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Descricde da patente de in-
vengdo de CHUGAI SEIYAKU
KABUSHIKI KAISHA, japonesa,
industrial e comercial, com
sede em N2 5-1, 5-cheme,
Ukima, Kita-ku, Tokye, Japie,
(inventores: Eigore Murayama
e Thhru Hoshi, residentes neo
Jap8o), para "PROCESSO PARA
A PREPARAGAO DE UMA CALCITO-
\. NINA HIBRIDAY

Desericle

ENQUADRAMENTO DA INVENGAO

Esta invengllo refere-se a um processe
para a preparagfo de noves andlogoes da calcitonina pessuin-
do actividade bioldgica.

Sabe-se que a calcitonina ecerre na-
turalmente na enguia, salmio, galinha, porce, homem, bei,
ovelha e rato. Seja qual for a sua origem, a calcitonina de
ocorréncia natural é constitulida por 32 aminodcidos. Por exem-
plo, a calcitonina humana tem a seguinte estrutura de pép-
tidos:
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H-Cys-Gly-Asn-Leu~Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Thr-Iyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-His
1112 1% 14 15 16 17 18 19 20

Thr-Fhe-Pro~-Glp~Thr-Ala-Ile-Gly-Val~Gly=
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Ala-Pro-NH2
21 32

A calcinonina de enguia tem a seguin-
te estrutura de péptidos:

H~Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-
1 2y 3v 4 5 6 7 8 9 10

Lys-Leu~-Ser-Gln-Glu-Leu-His~Lys-Leu-Gln-
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Thr—Tyr-Pro-Arg-Thr-Asp—Val—Gly-Ala-Gly-
2l 22 23 24 25 26 27 28 29 130

Thr-Pro-NH?
31 32

A calcitonina inerentemente presente
em seres humanoes e animais é de ora em diante colectivamente
referida come "calciteonina nativa".
-2 -
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A Deserigfie Piblica da Patente Jape-
nesa Nes, 277698/1988, 284198/1988, 287800/1988, J., Bio-
chem. Vol. 159, p. 125 (1986), Endocrinelegy, Vel. 117,

p. 80 (1987) e J. Biochem. Vol. 162, p. 399 (1987) refere
andleges da caleitonina nativa. Os andloges da calecitonina
nativa inc luem: andleges pessuindo pele wenos um dog resi-
dues de aminodcides na calcitonina nativa substituidos

por outre residuo de aminodcido (de tipo substituigio);
andlogos que possuem pelo menos um dos residues de amino-
dcidos na caleitonina eliminado (de tipe eliminagdio);
andleges que possuem pelo menos um resfdue de aminodeido
adicionado entre o8 residuos de aminodcido na calcitonina
nativa ou no seu terminal (tipe de adig8io); e andloges que
possuem dole ou mais tipos de substituic®o, eliminacZfe e
adig#e combinados em conjunto. Quande s#o substituides,
eliminades eu adicionados, dols ou mais resfduos de aminoe
dcides, eles podem estar adjacentes ou afastades na estru-
tura de péptidos, Estes tipes de calecitonina nativa sie

de agora em diante referides como "andlegos de calcitonina®.

A caleitonina humena nativa estd
inerentemente presente nos seres humanos mas as suas ac-
tividades bioldgicas nos seres humanos tem—se revelado
baixas., Por outre lado, as calcitoninas nativas derivadas
de animais diferentes do homem como por exemple o salmie,
engula e galinha tem elevado actividade biolégica para e
homem e parecem ser promissores para a utilizacgB3e come
agentes terapeutices para a osteoperose, hipercalcemia
neepldstica e a doenga de Paget. Além disse, es andlogos de
caleitonina de engia tem sido comercialmente produzidos
come agentes terapeuticeos. Contudo, a caleitonina nativa
derivada de animais diferentes de seres humanos e os seus
andloges prevecam efeitos naturais em seres humanos come
por exemplo ndumeas severas, desordens na funge do sis-
tema digestive e antigenicidade. A calcitonina humana tem
pouces, se alguns, efeitos laterais.
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As nduseas provocadas pela calcitoni-
na nativa derivada de animais diferentes de seres humanos
e seus andlegos é descrita nas seguintes referencias:

1) K. Takahashi, e col., "Gan to Kagaku Ryohe (Cancer
and Chemetherapy)", Vol. 12, N2 10, 2004-2010
(1985);

2) J. Egawa e col., "Gan no Rinsho (Clinical Aspects

of Cancer)", Vol. 30, N2 3, 251-258 (1984); e

3) ¢.F. Mazzueli e col,, Calcif, Tissue Int., 38,
3-8 (1986).

08 problemas nas fun¢¥es do sistema
digestive provecadas pela caleitonina nativa derivada de
amimais diferentes do homem e seus andloges s¥o descritos
nas seguintes referéncias:

1) K. Jonderke, Gut (England), 30. 430-435 (1989);
2) K. Janderke e col,, J. Clin. Gastroenterel., 12,

22-28 (1990); and

3) J. Hetz e col.,, Digestien, 20, 180-189 (1980).
A antigenicidade de calcitonina nativa derivada
de animais diferentes do homem,s em andleges €
descrita na referencia seguinte:

1) F.R. Singer e col., J. Clinieal Invest., 51, 2331
-2338 (1972);

2) J.G. Haddad e col., J. Ulinical Invest., 51, 5133~
-3141 (1972): e

3) A, Grauer e col., J. Bone and Mineral Res,, 5,
387-391 (1890).
-4 -
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RESUMO DA INVENGAQ

A presente invengfio tem como objectoe
propercionar um precessc para a preparaciio de noves andle-
gos da calcitonina que n#e s¥o até agora cophecidos, Duma
forma breve, a presente inveng3o properciona uma calcitenina
que tem actividade biolegica elevada em seres humanos e
que contude tem poucos efeitos laterais nos seres humanes.
A calcitonina da presente invencg#io é um hibrido de calci-
tonina humana e calcitenina derivada de animais diferentes
do homem, nomeadamente, uma calcitonina hibrida constitui-
da por um segmente de peptidos em calcidonina humana e
um segmenteo de peptides em calcitonina derivada de animais
diferentes do homem,

Os presentes inventores descobriram
que a actividade dos efeitos laterais provocados no homem
pela caleitonina derivada de animais diferentes do homem '
estd localizada predeminantemente no t erminal amino, par-
ticularmente no s egmento de peptido consistindo de 1 - 16
residues de aminodcido termipnais., Também foi descoberteo
que embora todos os 16 residuos de aminodcidos terminais
possam ser substituldes, os efeltos laterais desejdveis
podiam ser eliminados por substituigBo de pelo menos 10
desses resfduos de aminodcidos.

Para as actividades biolégicas mais
importantes a calcitonina derivada do homem e de animais
diferentes do homem, a sequéncia de aminodcidos no ter-
minal de dcido carbexilico é importante como é descrite
nas seguintes referencias:

1) René Maier e col,, FEBS Letters, 48, 68 (1974);

2) René Maier e col., Clinical Endecrinolegy, 5, 3275
(1876):

3) R.M. Epand e col., Eur, J. Brechom., 159, 125 (1986)
e

-5 -

e




] o« o @

By,
gy

D TR

&

.y'*'p

o

4) D.M, Findlay e col., Endecrinolegy, 117, 399
(1987).
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Os presentes inventores deseobriram
que o segmento de péptide acima especificado, nomeadamente,
o segmente de péptide no terminal de deide carboxilico
que possul as actividades biologicas mais impertancia, née
tinha pontes actives que provocassem efeitos laterais
indesejdveis no homem e desenvolvessem uma calcitonina
hibrida com base nesta descoberta. Assim, do pon%o de vista
de uma redugdo dos e feitos laterais, o segmento do péptide
consistinde de residues de aminodcidos nas posigBes ll&

e posteriores na direcgdio do t erminal do 4cido carbexflice
pode compreender calcitonina humana ou calcitonina deriva-
da de animais diferentes do homem.

Por eutro lado, do ponto de vista das
actividades biologicas, € preferivel a cileitonina que possui
actividades biologicas superiores & calcitonina humana,
Assim, o segmento de peptido mais perto do terminal carboxi
é preferfvelmente um segmento de peptide que &€ derivado de
animais diferentes do homem e que tem propriedades biold=
gicas para e hemem do que a calcitonina humana. A este res-—
peito, o segmento de péptido em consideragfio tem pelo menos
4 resfdues de aminodeides, e tem preferencialmente pele
menos 10 residuos de aminodeidos.

