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RESUMO
“ANALOGOS DE GLP-1"

A presente invencdo diz respeito a andlogos peptidicos do
péptido-1 do tipo do glucagon, aos sals farmaceuticamente
aceitdveils dos mesmos, a métodos para a utilizacdo de tais
andlogos para o tratamento de mamiferos e a composicdes
farmacéuticas uteis para tal, compreendendo os referidos

anadlogos.



DESCRIGAO
“ANALOGOS DE GLP-1”

Fundamento da invencéo

A presente invencdo refere-se a andlogos peptidicos do
péptido-1 do tipo do glucagon, aos sals farmaceuticamente
aceitdveils dos mesmos, a métodos para a utilizacdo de tais
anidlogos para tratar mamiferos e a composicdes
farmacéuticas uteis para tal, compreendendo os referidos

anadlogos.

A amida do péptido-1 do tipo do glucagon (7-36) (GLP-1) é
sintetizada nas células intestinais L por processamento
pés-traducional em tecidos especificos do percursor de
glucagon, pré-proglucagon (Vamdell, J.M., et al., J.
Histochem. Cytochem, 1985:33:1080-6) e ¢é libertada para a
circulacdo em resposta a uma refeigcdo. A concentracdo
plasmatica de GLP-1 aumenta de um nivel em Jejum de
aproximadamente 15 pmol/L para um nivel de pico pds-—
refeicdo de 40 pmol/L. Foi demonstrado gque, para um
determinado aumento da concentracdo de glucose no plasma, ©
aumento de insulina plasmatica é aproximadamente trés vezes
maior quando glucose é administrada por wvia oral,
comparativamente a via intravenosa (Kreymann, B., et al.,
Lancet 1987:2,1300-4). Este aumento da libertacdo de
insulina alimentar, conhecido como o efeito de incretina, é
essencialmente hormonal e pensa-se, presentemente, dque o
GLP-1 é a incretina mais potente em humanos. Para além do
efeito insulinotréfico, o GLP-1 suprime a secrecdo de
glucagon, retarda o esvaziamento gastrico (Wettergren A.,
et al., Dig Dis Sci 1993:38:665-73) e pode aumentar
eliminacdo de glucose periférica (D"Alessio, D.A. et al.,

J. Clin. Invest 1994:93:2293-06).



Em 1994, foi sugerido o potencial terapéutico do GLP-1,
apds a observacdo de que uma unica dose subcutédnea (s/c) de
GLP-1 podia normalizar completamente os niveis de glucose
pés-refeicdo em pacientes com diabetes mellitus nédo
dependente de insulina (NIDDM) (Gutniak, M.K., et al.,
Diabetes Care 1994:17:1039-44). Pensou-se que este efeito
era mediado quer pela libertacdo aumentada de insulina,
quer pela reducdo na secrecdo de glucagon. Para além disso,
mostrou-se que uma infusdo intravenosa de GLP-1 era capaz
de atrasar o esvaziamento géastrico pds-refeicdo em
pacientes com NIDDM (Williams, B., et al., J. Clin. Endo
Metab 1996:81:327-32). Ao contrario das sulfonilureias, a
accdo insulinotrdéfica da GLP-1 depende da concentracdo de
glucose no plasma (Holz. G.G 42, et al., Nature
1993:361:362-5). Assim, a perda da libertacdo de insulina
mediada por GLP-1 a baixas concentracdes de glucose no

plasma, protege contra hipoglicémia severa.

Esta combinacdo de acgdes confere ao GLP-1 potenciais
vantagens terapéuticas Unicas, comparativamente a outros
agentes presentemente utilizados para o tratamento de

NIDDM.

Numerosos estudos demonstraram que quando administrado a
sujeitos sauddveis, o GLP-1 influencia potencialmente os
niveis glicémicos, bem como as concentracdes de insulina e
glucagon (Orskov, C. Diabetologia 35:701-711, 1992; Holst,

J.J., et al., Potencial of GLP-1 in diabetes management em

Glucagon III, Handbook of Experimental Pharmacology,
Lefevbre PJ, Ed. Berlim, Springer Verlag, 1996, p. 311-
326), efeitos esses que sdo dependentes da glucose
(Kreymann, B., et al., Lancet ii: 1300-1304, 1987; Weir,

G.C., et al., Diabetes 38:338-342, 1989). Para além disso,



é também eficaz em pacientes com diabetes (Gutniak, M., N.
Engl J Med 226:1316-1322, 1992; Nathan, D.M., et al.,
Diabetes Care 15:270-276, 1992), normalizando os niveis de
glucose no sangue em sujeitos com diabetes do tipo 2
(Nauck, M.A., et al., Diagbetologia 36:741-744, 1993), e
melhorando o controlo glicémico em pacientes do tipo 1
(Creutzfeldt, W.O0., et al., Diabetes Care 19:580-580,
1996), aumentando a possibilidade de ser wutilizada como

agente terapéutico.

No entanto, o GLP-1 é metabolicamente instdvel, possuindo
um tempo de semi-vida (ti,;) plasmatico de apenas 1-2 min.
in vivo. Quando administrado exogenamente, o GLP-1 é também
rapidamente degradado (Deacon, C.F., et al., Diabetes
44:1126-1131, 1995). Esta instabilidade metabdélica limita o
potencial terapéutico do GLP-1 nativo. Por conseguinte,
existe uma necessidade de andlogos de GLP-1 que sejam mais
activos e metabolicamente mais estdveis, do que a GLP-1

nativa. Foram descritos analogos de GLP-1 no estado da

técnica (vide por exemplo WO 91/11457). No entanto, existe

uma necessidade de novos andlogos de GLP-1.

Sumdrio da invencdo

Num dos aspectos, a presente invencdo diz respeito a um

composto de férmula (I)

A7— aB— A% al0_ all_ al2 al3_ ald_ pal5_ al6_ al7_ al8_ al9 220 a2l
A22_ p23_ p24_ 225 p26_ a27_ 28 229 30 a3l 232 33 p34_ 235 A36_
237 R,

em que

A" & Ura, Paa, Pta ou Hppa;



2® & ala, D-Ala, Aib, Acc, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala, Arg ou
N-Me-Gly;

a° & Glu, N-Me-Glu, N-Me-Asp ou Asp;

A% & Gly, Acc, Ala, D-Ala, Phe ou Aib;

At & Thr ou Ser;

al? ¢ Phe, Acc, Aic, Aib, 3-Pal, 4-Pal, f-Nal, Cha, Trp ou
X'-Phe;

A & Thr ou Ser;

A'" & Ser, Thr, Ala ou Aib;

A & Asp, Ala, D-Asp ou Glu;

At & Val, D-Val, Acc, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Abu, Ala, D-Ala,
Tha ou Cha;

A" & Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc ou Thr;

A'® & Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc ou Thr;

A'Y & Tyr, D-Tyr, Cha, Phe, 3-Pal, 4-Pal, Acc, B-Nal, Amp ou
X'-Phe;

2% ¢ Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, lle, Cha, Tle, Val, Phe ou X'-Phe;
A%t & Glu, Ala ou Asp;

A?? & Gly, Acc, Ala, D-Ala, p-Ala ou Aib;

2’3 & Gln, Asp, Ala, D-Ala, Aib, Acc, Asn ou Glu;

A%* & Ala, Aib, Val, Abu, Tle ou Acc;

A% g Ala, Aib, Vval, Abu, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, Orn,
HN-CH ( (CH,) ,~NR'’R"") =C (0) ou HN-CH( (CH;).-X")-C (0) ;

n%t & Lys, Ala, 3-Pal, 4-Pal, Arg, hArg, Orn, Amp, HN-CH((CH;),-
NR'R™) -C(0) ou HN-CH((CH;).-X’)-C(O);

2°7 & Glu, Ala, D-Ala ou Asp;

A*® & Phe, Ala, Pal, B-Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha ou Trp;

A% & 1le, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala, Thba ou
Phe;

