Johnson). A curva da dose- resposta para o efeito
hipogficémico foi tragada usando o valor da glicose de sangue para a linha central de y e
usando a dose para a linha central de x (figura 29). Por sua vez, o pardmetro da relagdo
dose- resposta para PB-101 e PB-105 {E...and EDsg) foi calculada usando o software
Graphpad Prizm. O resultado indicou que a eficiéncia hipoglicemica méaxima para a injegao
do polus de PB-101 e PB-105 foi respectivamente 32,2% e 36,1%, o valor de EDs, foi
respectivamente 0,6 € 1,2 pg/kg. A analise posterior indicou que o Log EDs de PB-101 e
PB-105 foi respectivamente -0,25+0,17 e 0,08x0,20 {PB-105 vs PB-101, P> 0,05). Os
resultados experimentais indicaram que a variante de Exendina-4 de PB-105 com uma
cisteina na posigao 39 do C-terminal ndo tem significativamente nenhuma diferenca com a
Exendina-4 em relagdo ao efeito hipoglicemico.

Exemplo 15. Experimento da dose- resposta do efeito hipoglicémico para PB-101 e
a variante deste (PB-102)

Camundongos masculinos Kunming (peso de corpo era 22-26 g) foram fornecidos.
Os camundongos jejuaram para o alimento por 3 horas, mas ndo para a agua antes do
experimento. Foram distribuidos aleatoriamente em 18 grupos com seis camundongos em
cada grupo. Volume de solucéo salina (10 ml/kg), de PB-101 (0,01; 0,1; 1;10;100 pg/kg) e
variante de Exendina de PB-102 (0,01; 0,1; 1;3;10;100 pg/kg) com um cisteina na posigao
35 do C-terminal foi subcutaneamente injetada. Em 1 hora apés a injecéo, a amostragem do
sangue na ponta da cauda foi realizada. A glicose do sangue fot determinada usando o
medidor de glicose de sangue OneTouch e as tiras de teste acompanhados U.S. Johnson &
Johnson). A curva da dose- resposta para o efeito hipoglicémico foi tracada usando o valor
da glicose de sangue para a linha y e usando a dose para a linha x (figura 29). Por sua vez,
o parémetro da relacdo dose- resposta para PB-101 e PB-102 (E,...and EDs;) foi calculada
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usando o software Graphpad Prizm. O resultado indicou que a eficiéncia hipoglicémica
maxima para a injegao de polus de PB-101 e PB-102 foi respectivamente 39,8% e 32,8%, o
valor de EDs, foi respectivamente 0,5 e 2,5 pg/kg. A anélise posterior indicou que o Log EDs;
de PB-101 e PB-102 foi respectivamente -0,2867+0,2272 e 0,4015+0,2946 (PB-102 vs PB-
101, P> 0,05). Os resultados experimentais indicaram que a variante de Exendina-4 de PB-
102 com uma cisteina na posigcdo 35 do C-terminal nac teve significativamente nenhuma
diferenca com a Exendina-4 em relagéo ao efeito hipoglicémico.

Example 16. Experimento da relacdo tempo-resposta para o efeito
hipoglicémico de quantidades iguais de PB-105 e conjugados PEGuilados

Camundongos machos Kunming (peso corporal era 22-26 g) foram fornecidos.
Os camundongos jejuaram para o alimento por 3 horas, mas nao para a agua antes do
experimento. Foram distribuidos aleatoriamente em 18 grupos com seis camundongos em
cada grupo. Um volume igual de PB-105 (10 pg/kg), PB-105 PEGuilado (PEG5000)
conjugade PB-110 (10 pg/kg}, PB-105 PEGuilado (PEG20000) conjugado PB-106 {10
ug/kg), PB-105 PEGuilado (PEG30000) conjugado PB-107 (10 ug/kg), PB-105
PEGuilado (PEG40000) conjugado PB-108 (10 pg/kg) e PB-105 PEGuilado
(PEG20000x2, duplo-brago) conjugado PB-109 (10 pg/kg) foram subcutaneamente
injetados in bolus. Em 0, 1, 2, 4, 8, 12, 18, 24, 36 horas apds a injegao, a amostragem
do sangue na ponta da cauda foi realizada. A glicose de sangue foi determinada
usando o medidor de glicose de sangue OneTouch e as tiras de teste acompanharam
U.S. Johnson & Johnson}. A curva de tempo-resposta para o efeito hipoglicemico foi
tragada usando o valor da glicose de sangue em pontos de tempo diferentes para a
linha y e usando pontos do tempo para a linha x (figura 31), para calcular a meia-vida
bioldgica e o efeito hipoglicémico maximo de efeitos hipoglicémicos para o conjugado
PB-105 e o PEGuilado deste, assim como a area acima da curva do efeito
hipoglicémico (tabela 1). Pode-se ver na tabela 1, cada conjugado da variante de
Exendina neste experimento tem similar ou mesmo significativamente mais alto (PB-
106) efeito hipoglicémico acumulado (veja a 4rea acima da curva), e estes conjugados
da variante de Exendina tém uma meia-vida biolégica significativamente mais longa,
comparado com o PB-105 ndo-conjugado. A andlise para o peso molecular do PEG vs.
A meia-vida bioldgica, o efeito hipoglicemico maximo e a area acima da curva do efeito
hipoglicemico indica que PB-105 conjugados PEGuilados PB-106, PB-107, PB-108 e
PB-109 todos proiongam significativamente o periodo do efeito hipoglicemico de PB-
105 (meia-vida t,). Entretanto, quando o peso molecular do PEG que esta na escala
de 3-20 kDa, o prolongamento da meia-vida bioldgica ¢ proporcional ao peso
molecular, e quando é maior de 20 kDa, o periodo do efeito hipoglicémico (a meia-vida