Dos pentos de vista acima referidos,
a calcitonina hidrida da presente invencfio consiste em
dois segmentos de peptidos compreendende um deles desde o
12 ae 102 resfduo de aminodcidos do terminal amino, que &
um segmento em calcitonina derivada do homem e compreenden-
do os outros o 292 a 322 residucs de aminodcidos na direcgfo
do terminal carbexi, isto é, um segmento em caleitonina de-
rivada de animais diferentes do homem, sendo o segmento de
peptido intermedidrio constituido pelos resfduos de aminodci-
do 119 @ 282 possuindo a sequéncia de aminodcidos de qualquern
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dos tipos de calcitmina. Se desejado, pode existir uma
transi¢%o entre a sequincias de aminodcidos da calcitonina
humana em relag3o & calcitonina n¥o humana em qualguer posi-
¢&%o0 do segmento de péptidc entre os residuos de aminocdcidos
112 e 28e¢.

Para conseguir uma maior reduc3do nos
efeitos laterais, o segmmto péptido no terminal amino &
preferivelmente constituido pelo 12 aoc 132 residuos de amino-
&cidos da calcitonina humana. Para conseguir uma maior poten-
ciagdo das actividades bioldgicas, o segmento de péptido
nas posicBes 222 e 322 é preferivelmente constituido por um
segmento de péptido derivado de animais diferentes do homem,
O segmento de péptido desde a posicHo 142 até 3 posicBZo 219
no terminal amino pode ter a sequéncia de aminodcidos ge
qualqguer tipoc de calcitomina, e pode ser uma transi¢3o da
equéncia de aminodcidos da calcitonina humana em relag3io a
calcitonina n3o humana em qualguer posig¢do desse segmato
intermedidrio. No caso mais preferido, a calcitonina hibri-
da da presente inveng%o é constituida por um segmento de
péptido de calcitonina humana nas posicBes 12 a 162 no
terminal amino e no segmento de péptidoc em calcitonina n¥o
humana nas posigdes 172 a 32e,

DESCRICXO DOS_DESENHOS

A Figura 1 é um gréfico que mostra a
relag¥o com o tempo da concentrac3o de cdlcio no plasma

sanguineo durante o tratamento com vérios tipos de calcitonin

A Figura 2 & um gréfico que mostra a va-
riagdo com o tempo dos valores limites de estimulac¥o apds
a administrag3o de vArios tipos de calcitonina;

A Pigura 3 & um gréfico que mostra as
alterac®es no peso corporal de ratos administrados com
vérios tipos de calcitonina;
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A Figura 4 é um gridfico gue mostra a
absorc3o de alimentos nos ratos “aiministrados com vdrios
tipos de calcitonina;

A Figura 5 & um gréfico que mostra a
relagdo entre a concentragdo de calcitonina de salmdo e a

ligag®@o de anticorpos; e

As Figuras 6 a 9 s3o grificos que mos-
tram a eficiénela da ligag3o de calcitonina de salmBo e duas

calcitoninas hibridas a soro de calcitonina humana anti-salm3d

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENGCZEO

O termo "calcitonina humana" aqui
utilizado significa calcitonina humana nativa e andlogos de
calcitonina humana n3o nativa. De modo semelhante, o termo
"calcitonina n3o humana ou calcitonina derivada de animais
diferentes do homem" significa calcitonina nativa derivada
de animais diferentes do homem e andlogos nZ¥o nativos dessa
calcitonina n3o humana. Os animais diferentes do homem inclu-
em preferivelmente, mas ndo se limitar & eles, salm3o, en-
guia e galinha. O nlmero de residuos de aminodcido substi-
tuldo, eliminados ou adicionados nos dois tipos de andlogos
de calcitonina n%o é limitado a qualquer valor particular mas
n3o é preferivelmente superior a 5. Se um segmento de péptido
de interesse n3o contiver mais do que 5 residuos de amino-
4cido, o nfmero de residuos de aminodcidos substituidos,
eliminados ou adicionados é preferivelmente nZ%o superior a 1,
e se esse segmento de péptido n3o contiver mais do que 10
residuos de aminodcidos, o nlmero correspondente de residuos
de aminodcidos substituidos, eliminados ou adicionados é
preferivelmente n3o superior a 3.

No caso do segmento de péptido de cal-
citonina humana, a sequéncia dos primeiros 10 residuos de

aminodcido a partir do terminal de amino é preferivelmente

- 8 -
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igual ao da calcitonina humana natilva, ou pode ser que o seg-
mento de péptido de um andlogo de calcitonina humana tenha

a mesma sequéncia de aminodcidos da calcitonina humana nati-
va com a excepgdo de o residuo de metionina na posicdo 8 ser
substituido por um residuo de valina. Tal como para o seg-
mento de peptido global da calcitonina humana, um andlogo
preferido é aquele em que n3o mais do que dois residuos de
aminodcidos s3o substituidos, eliminados ou adicionados &
calcitonina nativa. O andlogo mais preferido é aguele em que
o segmento de peptido tomado globalmente difere do tipo na-
tivo apenas na substituic¥3o no residuo de metionina na posigdo
8.

No caso do segmento de péptido da
calcitonina derivada de animais diferentes do homem, ele &
preferivelmente igual ao segmento de péptido da calcitonina
correspondente , ou pode ser o segmento de peptido do andlogo
deé calcitonina n3o humana que n3¥o tenha mais do que 3 resi-
duos de aminodcidos, substituidos, eliminados ou adiciona-
dos ac tipo nativo, Uy andlogo mais preferido é aguele em
gue o segmento de péptido, tomado globalmente, tem uma sequén-
cia em que apenas um residuo de aminodcido é substituido ou
eliminado do tipo nativo.

Os animais preferidos diferentes do homem
sdo agqueles em que a calcitonina derivada tem actividades
biologicas superiores em relag8o ao homem. Exemplos desses
animais incluem peixes, como por exemplo salmdo e enguila,
como por exemplo & galinha. O salmdo e a galinha s3o os mais
preferidos, sendo o salmdo particularmente preferido.

Tendo estes factos em considerag3o, a
calcitonina hibrida da presente invenc3o tem preferivelmente
a seguinte sequéncia de aminodcidos:




H-Cys-Gly-Asn-Ieu-Ser-Thr-Cys-Met (ou Val)-Leu~Gly-
1 2 3 4 5 6 17 8 8 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp (ou Glu)~Fhe)ou Leu)-Asn(ou His)-
11 12 13 14 15 16 17

Lys-FPhe (ou Leu ou Des)-His(ou Gln)~-Thr-Tyr-Pro~Arg-
18 19 20 21 22 23 24

Thr-Asn (ou Asp)-Thr(ou Val)-Gly-Ser (ou Ala)-Gly-Thr-
25 26 27 28 29 30 31 32

Pro--NH2

Na calcitonina hibrida da presente in-
vengdo, a parte da estrutura da calcitonina global derivada
de animais diferentes do homem como por exemplo salm3o,
enguia e gahinha que provocam efeitos laterais quando admi-
nistrados ao homem (por exemplo niuseas, problemas nas fun-
¢Bes do sistema digestivo e antigenicidade) é substiido
pelo segmento correspondente da calcitonina humana que nSo
provoca esses efeitos laterais, sendo os efeitos laterails
provocados pela primeira parte reduzidos ou inteiramente eli-
minados. Isto & equivalente a dizer que a calcitonina hibri-
da da presente invengdo tem o ponto farmacologicamente acti-
vo da calcitonina humana substituido pelo segmento corres-
pondente da calcitonina n3o humana de modo a potenciar as

actividades fisiologicas pretendidas da calcitonina humana.

A calcitonina hibrida da presente in-
venc3o pode ser sintetizada por sintese em fase sdlida,
utilizando resinas de polimero ou por sintese em fase 1i-
quida, que & vulgarmente utilizada nas técnicas de sintese

orgénica. A utilizag3o da sintese em fase sdlida é preferida
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ne case da sintese de uma quantidade cemparativamente pe-
quena de péptides. Per eutre lade, a utilizac8e da sintese
em fase liquida é preferida no caso de uma sintese de uma
grande quantidade de peptides. Nes exemples que se apresen-
tam & seguir nesta descrigde, os péptidos foram sintetiza-
dos per sintese de fase sélida. Contudo, se a caleitonina
hibrida da presente invengfie é ou deve ser sintetizada em
grande quantidade, a utilizac#o da sintese em fase liquida,
que é uma técnica bem conhecida da sintese dos péptidos, &
& preferida,

0 precedimente habitual da sintese em
fase liquida cemega com & sintese de pelo menos dois pép-
tidos parciais, sende cada um deles constituido por dois
ou mais residuos de aminodcidos, em seguida ligam-se
estes peptidos parciais sucessivamente e finalmente obtem-
-se o pépiido pretendido que possui a sequéncia de amino-
dcidos acima especificada (ne caso da presente invencéo,

o péptido pretendide & a calcitonina hibrida que j& foi
acima descrita). A sintese em fase liquida é ainda caracte-
rizada por se efectuar & reacg¥o de sintese de péptide em
meio ligquido, particularmente num meio como por exemple

& dimetilformamida eu e tetrahidrofurano, Um peptido par-
cial é t ipicamente constituido por 2-20 preferivelmente
3-15, reslidues de aminodcides. Num caso preferide, cerca

de 2-10 unidades destes péptidos parciais s@io sintetizados
e em segulda ligados sucessivamente para sintetizar o pép-
tido pretendido.