2%% & Ala, Aib, Acc ou inexistente;

A’ & Trp, Ala, B-Nal, 3-Pal, 4-Pal, Phe, Acc, Aib, Cha, 2Amp ou
inexistente;

A°* & Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, 1lle, Cha, Tle, Phe, X'-Phe, Ala ou
inexistente;

2% & Val, Acc, Aib, Leu, 1lle, Tle, Nle, Cha, Ala, Phe, Abu,

X'-Phe, Tba, Gaba ou inexistente;



a3t & Lys, Arg, hArg, Orn, Amp, Gaba, HN—CH((CHz)n—NRlORll)—C(O),
HN-CH ( (CH;) .~X?)-C (0) ou inexistente;

A°° & Gly ou inexistente;

2% & L- ou D-Arg, D- ou L-Lys, D- ou L-hArg, D- ou L-Orn, Amp,
HN-CH ( (CH,) ,-NR'’R™") -C (0) , HN-CH((CH,) .-X’) -C(0) ou inexistente;

37 2

A" & Gly ou inexistente;

x', para cada ocorréncia, é independentemente
seleccionado do grupo consistindo de (C;-Cg¢)-algquilo, OH e

halo;

1 2

R’ é OH, NH,, (C:-Ciz)alcoxi ou NH-X’-CH,-2z°, em que X* é

-

um agrupamento (C:-Ci)hidrocarboneto, e z° & H, OH, CO,H ou

C ONHZ H
X' é
XN Ne=—{CH, ), ~CH,
ou —C(O)—NHR”, em que X4, para cada ocorréncia, é

independentemente -C(0)-, -NH-C(O)- ou -CH,- e f, para cada
ocorréncia, ¢é independentemente um nuimero inteiro de 1 a
29;

e, para cada ocorréncia, ¢é independentemente um namero

inteiro de 1 a 4;

n, para cada ocorréncia, é independentemente um numero
inteiro de 1-5; e

R e RM, para cada ocorréncia, sdo cada um,
independentemente, H, (C1-C30)alquilo, (C1-C3p)acilo,

(C1-Cs0)alquilsulfonilo, -C((NH) (NHy)) ou

-C{OPCH;—N MN{CH.*‘}{CHa
. AW—4



desde que, quando RYY & (C;-Cy)acilo, (C1-Cz¢)algquilsul-

fonilo, -C((NH) (NH,)) ou
L{ORC H{“‘“‘N NW{G,Hz}rCHE
./ :

R é H ou (C1-Csp)alquilo; e

Rip, & (C1—C30)alquilo;

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

Um composto preferido do composto de férmula (I)
imediatamente precedente é um em que A' é Thr; A" & Thr;
at* & ser, Aib ou Ala; A'Y é Ser, Ala, Aib ou D-Ala; A% &
Ser, Ala, Aib, ou D-Ala; A% é Glu ou Ala; A% é Gln, Glu,
ou Ala; e A? & Glu ou Ala; ou um sal farmaceuticamente

aceitdvel do mesmo.

Um composto preferido do composto de férmula (1)

imediatamente precedente é um em que A’ é Glu, N-Me-Glu ou

. .

N-Me-Asp; a'? & Phe, Acc ou Aic; A'® é val, D-vVal, Acc, Aib,

19 20

Ala, Tle ou D-Ala; A~ é& Tyr, 3-Pal, 4-Pal ou D-Tyr; A" &

Leu, Acc, Cha, Ala ou Tle; A°* é Ala, Aib ou Acc; A% é Ala,
Aib, Acc, Lys, Arg, hArg, Orn, HN-CH((CH,).-NH-R'®)-C(0); A%

3

& Phe ou Ala; A% é 1lle, Acc ou Tle; A°Y é Ala, Aib ou

inexistente; A é Trp, Ala, 3-Pal, 4-Pal ou inexistente;

2*? é Leu, Acc, Cha, Ala ou inexistente; A** é Vval, Acc,
Ala, Gaba, Tle ou inexistente; ou um sal farmaceuticamente

aceitdvel do mesmo.

Um composto preferido do composto de férmula (I)
imediatamente precedente é um em que a® ¢ Ala, D-Ala, Aib,
A6c, AS5c, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala ou N-Me-Gly; A'" é Gly, Ala,
D-Ala ou Phe; A & Phe, A6c ou A5c; A' & val, Ala, Tle,
A6c, AS5c ou D-val; A%?° & Leu, A6c, AS5c, Cha, Ala ou Tle; A%



P

& Gly, Aib, p-Ala, L-Ala ou D-Ala; A*® é Ala ou Aib; A% &
lle, A6c, A5c ou Tle; A*? & Leu, BA6c, AbBc, Cha, Ala ou
inexistente; A’ & Val, A6c, A5c, Ala, Gaba, Tle ou
inexistente; ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do

mesmo.

Um composto preferido do composto de férmula (I)
imediatamente precedente é um em que R' & OH ou NH, ou um

sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo.

Um composto de férmula (I) mais preferido & um em que o
referido composto é [pra7]hGLP—l(7—36)—NH2 ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

Outro composto de férmula (I) mais preferido € um em que o
referido composto é [Ura7]hGLP—1(7—36)—NH2; [Paa7]hGLP—1(7—
36) -NH,; [Pta’lhGLP-1(7-36)-NH,; ou um sal farmaceuticamente

aceitdvel dos mesmos.

Noutro aspecto, a presente invencdo disponibiliza uma
composicdo farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz
de um composto de férmula (I), como definido anteriormente
na presente, ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo

e um veiculo ou um diluente farmaceuticamente aceitaveis.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo disponibiliza uma
utilizac&o de um composto de férmula (I), como definido
anteriormente na presente, ou de um sal farmaceuticamente

aceitdvel do mesmo, na preparacdo de um medicamento para

desencadear um efeito agonista de um receptor de GLP-1, num

sujeito necessitado do mesmo.




Ainda noutro aspecto adicional, a ©presente invencéo

disponibiliza a utilizacdo de um composto de férmula (I),

como definido anteriormente na presente, ou de um sal

farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, na preparacdo de um

medicamento para tratar uma doenca seleccionada do grupo

consistindo de diabetes do tipo I, diabetes do tipo 1II,
obesidade, glucagonomas, perturbacdes secretoras das vias
respiratédrias, perturbacéo metabdlica, artrite,
osteoporose, doenca do sistema nervoso central, restenose e
doenca neurodegenerativa, falha renal, falha cardiaca
congestiva, sindrome nefrético, cirrose, edema pulmonar e
hipertens&o, num sujeito necessitado do mesmo, o Que
compreende a administracdo de uma quantidade eficaz ao
referido sujeito. A wutilizac&o preferida de entre as
anteriores é aquela em que a doenca ¢ diabetes do tipo I ou

diabetes do tipo II.

Com a excepcéo do aminodcido N-terminal, todas as
abreviaturas (por exemplo, Ala) de aminodcidos representam,
nesta publicacdo, a estrutura -NH-CH(R)-CO-, em que R é a
cadeia lateral de um aminodcido (por exemplo, CH; para
Ala). Para o) aminodacido N-terminal, a abreviatura
representa a estrutura (R%?)—N—CH(R)—CO—, em que R & uma
cadeia lateral de um aminodcido e R’ e R’ sdo como
definidos acima, excepto no caso em que A’ é Ura, Paa, Pta
ou Hppa, sendo que neste caso R?’ e R’ ndo estdo presentes,
uma vez que Ura, Paa, Pta e Hppa s&o considerados, na
presente, como aminodcidos desamino. As abreviaturas:
p-Nal, Nle, Cha, Amp, 3-Pal, 4-Pal e Aib representam os
seguintes o-aminodcidos: B-(2-naftil)alanina, norleucina,
ciclo-hexilalanina, 4-amino-fenilalanina,
p-(3-piridinil)alanina, B-(4-piridinil)alanina e acido

a—aminoisobutirico, respectivamente. Outras definicdes de



aminodcidos sdo: Ura ¢é acido urocédnico; Pta é acido
(4-piridiltio)acético; Paa é acido trans—-3-(3-
piridil)acrilico; Tma-His é N,N-tetrametilamidino-

histidina; N-Me-Ala é N-metil-alanina; N-Me-Gly é N-metil-
glicina; N-Me-Glu é &cido N-metil-glutédmico; Tle é terc.-
butilglicina; Abu é &acido o-aminobutirico; Tbha é terc.-
butilalanina; Orn é ornitina; Aib é acido
a—aminoisobutirico; B-Ala ¢é PB-alanina; Gaba ¢é Aacido
y-aminobutirico; Ava é Aacido 5-aminovalérico; e Aic é acido

2—aminoindano-2-carboxilico.

