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-RISUHMO -
"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE DECAPEPTIDOS TERAPRUTICOS!

A presente invengZo refere-se 20 processe de
preparscio de decapeptidos da férmula geral:

N-hc-ht-n? pd_gert a2 5047 58,9 410
em que cada Al-AZ e A3 independentemente é D-fB -Nal, D-p-X-
~Phe (em que X § halogéneo, H, NH,, OF ou alquilo Cy_s); i’
é p-X-Phe (em que X é halogéneo, H, NH,, NO,, OH ou alquilo
01_3); 46 é D-Lys, D-Arg,B ~Nal-D-P-Nal, D-Trp, D-p-X-Phe
(em que X é halogéneo, H, NH,, N0, ou alquilo 01_3) ou -
D-Lys-€ -NH-R (em que R é H, uma cadeia linear ou ramifica-
da ou um grupo ciclo-alquilo C;-C;, ou um grupoe arilo); &
é p-X-Phe (em que X é halogéneo, H, NH,, NO,, OH, 02F5 ou
alquilo 01_3), ciclo~-hexilalanina ou Trp; 48 ¢ Arg, Lys
ou Lys-€ -NH-R (em que R é H, uma cadeia linear ou ramificg
da ou um grupo ciclo-alquilo Cy-Cyq ou um grupo arilo); A’
§ Proj e 4% & D-Ala-WH,, Gly-NH,,
& condigdo de, pelo mengs, u de A

D-Ber, ou D-Ser-HHz; com

ou A3 ser D=-Fhe ou
6

2
e Aa
ger o seguinte: A6 ser D-Lys-€ -NH-R (em que R é um grupo
ciclo-alquilo 01—010); AS ser Lys-€ -NH-R (em que R ¢ um

D-Tyr; e aindacom a condig¢io de, pelo menos, um de A

grupo ciclo-alquile Cl-clo) ou um sal aceitdvel sob o ponto
de vista farmac€utico correspondente.
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ANTECEDENTES DA INVENCAQ
Esta invencHo refere-se a peptidos terapéuticos

Tem-se descrito um nimero grande de andlogos de
hormonas (IH-RH) de libertagfio de hormons com luteina que i
nibem a libertac@o de ILH~RH, uma hormona de peptido possuin
do a fdérmule pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly- NH,.
Estes andlogos chamam-se antagonistas de LH-RH. Por exemplo
oy et al., Patente Americana n® 4 431 635, aqul incorpora-
da por referen01a, descreve anilogos de LH-EH possuindo a
férmula geral X -rtp2.g3. Ser-Tyr- R4-Leu Arg-Pro-R5-NH y em

1 e R4, independentemente, podem ser D-

que X pode ser Acj; R
-Drp ou D-p-X-Phe; R3 pode ser D-Trp; e Rs pode ser Gly ou

D"'Alav

RESUMO_DA_INVENCZO
Em geral, a invengfo descreve um decapeptido da

férmula:
1 2

—A3-gert 452647

28.49.410

N-Ac-A"=

em que Al, A2 e AB, independentemente, é D-J -Nal, D-p-X-

-Phe (em que X é halogéneo, H, NH,, Noz, OH ou alquilo C,_ 3
por exemplo metilo, etilo ou n—vapllo), A é p-X-Fhe (em
que X é halogéneo, H, NH,, NO,, OK ou alquilo C, ), A% ¢
D-Lys, D-irg, B-Nal, D-B-Nal, D-Trp, D=-p-X-Fhe (em que X é
halogéneo, H, NH,, NOQ, ou alquilo 01_3) ou D-Lys-€-NH-R
(em que R é H, uma cadeia linear ou ramificada ou um grupo
ciclo~-alquilo 01010, por exemplo metilo, etilo, isopropilo,
heptilo, butilo ou ciclopentilo ou um grupo arilo, por exem
plo benzilo, p-Cl-benzilo ou GH2—naftilo); AT ¢ p-X-Phe (em
que X é halogéneo, H, NH,, NOZ’ OH, C,F 5 ou alquilo C,_ 3),
ciclo~hexil-alanina ou Trp; a8 ¢ Arg, Lys ou Lys-€&~-NH-R
(em que R é H, uma cadeia linear ou ramificada, ou um grupo
ciclo-alquile 01010, por exemplo metilo, etilo, isopropilo,
heptilo, butilo ou ciclopentilo ou um grupo arilo, por exen
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plo, benzilo, p-Cl-benzilo ou CH,-neftilo); A9 & Proj e 4*°
é D-Ala-NH,.; Gly-NH,, D-Ser ou D-Ser-NH,; com & condicZo de
2 2 2

2 ou A3 ser D-Phe ou D-Tyr; e ainda

6

pelo menos, um de . A
com a condicgiio de, pelo menos, um de A” e A8 ger 0 seguinte
A% ser D-Lys-e-NH-R (em que R é um grupo ciclo-alguilo
Clclo); A8 deve ser Lys-e~NH-R (em que R é um grupo ciclo-
-alquilo 01010), ou um sal aceitdvel sob o ponto de vista
farmacéutico. (P-Nal refere-se a P-naftilalanina; quando
nenhuma designac¢%o L~ ou D- for proporcionsda aqui, preten-
de~se o isdmero L; N-Ac refere-se ao grupo protector N-ace-
til, isto é um grupo acetilo ligado ao resfiduo de aminodci-
do terminal no azoto da amina; halogéneo refere-se a flior,
cloro ou bromo).