Na sintese do péptido acima desecrito,
08 derivades reactivos de aminodcidos s#o tipicamente uti-
lizados como materiais de partida. Se o aminodcido de par-
tida contiver grupes funcionais activos diferentes daque-
les que formam ligagBes de péptidos, esses grupes funcionais
activos sdle preferivelmente protegidos cem grupos protec-
tores, que s#o removidos apés o final de sintese de pepti-
dos, O péptido a ser produzido na presente invencfo tem

- 11 -
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.efectuado automaticamente com um sintetizador automético.

1-7 pontos de dissulfureto que s¥o formadas em qualquer

fase pretendida apds a sintese de um peptido parcial com

uma sequéncia 1-7. Contudo, esta ligag3o de dissul fureto

tem baixa estabilidade e é preferivelmente formada apds o
final da sintese de péptido. Estas condigBes para os pro-
cedimentos de protecgdo e desprotecgdc e a formag3o de

uma ligaglo de dissulfureto s3o também preferivelmente adop-

tadas na sintese em fase s8lida a ser descrita em seguida,

A sintese em fase sdlida é um proces-
so de sintese de um peptido que possui a sequéncia de ami-
nodcidos pretendida por ligacBo de residuos de aminoicidos
sucessivamente numa resina veiculo. Este processo pfde ser

As resinas que podem ser utilizadas
na sintese em fase sblida incluem resinas de clorometilo,
resinas de oximetilo, resinas de 4- (oximetil)fenilacetami~

dometilo, resinas de benzidecilamina e resinas de polia-
crilamida.

Os aminodcidos utilizados nestas sin-
teses s¥o aminodcidos todos opticamente L-isdmeros e prote-
gidos, tal como requerido. Exemplos de grupos protectores
de o—-amino incluem um grupo carbobenzoxi (Z), um grupo t-
-butil oxicarbonilo {(Boc), um grupo 9-fluorofenilmetiloxi-
carbonilo (Fmco), um grupo formilo (HOC) e um grupo acetilo
(Ac). Crupos protectores de o-carboxi exemplares incluem um
grupo benzilo (Bzl),um grupo butilo tercidrio (But),um grupo o
tilo (Me) e um grupo etilc (Et) e um grupo fenacilo (Pac).Os
grupos que podem ser utilizados para proteger os grupos funcio
nais em cadeias laterais de aminodcidos incluem: um grupo
benzilo (Bzl), e um grupo p-toluenossulfonilo (Tos), um
grupo p-nitrofenol (Noz), um grupo benzidrilo (Bzh), um
grupo acetamidometilo (Acm), um grupo butilo tercirio
(But), um grupo butiloxi tercidrio carbonilo (Boc), um

- 12 -
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grupe cicliehexilo (CHex) e um grupo 4-metoxi-2,%,6-~
-trimetilbenzenessulfonile (Mtr)., Pode ser utilizade um ou
mais destes grupos protectores dependendo do produto que
se pretende obter,

A reacgde de adigHo sequencial de ami-
nedcidos pede ser efectuada por condensacfo desidratante
utilizande carbodiimidas ou com a ajuda de ésteres acti-
ves. As carbodiimidas dteis incluem dicielohexilcarbo-
diimida e l-etil 3-(3-dimetilaminoprepil)carbodiimida,

e o8 ésteres actives Uteis incluem um éster de N-hidro-
xissuccinimida (-0Su), um éster de pentofluorefenol
(-OPfp) e wm éster de dihidrexibenzotriazina (~ODhbt).

Os catalizadores da reacgle que podem
ser utilizados incluem a dimetilformamida (DMF), tetra-
hidrefurane (THF), diclorometano, cloroférmio, acetato de
etile, dioxano, sulféxido de dimetile (DMSO), M-metilpir-
relidina, piridina e dgua.

Podem ser utilizados vdrios grupos des-
protegidos dependendode tipo de grupos protectores que se
pretendem eleminar e do produto que se pretende obter,

e os exemplos Uteis incluem: fluorato de hidrogénie,
dcide trifluoroacético, decido triflueorometanossulfénico,
amonface/metanol, brometo de hidrogénio/dcido acético,
hidrogénie/palddio em carbone, acetato de mercirio, decido
acético/pé de zinco, e uma substéncia alcal ina/dgua-meta—
nel,

Durante ou apés a sintese, podem ser
utilizades vdrias técnicas de purificacglio, como por exem-
plo a cromatografia de fase inversa, cromatografia de fase
normal, crematografia de permuta iénica, e crematografia
de filtrac8o em gel, e recristalizacg#o. As ligacgBes de dis-
sulfureto podem ser formadas por oxidacgio com ar atmosfé-
rice eu com ferricianete de potdssio.

- 13 -
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Apresentam-se em seguida exemples
com @ ebjective de melhor ilustrar a presente invenco,
mas que eles néo devem ser tomades como limitativos.

Os exemples 1 a 6 ilustram a sintese
de amostras de calcitonina hibrida da presente invencHe,
e o Exemple 7 mosira o resultado da andlise da compesig¥o
em aminodcidos para as amostras de calcitonina sintetiza=-
da nos Exemplos 1 a 6. Os exemplos 8-10 descrevem as expe~-
riéncias conduzidas para avaliar as actividades principais
da calcitonina hibrida da presente invengHo. Os exemplos
1l a 14 descrevem as experiéncias conduzidas para demons-
trar a eliminacg®o dos efeitos laterais da calcitonina.

Exemplo 1

Sintese da calcitonina hibrida (1-6)
humana/(17-32) salmie:

H-Cys-Gly~-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Hig-Lya-Leu~Gla=-
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Thr«Tyr-Pro-Arg~-Thr-Asp~-Thr-Gly-Ser-Gly-
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Thr-Pro—NH2
21 32

A sintese foli efectuada por meio de um
processo de sintese em fase gdédlida utilizande um sinteti-
zador automdtice,

- 14 -




| o o »

(I) Intreduzinde prelina em resina de benzidilamina
(BHA).,

Feram suspensas dez gramas de resina
BHA (-NH,; 0,38 mmol/g) e agitadas em 100 ml de DMF. Apde
remogdo do sobrenadante, adicionaram-se mais 100 ml de
DMF, seguide da adigZio de BocProOH (15 mmol), DCC (20
mmol) e HOBT (20 mmol). A mistura foi agitada durante a nei-
te & temperatura ambiente. Apés filtraclo com filtro de
vidre, a resina resultante foi lavada com cloreto de meti~
leno,

Posteriormente, foram adicionados 200
ml de uma solugdio de clereto de metileno a 10% v/v de ani-
drido acétice, e & mistura foi agitada & temperatura am-
biente durante uma hora para bloquear os grupos amine resi=-
duais. Apée o fim da reacg¢Zo, a resina foi lavada com
cloreto de metilenc e seca em vazio,

Apés secagem, foram adicienados 50
ml de uma solug¥o de cloreto de metilene contende 50% v/v
de dcide trifluercacético e a mistura fei agitada & tempera
tura ambiente durante uma hora. Apés filtragHo com um fil-
tro de vidre, a resina resultante foi lavada sucessivamente
com cloreto de metilene, metanol, cloreto de metileno e
trietilamina e seca em vazio.

(2) Reacg8o de adigio sequencial de aminodcides
Introdugdo de 1 grama da resina obtida
em (1) na coluna de um sintetizador autométice, e foram

adicionados aminodcidos em sequédncia nas condig¢¥es seguin-
tes,

- 15 -
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(1) reacg®o: 30 min a T.A. em solvente de DMF
(i1) lavagem: 10 min a T.A. com DMP

(1i1) remog¥o de Fmoc: 10 min a T.A. com 20 v/v% de
piperidina em solvente de DMF

(iv) lavagem: 10 min a T.A. com DMP

Repetindo as fases (i) - (4), foram adicionados
31 aminodciées apés o Prec. Os aminodcidos utilizades sHo
apresentados na Tabela 1 seguinte,

- 16 -




Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Arg(Mtr)-0PTp
Fmoc-L-Pro-0Pfp
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-ODhbt
Fmoc-L~G1ln-0Pfp
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc-L-Lys(Boc)-OPfp
Fmoc-L-His(Boc)-0Pfp
Fmoc-L-Phe-0Pfp
Fmoc-L-Asp (0But)-O0Pfp
Fmoc-L-G1ln-O0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-O0Pfp
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc-L-Met-0pfp
Fmoc-L-Cys (Trt)-OPf{p
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-O0Pfp
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Apés a reacgfo, os grupos protectores e a
resina foram removidos do péptide com o auxflio de fluoreto
de hidregénio, e o péptido foi lavado com éter. 0 precipitad
foi dissolvido numa solug¥o aquosa de 50% v/v de dcido acé-
tico, e as substlncias insoldveis foram separadas por fil-
tragle, O filtrado foi liofilizado para se obterem cerca de
600 mg do péptido bruto.