Por Acc entende-se um aminodcido seleccionado do grupo de
acido l-amino-1l-ciclopropanocarboxilico (A3c) ; acido

l-amino-1l-ciclobutanocarboxilico (A4c); acido 1l-amino-1-

ciclopentanocarboxilico (A5C) ; acido l-amino-1l-ciclo-
hexanocarboxilico (A6C) ; acido l-amino-1l-ciclo-
heptanocarboxilico (A7c) ; acido l-amino-1-ciclo-
octanocarboxilico (A8c) ; e acido l-amino-1-
ciclononanocarboxilico (AS9c) . Na férmula anterior,

hidroxialquilo, hidroxifenilalquilo e hidroxinaftilalquilo
podem conter 1-4 substituintes hidroxi. COX’ representa
-C=0"X%". Exemplos de -C=0"X" incluem, mas se limitam a,

acetilo e fenilpropionilo.

O que se entende por Lys (N°-alcanoilo) é representado pela

seguinte estrutura:

O que se entende por Lys(N°-alquilsulfonilo) é representado

pela seguinte estrutura:
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0 que se entende por Lys(N°-(2-(4-alquil-1-
piperazino)acetilo)) é representado pela seguinte
estrutura:
— CH
NLN 'N—(/i 3
yw H \UA
N
H O
O que se entende por Asp(l-(4-alquil-piperazina)) é

representado pela seguinte estrutura:

O que se entende por Asp(l-alquilamino) é representado pela

seguinte estrutura:

o
|

Nas estruturas anteriores, a varidvel n é 1 a 30.
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Os nomes completos de outras abreviaturas utilizadas na
presente sdo como se segue: Boc para t-butiloxicarbonilo,
HF para fluoreto de hidrogénio, Fm para formilo, Xan para
xantilo, Bzl para benzilo, Tos para tosilo, DNP para
2,4-dinitrofenilo, DMF para dimetilformamida, DCM para
diclorometano, HBTU para hexafluorofosfato de
2-(lH-benzotriazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametilurdnio, DIEA
para di-isopropiletilamina, HOAc para A&cido acético, TFA
para acido trifluoroacético, 2CI7Z para

2-clorobenziloxicarbonilo e OcHex para O-cilco-hexilo.

Um péptido desta invencdo é também denotado, na presente,
noutro formato, por exemplo, [A5c8]hGLP—1(7—36)NH2, com OS
aminoacidos substituidos da sequéncia natural posicionados
entre o conjunto de parénteses (por exemplo, as5c? para Ala®
em hGLP-1). A abreviatura GLP-1 significa péptido-1 do tipo
do glucagon, e hGLP-1 significa péptido-1 do tipo do
glucagon humano. Os numeros entre parénteses referem-se ao
nimero de aminoadcidos presentes no péptido (por exemplo,
hGLP-1(7-36) corresponde aos aminoacidos 7 a 36 da
sequéncia peptidica para o GLP-1 humano). A sequéncia para
hGLP-1(7-37) encontra-se 1listada em Mojsov, S., Int. J.
Peptide Protein Res., 40, 1992, pp 333-342. A designacéo
“NH,;” em hGLP-1(7-36)NH, indica que o terminal C do péptido
se encontra aminado. hGLP-1(7-36) significa que o terminal

C é o acido livre.

Descrigcdo detalhada da invencéo

Os péptidos desta invencdo podem ser preparados por meio de
sintese de péptidos em fase sdélida standard. Vide, por
exemplo, Stewart, J.M., et al., Solid Phase Synthesis

(Pierce Chemical Co., 22 edicdo, 1984).
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.

Quando R' & NH-X’-CH,-CONH, (isto &, Zz°=CONH,), a sintese do
péptido inicia-se com BocHN-X?-CH,-COOH, o qual é ligado a
resina MBHA. Se R' & NH-X’-CH,-COOH (isto &, Zz°=COOH), entio
a sintese do péptido inicia-se com Boc-HN-X?-CH;-COOH, o

qual é ligado a resina PAM.

O seguinte descreve um método sintético para preparar um
péptido desta invencdo, método esse que é bem conhecido por
aqueles peritos na técnica. Sdo também conhecidos outros

métodos por aqueles peritos na técnica.

A resina de benzidrilamina-poliestireno (Advanced ChemTech,
Inc., Louisville, KY) (0,9 g, 0,3 mmol), sob a forma de ido
cloreto, é colocada num recipiente de reaccdo de um
Advanced ChemTech Peptide Synthesizer Modelo 200,
programado para realizar o seguinte ciclo de reaccdo: (a)
cloreto de metileno; (b) 33% de &cido trifluorocacético em
cloreto de metileno (2 vezes, durante 1 e 15 min. cada);
(c) cloreto de metileno; (d) etanol; (e) cloreto de
metileno; (f) 10% de di-isopropiletilamina em cloreto de

metileno.

A resina neutralizada é agitada com aminocacido protegido
com Boc, o qual é para ser o aminocdcido C-terminal do
péptido pretendido a ser sintetizado, e
di-isopropilcarbodiimida (3 mmol cada) em cloreto de
metileno, durante 1 hora, sendo, subsequentemente, a resina
de aminodcido resultante feita circular através dos passos
(a) a (f), no programa de lavagem anterior. Os outros
aminoacidos (3 mmol) do péptido pretendido sdo, em seguida,
acoplados sucessivamente pelo mesmo procedimento. O péptido
acabado é clivado da resina por mistura do mesmo com

anisole (5 mL), ditiotreitol (100 mg) e fluoreto de
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hidrogénio anidro (35mL), a cerca de 0 °C e agitacdo
durante cerca de 45 min. O excesso de fluoreto de
hidrogénio é rapidamente evaporado sob uma corrente de
azoto seco e o péptido livre é precipitado e lavado com
éter. O péptido em bruto &, subsequentemente, dissolvido
num volume minimo de &cido acético diluido e eluido numa
coluna (2,5 x 25 cm) de VYDAC® octadecilsilano silica (10
mM) e eluido com um gradiente linear de 20-60% de
acetonitrilo, durante cerca de 1 h em 0,1% de acido
trifluoroacético em &gua. As fraccgdes sdo examinadas por
cromatografia em camada fina e por cromatografia liquida
analitica de elevada performance (40-70% B a 1%/min,
solucdo B corresponde a 80% de acetonitrilo/A&gua contendo
0,1% de TFA) e juntas para dar um maximo de pureza, em vez
de rendimento. A liofilizacdo repetida da solucdo em Aagua

origina o produto como um pd branco fofo.

O péptido resultante é analisado por HPLC. Uma andlise de
aminodcidos de um hidrolisado &cido do péptido resultante
pode confirmar a composicdo do péptido. MS de dessorcdo com
laser é wutilizado para determinar a massa molecular do

péptido.