biolégica permanece a mesmo (figura 32A). Os conjugados PEGuilados tém o mesmo
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efeito hipoglicémico maximo quando o peso molecular do PEG esta na escala de 5-20
kDa, mas quando & maior que 20 kDa, o efeito hipoglicémico méaximo diminui com o
aumento do peso molecular de PEG (figura 32B). Em relagéo a area acima da curva do
efeito hipoglicémico, o PB-106 (kDa PEG20) tem um efeito hipoglicémico acumulado
significativamente mais alto do que PB-105, e os outros conjugados tem efeito similar
ou um pouco menor (figura 32C). Como descrito acima, A modificagao de PEGuilacao
sitio-especifica (PB-110 e PB-108) nao afeta significativamente o efeito hipoglicémico
méaximo dos conjugados da variante de Exendina (respectivamente, 96% de PB-105),
pelo mends quando o peso molecular do PEG é de até 20 kDa. A modificagao de
Peguilagao reduz significativamente o efeito hipoglicémico maximo quando o peso
molecular do PEG ¢é de 30 kDa ou mesmo maior (PB-107, PB-108 e PB-108}), embora
estes conjugados ainda tenham o efeito hipoglicémico acumulado comparavel e
significativamente maior por muito tempo de meia-vida biolégica. Este resultado indica
que a fragdo conjugada com um peso molecular mais elevado pode ser util péra
conjugar as variantes de Exendina. Comeo tal, uma meia-vida biolbgica
significativamente mais longa € um nivel mais delicado e mais estavel de glicose do
sangue sao obtidos, para impedir que o nivel de glicose do sangue abaaixe
demasiadamente no curto periodo e flutue em uma larga escala. Esta descoberta é
consistente com o resuitado in vitro no experimento de cAMP como descrito acima
(veja figura 26).

Tabela 1. Meia-vida biologica, efeito hipoglicémico maximo e Area Acima da
Curva para reduzir a glicose sanguinea (AAC) para PB-105 e conjugados PEGuilados
destes {12 camundongos em cada grupo)

conjugados de T2 (hrs) Efeito Maximo Area Acima da Curva
Exendina hipoglicémico para glicose

(% valor antes da sanguinea

dosagem) (AAC, mmol*h/L)
PB-105 49101 38.044.3 32.8%5.4
PB-110 7.0%2.0 36.311.2 31.8124.6 |
PB-106 13.4%0.5* 36.5%3.2 53.924 3~
PB-107 12.5%2.0* 24.3+2.8* 30.0%7.2
PB-108 10.8%2.0" 22.642 9~ 25.3+5.7
PB-109 9.242 2+ 20.2+3.2* 21.634.8

*P < 0.05 (vs PB-105)
Exemplo 17. Experimento da relagéo tempo-resposta para o efeito hipoglicémico de

quantidades equivalentes de PB-105 e conjugados PEGuilados (PEG30000) destes (PB-
107)
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Uma vez que PEG30000 (PB-107) in vitro reduziu a atividade biotdgica de PB-105
em aproximadamente 90% (figura 25), e in vivo reduziu a atividade biologica de PB-105 em
aproximadamente 50% (figura 31), a dose de PB-107 foi aumentada a fim de estudar a
meia-vida biolégica de PB-107 sob a condigac de ser equivalente a PB-105. Camundongos
machos Kunming (o peso corporal era 22-25 g) foram fornecidos. Os camundongos nao
jejuaram para o alimento ou para a agua antes do experimento. Foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos com seis camundongos em cada grupo. PB-105 {10 ug/kg) e
PB-105 PEGuilado (PEG30000) PB-107 conjugado (100 pg/kg, esta dose produz um efeito
hipoglicémico de aproximadamente 100% em 10 ug/kg de PB-105) foram injetados
subcutaneamente. Em 0, 1, 2, 4, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 72 horas apds a injegio, amostragem
do sangue na ponta da cauda foi realizada. A glicose do sangue foi determinada usando o
medidor de glicose de sangue OneTouch e as tiras de teste acompanharam U.S. Johnson
& Johnson). A curva de tempo-resposta para o efeito hipoglicémico foi tragada usando o
valor da glicose do sangue em pontos de tempos diferentes para a linha y e usando pontos
de tempo para a linha x, para calcular a meia-vida bioclégica de PB-105 (10 ug/kg) e PB-107
(100 pg/kg). Os resultados sdo mostrados na figura 33, a meia-vida biolégica de PB-105 (10
Hg/kg) e PB-107 (100 ug/kg) sao respectivamente 4,5+0,4 horas e 44,6+4,5 horas P > 0.05,
PB-107 vs PB-105). O estudo para a relagdo tempo-resposta da dose equivalente indica
que a Peguilagao (PEG30000) (PB-107) prolonga o periodo do efeito hipoglimérico de PB-
105 em 10 vezes.

Exemplo 18. Experimento da dose- resposta do efeito hipoglicémico para PB-105 e
PEGuilados (PEG20000) conjugados deste (PB-106)

Camundongos masculinos Kunming (o peso corporal era 20-24 g} foram fornecidos.

Os camundongos jejuaram para o alimento por 3 horas, mas nao para a agua antes do