(3) Purificag¥o e formag#o de ligagles de dissulfureto

Foi dissolvida uma parte (cerca de
50 mg) do peptido bruto em ggua contendo 0,1% v/v de TFA
e & solugdio foi submetida a cromatografia liquida de alte
rendimento numa coluna de ODS.

Utilizando a solucZo A (acetonitrilo con-
tende 0.1% v/v de TFA) e a soluglio B (dgua contende 0.1%
v/v de TFA) e a coluna fol elulda com o gradiente gradual
(A/B em percentagem v/v) aumentando de 20 até 30 a 40%,
e ag fracgdes a 30% de eluicHo foram recolhidas e liofiliza-
das,

0 péptido liofilizade (46 mg) fol dissol-
vido em 50 ml de 4sido acétice a 0,05% v/v e o pH da solu-
¢80 fol ajustado a 8,5 com a soluglde aguosa 3 M de amoniaco.
Posteriormente, foram adicionados 1,5 ml de uma solucg3io 0,1
M de KBFe(CN)6 e a mistura foi agitada & temperatura ambi-
ente durante 30 minutos para se formarem ligac@es de dissul-
fureto. Apés se ajustar o pH a 5,0 com dcido acético a 50%,
foi adicionada uma resina de permuta idnica (formada C1l™)

e a mistura foi agitada durante 20 minutos, seguida de
separagdo per filtraglo da resina.

0 filtrado foi concentrado e submetido a
cromatografia de alto rendimente numa coluna 0DS e purifi-
cada de nove pelo mesmo procedimento descrito acima. As
fracg¥es a 30% de eluigHo foram recolhidos e liofilizados

- 18 -
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para se obterem 28 g do peptide pretendido.

Exemploe 2

Sintese de caleitonina hibrida de
(1-16) humana/(17-32) enguia

H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu~-Gly—~
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Hig-Lys-~Leu~Gln-
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Agp-Val-Gly-Ala-Gly-
2l 22 235 24 25 26 27 28 29 30 .

Thr-Pre-NH2
31 32

(I) Reaccl#o de adigHo sequencial de
aminodcidos.

Foi introduzido 1 grama de resina
BAHA incorporado prelina preparada na fase (1) do Exemple
1 na coluna do sintetizador automdtico e foram adicionades
nas mesmas condig¥es de reacgfo utilizadas na fase (2) do

Exemplo 1. Os aminodeides utilizados s#o os referidos na Ta-

bela 2 seguinte.
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Fmoc-L-Thr(But)-0Dhbt
Fmoc~-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Ala-OPfp
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Val-OPfp
Fmoc-L-Asp (OBut)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Arg(Mtr)-0OPfp
Fmoc-L-Pro-OPfp
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Gln-OPfp
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc-L-Lys(Boc)~-0Pfp
Fmoc-L-His(Boc)-OPfp
Fmoc-L-Phe-0Pfp
Fmoc-L-Asp (0But)-OPfp
Fmoc-L~-G1ln-0Pfp
Fmoc-L-Thr(But)-0Dhbt
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0OPfp
Fmoc-L-Leu-O0Pfp
Fmoc-L-Met-0Opfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu~-0PT{p
Fmoc-L-Asn-0OPfp
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0OPfp
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.430 ¢
.367
.378
.387
.400
.457
.430
.841
.400
.495
.430
.423
.411
.503
.510
.438
45T
.423
.430
.495
.430
.387
.411
.426
.595
.430
.419
.411
412
. 367
.595
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Apés a reacgie, a resina de peptide
fel tratada pele mesmo processe descrito na fase (2) de
Exemple 1 para se obterem cerca de 510 mg do peptide brute.

(2) Purificag®e e formaglie de ligagBes de dissulfu~
rete

Pol submetida uma parte (cerca de 450
mg) de péptide bruto a purificaclie e a formagle de liga-
¢¥es de dissulfurete peles mesmos procedimentes utiliza-
dos na fase (3) do Exemploe 1, tendo side ebtidos 32 mg do
peptide purificade.

Exemple 3

Sintese da calcitonina hibrida de
andlege humano (1-16, Met8-4> Vals)/enguia (17-32):

H-Cys~-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-
1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10

Thr-Tys-Thr-Gln-~Asp~Phe-Hig-Lys-Leu-Gln-
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Thr-Tyr-Pro~-Arg-Thr-Asp-Val-Gly-Ala-Gly-
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Thr-Pro—NH2
31 32

(1) Reacgde de adicg3e sequencial de aminodcidoes

Foli intreduzido 1 grama de resina BHA
incorperando prolina preparada na fase (1) do Exemple 1 na

coluna de um sintetizador automdtico e foram adicionados

amipnodcides nas mesmas condigBes da reacc¢o utilizadas na
fase (2) do Exemplo 1.0s aminodcidos utilizados s3e os

referides na Tabela 3 seguinte.
- 2] =




Tabela 3

Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Ala-OPfp
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Val-0OPfp
Fmoc-L-Asp (0OBut)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Arg(Mtr)-O0Pfp
Fmoc-L-Pro-OPfp
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-G1n-0Pfp
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc-L-Lys(Boc)-0P{p
Fmoc-L-His(Boc)-0Pfp
Fmoc-L-Phe-0Pfp
Fmoc-L-Asp (OBut)-0OPfp
Fmoc-L-Gln-OPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0OPfp
Fmoc-L-Leu-O0Pfp
Fmoc-L-Val-0pfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu-0PTp
Fmoc-L-Asn-0PTp
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp
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Depois da reacgéie a resina de péptide
foi tratada pelo mesmo processo descrito na fase (2) do
Exemplo 1 para se oBiterem cerca de 580 mg do péptide brute.

(2) Purificagde e formaclio das ligacBes de dissulfu-
reto.

Fol submetido uma parte (cerca de 500
mg do péptido bruto a purificacg¥o e formacHo de ligagBes de
dissulfurete pelos mesmes procedimentos utilizades em (3)
do Exemple 1, tendo sido obtidos 35 mg do péptido purificado

Exemple 4

Sintese da calcitonina hibrida humana
(1-16)/anélego de enguia (17-31, Des Leulg)z

H-Cys~Gly-Asn~-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly~-
1l 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Thr—Tyr-Thr-Gln-Agp-Phe-His-Lys—Gln—Thr-
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Pyr-Pro-Arg~-Thr-Asp-Val-Gly-Ala-Gly-Thr-
2l 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Pro—NHa
31
(1) Reaccéle de adigHo sequencial de aminodcidos

Foi introduzido 1 grama da resina BHA
incorporande prelina preparada na fase (1) de Exemplo 1

- 23 -
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na coluna de um sintetizador automdtico e foram adiciona-
dos aminodcidos nas mesmas condigBes da reacglio utiliza-
das na fase (2) do Exemplo 1. Os aminodcides utilizados
88o os referidos na Tabela 4 seguinte:
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Tabela 4

Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Ala-OPfp
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Val-0Pfp
Fmoc-L-Asp (OBut)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Arg(Mtr)-O0Pfp
Fmoc-L-Pro-0Pfp
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-G1n-0Pfp
Fmoc-L-Lys(Boc)-0Pfp
Fmoc-L-His(Boc)~0Pfp
Fmoc-L-Phe-OPfp
Fmoc-L-Asp (0But)-0Pfp
Fmoc-L-G1ln-OPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Tyr (But)-0OPfp

- Fmoe-L-Thr (But)-0Dhbt

Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Met-Opfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp
Fmoc-L-Thr(But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp
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Apés e fim da reacgde, o peptide
resina fel tratado pele mesme procesgse descrite na fase
(2) do Exemplo 1 para se obterem cerca de 520 mg do pép-
tide brute.

(2) Purifica¢8o e formacHe de ligacgBes de dissulfurete

Fei submetida uma parte (cerca de
450 mg) de péptide brute a purificagHo e formagle de liga-
¢6es de dissulfureto pelos mesmes procedimentos utilizados
na fase (3) do Exemplo 1 tende sido obtidos 23 mg do pép-
tide purificade.

