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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "ANALOGOS
DE SOMATOSTATINA, COMPOSICAO FARMACEUTICA, BEM COMO
USO DOS REFERIDOS ANALOGOS".

A presente invengao refere-se aos peptidomiméticos de soma-
tostatina, a um processo para a sua producgédo e as preparagdes farmacéuti-
cas contendo os mesmos.

Mais particularmente, a presente invengdo proporciona o com-

posto de férmula

também chamado ciclo[{4-(NH,-C,H,-NH-CO-O-)Pro}-Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-
Bzl)-Phe], referido aqui como Composto A, bem como os seus diastere-
oisdmeros e misturas, na forma livre, na forma de sal ou de complexo ou na
forma protegida. Phg significa -HN-CH(CsHs)-CO- e Bzl significa benzila.

O Composto A na forma protegida corresponde a molécula acima
descrita, em que pelo menos um dos grupos amino esta protegido e a qual, por
desprotecgao, resulta no Composto A, de preferéncia fisiologicamente removivel.
Os grupos protetores de amino adequados s&o, por exemplo, como divulgados
em "Protective Groups in Organic Synthesis", T. W. Greene, J. Wiley & Sons
NY (1981), 219-287, os contetidos do mesmo sendo incorporados aqui por refe-
réncia. O exemplo de um tal grupo protetor de amino é a acetila.

Quando o Composto A existir na forma de complexo, ele pode
convenientemente ser um Composto A contendo um grupo quelante sobre o
grupo amino da cadeia lateral de Pro e formar complexo com um elemento

detectavel ou radioterapéutico. O Composto A contendo um grupo quelante
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é referido aqui como Composto A conjugado.

Os exemplos de grupos quelantes incluem, por exemplo, aque-
les derivados de acidos ou anidridos poli-aminopolicarboxilicos, por exem-
plo, aqueles derivados de ligantes nao ciclicos, por exemplo, acido dietileno
triamina pentacético (DTPA), acido etileno glicol-0,0'-bis(2-aminoetil)-N,N,N’,N'-
tetracético (EGTA), acido N,N'-bis(hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-diacético
(HBED) e acido trietilenotetramina hexacético (TTHA), aqueles derivados de
DTPA substituido, por exemplo, p-isotiocianato-benzil-DTPA, aqueles deri-
vados de ligantes macrociclicos, por exemplo, acido 1,4,7,10-tetra-azaciclo-
dodecano-N,N',N",N"-tetracético (DOTA) e acido 1,4,8-11-tetraazaciclotetra-
decano-N,N',N",N"-tetracético (TETA), ou acido 1,4,7,10-tetraazaciclotride-
cano-N,N',N",N"-tetra-acético (TITRA).

O grupo quelante pode estar ligado diretamente ou através de
um espacgador ao grupo amino da cadeia lateral de Pro. Os espagadores
adequados incluem aqueles conhecidos na técnica, por exemplo, como di-
vulgados na GB-A-2.225.579, por exemplo o residuo divalente de um acido
amino-carboxilico, por exemplo B-Ala ou um residuo divalente derivado de
acido 6-amino-caproico.

Os grupos quelantes preferidos sao aqueles derivados de DTPA,
DOTA ou TETA. Os grupos quelantes derivados de DTPA ou DOTA séao 0s
mais preferidos.

Por elemento detectavel é significado qualquer elemento, prefe-
rivelmente um ion de metal, que exiba uma propriedade detectavel in vivo
por técnicas diagndsticas, por exemplo, um ion de metal que emita uma ra-
diacdo detectavel ou um ion de metal que seja capaz de influenciar as pro-
priedades de relaxacao de RMN. Por elemento radioterapéutico € significa-
do qualquer elemento que emita uma radiacgéo tendo um efeito benéfico so-
bre as condigdes a serem tratadas.

Os elementos adequados incluem, por exemplo, os elementos
pesados ou os ions de terras raras, por exemplo, como usados na varredura
por CAT (Tomografia axial por computador), os ions paramagnéticos, por

exemplo, Gd*, Fe*, Mn* e Cr*, os ions de metais fluorescentes, por
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exemplo, Eu®, e os radionuclideos, por exemplo, um radiolantanideo, parti-
cularmente um radiolantanideo emissor de v, radionuclideo emissor de B,
radionuclideo emissor de a, radionuclideo emissor de Auger-e” ou um radio-
nuclideo emissor de pésitron, por exemplo, ®Ga, '°F ou *Y.

Os radionuclideos emissores de v adequados incluem aqueles
que sao uteis em técnicas diagnosticas. Os radionuclideos emissores de y
vantajosamente tém uma meia-vida de 1 hora a 40 dias, preferivelmente de
5 horas a 4 dias, mais preferivelmente de 12 horas a 3 dias. Os exemplos
sdo os radioisétopos de Galio, indio, Tecnécio, Itérbio, Rénio, Térbio, Luté-
cio, Télio e Samario, por exemplo, “Ga, '"'In, *™Tc, *'Tb, *Yb, '*Re ou
177LU.

Os radionuclideos emissores de  adequados incluem aqueles
que sdo Uteis em aplicagdes radioterapéuticas, por exemplo Y, “Cu, ®Re,
188Re, 169Er, 121Sn, 127Te, 177LU, 143Pr, 198AU, 109Pd, 165Dy, 142Pr ou 1538m.

Os radionuclideos emissores de o adequados sao aqueles que
sdo usados em tratamentos terapéuticos, por exemplo *''At, *'*Bi ou *'TI.

O Composto A pode existir, por exemplo, na forma livre ou de
sal. Os sais incluem os sais de adicao acidos com, por exemplo, acidos
inorgénicos, acidos poliméricos ou acidos organicos, por exemplo com &cido
cloridrico, acido acético, acido lactico, acido aspartico, acido benzdico, aci-
do succinico ou acido paméico. Os sais de adicao acidos podem existir
como sais mono- ou divalentes, por exemplo, dependendo de se 1 ou 2
equivalentes de acido forem adicionados ao Composto A na forma de base
livre. Os sais preferidos séo o lactato, o aspartato, o benzoato, o succinato e
0 pamoato, incluindo os mono- e os dissais, mais preferivelmente o dissal
de aspartato e o monossal de pamoato.

O Composto A conjugado pode adicionalmente existir nas for-
mas de sais obteniveis com os grupos acido carboxilico quando presentes
no grupo quelante, por exemplo, os sais de metais alcalinos, tais como o
s6dio ou o potassio, ou os sais de amoénio substituidos ou nao-substituidos.

A presente invengdo também inclui um processo para a produ-

¢ao do Composto A. Ele pode ser produzido em analogia aos métodos co-
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nhecidos, por exemplo:

a) ciclizagdao de um peptideo linear na forma protegida, ligada a
polimero ou desprotegida, em um modo tal que o Composto A
seja obtido e entdo opcionalmente remogao do(s) grupo(s) pro-
tetor(es),

b) para produzir um Composto A conjugado ligando conjuntamente
um grupo quelante e o Composto A na forma protegida ou des-
protegida e entdo opcionalmente remocgao do grupo protetor,

e recuperagao do Composto A ou de um Composto A conjugado assim obti-

do, na forma livre, na forma de sal ou opcionalmente formando complexo

com um elemento detectavel ou radioterapéutico.
Geralmente nao é critico qual aminoacido é selecionado para

estar na posicao C-terminal para iniciar a cadeia peptidica, visto que o

peptideo linear sera ciclizado, com a condicdo somente que a sequéncia de

aminoacidos no peptideo linear corresponda aquela no Composto A. Entre-
tanto, pode haver outros fatores que podem preferir um aminoacido de par-
tida sobre um outro. Quando o Composto A for preparado por sintese em
fase sélida, o primeiro aminoacido é preferivelmente ligado a resina, por
exemplo, uma resina a base de poliestireno comercialmente disponivel,
através de um ligador adequado, por exemplo, um ligador que seja capaz de
clivagem sob condi¢des brandas para manter intacta a protecdo da cadeia
lateral, por exemplo, SASRIN ou um ligador a base de tritila opcionalmente
substituido, por exemplo o acido 4-(hidréxi-difenil-metil)-benzéico, em que
um dos grupos fenila pode opcionalmente ser substituido, por exemplo, por

Cl. A formagao da cadeia peptidica desejada pode ser efetuada na maneira

convencional, por exemplo, usando unidades de aminoacidos nas quais 0

grupo amino terminal esta protegido com Fmoc, os grupos amino da cadeia

lateral, onde presentes, estando protegidos com um grupo protetor de amino

diferente, por exemplo, Boc ou CBO. De preferéncia, o peptideo linear é

ciclizado em um modo tal para produzir uma ligagdo entre Tyr(4-Bzl)-OH e

Phe, por exemplo, Phe-{4-(NHR;-C,H,;-NH-CO-0O-)Pro}-Phg-DTrp(Rz)-Lys(e-

NHR3)-Tyr(4-Bzl)-OH ou um seu derivado funcional, em que cada um de Ry,
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Rz e Rs € um grupo protetor de amino. A etapa de ciclizagao a) pode conve-
nientemente ser efetuada de acordo com método conhecido, por exemplo,
por meio de uma azida, um éster ativo, um anidrido misto ou uma carbodii-
mida. Apds isso, os grupos protetores sao removidos, por exemplo, através
de clivagem, por exemplo, com trifluoracético ou por hidrogenagao.