experimento. Foram distribuidos aleatoriamente em 13 grupos com seis camundongos em
cada grupo. Volumede solucao salina igual {10 mikg), de PB-105 (0,1; 0,3: 1: 3; 10; 30
Ha/kg) e dose igual de PEGuilado (PEG20000) PB-106 conjugado (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30
ug/kg) foram injetados subcutaneamente. Em 1 hora apés a injecéo para o grupo PB-105 (o
ponto do tempo para o pico da redugdo da glicose do sangue, ver a figura 28 e 31), em 4
horas apés a inje¢ao para o grupo PB-106 (o ponto do tempo para o pico da reducdo da
glicose do sangue, ver a figura 31), a amostragem do sangue na ponta da cauda foi
realizada. A glicose do sangue foi determinada usando o medidor de glicose do sangue
OneTouch e as tiras de teste acompanharam U.S. Johnson & Johnson). A curva da dose-
resposta para o efeito hipoglicémico foi tragada usando o valor da glicose do sangue para a
linha y e usando a dose para a finha x (figura 34). Por sua vez, o parametro da relagéo dose-
resposta para PB-105 e PB-106 (Enn, Emax © EDSIU) foi calculado usando o software de
Graphpad Prizm. En, para a injecao do polus de PB-105 e PB-106 foi respectivamente de
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83 + 02 e 84 0,3 mmol/L; e E.a foi respectivamente 6,0 + 0,3 e 5,5+ 0,6 mmol/L (a
eficiéncia hipoglicémica méxima foi respectivamente 27,8% e 34,5%). O EDs, de PB-105 e
de PB-106 foi respectivamente 1,2 e 3,3 pg/kg. A analise posterior indicou que o Log EDso
de PB-105 e PB-106 foram respectivamente 0,07 + 1,2 e 0,5 + 0,2 (PB-106 vs. PB-105,P >
0.05). O resultado experimental indicou gue os conjugados PEGuilados (PEG20000) de PB-
105 (PB-106) nao tiveram significativamente nenhuma diferenga com o PB-105 em relagao
ao efeito hipoglicémico (incluindo Eqax € EDsp).

Exemplo 19. Experimento da relagao tempo-resposta para o efeito hipoglicémico de
PB-105, de PB-111 e do conjugado PEGuilade (PB-106 e PB-112) em camundongos
normais

Camundongos masculinos Kunming (o peso corporal era 24-30 g) foram fornecidos.
Os camundongos nao jejuaram para o alimento ou para a agua antes do experimento.
Foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com seis camundongos em cada
grupo. PB-105 (10 pg/kg), conjugado PEGuilado (PEG20000) de PB-105 (PB-106) (10
Hg/kg), PB-111 (10 pg/kg) e conjugado PEGuilado (PEG20000} de PB-111 (PB-112) (10
ug/kg) foram injetados subcutaneamente. PB-111 era derivado de PB-105 onde a cisteina
na posi¢ao 39 do C-terminal liga-se a tirosina. Em 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 48 horas apos a
injecao, amostragem do sangue na ponta da cauda foi realizada. A glicose do sangue foi
determinada usando o medidor de glicose de sangue OnsTouch e as tiras de teste
acompanharam U.S. Johnson & Johnson). A curva do tempo-resposta para o efeito
hipoglicémico foi tragada usando o valor da glicose do sangue em diferentes pontos de
tempo para a linha y e usando pontos de tempo para a linha x, para calcular a meia-vida
biologica e o efeito hipoglicémico maximo do conjugado de PB-105, PB-111 e do PEGuilado
destes. Os resultados sdo mostrados na figura 35, PB-105, PB-106, PB-111 e PB-112

reduziram aleatoriamente a glicose do sangue nos camundongos de uma maneira de

* tempo-dependéncia. A meia-vida biclégica de PB-105 e PB-111 é respectivamente de 4,6

horas e 6,0 horas, e o efeito hipoglicémico maximo é respectivamente 44,7% e 36,4%. A
meia-vida bioldgica de PB-106 e PB-112 ¢ respectivamente de 19,6 horas e 21 ,7 horas, e o
do efeito hipoglicémico maximo é respectivamente 37,3% e 34,9%. Os resultados indicaram
que a tirosina adicionado na posicao 39 do C-terminal ndo teve nenhum efeito na atividade
do efeito hipoglicémico e da meia-vida biolégica do conjugado de PB-105 e do PEGuilado
destes (PB-106).

Exemplo 20. Experimenito da relagdo tempo-resposta para o efeito hipoglicémico de
PB-101 e das variantes PB-105, PB-111 e PB-113 assim como conjugados PEGuilados PB-
106, PB-112 e PB-114 em camundongos com diabetes STZ2

Os camundongos foram jejuados por 14 horas antes que a diabetes fosse induzida.
A amostra de sangue foi registrada através do sangramento da ponta da cauda a fim de




10

156

20

25

30

35

51/58

determinar o valor do branco da glicose do sangue. STZ entao, recentemente preparado
{estreptozotocina) (120 mg/10 ml/kg, preparado recentemente, dissolvidos na solucio de
nitrato 0,1 M, pH 4.5) foi injetada subcuteamente. A glicose do sangue foi determinada apds
3 dias. A glicose do sangue aleatdria dos camundongos cuja que estava acima de 16,7

mmol/L foram considerados como camundongos em que a diabetes foi induzida com

-sucesso. Os camundongos nao jejuaram para o alimento ou para a dgua antes do

experimento. Foram distribuidos em 7 grupos com 4-6 camundongos em cada grupo. A
glicose do sangue em 0 horas foi determinada através do sangramento da veia da cauda. E
0 volume iguail de PB-101 (10 pug/10ml/kg), PB-105 (10 pg/kg), PB-106 (10 ug/kg), PB-111
(10 pg/kg), PB-112 (10 ug/kg), PB-113 (10 pg/kg) e PB-114 (10 ug/kg) foram injetados
subcutaneamente. PB-111 era derivado de PB-105 em que a cisteina na posig¢do 39 do C-
terminal liga-se a tirosina, PB-113 era derivado dePB-105 em que a glicina na posicéo 2 do
N-terminal foi substituida pela D-alanina, e PB-114 era conjugado do PEGuilado
(PEG40000) de PB-113. Em 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 48 horas ap0s a injegdo, amostragem
do sangue foi realizada e a glicose do sangue foi determinada. A curva do tempo-resposta'
para o efeito hipoglicémico para PB-101, PB-105, PB-106, PB-111, PB-112, PB-113 e PB-
114 foi tragada usando o valor da glicose do sangue usando diferentes pontos de tempo
para a linha y e usando pontos dr tempo para a linha x. A curva foi tragada usando
GraphPad Prism 5 Demo software (Prism v5, Graphpad Software, Inc., San Diego, CA),
e a meia-vida biolégica (t,,) de PB-101, PB-105, PB-106, PB-111, PB-112, PB-113 e PB-
114 foi calculada e comparada usando métodos de estatisticas matematicas.