Exemple 5

Sintese de calcitonina hibrida humana
(1-13) / salmiie (14-32):

H~Cys-Gly~-Aspn~Leu~Ser~Thr-Cys-Met-Leu-Gly~-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-¢ln-Glu~Leu-His-Lys-Leu-Gln-
11 12 13 14 15 1l6 17 18 19 20

Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-
21 22 2% 24 25 26 27 28 29 30

Thr-Pro-NH2
31 32

A sintese foi executada por um pro-
cesse de sintese em fase sédlida utilizande um sintetizador
automdtico.
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(1) Introdug8o da prolina em resina de benzidrilamina
(BHA)

Foram suspenscs dez gramas de resina
BHA (_NHZ: 0,38 mmol/g) e agitados em 100 ml de DMF. Apds
remogdo do sobrenadante, foram adicionados mais 100 ml de
DMF, seguido da adi¢%o de BocProOH (19 wmmol, DCC (19 mmol)
e HOBT (19 mmol). A mistura foi agitada durante a noite &
temperatura ambiente. Apds filtracBo com um filtro de vidro,
a resina resultante foi lavada com cloreto de metileno.
Posteriormente, foram adicionados 200 ml duma soluc3o de clo-
reto de metileno conténdo 10% v/v de anidrido acético e a
mistura foi agitada d temperatura ambiente durante 1 hora
para bloguear os grupos amino individuais. Apds o fim da
reacgdo, a mistura foi lavada com cloreto de metileno e seca
em vazio.

Apbs secagem, foram adicionados 50 ml
numa solugdo de cloreto de metileno contendo 50% v/v de
dcido trifluoroacético e a mistura foi agitada & temperatura
ambiente durante 1 hora. Apds a filtracSo com um filtro de
vidro, a resina resultante foi lavada sucessivamente com
cloreto de metileno, metanol, cloreto de metileno e trietila-
mina e seca em vazio.

Uma parte da resina resultante foi ana-
lisada com um analisador de aminodcido e verificou-se que
tinham sido incorporados 0,31 mmol de prolina por grama de
resina.

(2) Reacgd30 de adig¢3o sequencial de aminodcidos

Foi introduzido 1 grama da resina obti-
da na fase (i) na coluna de um sintetizador automdtico e
foram adicionados os aminodcidos em sequéncia nas seguintes
condigdes.
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(1) reacgdo de adig¥o: 30 min & temperatura ambiente
em solvente DMF .

(ii) lavagem: 10 min 3 temperatura ambiente com DMF

(iii) remogdo de Fmoc: 10 min & temperatura ambiente com
20 v/v% de piperidina em solvente DMF

(iv) lavagem: 1O min & temperatura ambiente com DMF
Repetindo as fases (i) - (4), foram

adicionados 31 aminodcidos a seguir a Pro. Os aminodcidos
utilizados s8o os referidos na Tabela 5 seguinte.
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Tabela 5

Fmoc-L-Thr(But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Ser(But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Arg{(Mtr)-0Pfp
Fmoc-L-Pro-0Pfp
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Gln-0OPfp
Fmoc-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Lys(Boc)~0Pfp
Fmoc-L-His(Boc)-0OPfp
Fmoc-L-Leu-0pfp
Fmoc-L-Glu(OBut)-0Pfp
Fmoc-L-G1n-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Tyr (But)-0OPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc-L-Met-Opfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-OH
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0H
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0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

.430 g
367
419
.367
.430
412
.430
641
. 400
.495
.430
.423
.411
.503
.510
.411
.468
423
.430
.495
.430
367
.411
.426
.464
. 430
419
411
412
367
464




| « o @

Apés a reacgdo, foram removidos, a

resina e 08 grupos protectores do péptido com fluoreto de
hidrogénio e o péptido foi lavado com &ter. O precipitado
foi dissolvido numa solugdo aguosa a 50 v/v% de &cido acé-
tico e matéria insollivel foi separada por filtrac8o, O filtra-
do foi liofilizado para se obterem cerca de 720 mg do péptido
bruto.

(3) Purificagdo e formagdo de ligacgOes de dissulfureto

Foi dissolvida uma parte (cerca de 700
mg) do péptido bruto em &gua contendo 0,1 v/v% de TFA e a
solugdo foi submetida a cromatografia liguida de alto rendi-

mento numa coluna ODS.

Utilizando um sistema de solvente con-
sistindoc em égua e acetonitrilo contendo 0,1% de TFA, a co-
luna foi eluida com um gradiente gradual de acetonitrilo
aumentando de 20 v/v% até 30 v/v% a 40 v/v%, e as fracgdes
a 30 v/v% foram eluidas e recolhidas e liofilizadas (purifi-
cac¥o primlria).

O péptido liofilizado (cerca de 80 mg)
fol dissolvido em 80 ml de &cido acético a 0,05 v/v% e o pH
da solug¥o foi ajustado a 8,5 com amoniaco aguoso 3 M. Pgs-
3Fe(CN)6 0,1 Me a
mistura foi agitada d temperatura ambiente durante 30 min

teriormente, foram adicionados 1,5 ml de K

para se obterem as ligacBes de dissulfureto. Apds se ajus-
tar o valor do pH a 5,0 com Acido acético a S0% v/v 50
v/v% foi adicionada uma resina de permuta aniénica (forma
Cl”) e a mistura foi agitada durante 20 min, seguido de
separagdo por filtragdo da resina.

0 filtrado foi concentrado e submetido

de novo a cromatografia ligquida de alto rendimento numa solu-
na de ODS, que foi 2luida com o mesmo sistema de solventes
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utilizado na purificag3o primdria em gradientes de densidade
gradual de acetonitrilo desde 25, 27 até 30 a 35 v/v% (pu~
rificag¥o secundiria). As fracg®es a 30 v/v% de eluic%o fo-
ram recolhidas e liofilizadas para se obterem 53 mg do pépti-
do do titulo.

Exemplo 6

Sintese da calcitonina hibrida (1-21)
humana)/22-32) salm3o:

H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp~Phe-Asn-Lys-Phe-His-
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Thr-Tyr-Pro~Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Thr-Pro-NH
31 32

2

Foi introduzido 1 grama de resina BHA
incorporando prolina preparada na fase (1) do Exemplo 5 na
coluna de um sintetizador automdtico e foram adicionados os
aminodcidos nas mesmas condicBes de reacgdo utilizadas na
fase (2) do Exemplo 5. Os aminodcidos utilizados s%0 os
referidos na Tabela 6 seguinte.
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Tabela 6

Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly~-OPfp
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Arg(Mtr)-0Pfp
Fmoc-L-Pro-0Pfp
Fmoc-L-Tyr (But)-OPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc~L-His (Boc)-0Pfp
Fmoc-L-Phe-OPfp
Fmoc-L-Lys(Boc)-0OPfp
Fmoc-L-Asn-0OPfp
Fmoc-L-Phe-0OPfp
Fmoc-L-Asp (0OBut)-0Pfp
Fmoc-L-G1ln-OPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Tyr (But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly-0Pfp
Fmoc-L-Leu-0OPfp
Fmoc-L-Met-0pfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu-0OPfp
Fmoc-L-Asn-OPfp
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp

w—r("m:v

APy

m
m umm;mp
\.«&’t‘ 1%!& tiory i :“"!.;’i\

ﬂ sy

x..’;.-é\‘"ﬂ.)!"

e

/M’ ‘

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

.430 g
.367
.419
.367
.430
.412
.430
.641
.400
.495
.430
.510
.438
.503
.412
.438
.457
.423
.430
.495
.430
.367
.411
.428
.595
.430
.419
411
.412
.367
.595




Apds a reacclo, o péptido-resina foi
tratado pelo mesmo processo utilizando na fase (2) do Exem-
plo 5 para se obterem cerca de 860 mg de péptido bruto.

(2) Puyrificagdo e formac83o de ligagdes de dissulfureto

Uma parte (cerca de 850 mg) de péptido
bruto foi submetida a purificac¥o e formac3o de ligacloc de
dissulfureto pelos mesmos procedimentos utilizados na fase
(3) do Exemplo 5.

O filtrado resultante foi concentrado
e submetido de novo a cromatografia de alto rendimento numa
coluna ODS, que foi eluida com o mesmo sistema solvente utilid
pado na purificagZo primdria a ingredientes de densidade
gradual de acetonitrilo desde 24 a 35 v/v% até 26, 28 e 30
v/v% (purificag8o secunddria). As fracgBes a 28 v/v% de elui~-
¢¥30 foram recolhidas e liofilizadas para se obterem 66 mg de
peptido pretendido.

Exemplo 7

Andlise da composig¢¥o de aminodcidos

Cada uma das calcitoninas purifscadas
nos Exemplos 1 a 6 foi hidrolisada a 150°C durante 1 hora
na presenga de HCl 6N, e a composig¥o em aminodcidos foi
analisada com um analisador de aminocdcidos. Os resultados
obtidos sd8o apresentados na Tabela 7.
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Exemplo 8
Determinag3o das actividades bioldgi-
cas.

As seis novas calcitoninas preparadas
nos Exemplos 1 a 6 foram dissolvidos numa sclugdoc tampdo de
acetato de sddioc 0,1 M (pH 4,2) contendo 0,1% de BSA (albumi-
na de sorc de bofino) se foram injectadas em ratos macho SD
(com 4 semanas de idade) em pré-jejum (24 horas) através
da veia da cauda. Passada 1 hora, a concentrac3io do cdlcio
no soro foi medida pelo processo OCPC (Cglcium C - Test
Wako of Wako Pure (Chemical Industries, ILtd.).