O aminodcido protegido, &cido 1-[N-terc.-butoxicarbonil-
amino]-1l-cilco-hexanocarboxilico (Boc-A6c-0H) foi
sintetizado como se segue. 19,1 g (0,133 mol) de A&cido
l-amino-1-ciclo-hexanocarboxilico (Acros Organics, Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) foram dissolvidos em 200 mL de
dioxano e 100 mL de Agua. A isto foram adicionados 67 mL de
NaOH 2N. A solucdo foil arrefecida num banho de &gua gelada.
32,0 g (0,147 mol) de dicarbonato de di-terc.-butilo foram
adicionados a esta solucdo. A mistura de reaccdo foi

agitada durante a noite, a temperatura ambiente.
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Subsequentemente, o dioxano foi removido sob pressédo
reduzida. Foram adicionados 200 mL de acetato de etilo a
restante solucdo aquosa. A mistura foil arrefecida num banho
de 4agua gelada. O pH da camada aquosa foi ajustado para
cerca de 3, por meio da adigdo de HCl 4N. A camada orgdnica
foi separada. A camada aquosa foi extraida com acetato de
etilo (1 x 100 mL). As duas camadas orgédnicas foram
combinadas e lavadas com agua (2 x 150 mL), secas em MgSOy
anidro, filtradas e concentradas até a secura sob pressdo
reduzida. O residuo foi recristalizado em acetato de
etilo/hexanos. Foram obtidas 9,2 g de produto puro. 29% de

rendimento.

Boc-A5c-0OH foi sintetizado de forma andloga a de Boc-A6c-
OH. Podem ser preparados outros aminocdcidos Acc protegidos
de uma forma andloga por uma pessoa de competéncia comum na
técnica, tal como possibilitado pelos ensinamentos da

presente.

Na sintese de um péptido desta invencdo, contendo Abc, A6C
e/ou Aib, o tempo de acoplamento & de cerca de 2 horas para
estes residuos e para o residuo que imediatamente os
sucede. Para a sintese de [Tma-His’]hGLP-1(7-36)NH,, foram
utilizados HBTU (2 mmol) e DIEA (1,0 mL) em 4 mL de DMF
para reagir com a amina livre do N terminal da resina
peptidica na Ultima reaccdo de acoplamento; o tempo de

acoplamento é de cerca de 2 horas.

Os nomes completos para as abreviaturas utilizadas acima
sdo como se segue: Boc para t-butiloxicarbonilo, HF para
fluoreto de hidrogénio, Fm para formilo, Xan para xantilo,
Bzl para benzilo, Tos para tosilo, DNP para

2,4-dinitrofenilo, DMF para dimetilformamida, DCM para
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diclorometano, HBTU para hexa-fluorofosfato de
2-(1H-benzotriazol-1-11)-1,1,3,3-tetrametilurdnio, DIEA
para di-isopropiletilamina, HOAc para &acido acético, TFA
para acido trifluoroacético, 2C17Z para
2-clorobenziloxicarbonilo, 2Brz para

2-bromobenziloxicarbonilo e OcHex para O-cilco-hexilo.

Um composto da presente invencdo pode ser testado
relativamente a actividade como um composto ligante de GLP-

1, de acordo com o procedimento seguinte.

Cultura de células:

Células de insulinoma de rato RIN 5F (ATCC-# CRL-2058,
American Type Culture Collection, Manassas, VA), que
expressam o receptor de GLP-1, foram cultivadas em meio
Fagle modificado da Dulbecco (DMEM), contendo 10% de soro
fetal bovino, e mantidas a cerca de 37 °C numa atmosfera

humidificada de 5% de C0,/95% de ar.

Ligagédo do radioligando:

Foram preparadas membranas para estudos de ligacdo de
radioligando por meio de homogeneizacdo de células RIN em
20 mL de Tris-HCl 50 mM gelado, com um Brinkman Polytron
(Westbury, NI), (posicdo 6, 15 s). Os homogenatos foram
lavados duas vezes por centrifugacdo (39 000g/10 min), e os
peletes finais foram ressuspendidos em Tris-HC1 50 mM,
contendo 2,5 mM de MgCl,, 0,1 mg/ml de bacitracina (Sigma
Chemical, St. Louis, MO), e 0,1% de BSA. Para o ensaio,
aliquotas (0,4 mL) foram incubadas com 0,05 nM de [M5I]GLP—
1(7-36) (~2200 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA),
com e sem 0,05 mL de péptidos de teste competidores ndo
marcados. Apds uma incubacdo de 100 min. (25 °C), o

[*2°I1GLP-1(7-36) ligado foi separado do livre por filtracéo
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rédpida através de filtros GF/C (Brandel, Gaithersburg, MD),
os quais foram previamente ensopados em polietilenoimina
0,5%. Os filtros foram, em seguida, lavados trés vezes com
aliquotas de 5 mL de Tris-HCl1 50 mM gelado, e a
radicactividade ligada retida nos filtros foi contada por
espectrometria gama (Wallac LKB, Gaithersburg, MD). A
ligacdo especifica foi definida como o total de [1%I]GLP—
1(7-36) ligado menos o ligado na presenca de GLP-1(7-36)
1000 nM (Bachem, Torrence, CA).

Os péptidos da presente invencdo podem ser disponibilizados
sob a forma de sais farmaceuticamente aceitdveis. Exemplos
de tais sais incluem, mas ndo se limitam aqueles formados
com acidos orgédnicos (por exemplo, &cido acético, lactico,
maleico, citrico, malico, ascdrbico, succinico, benzdico,
metanossulfénico, toluenossulfdénico ou pamdico), 4acidos
inorgdnicos (por exemplo, acido cloridrico, acido sulfarico
ou acido fosférico) e 4&cidos poliméricos (por exemplo,
dcido ténico, carboximetilcelulose, &acidos polilacticos,
poliglicélicos ou copolimeros de &cidos poliléctico-
glicélico). Um método tipico para preparar um sal de um
péptido da presente invencdo é bem conhecido na técnica e
pode ser realizado por meio de métodos standard de troca
salina. Por conseguinte, o sal TFA de um péptido da
presente invencdo (o sal TFA resulta da purificacdo do
péptido wutilizando HPLC preparativo, eluindo com TFA
contendo solucdes tampédo), pode ser convertido noutro sal,
tal como um sal acetato, por meio da dissolucdo do péptido
numa pequena quantidade de solucdo aquosa de acido acético
0,25 N. A solugdo resultante é aplicada a uma coluna de
HPLC semi-prep (Zorbax, 300 SB, C-8). A coluna é eluida com
(1) solucéo aquosa de acetato de aménio 0,1 N, durante 0,5

h, (2) solucdo aquosa de acido acético 0,25 N, 0,5 h, e (3)
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um gradiente linear (20% a 100% de solugcdo B, durante 30
min.), a uma velocidade de fluxo de 4mL/min. (a solucdo A é
uma solugdo aquosa de éacido acético 0,25 N; a solugcdo B é
dcido acético 0,25 N em acetonitrilo/agua, 80:20). As
fracgdes contendo o péptido sdo colhidas e liofilizadas até

a secura.

Como é bem conhecido daqueles peritos na técnica, as
utilizac¢des conhecidas e potenciais do GLP-1 s&o variadas e
multifacetadas [vide, Todd, J.F., et al., Clinical Science,
1998, 95, pp. 325-329; e Todd, J.F., et al., European
Journal of Clinical Investigation, 1997, 27, pp. 533-536].
Assim, a administracdo dos compostos desta invencdo com o
fim de desencadear um efeito agonista pode ter os mesmos
efeitos e utilizacdes que o proéprio GLP-1. Estas variadas
utilizacdes de GLP-1 podem ser sumarizadas como se segue,
tratamento de: diabetes do tipo I, diabetes do tipo 1II,
obesidade, glucagonomas, perturbacdes secretoras das vias
respiratérias, perturbacéo metabdlica, artrite,
osteoporose, doencas do sistema nervoso central, restenose
e doencas neurodegenerativas. Os andlogos de GLP-1 da
presente invencdo, que desencadeiam um efeito antagonista
num sujeito, podem ser utilizados para tratar o seguinte:
hipoglicémia e o sindrome de malabsorcdo associado a

gastrectomia ou recessdo do intestino delgado.