Como mostrado na Figura 36, o a inje¢ao de polus de PB-101, PB-105, PB-1086,
PB-111, PB-112, PB-113 e PB-114 reduziu a glicose do sangue aleatéria em camundongos
com diabete STZ induzida de uma maneira de dependéncia de tempo. As eficiéncias
maximas foram respectivamente 47,5 %, 57,6 %, 69,8 %, 54,4 %, 59,7 %, 49,2 % e 17,9 %
(simplesmente 38 % destes para PB-101). A meia-vida biolégica de PB-101, PB-105, PB-
106, PB-111, PB-112 e PB-113 foi respectivamente 5,5; 5,5; 21:8; 5:0; 20,3 e 5,9 horas, e a
meia-vida biologica dePB-114 nao pode ser calculado devido ao efeito hipoglicémico. Os
resultados experimentais indicaram que a tirosina adicionado na posicac 39 do C-terminal
ou da substituicao da glicina pela D-alanina na posigédo 2 no N-terminal nac reduziu a
atividade anti-hiperglicemica de PB-105, Peguilagio (PEG20000) nao reduziu a atividade de
PB-105 e de derivados destes, mas a Peguilagdo (PEG40000) reduziu significativamente a
atividade de PB-105 e de derivados destes. '

Exemplo 21. Experimento da relagao tempo-resposta para o efeito hipoglicémico de
quantidades equivalentes de PB-105 e PB-106, PB-119 e PB-120

Camundongos masculinos Kunming (o peso corporal era 24-30 g) foram fornecidos.
Os camundongos nao jejuaram para o alimento ou para a &gua antes do experimento.
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Foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com seis camundongos em cada
grupo. Conjugado de PB-105 {10 ug/kg), PB-105 PEGuilado (PEG20000) (PB-106) (10
Mg/kg), conjugado de PB-105 PEGuilado (PEG23000) {PB-119) (10 pg/kg) e conjugado de
PB-105 PEGuilado(PEG27000) (PB-120) (10 pg/kg) foram injetados subcutaneamente. Em
0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 48 horas apéds a injecéo, amostragem do sangue na ponta da cauda
foi realizados. A glicose do sangue foi determinada usando ¢ medidor de glicose do sangue
OneTouch e as tiras de teste acompanhados U.S. Johnson & Johnson}. A curva de tempo-
resposta para o efeito hipoglicémico foi.tragada usando o valor da glicose do sangue em
diferentes pontos de tempo para a linha y e usando pontos de tempo para a linha x, para
calcular a meia-vida biolégica e o efeito hipoglicémico maximo do conjugado de PB-105 e do
PEGuilado deste. Os resultados sdo mostrados na figura 37, PB-105, PB-106, PB-119 e PB-
120 reduziram a glicose do sangue aleatdria nos camundongos em uma maneira de tempo-
dependéncia. A meia-vida bioldgica deles foi respectivamente 6,0; 21,7; 24,1 e 26,1 horas, e
a meia-vida biolégica aumentou com o aumento do peso molecular de PEG. O tempo do
efeito hipoglicémico maximo foi respectivamente de aproximadamente 1 hora (PB-105) e 4
horas (PB-106, PB-119 e PB-120). Os valores maximos do efeito hipoglicémico foram
respectivamente 35,0%, 50,9%, 48,2% e 42,2% (figura 37A). Como calculado como a area
de efeito-tempo hipoglicémico, PB-106, PB-119 e PB-120 todos aumentaram
significativamente o efeito hipoglicémico de PB-105 (aumento em 3-4 vezes). E o efeito
acumulado aumentou com o aumento do peso molecular do PEG (figura 37B). Os
resultados experimentais indicaram que a Peguilacao nao reduziu a atividade hipoglicémica
de PB-105, e prolongaram significativamente o periodo do efeito hipoglicémico e
aumentaram o efeito hipoglicémico acumulado quando o pesoc molecular estava entre 20-27
kDa. Como considerado aqui, guando o peso molecular do PEG & de 20-27 kDa, os
conjugados das variantes de Exendina de acordo com a presente invencao, PB-106, PB-119
e PB-120, fornecerem um valor do efeito hipoglicémico maximo mais elevado, comparado
com o PB-105 n&o conjugado. Além disso, estes conjugados tém um periodo
significativamente mais longo do efeito hipoglicémico e o efeito hipoglicémico acumulado
aumenta com o aumento do peso molecular do PEG, de maneita a fornecer um efeito
hipoglicémico combinado methor. 7

Exemplo 22. Teste de vémito do pombo para PB-101, PB-1 05, PB-106 e PB-120

Os pombos saudaveis, macho ou fémea, foram distribuidos em 7 grupos com 4-8
pombos em cada grupo. PB-101 (3 mg/kg, N = 4 ou 6 mg/kg, N = 8), PB-105 (3 mg/kg, N= 4
ou 6 mg/kg, N = 8), PB-106 (3 mg/kg, N = 4 ou 6 mg/kg, N = 8) ¢ PB-120 {6 mg/kg, N = 8)
foram separadamente subcuteamente injetados. Os tembos de vOmito e de laténcia para o
voémito (o periodo da dose ao primeiro vémito) foram observados e registrados em 24 horas

apds dosagem usando o sistema de monitoramento eletrénico. Os tempos de vomito foram
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definidos como uma vez se cogar o pescoco, abertura da boca, encolhimento dos ombros,
contracbes abdominais, e finaimente acalmar ou o fim do vbémito. Os experimentos
precedentes indicaram gue a resposta do vomito nao foi induzida pela situagao normal tal
como nenhuma dose nos pombos, € a dose de PB-101 (3 e 6 mg/kg) e de PB-105 (3 e 6
mg/kg) induziu um vOmito significativo em uma maneira de dose-dependéncia. Nos grupos
PB-106 (3 mg/kg e 6 mg/kg) e PB-120 (6 mg/kg), a laténcia do vdmito foram prolongados
significativamente (prolongado em aproximadamente 5-18 vezes, veja a figura 38A), e os
tempos de vémito foram reduzidos significativamente (reduzido por aproximadamente 50-
70%, veja a figura 38B), comparado com os grupos de dose correspondente de PB-101, PB-
105. Para a dose de 6 mg/kg, a diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,05). O
resultado indica que a Peguilagao reduziu significantemente a resposta de vomito para a
Exendina e as variantes desta.