A actividade da calcitonina que provoca-
va uma queda de 1l0% na concentrag3o de cdlcio no soro foi de-
terminada como sendo 10 mU, e o nlmero de unidades por mili-
grama de calcitonina foi designado por "actividades especifi-

ca". Os resultados obtidos s3o os apresentados na Tabela 8.

Tabela 8

Novas calcitoninas Actividade especifica (U/mg)
Exemplo 1 2106%*

2 2639

3 2262

4 2611

5 2575

6 1792

% Média para duas medidas

Exemplo 9

Eficiéncia das calcitoninas contra a
hipercalcemia

Processos
- 35 -
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Foi administrada vitamina D3 (5 mg/kg)
oralmente a ratos machos Sd de 5 semanas de idade durante
4 dias consecutivos para construir mocdelos experimentais de
ratos hipercalcimicos. Ko dia 5, foram injectados calcito-
nina hibrida (1-16) humana / (17-32) salm¥o (calcitonina hibri
da 1), calcitonina de salmd3c e calcitonina humana subcuti-
neamente, cada numa quantidade de 4 UI/kg. Foi extraido
sangue em intervalos de tempo determinados e fol medida a

concentrac3o de cdlcio do plasma.
Resultados obtidos e sua discussdos

As curvas em fungdo do tempo das concen-
tragBes de cdlcio no plasma para as calcitoninas de ensaio
sdo apresentadas na Figura 1. Como se pode ver da Figura 1,
toda a calcitonina 1, calcitonina de salmdo e calcitonina
humana ensaiados provaram uma reducdo rdpida na concentra-
¢%o elevada de cdlecio no sangue. £ assim ébvio que a calcito-
nina hibrida da presente invenc3io é t3o eficaz como a calci-
tonina de salmdo e a calcitonina humana contra a hipercal-

cemina.
Exemplo 10
Efeito analgésico das calcitoninas
Processos
1) Animal

Foram utilizados 10 coelhos machos
(Kbl:JW) pesando 2,7 a 3,2 kg.

(ii) Implantagdo de uma cdnula de guia para a administra-
¢do intraventricular.
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Os coelhos foram presos numa dispositivo
estereostdxico com anestesia com pentobarbital (30 mg/kg,
i.v.). Apds o escalpe ter sido incisado, foi inserida uma cl-
nula de guia para administrac8o intraventricular (Pjastic
Products) no ventriculo lateral esquerdo de cada animal e foi
fixada com cimento dental (coordenadas estereotdxicas de
bregma: posterior 4,0 mm; lateral, 5,5 mm; ventral, 5,5 mm).
Passada uma semana de convalescéneia, os coelhos foram subme-
tidos ds experiéncias descritas a seguir. Apds a experigncia,
foi injectado azul de metileno para verificar a colorac3o da
canula,

(iii) Enpsaio de antinocicepclo

Os coelhos foram reunidos com um reten-
tor de coelhos e foli aberto um furo com um didmetro de 1 mm
e uma profundidade de 1 mm em ambas as partes lateriais de um
incisor maior superior com uma broca de dentista. Foi montado
um eléctrodo estimulante em cada furo e foi aplicada uma
estimulagZio eléctrica (5 ms, 5 Hz, 3 s de durag®o) a véirias
tensfes a partir do um estimulador eldctrico (Nihon Kohden
Corp) para medir os valores limites da estipulacZo (D) que
induzem respostas de lambimento (lambimento e o movimento dos
14bios e da maxila inferior) nos animais. Foram conduzidas
as medidas uma hora antes da administrac3o do medicamento e,
imediatamente apbs a administracg®o, Bem como 0,5 h, 1,0 h,
1,5h, 2,0h, 3,0 h e 4,0 h apds a administrac3o.

Os medicamentos ensaiados foram a calci-
tonina hibrida (1-16) humana/(17-32) de salmiio (calcitonina
hibrida 1) calcitonina de salm8io e calcitonina humana, cada
uma das quais foi administrada ventricularmente numa quanti-
dade equivalente a 8 UL/kg. A solug¥o salina fisiologica foi
utilizada como controlo.

Resultados e discuss3o:
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Ag curvas da dependéncia do tempo dos va-
lores limites de estimulag3o para as calcitoninas de ensaio
sdo apresentadas na Figura 2. Como se pode observar na Figu-
ra 2, as trés calcitoninas provocavam aumentos compardveis
no valor limite giie atingia o méximo de 0,5 - 1,5 horas apds
a administragdo do medicamento. E portanto estimulado que a
calcitonina hibrida da presente invenc#io é t3o eficaz como a
calcitonina de salm¥o e a calcitonina humana na sua acgo
analgdsica.

Exemplo 11

Efeitos das calcitoninas na inibic%o do
ganho de peso corporal e do apetite

Processo:

Foram injectadoa intramuscularmente ratos
com calcitonina hibrida (1-16) humana/(17-32) de salmo
(calcitonina hibrida 1), calcitonina humana e calcitonina de
enguia, e foram medidos os seus pesos corporais e consumos de
alimentos passados 24 horas.

Resultados obtidos:

As altera¢Bes no peso corporal dos ratos
administrados com virias calcitoninas s3o apresentadas na
Figura 3, e os seus consumos de alimentos na Figura 4. Cada
uma das calcitoninas fol administrada em trés doses diferentesg
12,5 UI/kg, 50 UL/kg e 200 UI/kg. Para as alterag®es do peso
corporal, os pesos medidos foram calculados em média para 5
ratos, e para o consumo de alimentos foram adicionados em con-~
junto os valores medidos para 5 ratos.

Discussdo:

Como é bébvio a partir das Figuras 3 e 4,
a calcitonina de salm¥o e a calcitonina de enguia apresentavam
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efelbos dependentes da dose na inibig¢3o do ganho do peso
corporal e do apetite, enquanto gue a calcitonina hibrida de 1
e a calcitonina humana n3o provocavam alterag¢®es no pe§5 cor-
poral e no consumo de alimentos. Pode assim concluir-se que

a calcitonina.hibrida da presente invencg8o provoca efeitos t3g

pequenos no ganho de peso do corpo e no apetite como a calcito
nina humanas

Exemplo 12

Efeito das calcitoninas no tempo de es-
vaziamento gastrico

Processos

Cadelas beagles em jejum desde o dia
anterior foram injectadas com calcitonina hibrida (1-16) huma-
na/ (17-32) de salmdo (calcitonina hibirda 1) calcitonina de
salmdo, calcitonina humana e solug3o solina fisiologica
através de uma veia encefllica. Psssa-Se uma hora foram admini
trados oralmente, comprimidos de aspirina entéricos (contendo
200 mg do ingrediente activo) juntamente com 25 ml de &4gua.
BEm seguida, foram tomadas amostras sanguineas da outra veia
encefilica a determinados intervalos de tempo e no plasma
obtido da maneira habitual foi armazenada a -20°C até as me-
didas serem efectuadas.

& medida que passa através da parede
intestinal, a mailor parte da aspirina ingerida & metaboli-
zada e entra no fluxo sanguineo como 4cido salici{lico. Assim,
o &cido salicilico no plasma foi determinado como marcador
para a aspirina. Foi adicionado etanol (200 }11) a 50 p1
de plasma e a mistura foi centrifugada a 10 000 rpm x 1 min,

sendo o sobrenadante resultante submetido a HPIC.

Resultados obtidos:

-.39 -




A acgdo de retardamento de cada caleci-
tonina no esvaziamento géstrico é resumida na Tgbela 9. A
diferenga entre o tempo para a administrag¥o de solug3o sa-
lina fisiologica em relag¥o & absorc3o de aspirina foi

calculada para cada animal para determinar o atraso no tempo
de esvaziamento géstrico.
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Notas Tempo de Absorc3o: & o tempo desde a administrag3do de
aspirina até a sua absorcgdo

Tempo de atraso: diferenga no tempo da absorg3o de aspirina
entre calcitonina e a solugdo salina fisiologica

Di scuss3os

Como a Tgbela 9 mostra, a calcitonina de
salmdo tinha uma acgdo muito forte no atraso do tempo de esva-
ziamento gédstrico enquanto que a calcitonina humana era fra-
ca nessa acg¥3o. A calcitonina hfbrida 1 era mais parecida
com a calcitonina humana do que a calcitonina de salm30 no
atraso do tempo.de esvaziamento gdstrico. Pode ser assim
concluido que a calcitonina hibrida 1 da presente invenc3o
pode ser administrada em doses mais elevadas de unidades de
actividade do que a calcitonina de salm3o

BX o 1

Efeitos das calcitoninas na motilidade
géstrica intestinal no c3o consciente.

Processos

Foi anesteciado um c3o beagle saudével
pesando cerca de 10 kg com uma injecgdo i.v. de pentobarbital
de sbdio e a cavidade abdominal foi aberta em condigBes assép-
ticas.