Por conseguinte, a presente invencdo inclui no seu ambito
composicdes farmacéuticas compreendendo, como ingrediente
activo, pelo menos um dos compostos de férmula (I), em
associacéo com um agente veicular ou diluente

farmaceuticamente aceitéaveis.
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A dosagem de ingrediente activo nas composicdes da presente
invencdo pode ser variada; no entanto, é necessario que a
quantidade do ingrediente activo seja tal que possibilite a
obtencdo de uma forma de dosagem apropriada. A dosagem
seleccionada depende do efeito terapéutico pretendido, da
via de administracdo, da duracdo do tratamento. Em geral,
uma dosagem eficaz para as actividades da presente invencédo
encontra-se no intervalo de 1x107' a 200 mg/kg/dia, de
preferéncia, 1x10™° a 100 mg/kg/dia, a qual pode ser
administrada como uma dose duUnica ou dividida em doses

maltiplas.

Os compostos da presente invencdo podem ser administrados
por vias de administracdo oral, parentérica (por exemplo,
injeccdo intramuscular, intraperitoneal, intravenosa ou
subcuténea, ou implante), nasal, vaginal, rectal,
sublingual ou tépica e podem ser formulados com agentes
veiculares farmaceuticamente aceitdveis, para originar
formas de dosagem apropriadas para cada uma das vias de

administracédo.

Formas de dosagem sélidas para administracdo oral incluem
cidpsulas, comprimidos, pilulas, pds e grédnulos. Nas formas
de dosagem sélidas deste tipo, o composto activo é
misturado com pelo menos um agente veicular inerte
farmaceuticamente aceitédvel, tal como sucrose, lactose ou
amido. Tais formas de dosagem compreendem, igualmente, como
é pratica corrente, substdncias adicionais, diferentes de
tais diluentes inertes, por exemplo, agentes lubrificantes,
tais como estearato de magnésio. No caso das capsulas,
comprimidos e pilulas, as formas de dosagem podem também

compreender agentes tamponantes. Os comprimidos e as
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pilulas podem, adicionalmente, ser preparados com

revestimentos entéricos.

Formas de dosagem liquidas para administracdo oral incluem
emulsdes, solucdes, suspensdes, xaropes farmaceuticamente
aceitaveis, contendo 0s elixires diluentes inertes
comummente utilizados na técnica, tais como agua. Para além
de tais diluentes inertes, as composicdes podem também
incluir adjuvantes, tais como agentes molhantes, agentes
emulsionantes e de suspensdo, e agentes edulcorantes,

aromaticos e perfumantes.

As preparacdes de acordo com a presente invencdo para
administracdo parentérica incluem solucdes agquosas € nado
aquosas, suspensdes ou emulsdes estéreis. Exemplos de
solventes ndo aquosos ou veiculos s8o propilenoglicol,
polietilenoglicol, &6leos vegetais, tais como azeite e 6leo
de milho, gelatina, e ésteres orgdnicos injectédveis, tais

como oleato de etilo.

Tais formas de dosagem podem, igualmente, conter
adjuvantes, tais como agentes conservantes, molhantes,
emulsionantes e dispersantes. Podem ser esterilizadas, por
exemplo, por meio de filtracdo através de um filtro de
retencdo bacteriana, por meio da incorporacdo de agentes
esterilizantes na composicdo, por meio de irradiacdo das
composicdes ou por meio de aquecimento das composicgdes. As
mesmas podem, também, ser preparados sob a forma de
composicdes sdédlidas estéreis, que podem ser dissolvidas em
agua estéril ou outro meio estéril injectével,

imediatamente antes da sua utilizacédo.
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Composic¢cdes para administracdo rectal ou vaginal sdo
preferencialmente supositdérios, os gquais podem conter, para
além da substdncia activa, excipientes, tais como manteiga

de coca ou uma cera supositédria.

As composicdes para administracdo nasal ou sublingual sé&o,
igualmente, preparadas com excipientes standard bem

conhecidos na técnica.

Para além disso, um composto da presente invencdo pode ser
administrado numa composicdo de libertacdo controlada, como
as descritas nas seguintes patentes e pedidos de patente. A
patente U.S. n® 5 672 659 divulga composicdes de libertacéo
controlada compreendendo um agente bicactivo e um
poliéster. A patente U.S. n® 5 595 760 divulga composicdes
de libertacdo prolongada compreendendo um agente bioactivo
numa forma gelificante. O pedido de patente U.S. n° 08/929
363, depositado a 9 de Setembro, 1997, divulga composicdes
de libertacdo controlada poliméricas, compreendendo um
agente biocactivo e um quitosano. O pedido de patente U.S.
n® 08/740 778, depositado a 1 de Novembro, 1996, divulga
composicdes de libertacdo controlada, compreendendo um
agente biocactivo e uma ciclodextrina. O pedido de patente
U.S. n® 09/015 394, depositado a 29 de Janeiro, 1998,
divulga composicdes de libertacdo controlada absorviveis de
um agente bioactivo. O pedido de patente U.S. n° 09/121
653, depositado a 23 de Julho, 1998, divulga um processo
para a preparacdo de microparticulas compreendendo um
agente terapéutico, tal como um péptido num processo 6leo-
em-adgua. O pedido de patente U.S. n° 09/131 472, depositado
a 10 de Agosto, 1998, divulga complexos compreendendo um
agente terapéutico, tal como um péptido e um polimero

fosforilado. O pedido de patente U.S. n° 09/184 413,
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depositado a 2 de Novembro, 1998, divulga complexos
compreendendo um agente terapéutico, tal como um péptido e

um polimero possuindo uma lactona ndo polimerizavel.

A menos que definido de outro modo, todos os termos
técnicos e cientificos utilizados na presente possuem o
mesmo significado que é usualmente entendido por alguém de

competéncia comum na técnica a que esta invencdo pertence.

Os exemplos que se seguem descrevem métodos sintéticos para
a preparacdo de um péptido da presente invencdo, métodos
esses que sdo bem conhecidos daqueles peritos na técnica.

Outros métodos sdo, igualmente, conhecidos daqueles peritos

na técnica. Os exemplos sdo fornecidos para fins
ilustrativos.
Exemplo 1

[D-Ala®, Alal”'??:23:27  3_pal1'®3!, Gaba®*]-GLP-1(7-34)NH,

A resina de benzil-hidrilamina-poliestireno (Advanced Chem
Tech, Inc. Louisville, KY) (0,9 g, 0,3 mmole) na forma de
i&o cloreto foi colocada num recipiente de reaccdo de um
Advanced ChemTech peptide synthesizer Modelo 200,
programado para realizar o seguinte ciclo de reaccgdo: (a)
cloreto de metileno; (b) 33% de &cido trifluoroacético em
cloreto de metileno (2 vezes, durante 1 e 15 min. cada);
(c) cloreto de metileno; (d) etanol; (e) cloreto de
metileno; (f) 10% de di-isopropiletilamina em cloreto de

metileno.

A resina neutralizada foi agitada com Boc-Gaba e

di-isopropilcabodiimida (3 mmole cada) em cloreto de
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metileno, durante 1 hora e a resina de aminoacido
resultante foi, subsequentemente, feita circular através
dos passos (a) a (f), no programa de lavagem anterior. Os
seguintes aminoadcidos (3 mmole) foram, entdo, acoplados
sucessivamente, pelo mesmo procedimento: Boc-Val; Boc-Leu,
Boc-3-Pal, Boc-Ala, Boc-lle, Boc-Phe, Boc-Ala, Boc-Lys(2-
Cl-Z), Boc-Ala, Boc-Ala, Boc-Ala, Boc-Ala, Boc-Glu(Bzl),
Boc-Leu, Boc-3-Pal, Boc-Ser (Bzl), Boc-Ala, Boc-Val,
Boc-Asp(Bzl), Boc-Ser (Bzl), Boc-Thr (Bzl), Boc-Phe,
Boc-Thr (Bzl), Boc-Gly, Boc-Glu(Bzl), Boc-D-Ala,

Boc-His (Bom) .