Exemplo 23. Reagao sistematica alérgica e efeitos no peso corporal induzido por
PB-101, PB-105 e PB-106

44 cobaias masculinas saudaveis foram fornecidas, e o peso de corpo de cada
cobaia era aproximadamente 300 g. Elas foram distribuidas em 5 grupos, isto é salino (N =
10), PB-101 (N = 10}, PB-105 (N = 10), PB-106 (N = 10) e o grupo de albumina (N = 4).
Salino (1 mi/Kg) PB-101 (100 ug/Kg), PB-105 (100 ug/Kg), PB-106 (100 pg/Kg) e
ovalbumina de galinha (80 mg/Kg) foram respectivamente injetados subcueamente dia sim
dia nao por trés vezes consecutivas. No dia 14depois da UGltima injecdo, a quantidade de
estimulagao do salino (1 ml/Kg) PB-101 (300 ug/Kg), PB-105 (300 pg/Kg), PB-106 (300
Hg/Kg) e albumina (240 mg/Kg) respectivamente foram injetados através da veia do dedo.
Imediatamente depois da injecdo, a resposta dos animais foi observada por 0-3 hrs depois
do estimulo. Os sintomas para reacdo alérgica em animais foram registrados como
mostrado na Tabela 2, e avaliado como mostrado na Tabela 3 (semi-quantitativo).

Tabela 2. Os sintomas para a reagao alérgica nos animais

0 Normal 7 respiracoes cuitas 14 andar regular
1 sem descango | 8 urinas 15 pulo

2 pouco pélo 9 defecacgbes 16 repouso

3 tremendo 10 lagrimas 17 cramps

4 nariz cogando | 11 dificuldade respiratdria | 18 rotagao

5 espirros 12 ofegante 19 respiragao forte

6 tosse 13 purpura 20 morto

Tabela 3. Avaliagdo de graus da reacdo sistematica alérgica em animais e

padrdes semi-quantitativos
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0 - 0 reacdo alérgica negativa
1-4 sintomas + 1 reacgao alérgica fraco negativa
5-10 sintomas ++ 2 reacdo alérgica posiﬁva
11-19 sintomas ++4 3 forte reagdo alérgica positiva
4
20 H++ Muito forte reac¢ao alérgica positiva

A curva foi tracada usando pontos de tempo para a linha x e os graus de resposta
alérgica (semiquantitativa) para a linha y, segundo as indicagbes da figura 39. Nenhuma
reacdo alérgica foi encontrada nas cobaias do grupo de controle salino, isto é, da reagao
alérgica negativa. As cobaias no grupo da albumina morreram imediatamente depois da
estimulagao (<2min), isto &, reagéo alérgica positiva muito forte. As cobaias nos grupos PB-
101 e PB-105 tiveram a resposta alérgica, isto é, reagdo alérgica positiva. PB-101 e PB-105
eram polipeptideos contendo 39 residuos de aminoacidos, e puderam induzir a produgéo do
anticorpo in vivo apds a dose crénica (Buse et al. Effects of exenatide (exendin-4) on
glycemic control over 30 weeks in sulfonylurea-treated patients with type 2 diabetes.
Diabetes Care. 2004; 27 : 2628-2635.). E, PB-105 PEGuilado (PEG20000) PB-106
conjugado conduziram a reacéo alérgica negativa fraca nas cobaias. Este resultado indicou
que a PEGuilacao (PB-106) pode reduzir significativamente a imumnogenicidade de PB-101
ou PB-105 e reacgdo alérgica.

A curva tragada usando pontos de tempo para a linha x € o peso corporal das
cobaias para a linha y (figura 40) mostrou que o peso corporal das cobaias no grupo salino
durante a sensibilizacdo aumentou continuamente (o0 peso corporal aumentou em
aproximadamente 38% durante 18 dias do experimento}. O peso corporal nao diminuiu 4
dias apos duas doses sucessiva de albumina, comparada com o grupo salino. Entretanto, o
peso corporal das cobaias diminuiu respectivamente em aproximadamente 8% e 11% {p <
0,05), comparado com a dosagem de PB-101 e PB-105. O peso corporal das cobaias nos
grupos PB-101, PB-105 e PB-106 recuperaram 12 dias apos cessar a dosagem, que foi
comparavel com o do grupo salino.