A ciclizagcao do peptideo pode também ser efetuada diretamente
sobre o suporte sélido, o primeiro aminoacido estando em uma forma prote-
gida No- e C-terminal e ligado através de uma cadeia lateral, por exemplo, a
fungéo e-amino de Lys ou por ancoragem da cadeia principal. A seqiiéncia
linear é entdo sintetizada seguindo os procedimentos padréo de sintese em
fase solida (SPPS). Apds clivagem da protegao C-terminal, o peptideo é ci-
clizado, por exemplo, conforme descrito acima. Apds isso, o peptideo ciclico
é clivado da resina e desprotegido.

Se desejado, a cadeia lateral presente sobre Pro pode ser intro-
duzida sobre o aminodcido antes ou apés a etapa de ciclizagao do peptideo
a). Assim, a Pro como um aminoacido de partida ou um peptideo linear ou
ciclico de partida, em que em cada caso Pro é substituida no anel por OH,
pode ser convertida para proporcionar o Composto A ou a unidade Pro de-
sejada ou o peptideo linear correspondente, respectivamente, em que aPro
€ substituida por NHR;-C;H,-NH-CO-O-.

A formagao de complexo de um Composto A conjugado pode ser
efetuada por reagdo do Composto A conjugado com um elemento detectavel
ou radioterapéutico correspondente, produzindo composto, por exemplo, um
sal de metal, preferivelmente um sal solivel em agua. A reagdo pode ser
realizada por analogia com métodos conhecidos, por exemplo, conforme
divulgado em Perrin, Organic Ligand, Chemical Data Series 22. NY Perga-
mon Press (1982); em Krejcarit e Tucker, Biophys. Biochem. Res. Com. 77:
581 (1977) e em Wagner e Welch, J. Nucl. Med. 20: 428 (1979).

Os seguintes exemplos sao ilustrativos da invencao. Todas as
temperaturas estdao em °C.

Abreviagodes:

AcOH = acido acético
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Boc = terc.-butéxi-carbonila
Bzl = benzila

CBO = carbobenzdxi

DIPCI = N,N'-diisopropilcarbodiimida
DIPEA = diisopropiletilamina
DMF = dimetilformamida

DPPA = difenilfosforilazida
Fmoc = fluorenilmetoxicarbonila
HOBT = 1-hidroxibenzotriazol
Osu = N-hidroxissuccinimida
TFA = acido trifluoracético
THF = tetraidrofurano

Exemplo 1: Ciclo[{4-(NH,-C:Hs-NH-CO-O-)Pro}-Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-Phe]
a) Sintese de Fmoc-Pro[4-OCO-NH-CH,-CH,-NH-Boc)-OH

O cloridrato de éster L-hidroxiprolina metilico é reagido com
Fmoc-OSu em carbonato de sédio a 1,0 N aquoso/THF, na temperatura am-
biente. Apds o término da reagdo, a Fmoc-Pro(4-OH)-OMe é isolada por
precipitacdo. A Fmoc-Pro(4-OH)-OMe é entao adicionada, gota a gota, a
uma solucéo de trisfogénio (0,6 eq.) em THF, para dar um intermediario de
clorocarbonato. Apés 1 h, a dimetilaminopiridina (1,0 eq.) e o N-Boc-diami-
noetano (6,0 eq.) sdo adicionados e a reagao é agitada na temperatura am-
biente. Apds o término da reagao, o solvente é removido in vacuo e a Fmoc-
Pro(4-OCO-NH-CH,-CH,-NH-Boc)-OMe é extraida de um sistema de duas
fases de acetato de etila/HCl a 0,1 M, para dar o produto bruto (MH* = 554),
o qual é purificado por cristalizacdo a partir de acetato de etila. O éster me-
tilico € entao clivado ao acido livre por tratamento com NaOH a 1N em dio-
xano/agua e o produto Fmoc-Prof4-OCO-NH-CH,-CH,-NH-Boc)-OH é purifi-
cado sobre silica gel, [(M+Na)]* = 562).
b) H-Phe-Pro(4-OCO-NH-CH,-CH,-NH-Boc)-Phg-DTrp(Boc)-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-
OH

A resina de Fmoc-Tyr(Bzl)-O-CH,-Ph(3-OCH,)-O-CHx-Poliestireno

comercialmente disponivel (resina SASRIN-2,4 mM) é usada como material



10

15

20

25

30

de partida e levada através de um protocolo padrdao consistindo em ciclos
repetitivos de desprotecao de Na (Piperidina/DMF, 2:8), lavagens repetidas
com DMF e ligagao (DIPCI: 4,8 mM/HOBT: 6 mM, DMF). Os seguintes deri-
vados de aminodcidos sdo seqlencialmente ligados: Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-DTrp(Boc)-OH, Fmoc-Phg-OH, Fmoc-Pro(4-OCO-NH-CH,-CH.-NH-
Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH. As ligagdes (2 eq. de aminoacidos) sdo continua-
das e repetidas até o término, isto é, até o desaparecimento completo de
grupos amino residuais, o qual € monitorado por um teste com Ninidrina
‘Kaiser' negativo. Antes da clivagem do peptideo linear protegido, comple-
tamente montado, de seu suporte de resina, a protegdo de Na-Fmoc do ul-
timo residuo é removida.

¢) H-Phe-Pro(4-OCO-NH-CH,-CHy-NH-Boc)-Phg-DTrp(Boc)-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-
OH

Apds lavagens com CH.Cl,, a resina com peptideo é transferida
para uma coluna ou um filtro de sucgao agitado e o fragmento peptidico é
clivado e eluido com um curto tratamento com 2% de TFA em CH,ClI, dentro
de 1 h. O eluato é imediatamente neutralizado com uma solugao saturada
de NaHCO;. A solugdo organica é separada e evaporada e o precursor
protegido na cadeia lateral (MH" 1366) é ciclizado sem purificagdo adicional.
d) trifluoracetato de ciclo[-Pro(4-OCO-NH-CH,-CH,-NH,)-Phg-DTrp-Lys-
Tyr(Bzl)-Phe-]

O fragmento linear acima descrito é dissolvido em DMF (4 mM),
esfriado até menos 5°C e tratado com 2 eq. de DIPEA, entao 1,5 eq. de
DPPA e agitado até o término (cerca de 20 h) a 0-4°C. O solvente foi quase
completamente removido em vacuo; o concentrado é diluido com acetato de
etila, lavado com NaHCO3, agua, secado e evaporado em vacuo.