A resina com a sequéncia peptidica completa foi misturada
com anisole (5 mL), ditiotreitol (100 mg) e fluoreto de
hidrogénio anidro (35 mL), a cerca de 0 ©°C e agitada
durante cerca de 45 min. O excesso de fluoreto de
hidrogénio foi rapidamente evaporado sob uma corrente de
azoto seco e o péptido livre precipitado e lavado com éter.
O péptido em bruto foi, subsequentemente, dissolvido num
volume minimo de &cido acético diluido e eluido numa coluna
(2,5 x 25 cm) de VYDAC® octadecilsilano silica (10 mM) e
eluido com um gradiente linear de 20-60% de acetonitrilo,
durante cerca de 1 h em 0,1% de A&cido trifluoroacético em
dgua. As fraccdes foram examinadas por cromatografia em
camada fina e cromatografia liquida analitica de elevada
performance (40-70% de B a 1%/min; t.r.: 14,1 min) e
reunidas para originar um méximo de pureza, em vez de
rendimento. Liofilizag¢des repetidas da solucdo a partir de

dgua originam o produto (49,9 mg) como um pd branco fofo.

O produto mostrou ser homogéneo por HPLC e TLC. A andlise

de aminodcidos de um hidrolisado acido confirma a
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composicdo do péptido. MS de dessorcdo com laser originou

uma massa molecular de 2880 (Calc. M+H 2873).

Exemplo 2

Sintese de alquilamidas inferiores peptidicas

Os péptidos sdo construidos numa resina de O-benzil-
poliestireno (frequentemente referida como resina de
Merrifield), wutilizando o protocolo de aminocdcidos Boc
descrito no Exemplo 1, excepto que as cadeias laterais
carboxilo dos aminodcidos Asp e Glu sé&o protegidas com um
grupo Fm (éster de fluorenilmetilo). As resinas peptidicas
completas sdo suspensas em solucdes de DMF diluidas de uma
alquilamina apropriada (tal como, etilamina, propilamina,
feniletilamina, 1,2-diaminoetano etc.) e agitadas a cerca
de 60 °C (durante cerca de 18 horas), em que apds
filtracdo, remocdo de solventes sob pressdo reduzida e
trituracdo do 6leo peptidico clivado com éter, resulta um
péptido de alquilamida protegido sdélido. Este €&, em
seguida, sujeito a clivagem em HF para remog¢do de grupos
protectores da cadeia lateral adicionais e a purificacgéo

por HPLC como descrito no Exemplo 1.

Exeleo 11

O Exemplo 11 foi realizado essencialmente de acordo com o
procedimento descrito para o Exemplo 1, mas utilizando o
aminoadcido protegido apropriado, para originar o péptido
indicado. MS foram obtidos por MS de dessorcdo com laser

(NA significa né&o disponivel).

Exemplo 11: [Hppa'1hGLP-1(7-36)-NH,; MS = NA
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Exemplo 12

[Aib®, A6c*?1hGLP-1(7-36)NH,

O péptido do titulo foi sintetizado num Applied Biosytems
(Foster City, CA) modelo 430A peptide sinthesizer, o qual
foi modificado para fazer sintese de péptidos em fase
sélida com quimica Boc acelerada. Vide Schnolzer, et al.,
Int. J. Peptide Protein Res., 40:180 (1992). Foi utilizada
resina de 4-metilbenzidrilamina (MBHA) (Peninsula, Belmont,
CA) com a substituicdo de 0,91 mmol/g. Os aminoacidos Boc
(Bachem, CA, Torrance, CA; Nova Biochem, LaJolla, CA) foram
utilizados com a seguinte proteccdo da cadeia lateral:
Boc-Ala-0H, Boc-Arg (Tos) -OH, Boc-Asp (OcHex) -0H,
Boc-Tyr (2BrZ) -OH, Boc-His (DNP)-OH, Boc-Val-0OH, Boc-Leu-O0H,
Boc-Gly-OH, Boc-G1n-0H, Boc-11e-0H, Boc-Lys (2C1lZ) -OH,
Boc-Thr (Bz1l) -0OH, Boc-A6c¢c-0H, Ser (Bzl) -0OH, Boc-Phe-0H,
Boc-Aib-0OH, Boc-Glu(OcHex)-OH e Boc-Trp(Fm)-OH. A sintese
foi realizada a uma escala de 0,20 mmol. Os grupos Boc
foram removidos por tratamento com 100% de TFA durante 2 x
1 min. Os aminodcidos Boc (2,5 mmol) foram pré-activados
com HBTU (2,0 mmol) e DIEA (1,0 mL) em 4 mL de DMF e
acoplados sem neutralizacdo prévia da resina peptidica do
sal TFA. Os tempos de acoplamento foram de cerca de 5 min.,
excepto para os residuos Boc-Aib-OH e Boc-A6c-OH e o0s
seguintes residuos, Boc-Trp(Fm)-OH e Boc-His(DNP)-OH, em

que os tempos de acoplamento foram de cerca de 2 horas.

No final da construcédo da cadeia peptidica, a resina foi
tratada com uma solucdo de 20% de mercaptoetanol/10% de
DIEA em DMF, durante 2 x 30 min., para remover o grupo DNP
na cadeia lateral da His. O grupo Boc N-terminal foi, em

seguida, removido, por tratamento com 100% de TFA, durante
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2 x 2 min. Apds a neutralizacdo da resina peptidica com 10%
de DIEA em DMF (1 x 1 min.), o grupo formilo na cadeia
lateral do Trp foi removido por tratamento com uma solugdo
de 15% de etanolamina/15% de &gua/70% de DMF, durante 2 x
30 min. A resina peptidica parcialmente desprotegida foi
lavada com DMF e DCM e seca sob pressdo reduzida. A
clivagem final foi realizada por agitacdo da resina
peptidica em 10 mL de HF, contendo 1 mL de anisole e
ditiotreitol (24 mg), a 0 °C, durante cerca de 75 min. O HF
foi removido com um fluxo de azoto. O residuo foi lavado

com éter (6 x 10 mL) e extraido com HOAc 4N (6 x 10 mL).

A mistura peptidica no extracto aquoso foi purificada numa
cromatografia liquida preparativa de elevada pressdo de
fase reversa (HPLC), utilizando uma coluna de fase reversa
VYDAC® Ci53 (Nest Group, Southborough, MA). A coluna foi
eluida com um gradiente linear (20% a 50% de solucdo B,

durante 105 min), a uma velocidade de fluxo de 10mL/min.

(Solugdo A = Agua contendo 0,1% de TFA; Solucdo B =
acetonitrilo, contendo 0,1% de TFA). As fraccdes foram

colhidas e analisadas em HPLC analitico. Aquelas contendo o
produto puro foram combinadas e liofilizadas até a secura.
Foram obtidos 92 mg de um sélido branco. A pureza foi >99%,
com base numa andlise de HPLC analitico. Uma andlise de
espectrometria de massa de electrospray originou a massa
molecular de 3324,2 (a massa molecular calculada & de

3323,7).