. Exemplo 24. Efeito de PB-105, de PB-106, de PB-119 e de PB-120 no peso
corporal do rato e na quantidade de ingestao de alimentos

24 ratos saudaveis masculinos SD foram fornecidos, € o peso corporal destes efa
de aproximadamente 200 G. Os ratos foram distribuidos em 5 grupos: grupo salino (1 ml/kg,
N = 4), PB-105 (100 pg/kg, N = 5), PB-106 (100 pg/kg, N = 5), PB-119 (100 pg/kg, N = 5) e
PB-120 (100 pg/kg, N = 5). Solucdo salina e drogas foram injetados respectivamente

subcuneamente em dias alternados para cada um por trés vezes sucessivas. O peso
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corporal e a mudan¢a da ingestdo de alimentos nos camundongos foram observados
diariamente. ‘

A curva tragada usando pontos de tempo para a linha x e o peso corporal dos
camundongos para a linha y {figura 41A) mostrou que o peso corporal das camundongos no
grupo salino aumentou continuamente durante a dosagem (o peso corporal aumentou em
33,4% durante 9 dias do experimento). O pesc corporal (por peso corporal-tempo AUC
como um indicador) diminuiu em aproximadamente 5,3% (p<0,05) 9 dias apds tres
sucessivas dosagens de PB-105 (100 pg/kg), comparado com ¢ grupo salino. Dosagem
de uma quantidade equivalente de PB-106, de PB-119 e de PB-120 conduziu a uma maior
reducao de peso corporal do que PB-105. O peso corporal (por peso corporal-tempo AUC
como um indicadoer) diminuiu respectivamente em aproximadamente 7%, 8% e 8% (p <0,05)
no caso da dosagem de PB-106, PB-119 e PB-120, comparado com a dosagem de PB-105.

A curva tragada usando pontos de tempo para a linha x e uma guantidade da
ingestao de alimentos por camundongos para a linha y (figura 41B) mostrou que a
guantidade da ingestao de alimentos por camundongos no grupo salino permaneceu
substancialmente durante a dosagem. A quantidade da ingestdo de alimentos {(em
quantidade-tempo AUC da ingestao de alimentos como um indicador) diminuiu em
aproximadamente 16% apos trés doses sucessivas de PB-105 (100 pg/kg), comparada com
o grupo salino. Dosagem. de uma quantidade equivalente de PB-106, PB-119 e PB-120
conduziu a uma maiot redugao da ingestao de alimentos do que PB-105.

E bem conhecido que a Exenatida pode reduzir o peso corporal em pacientes
obesos e induzir a resposta de nausea e vOmito, onde os mecanismos de sua agao é
associado com a Inibi¢Ao do centro de alimentagao do sistema nervose central e ativagao do
centro de vémito (Larsen. Mechanisms behind GLP-1 induced weight loss, Br J Diabetes
Vasc Dis 2008; 8 (Suppl 2}. S34—S41; Schick et al. Glucagonlike peptide 1 {7-36)-
amide acts at Iéteral and medial hypothalamic sites to suppress feeding in rats. Am J
Physiol Regul integr Comp Physiol 2003;284:R1427-35). Entretanto, os conjugados de
Exendina ou de variantes desta sao dificeis de passar através da barreira sangue-cérebro
devido ao peso molecular ampliado, € assim podem reduzir a resposta de vomito induzida
por PB-101 (veja o exemplo 22). Consequentemente, antes do comeco deste estudo, o
depositante esperou que essa Exendina ou variantes destas reduziriam o efeito da Exendina
na reducao da ingestéo de alimentos e do peso corporal que foi intermediado pelo sistema
nervoso central. Entretanto, o depositante descobriu surpreendentemente que os
conjugados do PEG de Exendina ou sua variante tiveram o efeito significativamente
aumentado na redugéo da ingestéo de alimentos e do peso corporal, embora a Exendina do
tipo selvagem e a variante de Exendina ndo conjugada ambas reduziram a ingestdo

alimentos e o peso corporal.
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Exemplo 25. Experimentos Farmacocinéticos de PB-101 e PB-105

Ratos SD masculinos (peso corporal: 250-300 g, comprados do Shanghai Lab
Animal Center, Chinese Science Academy) foram anestesiados aplicando hidrato de cloral
30 % (300 mg/kg, i.p.). A cateterizacao da artéria femoral e da veia foi realizada incisando
na borda direita superior da grande virilha e dissecando a artéria femoral e veia (tubo de
polietiteno PES0, U.S. Becton Dickinson Corporation). O cateter da artéria direita foi usado
para a amostragem de sangue, e o cateter da veia direita foi usado para dosagem. O tubo
PE-50 foi conduzido do pescogo para tras com subcutanea dorsal. O cateter foi preenchido
com a solugao de heparina (200 U/ml}, e a incisao foi suturada. Apds a operacao, os ratos
foram colocados em gaiolas separadas, e recuperados por mais de 12 horas. Qs ratos com
cateteres estavam livres para movimentos e dietas nas gaiolas. Os ratos foram distribuidos
no grupo PB-101 e no grupo PB-105 (3-6 ratos em cada grupo). 5 ug/kg do agente foi
aplicado pela inje¢do de polus na veia femoral direita. As amostras de sangue foram
tomadas respectivamente em 0.08, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6 horas apds a dosagem.
As amostras de sangue foram colocadas no tubo Eppendorf e centrifugadas para a
preparacdo do plasma (5000 RPM, 5 min), e armazenadas a -20 °C até o uso. A
concentracao de drogas nas amostras foi determinada pelo kit de Exenatida a EIA (Phoenix
Pharmaceuticals, Inc. USA) apés a preparagao completa de cada grupo de amoétras do
plasma. Curvas de droga-tempo de PB-101 e de PB-105 foram tragadas usando a
concentragao do plasma para a linha y e o tempo para a linha x. Os resultados mostraram
que PB-105 e PB-101 tiveram a distribuicao e o afastamento similares nos ratos.

A analise estatistica do pardmetro do método nao-compartamental foi realizada
empregando o software Kinetica 5.0 {Thermo Fisher Scientific Iné., EUA), para calcular
parametros farmacocinéticos de PB-101 e PB-105 (Cmax, AUCq, AUC,., ty5, MRT, CL and
Vs, etc.). Os resultados foram mostrados na tabela 4. A meia-vida plasmatica de PB-101 e
de PB-105 foi respectivamente 4,8 + 0,7 e 4,9 + 1,4 horas (PB-105 vs PB-101, P > 0,05).E a
area sob a curva de curvas de droga-tempo foi respectivamente 454 + 1,6 e 479 + 19,0
ng*hr/mi (PB-105 vs PB-101, P > 0,05). Os resultados experimentais mostraram que PB-105
e PB-101 tiveram propriedades farmacocinéticas similares.