Para a desprotegao, o residuo é dissolvido a 0°C em TFA/HO a
95:5 (cerca de 50 mM) e agitado no frio por 30 min. O produto é entéo pre-
cipitado com éter contendo cerca de 10 eq. de HCI, filtrado, lavado com éter
e secado. A fim de completamente decompor o Acido indol-N-carbaminico
restante, o produto é dissolvido em 5% de AcOH e liofilizado apds 15 h em

torno de 5°C. A RP-HPLC preparativa € realizada sobre uma coluna C-18 de
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10 um STAGROMA (5-25 cm), usando um gradiente de 0,5% de TFA até
0,5% de TFA em 70% de acetonitrila. As fragdes contendo o composto do
titulo puro sdo combinadas, diluidas com agua e liofilizadas. O liofilizado é
dissolvido em agua, seguido por precipitagao com 10% de Na,CO; em agua.
A base livre sélida é filtrada de, lavada com agua e secada em vacuo na
temperatura ambiente. O p6 branco resultante é diretamente usado para os
diferentes sais.
Exemplo 2: Ciclo[{4-(NH,-C,H,;-NH-CO-0O-)Pro}-Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-
Phe] na forma de sal
a. Acetato

A converséo na forma de sal de acetato é efetuada usando uma
resina trocadora de ions (por exemplo, AG 3-X4). EM (ESI): m/z 524,5
[M+2H]** [a]o>° = -42°, ¢ = 0,25 em AcOH a 95%
b. Aspartato

A conversao no mono- ou diaspartado é obtida por reagao de 1
equivalente do composto do Exemplo 1 com 1 ou 2 equivalentes de &cido
aspartico, em uma mistura de acetonitrila/agua a 1:3. A mistura resultante é
congelada e liofilizada. O diaspartato pode também ser obtido por dissolu-
¢ao do composto do Exemplo 1 em agua/acetonitrila a 4:1, filtragéao, carga
sobre uma resina trocadora de ions, por exemplo, a coluna AG4X4 da Bio-
Rad, e eluicao com agua/acetonitrila a 4:1. O eluato é concentrado, conge-
lado e liofilizado. [0]®° = -47,5°, ¢ = 2,5 mg/ml em metanol
C. Benzoato

A conversao ao benzoato pode ser obtida por dissolugdo do
composto do Exemplo 1 com 2 equivalentes de acido benzdico em uma
mistura de acetonitrila/agua a 1:2. A mistura resultante é congelada e liofili-
zada.
d. Pamoato

1 equivalente do composto do Exemplo 1 é dissolvido junta-
mente com 1 equivalente de acido embdnico em uma mistura de acetonitri-

la/THF/agua a 2:2:1. A mistura resultante &€ congelada e liofilizada.
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Exemplo 3: Ciclo[{4-(DOTA-NH-C,H,-NH-CO-O-)Pro}-Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-
Bzl)-Phe

a) trifluoracetato de ciclo[-Pro(4-OCO-NH-CH,-CH.-NH,)-Phg-DTrp-Lys(Cbo)-
Tyr(Bzl)-Phe-]

O composto é sintetizado no mesmo modo como o trifluorace-
tato de ciclo[-Pro(4-OCO-NH-CH,-CH,-NH,)-Phg-DTrp-Lys(Cbo)-Tyr(Bzl)-
Phe-], por utilizagao de Fmoc-Lys(Cbo)-OH em vez de Fmoc-Lys(Boc)-OH.
b) 400 mg de DOTA x 2H,0 comercialmente disponivel (SYMAFEX - Fran-
¢a) sdo dissolvidos em 20 ml de agua. Apéds a adicao de 20 mi de DMF, 170
mg de ciclo[-Pro(4-OCO-NH-CH2-CH,-NHy)-Phg-DTrp-Lys(CBO)-Tyr(Bzl)-
Phe-], juntamente com 190 mg de DCCI e 60 mg de N-hidroxissuccinimida
sao adicionados. A suspensao resultante € mantida na temperatura ambi-
ente por 72 horas. Apos filtrag@o, o solvente é removido sob pressao redu-
zida e o bruto restante é purificado sobre silica gel (DCM/MeOH/HOACs02
8/2/0,25 > 7/3/1 como fase mével).
c¢) Para a desprotegéo, o conjugado de DOTA é tratado com 5 ml de acido
trifluoracético/tioanisol (9/1) por duas horas, na temperatura ambiente. Apés
isto, a solugao é vertida em uma mistura de 100 ml de éter dietilico + 5 ml
de HCI a 3N/éter dietilico e o precipitado resultante é isolado por filtragao. A
purificagéo é efetuada sobre silica gel usando DCM/MeOH/HOACsy, 7/4/2 =
7/5/4 como fase moével. O produto final analiticamente puro é obtido apds
uma etapa de dessalinizagdo usando um gradiente de 0,1% de TFA até
0,1% de TFA em 90 % de CH3CN sobre uma coluna RPg-HPLC (Spherisorb
250 x 4,5 mm). MH": 1434,7

O Composto A na forma livre ou na forma de sais e complexos
farmaceuticamente aceitaveis exibe propriedades farmacoldgicas valiosas,

como indicadas em testes in vitro e in vivo e é, portanto, indicado para tera-

pia.

Mais particularmente, o Composto A exibe um perfil de ligacédo
interessante para os receptores de somatostatina humanos (hsst), particu-
larmente com respeito ao hsst1, hsst2, hsst3 e hsst5. Os subtipos de re-

ceptor de somatostatina 5, sst1, sst2, sst3, sst4 e sst5 foram clonados e ca-
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racterizados. O hsst1, o hsst2 e o hsst3 e as suas sequéncias foram divul-
gados por Y. Yamada et al em Proc. Nat. Acad. Sci., 89, 251-255 (1992). O
hsst4 e a sua sequéncia foram divulgados por L. Rohrer et al em Proc.
Acad. Sci., 90, 4196-4200 (1993). O hsst5 e a sua sequéncia foram descri-
tos por R. Panetta et al em Mol. Pharmacol. 45, 417-427, 1993.

Os ensaios de ligagao podem ser realizados como divulgado
abaixo, usando membranas a partir de linhas de células expressando seleti-
va e estavelmente hsst1, hsst2, hsst3, hsst4 ou hsst5, por exemplo, as cé-
lulas de CHO ou COS.

As membranas sao preparadas de acordo com métodos conhe-
cidos, por exemplo, como divulgado por C. Bruns et al em Biochem. J.,
1990, 65, paginas 39-44. As membranas preparadas a partir de linhas de
células seletivas para hsst, por exemplo, as células de CHO ou COS esta-
velmente expressando hsst1 ou hsst2 ou hsst3 ou hsst4 ou hsst5, sdo incu-
badas em triplicata, em um volume total de 300 pl, a 22°C, por 30 min, com
concentragdes crescentes de ['®I-Tyr''-SRIF-14 em 10 mmoles/l de tampao
de Hepes (pH 7,6) contendo 0,5% de BSA. A incubagédo é terminada por
filtragdo rapida e os filtros sédo contados em um contador. A ligagao especi-
fica é a ligagdo total menos a ligagdo nao-especifica na presenga de 1
umol/l de somatostatina-14. As experiéncias sao realizadas em triplicata. A
constante de afinidade (Kp) e 0 numero de locais de ligagao sao calculados
usando estatistica e programas de graficos apropriados.

O Composto A tem nos ensaios de ligagao acima mencionados,
com relagédo ao hsst1, ao hsst2, ao hsst3 e/ou ao hsst5, uma ICs, na faixa de
nMolar, preferivelmente uma ICs, de 0,1 a 10 nM (ICso = concentragao para
a inibigdo semimaxima em um ensaio de ligagdo por competi¢do usando
['®I-Tyr'"]-SRIF-14 como o radioligante especifico para hsst1-5.

ICs0

hsst1 hsst2 hsst3 hsst4 hsstb

Composto A|9,3nM+0,1 [1,0nM+0,1 |1,5nM+0,3 |>100 nM |0,16nM10,1

O Composto A também se liga aos receptores de secretagogos

do hormonio do crescimento. Tais receptores sdo divulgados por G. Muccioli
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et al, J. Endocrinol. 1998, 157, 99-106, por H. Ong et al, em Endocrinology
1998, 139, 432-435 e por R.G. Smith et al, Horm. Res., 1999, 3), 1-8. O en-
saio de ligagao a estes receptores pode ser efetuado conforme divulgado
em J. Endocrinol. Invest. 24:RC1-RC3, 2001. Neste ensaio, o Composto A
remove a 'I-Tyr-Ala-hexarelina. O Composto A &, desse modo, (til para
modular a atividade de receptores de secretagogos do hormdnio do cresci-
mento, por exemplo, indicando uma possivel fungdo no ganho de peso do
corpo ou na regulagao metabdlica.

Além disso, o Composto A mostra atividade de inibigao da libe-
ragao do GH, conforme indicada pela inibi¢gdo da liberacdo do GH in vitro a
partir de células pituitarias cultivadas. Por exemplo, as glandulas pituitarias
anteriores de ratos machos adultos sao cortadas em pequenos pedagos e
dispersadas usando 0,1 % de tripsina em 20 mM de tampao de HEPES. As
células dispersadas sao cultivadas por quatro dias em MEM (Gibco) suple-
mentado com 5 % de soro de bezerro fetal, 5% de soro de cavalo, 1 mM de
NaHCO;, 2,5 nM de dexametasona, 2,5 mg/ml de insulina e 20 U/ml de
Pen/Estrep. No dia da experiéncia, as células ligadas sao lavadas duas ve-
zes com meio Krebs-Ringer tamponado com 20 mM de HEPES e suple-
mentado com 5 mM de glicose e 0,2 % de BSA. Subsequentemente, as cé-
lulas séo incubadas por trés horas com o Composto A na presenga de 3x10°
'® M de fator de liberacdo do horménio do crescimento. A quantidade de
horménio do crescimento liberado para o meio é medida por RIA. O Com-
posto A tem uma ICs, de 0,4 nM neste ensaio.