A sintese de outros compostos da presente invencdo pode ser
realizada do mesmo modo como descrito para a sintese de
[Aibg, A6c32]hGLP—1(7—36)NH2 no Exemplo 12 anterior, mas
utilizando 0s aminoacidos protegidos apropriados,

dependendo do péptido pretendido.
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[(NQ—HEPES—HiS)7]hGLP—1(7—36)NH2 (HEPES é (4dcido
4-(2-hidroxietil)-1-piperazino-etanossulfénico)) pode ser
sintetizado como se segue: apds construcdo da cadeia
peptidica longa em resina de MBHA (0,20 mmol), a resina
peptidica é tratada com 100% de TFA (2 x 2 min.) e lavada
com DMF e DCM. A resina é, subsequentemente, neutralizada
com 10% de DIEA em DMF, durante cerca de 2 min. Apds
lavagem com DMF e DCM, a resina é tratada com 0,23 mmol de
cloreto de 2-cloro-l-etanossulfonilo e 0,7 mmol de DIEA em
DMF, durante cerca de 1 hora. A resina é& lavada com DMF e
DCM e tratada com 1,2 mmol de 2-hidroxietilpiperazina,

durante cerca de 2 horas. A resina é lavada com DMF e DCM e

tratada com diferentes reagentes ((1) 20% de
mercaptoetanol/10% de DIEA em DMF e (2) 15% de

etanolamina/15% de &agua/70% de DMF), para remover O Jrupo
DNP da cadeia lateral da His e o grupo formilo da cadeia
lateral de Trp, como descrito anteriormente, antes da

clivagem final do péptido da resina com HF.

[(NQ—HEPA—His)7]hGLP—1(7—36)NH2, ([ (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoacetil)—His7]hGLP—l(7—36)NH2), pode ser preparada
essencialmente de acordo com o procedimento descrito
imediatamente acima para preparar [(N“—HEPES—His)7]hGLP—
1(7-36)NH;, excepto que ¢é wutilizado anidrido 2-bromo-

acético em vez de cloreto de 2-cloro-l-etanossulfonilo.

Exemplo 13-15

Os Exemplos 13-15 foram realizados essencialmente de acordo
com o Exemplo 12, mas utilizando o aminocdcido protegido

apropriado.

Exemplo 13:
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[Ura’] hGLP-1(7-36) -NH,; MS

3279,5; Calc. MW =3280,7.

Exemplo 14:
[Paa’ ] hGLP-1(7-36) -NH,; MS

3290,9; Calc. MW =3291,8.

Exemplo 15:
[Pta’]hGLP-1(7-36) -NH,; MS

3311,2; Calc. MW =3311,8.

Exemplo 16
[Aib%, A6c??, Lys®®(N°-tetradecanoil) ]hGLP-1(7-36)NH;

Os aminodcidos Boc a serem utilizados sdo os mesmos que
para a sintese de [Aib®, A6c*?1hGLP-1(7-36)NH, (Exemplo 12),
excepto que neste caso é utilizado Fmoc-Lys(Boc)-0OH para o
residuo de Lys’®(N°-tetradecanoilo). O primeiro residuo de
aminodcido é acoplado a resina manualmente num agitador.
2,5 mmol de Fmoc-Lys(Boc)-OH s&do dissolvidos em 4 mL de
HBTU 0,5N em DMF. A solucdo adiciona-se 1 mL de DIEA. A
mistura é agitada durante cerca de 2 min. Subsequentemente,
adiciona-se a solucdo 0,2 mmol de resina MBHA (substituicdo
= 0,91 mmol/g). A mistura é agitada durante cerca de 1 h. A
resina é lavada com DMF e tratada com 100% de TFA por 2x2
min., para remover o grupo protector Boc. A resina é lavada
com DMF. Acido miristico (2,5 mmol) é pré-activado com HBTU
(2,0 mmol) e DIEA (1,0 mL) em 4 mL de DMF, durante 2 min. e
acoplado a resina Fmoc-Lys. O tempo de acoplamento é de
cerca de 1 h. A resina é lavada com DMF e tratada com 25%
de piperidina em DMF, por 2x20 min., para remover O grupo
protector Fmoc. A resina é lavada com DMF e transferida
para um recipiente de reaccdo do sintetizador peptidico. O
restante da sintese e o0s procedimentos de purificacdo do
péptido sdo os mesmos que para a sintese de [Aib°,

A6c’?1hGLP-1(7-36) NH,.
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As sinteses de outros compostos contendo o residuo Lys|[N°-
alcanoilo) sdo realizadas de um modo andlogo ao descrito
para a sintese de [Aibg, A6cw, Lys36uf—octanoil)]hGLP—1(7—
36)NH;. O aminodcido Fmoc-Lys(Boc)-0OH é utilizado para o
residuo de Lys(N-alcanoilo) no péptido, enquanto que o
aminodcido Boc-Lys (2ClZz)-OH é utilizado para o residuo de
Lys. Caso o residuo Lys[N°-alcanoilo) n&o se encontrar no
terminal C, ¢ primeiro construido na resina, no
sintetizador peptidico, o fragmento peptidico imediatamente

antes ao residuo Lys[N°-alcanoilo).

ExemElo 17

[Aib%, Arg?®**, A6c®?, Lys’®(N°-tetradecanoil)]hGLP-1(7-36)-
OH

Os aminodcidos Boc a serem utilizados sdo o0s mesmos qgue 0S
utilizados na sintese de [Aib?, A6c??, Lys ®(N°-
tetradecanoil) JhGLP-1(7-36)NH, (Exemplo 16). Fmoc-Lys (Boc)-
OH (2,5 mmol) é pré-activado com HBTU (2,0 mmol), HOBt (2,0
mmol) e DIEA (2,5 mL) em DMF (4 mL), durante cerca de 2
min. Este aminodcido é acoplado a 235 mg de resina PAM
(Chem-Impex, Wood Dale, IL; substituicdo = 0,85 mmol/qg)
manualmente, num agitador. O tempo de acoplamento é de
cerca de 8 horas. O restante da sintese e o0s procedimentos
de purificacdo para preparar o péptido sdo o0s mesmos que 0sS

descritos no Exemplo 52.

As sinteses de outros andlogos de hGLP-1(7-36)-OH e hGLP-
1(7-37)-0H, gque contém o residuo Lys[N°-alcanoilo) sd&o
realizadas de um modo semelhante ao descrito para a sintese

de [Aib®, Arg2&3% A6c??, Lys%(Nf—tetradecanoil)]hGLP—1(7—
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36)-0H. O aminodcido Fmoc-Lys(Boc)-OH é utilizado para o
residuo Lys[N°-alcanoilo) no péptido, enguanto que o
aminoadcido Boc-Lys(2-ClZ)-OH é utilizado para o residuo

Lys.

Lisboa, 20 de Maio de 2008
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REIVINDICAGCOES

1. Um composto de férmula (I),

A7T— a8~ A% A0 pall_ pl2 pl3_ ald alS_ al6 al7_ pl8_ al0 20 a2l

pZ2_ p23_ a4 p25_ p26_ 227 28 29 30 a3l 232 p33_ 234 235 A36_

A37_ Rl
7
(I)
em que
A’ é acido urocanico (Ura), acido trans—-3-(3-

piridil)acrilico (Paa), &cido (4-piridiltiocacético (Pta) ou
dcido 3-(4-hidroxifenil)propidénico (Hppa):;

A® & Ala, D-Ala, Aib, Acc, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala, Arg ou
N-Me-Gly;

2% & Glu, N-Me-Glu, N-Me-Asp ou Asp;

Al & Gly, Acc, Ala, D-Ala, Phe ou Aib;

A'' & Thr ou Ser;

A'? & Phe, Acc, Aic, Aib, 3-Pal, 4-Pal, p-Nal, Cha, Trp ou X'-
Phe;

A & Thr ou Ser;

A'* & Ser, Thr, Ala ou Aib;

A'® & Asp, Ala, D-Asp ou Glu;

A% ¢ val, D-val, Acc, Aib, Leu, lle Tle, Nle, aAbu, Ala, D-Ala,
Tba ou Cha;

A'7 & Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc ou Thr;

A% & Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc ou Thr;

al? & Tyr, D-Tyr, Cha, Phe, 3-Pal, 4-Pal, Acc, p-Nal, Amp ou X -

A%Y ¢ Leu, Ala, Acc, Aib, Nle lle, Cha, Tle, Val, Phe ou X'-Phe;
A’ & Glu, Ala ou Asp;

2% & Gly, Acc, Ala, D-Ala, fB-Ala ou Aib;

A% ¢ Gln, Asp, Ala, D-Ala, Aib, Acc, Asn ou Glu;