Tabela 4. Parametros farmacocinéticos de PB-101 e PB-105 (3-6 ratos em cada
grupoj.

N Coax (Ng/m) AUC,. (ng*h/ml) AUC,... (ng*h/ml)
PB-101 3 33.0«2.0 ' 45.4+1.6 85.2+4.4

PB-105 6 . 36.8+10.6 47.9+19.0 103.8+51.1
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T1/2 {n) MRT (h) CL (ml/{n*kg)) Vss (mikg)
PB-101 4.8+(0.7 6.9+0.7 ) . BHh90+3.1 403.2+21.3
PB-105  4.9+1.4 7.2+2.2 117.7¢58.5 563.8+186.1

Exemplo 26. Experimento da farmacocinética do conjugado de PB-105 e do
PEGuilado deste

Ratos masculinos SD (peso corporal:. 250-300 g, comprado do Shanghai Lab
Animal Center, Chinese Science Academy) foram anestesiados aplicando o hidrato de
cloral 30% (300 mg/kg, i.p.). O cateterismo da artéria femoral e da veia foi realizado
incisando na borda direita superior da grande virilha e dissecando a artéria femoral € veia
(tubo do polietileno PES0, US Becton Dickinson Corporation). Cateter da artéria direita foi
usado para a amostragem do sangue, e o cateter da veia direita foi usado para dosagem. O
tubo PE-50 foi conduzido do pescoco para tras com subcutanea dorsal. O cateter foi
preenchido com a squi;éo de heparina (200 U/ml), e a incisde foi suturada. Apds a
operacao, os ratos foram colocados. em gaiolas separadas, e recuperados por mais de 12
horas. Os ratos com cateteres estavam livies para movimentos e dietas nas gaiolas. Os
ratos foram distribuidos em 6 grupos (3 ratos em cada grupo): PB-105, PB-110,PB-106, PB-
107, PB-108 e PB-109. 5 pg/kg do agente foram aplicados pela injecdo de polus na veia
femoral direita, e 0,2 ml de sangue foram tomados em pontos diferentes de tempo. Para as
primeiras 48 horas apos a dosagem, a amostragem do sangue foi realizada usando o tubo
PES0, e apds 48 horas, a amostragem do sangue foi realizada pelo sangramento da veia da
cauda. Especificamente, grupo PB-105 0.08, 0.25, 05, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6 horas
apos dosagem), grupo PB-110 (0.08, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 horas apos
dosagem), grupo PB-106 (0.08, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, B4, 96 horas
apos dosagem), grupo PB-107 (0.08, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96,
108, 120, 132, 144 horas apos dosagem), grupos PB-108 e PB-109 (0.08, 0.25, 0.5, 1,
2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156, 168 horas apos
dosagem). As amostras de sangue foram colocadas no tubo de Eppendorf e
centrifugadas para a preparagao do plasma (5000 RPM, 5 min), e armazenadas a -20
°C ate o uso. A concentracdo de drogas nhas amostras foi determinada pelo kit de
Exenatida EIA {Phoenix Pharmaceuticals, Inc. USA) ap6s a preparacdo completa de
cada grupo de amostras do plasma. As curvas de droga-tempo de conjugado
PEGuilado foram tragadas usando a concentragao do plasma na linha y e o tempo para
a linha x. Os resultados mostraram que os conjugados de PB-105 e do PEGuilado
exibiram a distribuigao rapida e o afastamento lento (veja figura 43).

A analise estatistica do par&metro do método nao-compartmental foi realizada

empregando o software Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), para calcular
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pardmetros farmacofineticos de conjugado de PB-105 e de PEGuilados destes (Cmax,
AUCq., AUCU-.,, ti2, MRT, CL and V,,, etc.). Os resultados foram mostrados na tabela
5. A meia-vida plasmatica de PB-105 foi 2,9+0,1 horas, e meia-vida plasmatica do
conjugado de PEGuilado foi aumentado com o aumento do peso molecular do PEG. A
4rea sob a curva da curva de droga-tempo de PB-105 foi 18,2+1,9 ng*hr/ml, e a area
sob a curva da curva de droga-tempo do conjugado PEGuilado foi aumentada com o
aumento do peso molecular do PEG. As figuras 44A e 44B mostraram respectivamente
a relagao entre o peso molecular do PEG e o conjugado PEGuilado e a meia-vida
plasmatica, area sob a curva da curva de droga-tempo.

Tabela 5. Parametros farmacocinéticos de PB-105 e de conjugados

PEGuilados destes (3 ratos em cada grupo)

Comax {ng/ml) AUC, (ng*hr/ml) AUC, . (ng*hr/ml)

PB-105 23028 182519 24 5:2.2
PB-110 76.1414.5 101.0+25.8 165.5:45.3
PB-106 149.245.7 942.5+84.6 1146.0465.2
PB-107 128.2¢15.5 1485.24123.0 1879.3:82.1
PB-108 1481424 5 1780.74279.9 2202.5:318.8
PB-109 240.1220.9 5478.8+654.3 7033.4:861.6

T (h0) MRT () CL (mihr*kg) Ve (milkg)
PB-105  2.920.1 41202 207.8:20.9 846.3+79.0
PB-110  6.1:08 9.6+1.0 37.5+13.5 340.1202.9
PB-106  42.6:8.1 47.3:11.6 4.4+0.3 209.0457.3
PB107  70.5:26 75.3:9.5 2.7+0.1 201.6+27.3
PB-108  74.8:45 90.2:10.2 2.3:0.3 193.6£50.0
PB-109  103.6:24 102.06.8 0.7:0.1 74.8:10.4

As variantes de Exendina de acordo com a presente invengao melhoraram as
propriedades farmacocinéticas, reduzem significativamente a glicose sanguinea, e
apresentam atividades biologicas comparaveis ou melhores. Os conjugado das variantes de
Exendina que séo sitio-especificamente acoplados aos polimeros através do tiolato nas
cisteinas prolongam significativamente a meia-vida de variantes de Exendina e permanecem
¢com a atividade bioldgica elevada.