O Composto A inibe a liberagdo do hormdnio do crescimento
(GH) em ratos. O Composto A é administrado s.c. a ratos anestesiados. O
sangue é coletado apds a decapitacao 1 h apds a administragdo do com-
posto. A duragdo da acao é estimada na base da inibicédo da secregao de
GH basal 6 h apés o tratamento com a droga. Os niveis de horménio sdo
medidos por RIA 1 h e 6 h apos o tratamento. O valor de IDs para a inibigdo
da secregao de horménio é determinado graficamente (log-probit) para cada
experiéncia e os valores resultantes tém a média tirada logaritmicamente.

Neste modelo in vivo, o Composto A inibe significativamente a liberagdo do
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hormdnio do crescimento com uma longa duragéo de agao (IDso média basal
= 5,5 ng/kg s.c. 6 h). Em um ensaio similar para a medi¢ao do efeito sobre a
insulina, o Composto A inibe a secrecao de insulina.

A inibicdo potente e eficaz do GH foi também confirmada em
estudos com macacos. Além disso, os estudos metabdlicos em macacos
diabéticos demonstraram um potente efeito antidiabético/sensibilizador de
insulina do Composto A.

Além disso, o Composto A inibe os niveis plasmaticos de IGF-1
in vivo, como indicado em testes padroes usando ratos machos. Resumida-
mente, o Composto A é administrado por bomba osmética implantada s.c.
em ratos machos da linhagem de Lewis. As amostras sanglineas sao cole-
tadas do plexo retrobulbar usando uma anestesia curta com, por exemplo,
isoflurano. Neste ensaio, o Composto A significativamente diminui os niveis
plasmaticos de IGF-1 com um efeito de longa duragéo: por exemplo, mais
do que 60% de inibicao é observada apdés 14 dias de tratamento com 10
prg/’kg/h de Composto A. Mais particularmente, nao péde ser observado ne-
nhum escape ap6s o tratamento continuo em receptores de ratos de aloen-
xertos de aorta ou rim continuamente infundidos com o Composto A a 10
ung/kg/h até 126 dias, que induz uma diminuigdo significativa e persistente
dos niveis plasmaticos de IGF-1.

O Composto A é, desse modo, Util para a prevengao ou o trata-
mento de disturbios com uma etiologia compreendendo, ou associada com,
secre¢ao de GH excessiva e/ou excesso de IGF-1, por exemplo, no trata-
mento de acromegalia, bem como no tratamento de diabetes melito do tipo |
ou do tipo I, especialmente as suas complicag¢oes, por exemplo, a angiopa-
tia, a retinopatia proliferativa diabética, o edema macular diabético, a nefro-
patia, a neuropatia e o fendbmeno do amanhecer, e outros disturbios meta-
bdlicos relacionados a liberagao de insulina ou de glucagon, por exemplo, a
obesidade, por exemplo, a obesidade mérbida ou a obesidade hipotalamica
ou hiperinsulinémica. O Composto A é também til no tratamento de fistula
enterocutanea e pancreaticocutanea, sindrome do intestino irritavel, doen-

cas inflamatdrias, por exemplo, a Doenca de Grave, a doenga inflamatdria
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do intestino, a psoriase ou a artrite reumatéide, a doenga do rim policistico,
a sindrome do esvaziamento rapido, a sindrome da diarréia aguada, a diar-
réia relacionada a AIDS, a diarréia induzida por quimioterapia, a pancreatite
aguda ou crénica e os tumores secretores de hormdnios gastrointestinais
(por exemplo, os tumores de GEP, por exemplo os vipomas, os glucagono-
mas, os insulinomas, os carcindides e similares), as malignidades de linfd-
citos, por exemplo, os linfomas ou as leucemias, o carcinoma hepatocelular,
bem como o sangramento gastrointestinal, por exemplo, o sangramento
esofagico varicoso.

O Composto A é também util no tratamento de tumores que sao
positivos para o receptor de somatostatina, por exemplo, os tumores con-
tendo hsst1, hsst2, hsst3 e/ou hsst5, como indicado nos testes de prolifera-
¢do com diversas linhas de células de cancer contendo tais receptores de
somatostatina.

A linha de células de tumor pancreaticas de ratos AR42J é deri-
vada de um tumor pancreatico exécrino induzido por azaserina (Jessop e
Hay, 1980). As culturas sem células de mycoplasma sao propagadas em
DMEM suplementado com 10 % de soro de bezerro fetal (FCS) em 5 % de
CO.. As células sdao desenvolvidas na auséncia de antibidticos ou agentes
antifungicos. As células AR42J subconfluentes séo tripsinizadas, diluidas
em DMEM + 2,5 % de FCS e semeadas em placas com 96 cavidades néao
revestidas. Apoés um periodo de incubagédo de 48 h (Dia 0), o nimero de
células em uma placa de controle separada é determinado tanto por conta-
gem das células em um contador Coulter, quanto pelo ensaio colorimétrico
de SRB. As células sao entao expostas ao Composto A por 2 a 5 dias em
diversas concentragdoes e entdo contadas. Sob estas condigbes, o Com-
posto A inibe a prolifera¢éo das células de tumor em concentragdes varian-
do de 107% a 10° M.

Estudos de desenvolvimento do tumor in vivo

Os camundongos nus fémeas pesando 19-22 g sdo mantidos
em grupos de 5 animais e tém livre acesso a agua potavel e a uma dieta de

rodente sem patdgeno. Os tumores subcutaneos sao iniciados a partir das



10

15

20

25

30

14

células AR42J cultivadas. O tratamento comeca 2-4 dias seguindo a inocu-
lagao das células de tumor, 0 Composto A é administrado como uma infuséao
continua, por exemplo, em uma taxa de 10 a 50 pg’kg/h. O tamanho dos
tumores é determinado com um calibrador. Para os calculos estatisticos é
aplicado o teste t de Student. Neste ensaio, o Composto A inibe o desenvol-
vimento do tumor no dia 11 em 51 % vs. o controle de salina.

O Composto A € assim util para o tratamento de doencas prolife-
rativas de células malignas, por exemplo, os tumores de cancer, particular-
mente os tumores contendo os tipos de receptores de somatostatina aos
quais ele tem uma afinidade de ligagédo, por exemplo, conforme divuigado
abaixo para o Composto A conjugado formando complexo.

O Composto A também tem um efeito inibidor sobre a angiogé-
nese, conforme indicado em testes padrées, por exemplo, em camundongos
nus. Resumidamente, as células de tumor (0,1 a 10 x 10° em 0,1 ml) (células
SiHa e células MDA MB-231 preparadas conforme divulgado em Angioge-
nesis, Ed. por R. Steiner, P.B. Weisz e R. Langer, 1992, Sui¢a) sédo inocula-
das de forma intracutdnea. Normalmente sdo injetados dois locais ventrais
do meio/camundongo, os quais estado localizados distantes dos vasos ven-
trais principais da pele de modo que a contagem de vasos de fundo seja
baixa. Os grupos de controle recebem 0,1 ml de azul tripano a 0,02 % em
PBS. 10 dias seguindo a injecdo, os camundongos anestesiados sao sacrifi-
cados por inalagao de CO,. A pele é fixada sobre um anel plastico (didmetro
de 40 mm) para a avaliagao por um microscépio invertido (Zeiss IM) em au-
mento de 12,5 e 25 vezes. Como uma medigdo da angiogénese, os vasos
sao fotografados e aqueles sao contados que estdo diretamente associados
com o tumor. Nos animais de controle, aqueles vasos sdo contados que
estdo associados a uma area definida em torno do local da injecao. Esta
area corresponde a area média dos tumores dérmicos. Esta é determinada
pelo uso de um calibrador de acordo com a equacdo 3,14 x r*. O Composto
A é administrado s.c. no dia da inoculagao do tumor ou 3 dias mais tarde.
Os animais de controle sao tratados com veiculo. Neste ensaio, 0 Composto

A inibe a formagao de vasos sanglineos quando administrado em uma dose
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de, por exemplo, 0,01 a 1000 pg/kg s.c.