Foram suturados transdutores de forga
extraluminal na serose do antro géstrico do estdémago duodeno
e jejum para medir a confiracg¥o muscular circular, tal como

referido anteriormente (Itoh e col. Gastroenterol Jpn, 12,
275 1977)).
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Os cabos de ligagdo destas sondas esta-
vam fora da cavidade abdominal e em seguida foram ligadas
através de insis¥o na pele feita entre as escipulas.

Apbs a cirurgia abdominal, foi feita
uma incis3o na pele longitudinal de 5 cm no pescogo frontal
direito para expor a vela jugular externa.

Foi colocado um tubo Silastico (tamanho
francés 8,5 Dow Corning, Midland, MI) na weia cava superior
através da veia e suturado na pele adjacente como guia para a
injecgdo intravenosa dos medicamentos de ensaio.

Apbs a operac¥o foi colocada uma camisa
protectora no cdo para proteger os cabos de ligac3io e o tubo
sildstico.

O clo foi metido numa caixa individual
experimental, e foi-lhe dado alimento comercial para cdes

ds 5,00 da tamde e foi dada 4gua & vontade.

Fol registada a actividade motora gastro-
-intestinal num registador de penas de camisa térmica (WR-3101,
Graphtic, Téquio, Japdo) ligando os cabos de ligac3o das
sondas aos cabos de ligagd3o dos amplificadores (UG-5, Nihon
Kohden, Téquio, JapXo).

Cerca de duas semanas apds a operac3o, a
actividade contréctil gastro-intestinal podia ser dividida em
dois padrBes de actividade principais, estado interdigestivo
e digestivo.

No estado interdigestivo, observaram-se
IMC (complexo motor migrante interdigestivo) gque ocorria em
intervalos regulares de 100 a 120 min durante no antro gistri-
CO, € a gue migravam através do duodeno e do jejum a uma velo-
cidade constante.
- 43 -
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Em todos os animais, a alimentacgdo

fazia parar o padrdo de IMC regular. Foram efectuadas experi-
éncias durante o estado interdigestivo, O medicamento foli dis-
solvido em solug8o salina a 0,9% e foi administrado através
de um tubo Sildstico interior durante cerca de 10 segundos
num xolume de 0,3 ml/kKge.

15 minutos apds o f£im de IMC no antro
géstrico, este foi posteriormente lavado com uma solug3o sa-
lina a 0, 9%.

Foi medido o tempo até ao préximo IMC
desde a administragdo do medicamento, e foi utilizado como
indice para a actividade inibidora do medicamento na motili-
dade gastro-intestinal.

Os resultados obtidos s3o apresentados
na Tabela 10.
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Notas: 1. Os indices de "atraso IMC" significam o seguinte.

O... O préximo IMC ocorria 180 min apbs a administracZo.
0,5... O prdéximo IMC ocorria mais de 180 min mas num periodo
de 300 min apds a administrac3o.

l... O préximo IMC ocorria um dia apds a administrag3o.

2..+ O préximo IMC ocorria dois dias apds a administrag¢do.
3... O préximo IMC ocorria trés dias apds a administrac3o.
2. A calcitonina hibrida era a calcitonina (1-16) humana/
/(17-32) de salmBo e a calcitonina hibrida 2 era a calcito-
nina (1-21) humana/(22-32) de salm3o.

Discussdo:

Tal como referido na tabela 10, a cal-
citonina de salm3o administrada intravenosamente de forma
dependente de dose imibia a ocorréncia do préximo IMC num
c3o consciente.

Para uma dose de 3 ug/kg, atravasa a
ocorrencia de IMC de 3 dias. Por outro lado. a calcitonina

humana tinha um efeito muito pequeno no IMC.

Embora as calcitoninas hibridas também
inibissem o IMC, estes compostos atrasavam a ocorréncia do
préximo IMC apenas 1 dia mesmo na maior dose examinada
(100 ug/xg).

Estes resultados demonstram definitiva-
mente que as calcitoninas hibridas tinham um efeito mais
fraco na motilidade gastro-intestinal em cH3es conscientes

do que a calcitonina de salm3o.

Estes resultados também indicavam que
as calcitoninimas hibridas causar3o provavelmente menos
efeitos adversos no sistema gastro-intestinal provavelmente
menos efeitos adversos no sistema gastro-intestinal
do que a calcitonina de salmdo.
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Exemplo 14

Reacgdo cruzada entre anticorpos de
calcitonina humana antisalm3o e calcitonina hibrida.

Processos

Foli sintetizado calcitonina de salmio
por um procedimento vulgar de sintese em fase sélida. A cal-
citonina de salmo marcada com 125 I fol preparada pelo pro-
cesso de Tejedor (Tejedor, F. e Ballesta, J.P.G.; Analytical
Biochemistry, 127, 143-149 (1982)).

Verificou-se que quatro tipos de soro
humano continham anticorpos apds a administracdo de calcito-
nina de salm3o que tinha sido fornecida de Dr. Frederik R.
Singer (CEDERS-SINAI MEBICAL CENTER). Os teores de anticorpos

destes soros contra a calcitonina de salm¥o s3o os seguintes:

No. 1 1 : 4000 No. 2 1 ¢ 8000
No. 3 1 ¢ 8000 No. 4 1 : 2000
1) Determinac@o da proporgdo da difus3o do soro

Poi utilizada como tamp3o de reacgdo uma
solugdo tampdo de borato 0,1l M (pH 8,0) contendo O,5% de BSA,
0,9% de NaCl, e 0,05% de Tween 20. Este tamp3o de reaccg3o,
soro de calcitonina humana anti-salmfo (diluido com o tamp3o
de reacg¥o até uma diluic¥o final de 100-6 400) e uma soluc3o
de calcitonina marcada foram carregados num tubo auxiliar
(do tipo Spitz de Saschted Inc. medindo 12 x 75 mm) nos
volumes respectivos que se mostram em seguida, bem agitados,
e deixados em repouso durante a noite a temperatura ambiente.

R % 2
i) Tampdo de reacglio 300 ul 400 pl
ii) Soro de calecitonina humana
anti-salmso 100 nl 0 ul
iii) Solug3o de calcitonina
marcada ( ~ 20 00O cpm) 100 pul 100 nul
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» 1 Ligag¥o total (B)

w 2 ILigac¥o especifica (NSB)

A solug3o de reacg3o foi bem misturada
com 500 ul de BGG a 0,2% ( Y -globulina de bovino, Sigma),
misturada ainda com 1 ml de PEG /46000 a 25%, bem agitada e em
seguica deixada em repouso a temperatura ambiente durante
15 min. A solug%o reaccional foi em seguida centrifugada
numa centrifugadora de tipo sucg@o (O5RP-22 da Hitachi) a
3 000 rpm durante 10 minutos a 4°c. npds se remover o sobrena

dante por aspiragdo. foi medida a radioactividade com um con-
tador de raios gama. Os resultados obtidos s3o apresentados
na Figura 5.

2) Reaccdo de competig®o entre a calcitonina de salmdo
marcada com 125Ie a calcitonina humana ou calcitoni-
na hibrida.

O tamp3oc da reacglo, virios tipos de
calcitonina, soro de calcitonina humana anti-salmlo e a solu-
¢%0 de calcitonina marcada foram carregados num tubo auxiliar
nos volumes respectivos indicados a seguir e tratados pos-

teriormente da mesma forma como na determinag¢do da diluigdo

do soro.
1 »2 »3
i) Tampdo de reacgdo 200 ul 400 ul 300 bl
ii)  Calcitonina 100 pul o ul 0 jl
iii) Soro de calcitonina humana
anti-salmdo 100 ul O aul 100 pul

iv) Solug¥o de calcitonina

marcada ( ~ 20.000 cpm) 100 pl 100 ul 100 yi

As duas calcitoninas hibridas utiliza-
das foram: l. calcitonina (1-16) humana/)17-32) salm3o;

_ 48 -
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2. calcitonina (1-21) humana/(22-32) salm3o.

Os resultados obtidos s3o apresentados
nas Figuras 6 a 9.

Resultados obtidos e discuss3o:

Foi feita uma investigag8o para se saber
se a calcitonina de salmio marcada com 125 I competia
com a calcitonina de salm3o para o soro de calcitonina huma-
na anti-salmdo N2 1 (Pigura 5). Foram obtidas curvas semelhan
tes quando foram utilizados os soros de calcitonina humana
anti-salmio N°s. 2 a 4. Estes resultados indicam que a cal-
citonina de salmdo comegavam a competir com a calcitonina

de salm3o marcada para uma dose de pelo menos 1 mg/ml.

As experiéncias efectuadas com os 4
tipos de soro demonstram que nenhuma das calecitoninas hibri-
das 1 ou 2 era reconhecida pelo soro de calcitonina humana
anti-salmdo (Figuras 6 a 9).