A%* & Ala, Aib, Val, Abu, Tle ou Acc;
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A% & Ala, Aib, Val, BAbu, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, Orn, HN-
CH ( (CHy) ,~NR™R"") -C (0) ou HN-CH ((CH;).-X’)-C(0) ;
A%® & Lys, Ala, 3-Pal, 4-Pal, Arg, hArg, Orn, Amp, HN-CH((CH;),-
NR'"R') -C(0) ou HN-CH( (CH,).-X’)-C(0);
2’7 & Glu, Ala, D-Ala ou Asp;
A*® & Phe, Ala, Pal, B-Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha ou Trp;
A?? & lle, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala, Tba ou
Phe;
2%% & Ala, Aib, Acc ou inexistente;
A’ & Trp, Ala, B-Nal, 3-Pal, 4-Pal, Phe, Acc, Aib, Cha, Amp ou
inexistente;
2% & Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, lle, Cha, Tle, Phe, X'-Phe, Ala ou
inexistente;
A*? & val, Acc, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Cha, Ala, Phe, BAbu, X'-
Phe, Tba, Gaba ou inexistente;
A%t & Lys, Arg, hArg, Orn, Amp, Gaba, HN—CH((CHgn—NRwRM)—C(O),
HN-CH ( (CH;) .~X’)-C (0) ou inexistente;
A’ & Gly ou inexistente;
2% & L- ou D-Arg, D- ou L-Lys, D- ou L-hArg, D- ou L-Orn, Amp,
HN-CH ( (CH,) ,-NR'’R"") -C (0), HN-CH((CH,) .-X’)-C(0) ou inexistente;
A’ é Gly ou inexistente;

X', para cada ocorréncia, é independentemente
seleccionado do grupo consistindo de (C;-Cg¢)-alquilo, OH e
halo;

.

R' é OH, NH,, (C1-Ciz)alcoxi ou NH-X’-CH,-Z°, em que X° é

-

um agrupamento (C;-Ci;)hidrocarboneto, e 7% & H, OH, COzH ou

CONHZ;
X é
XN N (CH, ), ~CHy
ou ~—C(0)-NHR'?, em que x4, para cada ocorréncia, é

independentemente -C(0)-, -NH-C(O)- ou -CH,- e f, para cada



32

ocorréncia, ¢é independentemente um numero inteiro de 1 a
29;

e, para cada ocorréncia, é independentemente um nUmero
inteiro de 1 a 4;

n, para cada ocorréncia, é independentemente um nimero
inteiro de 1-5; e

R e R!Y, para cada ocorréncia, sdo cada um,
independentemente, H, (C1-Csp)alquilo, (C1-C3p)acilo,

(C1-Csp)alquilsulfonilo, -C((NH) (NHz)) ou
CIOMCH—N, . N-—(CH)CH,
AN

3

desde que, quando R é (C1-Csp)acilo,

(C1-Cs09)alquilsulfonilo, -C((NH) (NH;)) ou

Q(Q}CH;‘“N‘ . N N[C-H;J,»C%'I_s '

R & H ou (C1-Csg)alquilo; e
Riz € (C1-Csp)alquilo;

ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo.

2. Um composto de acordo com a reivindicacdo 1 ou um sal

farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, em que A'' & Thr, A"

é& Thr; A é Ser, Aib ou Ala; A' é Ser, Ala, Aib ou D-Ala;

a'® & ser, Ala, Aib ou D-Ala; A?' & Glu ou Ala; 2% & Gln,

Glu ou Ala; e A?" é Glu ou Ala.

3. Um composto de acordo com a reivindicacdo 2 ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, em dque 2’ é Glu,

3 e

N-Me-Glu ou N-Me-Asp; a'? & Phe, BAcc ou Aic; A'® é val,
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D-Val, Acc, Aib, Ala, Tle ou D-Ala; AY é Tyr, 3-Pal, 4-Pal

24 <

ou D-Tyr; 2%° & Leu, Acc, Cha, Ala ou Tle; 2% é Ala, Aib ou

25

Acc; A é Ala, Aib, Acc, Lys, Arg, hArg, Orn, HN-CH((CHjy) -

NHR')-C(0); A*® & Phe ou Ala; A é lle, Acc ou Tle; AC &
Ala, Aib ou inexistente; a3 & Trp, Ala, 3-Pal, 4-Pal ou

inexistente; A’? é Leu, Acc, Cha, Ala ou inexistente; A% &

Val, Acc, Ala, Gaba, Tle ou inexistente.

4. Um composto de acordo com a reivindicac&o 3 ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, em gque ab & Ala,

D-Ala, Aib, &acido l-amino-l-ciclo-hexanocarboxilico (A6c),

dcido l-amino-l-ciclopentanocarboxilico (A5c), N-Me-Ala,

N-Me-D-Ala ou N-Me-Gly; A'® & Gly, Ala, D-Ala ou Phe; A'? &

Phe, acido l-amino-l-ciclo-hexanocarboxilico (A6c) ou acido

l-amino-l-ciclopentanocarboxilico (AS5c):; ale ¢ val, Ala,

Tle, &cido l-amino-l-ciclo-hexanocarboxilico (A6c), acido

l-amino-l-ciclopentanocarboxilico (A5c) ou D-Val; a?0 ¢

Leu, éacido l-amino-l-ciclo-hexanocarboxilico (A6c), acido

l-amino-l-ciclopentanocarboxilico (A5c), Cha, Ala ou Tle;

A** & Gly, Aib, B-Ala, L-Ala ou D-Ala; A*® é Ala ou Aib; A%

é lle, acido l-amino-l-ciclo-hexanocarboxilico (A6c), acido

l-amino-l-ciclopentanocarboxilico (A5c) ou Tle; A% & Leu,

acido l-amino-1l-ciclo-hexanocarboxilico (A6c), acido
l-amino-l-ciclopentanocarboxilico (A5c), Cha, Ala ou
inexistente; a* é val, acido l-amino-l-ciclo-
hexanocarboxilico (A6c), acido l-amino-1-
ciclopentanocarboxilico (A5c), Ala, Gaba, Tle ou
inexistente.

5. Um composto de acordo com a reivindicac&o 4 ou um sal

farmaceuticamente aceitédvel do mesmo, em que R' & OH ou

NH,.
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6. Um composto de acordo com a reivindicac&o 1, em que ©
referido composto €& [pra7]hGLP—l(7—36)—NH2 (SEQ ID NO: 87)

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

7. Um composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
referido composto é

[Ura’1hGLP-1(7-36) -NH,; SEQ ID NO: 125;
[Paa’]hGLP-1(7-36) -NHy; SEQ ID NO: 126; ou
[Pta’]hGLP-1(7-36)-NH,; SEQ ID NO: 127 ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

8. Uma composicgdo farmacéutica compreendendo uma
quantidade eficaz de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do
mesmo e um agente veicular ou um diluente farmaceuticamente

aceitaveis.

9. Utilizacdo de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do
mesmo na preparagdo de um medicamento para desencadear um
efeito agonista de um receptor de GLP-1, num sujeito com

necessidade do mesmo.

10. Utilizacdo de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou de um sal farmaceuticamente aceitdvel do
mesmo na preparacdo de um medicamento para tratar uma
doenca seleccionada do grupo constituido por diabetes do
tipo I, diabetes do tipo II, obesidade, glucagonomas,
perturbacdes secretoras das vias respiratédrias, perturbacéo
metabdlica, artrite, osteoporose, doenca do sistema nervoso
central, restenose e doenca neurodegenerativa, falha renal,

falha cardiaca congestiva, sindrome nefrético, cirrose,
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edema pulmonar e hipertensdo, num sujeito necessitado do

mesmo.

11. A utilizac&o de acordo com a reivindicacgdo 10, em que a

referida doenca é diabetes do tipo I ou diabetes do tipo

IT.

Lisboa, 20 de Maio de 2008
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