O Composto A é assim util para a prevengao ou o tratamento de
angiogénese, disturbios inflamatérios conforme indicados acima, incluindo
as doencas inflamatérias dos olhos, o edema macular, por exemplo, o ede-
ma macular cistéide, o edema macular cistdide idiopatico, a degeneracao
macular relacionada & idade exsudativa, os disturbios relacionados a neo-
vascularizagao cordide e a retinopatia proliferativa.

O Composto A também tem um efeito inibidor sobre a prolifera-
¢ao e a migragéo de células do musculo liso, conforme indicadas nos testes
que se seguem.

Rejeicdo Crénica ao Aloenxerto

O rim de um rato macho DA (RT1%) é transplantado de forma
ortotépica para um receptor de Lewis macho (RT1'). No total, 24 animais
séo transplantados. Todos os animais sao tratados com a ciclosporina A em
7,5 mg/kg/dia per os por 14 dias, comegando no dia da transplantacao, para
impedir a rejei¢cao celular aguda. A nefrectomia contralateral ndo é efetuada.
Cada grupo experimental tratado com uma dose distinta de Composto A ou
placebo compreende seis animais. Comegando 14 dias apds a transplanta-
¢ao, os animais receptores sao tratados até 112 dias por infusdo com o
Composto A ou recebem placebo. Em 14 dias apds a transplantagéo, a
perfusédo do 6rgdo é medida por MRI. Isto é repetido nos dias 53-64 apéds a
transplantacédo e no final da experiéncia. Os animais sao entao autopsiados.
A administragdo do Composto A em uma dose de 10 pg/kg/h neste modelo
de aloenxerto de rim de rato resulta em uma perfusao de 6rgao melhorada,
bem como em uma redugdo na remodelagem vascular relacionada a rejei-
¢ao cronica e na infiltragdo do enxerto (rejeicdo celular). Uma queda acen-
tuada e persistente dos niveis de IGF-1 também foi medida. Estes resulta-
dos foram confirmados em um segundo grupo de experiéncias usando um
modelo de alotransplantagdo de coragao de camundongo heterotépico, de-
monstrando os efeitos benéficos sobre a remodelagem vascular, bem como
na infiltragao do enxerto.

O Composto A foi também testado em um modelo de transplan-
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tagdo de alca de artéria carétida usando camundongos B10.A (2R) (H-2h?)
como doador e camundongos B10.BR (H-2*) como receptor. Em resumo, a
artéria carétida do doador é transplantada de forma paratépica como uma
alca na artéria carétida do receptor por uma anastomose da extremidade até
o lado. Uma minibomba é colocada s.c. imediatamente apds a transplanta-
¢ao que distribui o Composto A em uma taxa de 50 ug/kg/h. Os enxertos de
artéria carétida sao coletados em 30 dias apés a transplantagéo, para anali-
sar a remodelagem vascular, por exemplo, através de analise morfométrica
de secgbes de parafina tingida com elastina de Verhoeff, usando um siste-
ma auxiliado por computador. Neste modelo, o Composto A inibe a forma-
¢ao neointima comparada com os animais nao tratados, onde é formada
uma grande neointima.
Angioplastia

Os estudos sobre a angioplastia sao feitos no modelo de ratos
de lesédo por sonda em baldo. O cateterismo em balao é efetuado no dia 0,
essencialmente conforme descrito por Powell et al (1989). Sob anestesia de
isofluorano, uma sonda Fogarty 2F é introduzida na artéria carétida comum
esquerda, para obter uma des-endotelializagdo uniforme. A sonda é entao
removida, uma ligadura colocada em torno da carétida externa para impedir
o sangramento e os animais deixados recuperarem-se. 2 grupos de 12 ratos
RoRo (400 g, aproximadamente 24 semanas de idade) sao usados para o
estudo: um grupo de controle e um grupo recebendo o Composto A e os
ratos s&o inteiramente aleatorizados. O Composto A é administrado por in-
fusao continua, usando minibombas em uma taxa de 10 pg/kg/h, comegando
2 dias antes da les@o por balao (dia -3) até o final do estudo, 14 dias apés a
lesao por baldo. Os ratos sédo entdo anestesiados com Isofiuorano e perfun-
didos com solugao salina tamponada com fosfato a 0,1 M (PBS, pH 7,4) e
entdo por 15 min. com 2,5 % de glutaraldeido em tampao de fosfato (pH
7,4). As artérias carétidas sao entédo excisadas, separadas do tecido circun-
dante e imersas em tampao de cacodilato a 0,1 M (pH 7,4) contendo 7 % de
sacarose e incubadas durante a noite a 4°C. No dia seguinte, as carétidas

s&0 entao encerradas em Technovit 7100, de acordo com a recomendacao
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dos fabricantes. A area transversal da média, da neointima e do lUmen sao
avaliadas de forma morfométrica por meio de um sistema de anélise da
imagem (MCID, Toronto, Canada). Neste ensaio, o Composto A inibe o en-
grossamento neointimo significativamente.

O Composto A é, desse modo, também util para a prevengao ou
o combate de doengas de vasos de enxertos, por exemplo, as vasculopétias
de alo- ou xenotransplantes, por exemplo, a aterosclerose de vasos de en-
xerto, por exemplo, em um transplante de érgao, por exemplo, os trans-
plantes de coragéo, pulmao, coragao-pulmao combinados, figado, rim ou
pancreaticos, ou para a preveng¢ao ou o tratamento de estenose de enxertos
de veias, reestenose e/ou oclusao vascular seguindo a lesao vascular, por
exemplo, causada por procedimentos de cateterizagdo ou procedimentos de
raspagem vascular, tais como a angioplastia transluminal percutanea, o
tratamento a laser ou outros procedimentos invasivos, os quais rompem a
integridade da intima vascular ou do endotélio.

O Composto A tem uma meia-vida plasmatica benéfica. Ele tem
uma meia-vida de eliminagédo entre 15 e 30 horas.

Para todas as indicagbes acima descritas, a dosagem requerida
obviamente variara dependendo, por exemplo, do hospedeiro, do modo de
administracao e da gravidade da condicao a ser tratada. Em geral, entre-
tanto, sao obtidos resultados satisfatérios por administragdo na ordem de 1
ug a 0,7 mg/kg/dia de Composto A. Uma dosagem diaria indicada para os
pacientes esta na faixa de cerca de 2 pg a cerca de 50 mg, preferivelmente
cerca de 0,01 a cerca de 40 mg, por exemplo, cerca de 0,01 a cerca de 3
mg s.c. do composto, convenientemente administrado em doses divididas
até 3 vezes ao dia na forma de dosagem de unidade contendo, por exemplo,
de cerca de 0,5 pug a cerca de 25 mg, por exemplo, de cerca de 2 pug a 20
mg, por exemplo, de 2 ug a 1,5 mg do Composto A.

O Composto A pode ser administrado na forma livre ou na forma
de sal ou complexos farmaceuticamente aceitaveis. Tais sais e complexos
podem ser preparados na maneira convencional e exibem a mesma ordem

de atividade que o composto livre. A presente invencao também proporciona
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uma composi¢ao farmacéutica compreendendo o Composto A na forma de
base livre ou na forma de sal ou na forma de complexo farmaceuticamente
aceitavel, juntamente com um ou mais diluentes ou veiculos farmaceutica-
mente aceitaveis. Tais composi¢des podem ser formuladas na maneira con-
vencional. O Composto A pode também ser administrado na forma de libe-
ragao constante, por exemplo, na forma de implantes, microcdpsulas, micro-
esferas ou nanoesferas compreendendo, por exemplo, um polimero ou co-
polimero biodegradavel, na forma de uma formulagéo lipossoémica, ou na
forma de um autogel, por exemplo, uma composig¢édo sélida ou semi-sélida
capaz de formar um gel apds interagdo com os fluidos corpéreos do paciente.

O Composto A ou um sal ou complexo farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo, pode ser administrado por qualquer rota convencional, por
exemplo, parenteralmente, por exemplo, na forma de solugdes ou suspen-
sbes injetaveis (incluindo, por exemplo, a forma de liberagdo constante
como indicada acima), oralmente usando um intensificador de absorgéao
convencional, em uma forma nasal ou de supositério, ou topicamente, por
exemplo, na forma de uma preparagao oftalmica liquida, de gel, de un-
guliento ou de suspensao, por exemplo, uma formulagéao lipossémica, de mi-
croesferas ou de nanoesferas, por exemplo, para a instilagao ou injecoes
subconjuntivas ou intra- ou periocular.