A presente invencéo foi ilustrada por exemplos especificos. Entretanto, um técnico
no assunto pode compreender que a presente invencao nao esta limitada aos exemplos
especificos, & um técnico no assunto pode fazer alguma variagdo ou modificagao no escopo
da presente invencao sem sair do espirito e do escopo da presente invengao. Esta variagao
e modifica¢éo estdo no escopo da presente invencio.
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REIVINDICAGOES
1. Conjugado da variante de Exendina apresentando a atividade do agonista
do receptor do GLP-1, caracterizado pelo fato que uma ou mais fragoes do polimerc
sdo conjugadas a variante de Exendina e particularmente ao residuo de cisteina da
variante de Exendina, e que uma ou mais fracbes de Exendina (apresentam)tém um
peso molecular de 5 KDa a 40 kDa, preferencialmente de 20 kDa a 40 kDa, e mais

- preferencialmente de 20 kDa a 35 kDa.

2. Conjugade de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato que
uma ou mais fragdes do polimero (apresentam)tém um peso molecular de 20 kDa a 30
kDa, por exemplo, de 21 kDa a 29 kDa, ou de 23 kDa a 27 kDa

3. Conjugado de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado pelo fato
que a variante de Exendina apresenta uma sequéncia de aminoacido na qual um ou
mais residuos sao substituidos pela cisteina, em comparagao com a sequéncia do tipo
selvagem da Exendina, preferencialmente a sequéncia do tipo selvagem da Exendina é
selecionada do grupo que consiste de: sequéncia da Exendina-4 His-Gly-Glu-Gly-Thr-
Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-
Leu-Lys-Asn-GIy-G|y-Pro'-Ser-Ser—GIy—AIa-Pro-Pro-Pro-Ser (SEQ 1D NO: 1), sequéncia
da Exendina-3 His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GiIn-Met-Glu-Glu-
Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-
Pro-Pro-Ser (SEQ ID NO: 2).

4. Conjugado de acordo com qualquer uma das reivindicagbes precedentes,
caracterizado pelo fato que a variante de Exendina apresénta uma substituicao de
cisteina no terminal C da variante da Exendina, preferencialmente apresenta uma
substituicdo de cisteina nas posicdes correspondendo a Ser na posicao 39 da SEQ ID
NO:1 ou SEQ ID NQ: 2.

5. Conjugado de acordo com qualquer uma das reivindicagbes precedentes,
caracterizado pelo fato que a variante de Exendina apresenta a sequéncia
selecionada do grupo que consiste de: '

His-Gly-Giu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Giu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-  Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-
Cys (SEQ ID NO: 3); '

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
VaI~Arg-l_eu—Phe-IIe—GIu-Trp-Leu—Lys-Asn—GIy—G1y-Pro-Ser—Ser-GIy-Cys—Pro-Pro-Pro—
Ser (SEQ ID NO: 4);

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
VaI-Arg—Leu-Phe-lIe-GIu—Trp—Leu—Lys—Asn-GIy-Cys-Pro—Ser-Ser—GIy—AIa~Pro—Pro—Pro-
Ser (SEQ ID NO: 5);



2(2

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-ile-Glu-Cys-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

4 £
Ser (SEQ ID NO: 6};
His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

Cys-Tyr (SEQ ID NO : 7); ou
-His-dAla-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gin-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
Val-Arg-Leu-Phe-lie-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-

Cys (SEQ ID NO: 8).

10 6. Conjugado, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes,

caracterizado pelo fato que uma ou mais fragdbes de polimeros sao cada uma
independentemente polietilenoglicol.

7. Método para preparar o conjugado de acordo com gqualquer uma das

reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato que compreende contatar uma variante de

15  Exendina com um polimero.
8. Composigac farmacéutica, caracterizada pelo fato que compreende uma
quantidade eficaz do conjugado de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
e opcionalmente um veiculo farmacéutico aceitavel.
9. Uso do conjugado de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
+20  caracterizado pelo fato que é para a producdo de um medicamento para reduzir a

glicose sanguinea.
10. Uso, de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato que o

medicamento é utilizado no tratamento da diabete, incluindo a diabete tipo 1 e tipo 2,

em particular a diabete tipo 2.
11. Kit, caracterizado pelo fato que compreende o conjugado de acordo com

25
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, e instrucdes para o uso.
12. Uso de Exendina ou uma variante desta conjugada a uma ou mais fracoes

do polimero, caracterizado pelo fato que é para a produgdo de um medicamento para

a redugcao do peso corporal, onde uma ou mais fracdes do polimero sio

30 preferencialmente fragcdes de polietilenoglicol.
13. Uso, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato que o

conjugado da Exendina ou a variante desta é conjugado de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 6.
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Resumo da Patente de Invencéo para: “NOVA VARIANTE DE EXENDINA E CONJUGADO
DESTA”.

A invencéo fornece uma nova variante de Exendina e um conjugado da variante de
Exendina que conjuga o polimero neste, a composicao farmacéutica compreendendo estes
e 0 uso destes para tratar doencas tais como redugao da glicose sanguinea, tratar diabete,
especialmente diabete do tipo Il. A invencéo também fornece o uso do conjugado Exendina

para baixar o peso corporal.



Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biologicas de que trata a Resolugao INPI 228 de 11/11/2009:

Codigo de Controle
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TR

7BB1EESCO1

QOutras Informagoes:

- Nome do Arquivo: Listagem de Sequéncias - PCT-CN10-072094..txt
- Data de Geragao do Codigo: 05-12-2011
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- Campo 2: 4AE67BB1EE5C01871

Gerado pelo Sistema de Listagem de Sequéncias Biologicas (SisBioList)