Pode assim concluir-se que a calcitonina
hibrida da presente inveng¥o pode ser potencialmente utili-
zada como medicamento eficaz para pacientes que produzem antii
corpos de calcitonina anti-salmdo.

A calcitonina hibrida da presente inven-
¢lo tem a vantagem especial de apresentar actividades bioldgii
cas t¥%o fortes como as da calcitonina de salmlio, enguia e
galinha embora n3o causem efeitos laterais incluindo nduseas,
problemas nas fungBes do sistema digestivo e antigenicidade.
Tem também uma vantagem processual em que as reacgdes late-
rais que podiam de outra forma ser encontradas durante a
sintese podem ser agora evitadas alterando a Met8 em calcito-

nina humana para Vals.

- 49 -
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REIVINDICACOES

- 12 -

Processo para a preparagdo de uma cal-
citonina hibrida caracterizado por se incorporarem dois seg-
mentos de péptido, sendo um deles um segmento de péptido em
calcitonina humana ou um seu andlogo que se encontra loca-
lizado no lado mais préximo da extremidade do terminal de
amino, e sendo o outro um segmento de péptido em calcitonina
derivada de um animal diferente do homem e se que se encon-
tra localizado no lado mais prdéximo da extremidade do ter-

minal de carboxi.

- 28 .

Processo dé acordo com a reivindica-
¢%0 1, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida
em gue o segmento de péptido que se encontra na parte loca-
1izada no lado mais préximo da extremidade do terminal de ami
no compreende pelo menos 10 residuos de aminodcidos em cal-
citonina humana e o segmento de péptido que sewencontra na
parte localizada no lado mais préximo da extremidade do ter-
minal de carboxi compreende pelo menos 6 residuos de aminodci
dos em calcitonina derivada de um animal diferente do homem.

Processo de acordo com a reivindicag#o
1, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em que
a calcitonina humana é calcitonina humana nativa ou um seu

andlogo e a calcitonina derivada de um animal diferente do
homem é calcitonina nativa ou um seu andlogo.

- B0 =
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Processo de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em
gue a calecitonila n¥o humana é derivada de enguia, salmdo
ou galinha.

- 58 _

Processo para a preparagdo de uma cal-
citonina hibrida caracterizado por se incorporar um segmento
de péptido em calcitonina humana e um segmento de péptido
em calcitonina derivada de um animal diferente do homem,

compreendendo o primeiro segmento de péptido residuos de
aminodcidos desde o primeiro até ao de ordem n (n = 10 - 28)

a partir do terminal de amino e compreendendc o segundo seg-

mento de péptido os residuos de aminoicidos subsequéntes na
direcgdo do terminal de carboxi.

- 62

Processo de acordo com a reivindica-

¢do 5, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em

que o primeiro segmento de péptido compreende residuos
de aminodcidos desde o primeiro até ao de ordemn (n = 13 - 21
a partir do terminal de amino e & ou um segmento de péptido
em calcitonina humana nativa ou um segmento de péptido num
andlogo de calcitonina humana possuindo n%o mais do gue dois
residuos de aminodcidos substituidos por, eliminados de ou
adicionados ao segmento de péptido em calcitonina humana
nativa.
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Processo de acordo com a reivindicagdo
6, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em
que o segmento de péptido num andlogo de calcitonina humana
possui um residuo de valina substituido pelo oitavo residuo

de metionina em calcitonina humana nativa.

- 88 -

Processo de acordo com a reivindicagdo
5, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em que
o segundo segmento de péptido compreende 0s residuos de
14 - 22) e subsequentemente a

[}

aminodcidos de ordem n (n
partir do terminal de amino de calcitonina de enguia, salm3o
ou galinha e é ou um segmento de péptido em calcitonina
nativa de enguia, salmdo ou galinha ou um segmento de pép—
tido num anflogo de calcitonina n¥o possuindo mais do que
trés residuos de aminodcidos substituidos por, eliminados

de ou adiclonados ao segmento de péptido em calcitonina na-
tiva de enguia. salmdo ou galinha.

- %2 .

Processo de acordoc com a reivindicag3o
8, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em que
o segundo segmento de péptido é um segmento de péptido em
calcitonina nativa de enguia ou salm@c ou & um segmento de
péptido num andlogo de calcitonina possuindo um residuo de
aminodcido substituido por ou eliminado do segmento de
péptido em calcitonina nativa de enguia ou salmZo.
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Processo de acordo com a reivindicagdo

1, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida em que
a sequéncia dos residuos de aminodcidos desde o primeiro até
ao decimo sexto a partir do terminal de amino é a mesma dos
residuos de aminodcidos desde o primeiro até ao décimo sexto
de calcitonina nativa humana, e a sequéncia dos residuos de
aminodcidos desde o décimo sétimo atd ao trigésimo segundo &
a mesma dos residuos de aminodcidos desde o décimo sétimo
até ao trigésimo segundo em calcitonina nativa de enguia ou
salm3o.

- 112 -~

Processo de acordo com a reivindicag3o
1, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida possuin-
do a seguinte férmula estrutural:

H-Cys-CGly-Asn-Leu~Ser-Thr-Cys-Met (ou Val)-Leu-Gly-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp (ou Glu)-Phe(ou Leu)-Asn(ou Hig)-
11 12 13 14 15 16 17

Lys-Fhe (ou Leu ou Des)-His(ou Gln)-Thr-Tyr-Pro-Arg-
18 19 20 21 22 23 24

Thr-Asn (ou Agp)-Thr (ou Val)-Gly-Ser (ou Ala)-Gly-Thr-

25 26 27 28 29 30 31
Pro—th.
32
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Processo de acordo com a reivindicag8o
11, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida
possuindo a seguinte férmula estruturals:

H-Cys~Gly-Asn-Leu~Ser-Thr-Cys-Met-Leu~
Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Fhe-His-Lys-Leu~
Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-

Gly—Thr—Pro~NH2.

- 138 -

Processo de acordo com a reivindicag3o

12, caracterizado por se obter uma calcitonina hibrida pos-
suindo a seguinte fbrmula estrutural:

H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-
Cly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-His-Lys-Leu~
Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asp-Val-Gly-Ala-~

Gly—Thr—Pro-NHz;

H-Cys-Gly-Asn-Leu~-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-
Cly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Agp-FPhe-His~Lys-Leu~
Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asp-vVal-Gly-Ala-
Gly-Thr-Pro-NH,s
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H-Lys-Gly-Asn-~Ileu~Ser-Thr-Cys-Met-Leu~
Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Fhe-His-Lys-Gln-
Thr-Tyr~Fro~Arg-Thr-Asp~val-~Gly-Ala-Gly-

Thr-Pro~NH2:

N-Cys~Gly-Asn-Leu-~Ser-Thr-Cys-Met~Leu~
Gly~Thr-Tyr-Thr-Gln~Glu~leu~His-Lys-Leu~
Gln-Thr-Tyr-FPro-Arg~Thr-Asn~Thr-Gly-Ser-
Gly-Thr-Pro-NH,? €

H~Cys-Gly-Asn-Leu-Ser~Thr-Cys-Met-Leu-
Gly-Thr-Tyr-Thr-Cln-Asp~Phe-Asn-Lys-FPhe~
His-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn~Thr-Cly-Ser-
Gly-Thr-Pro-NH

20

- 148 -

Processo de acordo com gualguer das rei-
vindicagBes 1 a 13 caracterizado por se sintetizar o péptido

possuindo uma sequéncia da referida calcitonina (hibrida)

por meic de uma sintese em fase sblida ou uma sintese em

fase liguida e se formar a ligag3o de dissulfureto do refe-
rido péptido em qualqguer fase desejada da sintese da referida

calcitonina (hibrida).
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Processo de acordo com a reivindicagdo
14 caracterizado por se sintetizar completamente o péptido
possuindo uma sequéncia da referida calcitonina (hibrida)
com a excepgdo de ndo se ter formado a ligag8o de dissulfu-

reto e em seguida se formar a licag3o de dissulfureto.

A requerente reivindica as prioridades
dos pedidos de patente japoneses apresentados em 9 de Abril
de 1990 e em 1 de Setembro de 1990, sob os nes. 93656/1390 e
231913/1990, respectivamente.

Lisboa, 9 de 2bril de 1991

/
ny
‘N\l /
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"PROCESSO PARA A PREPARAQKO DE UMA CALCITONINA HIBRIDA"

A inveng3o refere-se a um processo para
a preparagdo de uma calcitonina hibrida que compreende in-
corporarem~se dois segmentos de péptidos, sendo um deles um
segmento de péptido em calcitonina humana ou um seu andlogo
que se encontra localizado no lado mais préximo da extremida-
de do terminal de amino, e sendo o outro um segmento de pép-
tido em calcitonina derivada de animal diferente do homem e
gue se encontra localizado no lado mais préximo da extremida-
de do terminal de carboxi.
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