De acordo com o precedente, a presente invengao adicional-
mente proporciona:

1. O Composto A ou um sal ou complexo farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo para uso como uma substancia farmacéutica;

2. Um método de prevenir ou tratar doencgas ou disturbios, como
indicados acima, em um paciente estando necessitado de tal tratamento,
método este que compreende administrar ao dito paciente uma quantidade
efetiva do Composto A ou de um sal ou complexo farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo; ou

3. O Composto A ou um sal ou complexo farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo, para uso na preparagao de uma composi¢cao farmacéutica

para uso em qualquer método como definido em 2. acima.
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O Composto A conjugado ou um sal farmaceuticamente aceita-
vel do mesmo, é util como um agente produtor de imagem, por exemplo, a
visualizagao de tecidos e células positivos para receptores de somatostati-
na, por exemplo, os tumores e as metastases positivos para receptores de
somatostatina, os disturbios inflamatérios ou auto-imunes exibindo recepto-
res de somatostatina, a tuberculose ou a rejeigdo a 6érgao apos transplanta-
¢ao, quando formando complexo com um elemento detectavel, por exemplo,
um nuclideo emissor de y ou de pdsitron, um ion de metal fluorescente ou
um ion paramagnético, por exemplo "'In, '*'Tb, ""Lu, *Y, ®*Ga Eur*, Gd*,
Fe*, Mn®* ou Cr**, ou como uma substancia radiofarmacéutica para o trata-
mento in vivo de tumores e metastases positivos para receptores de soma-
tostatina, artrite reumatdéide e condigoes de inflamagées graves quando for-
mando complexo com um nuclideo emissor de o ou f ou um nuclideo com
cascatas de Auger-e’, por exemplo, ®Y, *'Tb, "Lu, #''At, #*Bi ou *'TI,
como indicado por testes padrao.

Em particular, é observado que o Composto A conjugado se liga
aos receptores de somatostatina com valores de pKi de cerca de 8 a 10. O
composto do Exemplo 3, formando complexo com, por exemplo, '''In, ®Y,
Y ou ""Lu, se liga na faixa de nM aos subtipos de sst respectivos de acor-
do com o perfil de ligagao do Composto A.

A afinidade do Composto A conjugado e de seus complexos
pelos receptores de somatostatina pode também ser mostrada por teste in
vivo, de acordo com métodos padrao de teste, por exemplo, como divulgado
na GB-A-2.225.579. Por exemplo, o composto do Exemplo 3, formando
complexo com, por exemplo, ''In, ®Y, *°Y ou ""Lu, d4 um acumulo de tumor
significativo 4 horas apds a inje¢ao em camundongos ou ratos contendo um
tumor pancreatico exdcrino expressando os receptores de hsst2.

Apés a administragdo de um Composto A conjugado na forma
de complexo, por exemplo, um composto A formando complexo com '"'In,
7Ly, ®Y ou '*'Tb, em uma dosagem de 1 a 5 pug/kg, marcado com 0,1 a 5
mCi de radionuclideo, preferivelmente 0,1 a 2 mCi, o local do tumor torna-se

detectavel.
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O Composto A conjugado, quando radiomarcado com um radio-
nuclideo emissor de o ou B ou um nuclideo com cascatas de Auger-€’, exibe
um efeito antiproliferativo e/ou citotdxico sobre as células de tumor contendo
receptores de somatostatina, por exemplo, conforme indicado em testes com
camundongos nus.

Os camundongos nus sao inoculados com células de tumor
pancreaticas de ratos AR42J ou células de cancer de pulmao de células
pequenas humanas NCI-H69, como divulgado acima. Quando os tumores
tiverem atingido um volume de 1 a 2 cm’, os animais sdo aleatorizados em
grupos de controle ou de tratamento. O Composto A conjugado, na forma de
complexo, é administrado por injegdes i.p. ou i.v.. As doses até 40 mCi/kg
sao dadas por camundongo. O tamanho dos tumores é determinado com um
calibrador, como divulgado acima. Para os calculos estatisticos é aplicado o
teste t de Student. Neste teste, é observada uma contragao do tumor transi-
ente até 50% do inicial apés uma semana e o desenvolvimento do tumor é
retardado por duas semanas com uma unica aplicagdo do composto do
Exemplo 3 formando complexo com *°Y. Em contraste, os grupos de controle
mostraram desenvolvimento de tumor continuo, com um tempo de duplica-
¢ao do volume de cerca de sete dias.

Desse modo, em uma série de modalidades especificas ou al-
ternativas, a presente invencao também proporciona:

4. O uso de um Composto A conjugado formando complexo com

um elemento detectavel para a detecgao in vivo de células e tecidos positi-

vos para os receptores de somatostatina, por exemplo, os tumores e as
metastases positivos para os receptores de somatostatina, em um paciente
e registro da localizagao dos receptores visados pelo dito complexo;

5. Um método para a detecgéo in vivo de tecidos e células positi-
vos para receptores de somatostatina, por exemplo, os tumores e as me-
tastases positivos para os receptores de somatostatina, em um paciente
compreendendo administrar ao dito paciente um Composto A conjugado,
formando complexo com um elemento detectavel ou uma forma de sal far-

maceuticamente aceitavel e registrar a localizagdo dos receptores visados
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pelo dito complexo.

O Composto A conjugado, na forma de complexo, para uso
como um agente produtor de imagem, pode ser administrado, por exemplo,
de modo intravenoso, por exemplo, na forma de solugdées ou suspensoes
injetaveis, preferivelmente na forma de uma Unica injegcao. A radiomarcagao
pode preferivelmente ser efetuada brevemente antes da administragao a um
paciente.

Nos animais, uma faixa de dosagens indicada pode ser de 0,01
a 1 pg/kg de um Composto A conjugado, formando complexo com 0,02 a 0,5
mCi de radionuclideo emissor de y. Nos mamiferos maiores, por exemplo, os
seres humanos, uma faixa indicada de dosagens pode ser de 1 a 100 pg/m?
de Composto A conjugado formando complexo, por exemplo, com 1 a 100
mCi/m® de elemento detectavel, por exemplo, ""'In, ®Y ou "Lu.

6. O uso de um Composto A conjugado, formando complexo com
um nuclideo emissor de o ou § ou um nuclideo com cascatas de Auger-¢e’,

para o tratamento in vivo de tumores e metastases positivos para receptores

de somatostatina.

7. Um método para o tratamento in vivo de tumores e metastases
positivos para somatostatina, por exemplo, para o tratamento da capacidade
de invasdo de tais tumores ou sintomas associados com tal desenvolvi-
mento do tumor, em um paciente estando necessitado de tal tratamento, o
qual compreende administrar ao dito paciente uma quantidade terapeutica-
mente efetiva de um Composto A conjugado formando complexo com um
nuclideo emissor de o ou B ou um nuclideo com cascatas de Auger-€".

8. O uso de um Composto A conjugado ou de um sal farmaceuti-
camente aceitavel do mesmo na fabricagao de um agente produtor de ima-
gem ou uma composicao radiofarmacéutica.

As dosagens empregadas na pratica do uso radioterapéutico da
presente invencao obviamente variardo dependendo, por exemplo, da con-
digao particular a ser tratada, por exemplo, a radiotoxicidade conhecida para
orgaos normais expressando receptores de somatostatina, o volume do tu-

mor e a terapia desejada. Em geral, a dose é calculada na base dos dados
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farmacocinéticos e de distribuicao de radioatividade obtidos em érgaos sau-
daveis e com base na captagcdo do alvo desejada. Um complexo emissor de
B de um Composto A conjugado pode ser administrado repetidamente, por
exemplo, durante um periodo de 1 a 3 meses.

Nos animais, uma faixa indicada de dosagens pode ser de 20 a
100 ng/kg de Composto A conjugado, formando complexo com 15 a 70 mCi
de um nuclideo emissor de o ou p ou um nuclideo com cascatas de Auger-e,
por exemplo Y, ""Lu ou "*'Tb. Nos mamiferos maiores, por exemplo, 0s
seres humanos, uma faixa de dosagens indicada pode ser de 1 a 100 ug/m?
de Composto A conjugado formando complexo, por exemplo, com 1 a 100
mCi/m? de um nuclideo emissor de o ou B ou um nuclideo com cascatas de
Auger-¢e’, por exemplo, *Y, ’Lu ou *'Tb.

O Composto A conjugado, na forma de complexo, para uso
como um agente radioterapéutico, pode ser administrado por qualquer rota
convencional, por exemplo, de modo intravenoso, por exemplo, na forma de
solugdes injetaveis. Ele pode também ser administrado vantajosamente por
infusdo, por exemplo, uma infusdo durante 15 a 60 min. Dependendo do
local do tumor, ele pode ser administrado tédo préoximo ao local do tumor
quanto possivel, por exemplo, por meio de um cateter. A presente invengéao
também proporciona uma composigdo farmacéutica compreendendo um
Composto A conjugado na forma de base livre ou na forma de sal farmaceu-
ticamente aceitavel ou formando complexo com um agente detectavel ou
radioterapéutico, juntamente com um ou mais diluentes ou veiculos farma-
ceuticamente aceitaveis.

O Composto A ou o Composto A conjugado na forma de com-
plexo, pode ser adequado para a produgao de imagem ou o tratamento de
tumores de expressao ou de acimulo de receptores de somatostatina, tais
como os tumores pituitarios, gastroenteropancreaticos, carcinbides, do sis-
tema nervoso central, da mama, prostaticos (incluindo o cancer de prostata
resistente ao horménio avangado), ovarianos ou colénicos, o cancer de
pulmao de células pequenas, a obstrugao maligna do intestino, os paragan-

gliomas, o cancer do rim, o cancer da pele, os neuroblastomas, os feocro-
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mocitomas, os carcinomas medulares da tiredide, os mielomas, os linfomas,
os linfomas Hodgkins e ndo-Hodgkins, os tumores 6sseos e as suas metas-
tases, bem como os disturbios auto-imunes ou inflamatérios, por exemplo, a
artrite reumatdide, a doenga de Grave ou outras doengas inflamatérias do
olho.

De acordo com um aspecto adicional da invencao, é proporcio-
nada uma composi¢ao farmacéutica compreendendo um Composto A conju-
gado ou um seu complexo juntamente com um ou mais veiculos ou diluentes
farmaceuticamente aceitaveis para o mesmo. Tais composi¢cdes podem ser
fabricadas na maneira convencional e podem ser apresentadas, por exem-
plo, para a produgao de imagens, na forma de um kit compreendendo duas
dosagens separadas, uma sendo o radionuclideo e a outra o Composto A
conjugado, com instrugdes para mistura-las. Para a radioterapia, o Com-
posto A conjugado na forma de complexo pode preferivelmente estar na
forma de uma formulagao liquida quente.

O Composto A ou um Composto A conjugado na forma de com-
plexo, pode ser administrado como o Unico ingrediente ativo ou em conjun-
¢ao com, por exemplo, como um adjuvante para outras drogas. Por exemplo,
o Composto A pode ser usado em combinagao com um agente imunossu-
pressor, por exemplo, um inibidor de calcineurina, por exemplo, a ciclospo-
rina A ou FK 506; uma lactona macrociclica tendo propriedades imunossu-
pressoras, por exemplo, a rapamicina ou a 40-O-(2-hidroxietil)-rapamicina
(RAD); uma ascomicina tendo propriedades imunossupressoras, por exem-
plo, ABT-281, ASM981, etc.; corticosterdides; a ciclofosfamida; o azatiopre-
no; o metotrexato; a leflunomida; a mizoribina; o acido micofendlico ou um
sal do mesmo, por exemplo, o Myfortic®; o micofenolato mofetil; a 15-
desoxiespergualina ou um homélogo, analogo ou derivado imunossupressor
da mesma; um agente residente de linfécitos de aceleragao, por exemplo,
FTY720; os anticorpos monoclonais imunossupressores, por exemplo, 0s
anticorpos monoclonais aos receptores de leucécitos, por exemplo, MHC,
CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD25, CD28, CD40, CD45, CD58, CD80, CD86

ou aos seus ligantes; outros compostos imunomoduladores, por exemplo,
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uma molécula de ligagcdo recombinante tendo pelo menos uma porgéo do
dominio extracelular de CTLA4 ou um seu mutante, por exemplo, uma por-
cao pelo menos extracelular de CTLA4 ou um seu mutante ligado a uma
seqliéncia de proteina que nao seja de CTLA4, por exemplo, CTLA4lg (por
exemplo, designada ATCC 68629) ou um seu mutante, por exemplo,
LEA29Y; inibidores de moléculas de adesao, por exemplo, antagonistas de
LFA-1, antagonistas de ICAM-1 ou -3, antagonistas de VCAM-4 ou antago-
nistas de VLA-4. O Composto A pode também ser usado em combinagao
com um agente antiinflamatério, um agente modulador de receptor de se-
cretagogo do GH, por exemplo, grelina ou hexarelina, um antagonista de
receptor de GH, por exemplo pegvisomant, um secretagogo da insulina ou
intensificador da secre¢ao de insulina, por exemplo, uma sulfonil uréia, por
exemplo, tolbutamida, cloropropamida, tolazamida, acetoexamida, 4-cloro-
N-[(1-pirolidinilamino)carbonil}-benzensulfonamida (glicopiramida), gliben-
clamida (gliburida), gliclazida, 1-butil-3-metanililuréia, carbutamida, glibonu-
rida, glipizida, gliquidona, glisoxepid, glibutiazol, glibuzol, gliexamida, glimi-
dina, glipinamida, fembutamida ou tolilciclamida, uma nao-sulfonil uréia de
atuagéo curta, um derivado de agente insulinotrépico oral, por exemplo, um
intensificador de insulina de atuagéo curta, por exemplo, meglitinida, repa-
glinida, um derivado de &cido fenil acético, por exemplo, nateglinida, um
inibidor de DPP 1V, por exemplo, o dicloridrato de 1-{2-[(5-cianopiridin-2-
iflamino]etilamino}acetil-(2S)-ciano-pirrolidina, LAF237, GLP-1 ou um ana-
logo de agonista de GLP-1, um sensibilizador de insulina, por exemplo, um
agonista de receptor ativado de proliferador de peroxisoma y (PPARY), por
exemplo, uma glitazona, por exemplo, (S)-((3,4-diidro-2-(fenil-metil)-2H-1-
benzopiran-6-il)metil-tiazolidina-2,4-diona (englitazona), 5-{[4-(3-(5-metil-2-
fenil-4-oxazolil)-1-oxopropil)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona (darglitazona),
5-{[4-(1-metil-cicloexil)metdxi)-fenilimetil}-tiazolidina-2,4-diona (ciglitazona),
5-{[4-(2-(1-indolil)etéxi)fenil]metil}-tiazolidina-2,4-diona (DRF2189), 5-{4-[2-
(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-etéxi) benzil}-tiazolidina-2,4-diona  (BM-13.1246),
5-(2-naftilsulfonil)-tiazolidina-2,4-diona (AY-31637), bis{4-[(2,4-dioxo-5-tia-
zolidinil)-metillfeniljmetano  (YM268), 5-{4-[2-(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-2-
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hidroxietoxilbenzil}-tiazolidina-2,4-diona (AD-5075), 5-[4-(1-fenil-1-ciclopro-
pano-carbonilamino)-benzil]-tiazolidina-2,4-diona  (DN-108) 5-{[4-(2-(2,3-
diidroindol-1-il)etéxi)fenilimetil}-tiazolidina-2,4-diona, 5-[3-(4-cloro-fenil])-2-
propinil]-5-fenilsulfonil)tiazolidina-2,4-diona, 5-[3-(4-clorofenil])-2-propinil}-5-
(4-fluorofenil-sulfonil)tiazolidina-2,4-diona, 5-{[4-(2-(metil-2-piridinil-amino)-
etoxi)fenillmetil}-tiazolidina-2,4-diona (rosiglitazona), 5-{[4-(2-(5-etil-2-piridil)
etéxi)fenil]-metil}tiazolidina-2,4-diona  (pioglitazona),  5-{[4-((3,4-diidro-6-
hidréxi-2,5,7,8-tetrametil-2H- 1-benzopiran-2-il)metéxi)-fenil}-metil}-tiazolidina-
2,4-diona (troglitazona), 5-[6-(2-flior-benzildxi)naftalen-2-iimetil}-tiazolidina-
2,4-diona (MCC555), 5-{[2-(2-naftil)-benzoxazol-5-il]-metil}tiazolidina-2,4-
diona (T-174) ou 5-(2,4-dioxotiazolidin-5-ilmetil)-2-metdxi-N-(4-trifluorometil-
benzil)benzamida (KRP297), um tipo que nado seja a glitazona, tal como um
analogo de N-(2-benzoilfenil)-L-tirosina, por exemplo, Gl-262570 ou uma
oxolidinadiona, por exemplo, JTT501, um agonista duplo de PPARy/PPARq,
por exemplo, DRF-554158, NC-2100 ou NN-622, um agonista de receptor
de retindide X ou um rexindide, por exemplo, acido 2-[1-(3,5,5,8,8-
pentametil-5,6,7,8-tetraidro-2-naftil)-ciclopropil]-piridina-5-carboxilico, acido
4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetraidro-2-nattil)-2-carbonil]-benzéico, acido
9-cis retindico ou um andlogo, derivado ou um sal farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo, uma tirosina fosfatase cinase protéica 1B, um inibidor do
glicogénio sintase cinase-3, um composto mimético de insulina de molécula
pequena que nao seja de peptidila, por exemplo, L-783.281 ou CLX-901 ou
uma baixa dose de insulina, uma glutamina; inibidor de frutose-6-fosfato
amidotransferase, um inibidor de glicose-6-fosfatase, uma biguanida, por
exemplo, Metformin, um inibidor de frutose-1,6-bifosfatase, um inibidor de
glicogénio fosforilase, por exemplo CP-91149, um antagonista de receptor
de glucagon, por exemplo, CP-99711, NNC 92-1687, L-168.049 ou BAY27-
9955, uma fosfoenolpiruvato carboxicinase, um inibidor da piruvato desidro-
genase cinase, um inibidor de a-Glicosidase, por exemplo, 4",6"-dideséxi-4"-
[(1S)-(1,4,6/5)-4,5,6-triidréxi-3-hidroximetil-2-ciclo-hexenilamino}maltotriose
ou 0O-4,6-didesdxi-4-{[1S,4R,5S,6S]-4,5,6-triidroxi-3-(hidroximetil)-2-cicloexen-
1-il]-amino}-a-D-glicopiranosil-(1->4)-O-a-D-glicopiranosil-(1->4)-D-glicopi-
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ranose (acarbose), N-(1,3-diidréxi-2-propil)valiolamina (voglibose) ou migli-
tol ou um inibidor do esvaziamento gastrico, por exemplo, GLP-1, CCK-8 e
amilina (por exemplo, Pranlintida), um agente tendo efeitos antiangiogenéti-
cos, por exemplo, uma benzoporfirina, por exemplo, verteporfina, midostau-
rina ou uma 4-piridilmetil-ftalazina.

O Composto A, ou um Composto A conjugado na forma de com-
plexo pode também ser usado em combinagdo com um agente antiprolifera-
tivo, por exemplo, uma droga quimioterapéutica, por exemplo, o paclitaxel, a
gencitabina, a cisplatina, a doxorrubicina, o 5-fluorouracil ou o taxol, um
agente hormonal ou antagonista, por exemplo, um antiandrogénio ou a mi-
toxantrona (especialmente no caso de cancer da préstata), ou um antiestro-
génio, como o letrozol (especialmente no caso de cancer de mama), um an-
timetabdlito, um alcaldide de planta, um modificador da resposta bioldgica,
preferivelmente uma linfocina ou interferons, um inibidor de tirosina cinase
protéica e/ou serina/treonina cinase ou um agente com outro mecanismo de
acao ou com um mecanismo de acao desconhecido, por exemplo, qualquer
epotilona ou derivado de epotilona ou uma lactona macrociclica, por exem-
plo, rapamicina, RAD ou CCI779.

Onde o Composto A ou um Composto A conjugado na forma de
complexo for administrado em conjungdo com uma outra droga, as dosa-
gens da droga co-administrada obviamente variardo dependendo do tipo de
co-droga empregada, da droga especifica empregada, da condicao a ser
tratada, e assim por diante. Os termos "co-administragao" ou "administra¢ao
combinada" ou similar, como utilizados aqui, sdo pretendidos incluir a admi-
nistragao dos agentes terapéuticos selecionados a um unico paciente e séo
pretendidos incluir os regimes de tratamento nos quais os agentes nao sao
necessariamente administrados pela mesma rota de administragdo ou ao
mesmo tempo.

De acordo com o precedente, a presente invengéao proporciona
em mais um aspecto adicional:

0. Uma combinagao farmacéutica compreendendo a) um primeiro

agente, o qual € o Composto A ou um Composto A conjugado na forma de
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complexo, e b) um co-agente, por exemplo, como definido acima.

10. Um método como definido acima compreendendo a co-
administragcao, por exemplo, simultaneamente ou em sequéncia, de uma
quantidade terapeuticamente efetiva de Composto A ou um Composto A
conjugado na forma de complexo e uma segunda substancia de droga, a
dita segunda substancia de droga sendo, por exemplo, conforme indicado
acima.

A combinagao particular da invengao sera selecionada depen-
dendo da prevencao ou do tratamento das doencas ou dos disturbios; por
exemplo, uma combinagdoc com um agente imunossupressor para, por
exemplo, a prevengao ou o tratamento de rejeigdo ao enxerto crdnica, uma
combinac¢do com um secretagogo da insulina, um intensificador da secre¢do
de insulina, um sensibilizador de insulina ou uma baixa dose de insulina no
tratamento de diabetes ou de suas complicagbées, uma combinagdo com um
agente antiinflamatério para a prevencao ou o tratamento de doengas ou
disturbios inflamatérios, uma combinagao com um agente tendo efeitos anti-
angiogenéticos para a prevencao ou o tratamento de, por exemplo, edema
ou degeneragdo macular ou em cancer, uma combinagdo com um agente

quimioterapéutico para uso em cancer.
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REIVINDICACOES

1. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a formula:

um dos grupos amino estando opcionalmente na forma protegida,
ou um sal ou complexo do mesmo.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de estar na forma desprotegida, na forma de sal.

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo
fato de estar como um sal mono ou duplo.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
fato de estar na forma de um sal de acetato, benzoato, aspartato ou
pamoato.

5. Processo para a produgdo de um composto como definido na
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que compreende a ciclizagio
de um peptideo linear na forma protegida, ligada a polimero ou
desprotegida em um modo tal que o composto desejado seja obtido e entio
opcionalmente a remoc¢do do(s) grupo(s) protetor(es) e a recuperacdo do
composto desejado assim obtido, na forma livre ou de sal.

6. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o grupo amino da cadeia lateral de Pro esta conjugado a um
agente quelante, opcionalmente formando complexo com um elemento
detectavel ou um radioterapéutico.

7. Composicio farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um composto como definido na reivindicagdo 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em associagdo com um ou mais
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diluentes ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis para o mesmo.

8. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizada pelo fato de estar em uma forma de liberagdo sustentada ou
em uma forma topica.

9. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizada pelo fato de ser para uso em combinagdo com um agente
imunossupressor, um agente antiinflamatorio, um agente modulador de
receptor de secretagogo do GH, um antagonista do receptor de GH, um
secretagogo da insulina, um intensificador da secrecdo de insulina, um
sensibilizador de insulina, uma dose baixa de insulina, um agente tendo
efeitos antiangiogenéticos ou um agente quimioterapéutico.

10. Uso de um composto como definido na reivindicagdo 1, ou de
um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de
ser para a preparacdo de uma composi¢ao farmacéutica para o tratamento
de acromegalia, fistula enterocutanea e pancreaticocutinea, sindrome do
intestino irritdvel, disturbios e doencas inflamatérias, doenca do rim
policistico, sindrome do esvaziamento rapido, sindrome da diarréia
aguada, diarréia relacionada & AIDS, diarréia induzida por quimioterapia,
pancreatite aguda ou cronica, sangramento gastrointestinal, tumores e
malignidades, angiogénese, edema macular, distirbios relacionados a
neovascularizagdo corodide, retinopatia proliferativa, doencas de vasos de
enxerto, estenose de enxertos de veias, reestenose e/ou oclusao vascular
seguindo lesdo vascular.

11. Uso de acordo com a reivindicagé@o 10, caracterizado pelo fato

de que a composi¢do farmacéutica € para o tratamento de acromegalia.



RESUMO
Patente de Invencdo: "ANALOGOS DE SOMATOSTATINA, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, BEM COMO USO DOS REFERIDOS ANALOGOS".
A invencao refere-se a um ciclo[{4-(NH.-C,H,-NH-CO-O-)Pro}-
Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-Benzil)-Phe], opcionalmente na forma protegida ou um
sal ou complexo farmaceuticamente aceitavel do mesmo, o qual tem pro-

priedades farmacéuticas interessantes.
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