Os decapeptidos preferidos incluem agueles em
que Al D-Lys-€-NH~R (em que R é o grupo ciclo-alguilo Cq:z
1073

, Os outros decapeptidos preferidos sio aqueles
em que A'-410 ¢ N-acetil-D-g-Fal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-(ci-
clopentil)Lys—Phe-Arg-Pro-D—Ala-NHQ;
N-acetil-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-(ciclopentil)Lys-Fhe]
-(ciclopentil)Lys-Pro-D-Ala—NH2.

A invenc#o também descreve os decapeptidos da
seguinte fdérmula:
N-acetil-D-p-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-Arg-Phe-(isopropil)
D—Lys—Pro—D—Ala—NHz;
N-acetil-D-p-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-(benzil )Lys~Phe-Arg-
—Pro—D-Ala-NHQ;
N-zcetil-D-B-Nal-D-Phe~D~Phe-Ser-Tyr-D-(Cl-benzil)Lys-Phe~
-Arg—Pro—D—Ala~NH2;
N-acetil-D-p-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-(heptil)Lys-Phe-Arg-
-Pro-D-Ala-NHZ;
N-acetil-D-B~Nal-D-Fhe-D-Phe~Ser-Tyr-D-irg-Phe~(t~butilme-
til)Lys—Pro-D—Ala-NHz;
N-acetil-D-p-Nal-D-Phe-D-Phe~-Ser-Tyr-D-Arg-Phe-(4-metilben~

F

LX]
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zil)Lys-Pro-D-Ala—NHz;
N-acetil-D-f-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-Arg~Phe~(benzil)Lys-
—Pro-D—Ala-NHz;
N-acetil—D—ﬂ-Nal-D-p—Cl-Phe-D—Trp-Ser-Tyr-D—p-NHz-Phe-Phe-
(i30pr0pil)Lys-Pro-D-Ala—NHz;
N-acetil-D-B-lal-D-Phe-D-Phe~-Ser-Tyr-D-(heptil)Lys~Phe-(hep
til)Lys—Pro—D-Ala»NHQ; '
N-acetil-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D(l-butilpentil)Lys-
-Phe-(l—butilpentil)Lys—Pro—D—Ala-NH2. '
Houtras formas de realizacgfo preferidas, uma
quantidade eficaz de um decapeptido terapéutico da invengdo
e uma substfneis ou sal de veiculo aceitével sob o ponto de
vista farmac@utico, por exemplo carbonato de magnésio ou
lactose, em conjunto, formam uma composigfio terapéutica pa-
ra inibicdo da libertacZo das hormonas sexuais, particular-
mente LH, induzido por LH-RH.
Esta composigdo pode estar sob a forma de uma pilula, com-
primido, cédpsula, liquido ou comprimido de libertagfo con-
trolada para administrac®o oral; um "spray" liquido para ad
ministracHo nasal; ou um liguido para administrac8io parente
ral, tSpica, vaginal, rectal, bucal (incluindo sublingual)
ou intraperitonal.

Como se utiliza aqui o termo substincia ou sais
"aceitdveis sob o ponto de vista farmac&utico" refere-se a
um vefculo ou sal que retém a actividade bioldgica desejada
do composto principal e nf#o provoca quaisguer efeitos toxi-~
coldgicos indesejados. Exemplos de sais s@o (a) sais de adi
¢%o de 4cido formados por 4cidos inorgfnicos, por exemplo,
4cido cloridrico, decido bromidrico, &cido sulfdrico, &cido
fosfdrico, dcido nitrico e andlogos; e sais formados por 4-
cidos orgénicos tais como, por exemplo, &cido acético, 4dei-
do oxé&lico, dcido tartérico, dcido sucelnicoe, dcido mélico,
dcido ascdrbico, 4cido henzoico, 4cido ténico, 4cido pamoi-
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co, &4cido alginico, 4dcido poliglutémico, 4cido naftaleno-

-sulfdnico, &cido naftaleno-di-sulfdénico, &cido poligalacti
rdénico; (b) sais de adicB3o de bases formados por catiles de
metal polivalente tais como zinco, cdlecio, bismuto, bério,
nagnésio, aluminio, cobre, cobalto, niquel, céddmioc e andlo-
goss ou por catifio orginico formado a partir de N,N'-diben-
ziletileno~-diamina ou etilenodiamina; ou (c¢) combinacBes de
(a) e (v), por exemplo, um tanato de zinco e andlogos. 4is
vias mais apropriadas dependem da utilizagio, ingrediente
activo particular e assunto envolvido.

Una outra forma preferida para administracdo é
una suspensfo injectdvel do peptido com uma matriz poliméri
biocerosiva, biocompativel capaz de suster de modo eficaz a
livertagf@io do peptido. Outras formas apropriadas sfo os pep)
tidos/implantes poliméricos, emplastos transdérmicos, em-
plastros de transmucosas (vaginal) e "spray" nasal e compo-
sig¥es utiligzédveis com técnicas intoforéticas.

Os decapeptidos da invencg8o s#io activos na ini=-
bigdo de LH-RH libertac#o induzida de IH e exibem uma dura-
¢8o longa de actividade, minimizando deste modo a quantida-
de e frequéncia de dosagens. Além do mais, o fabrico é rela
tivamente simples e econdmico. Em adigZo, os peptidos tém a
vantagem de serem administrados ovalmente, uma propriedade
devido & sua elevada capacidade de = liofilizag3io e & sua ca
pacidade de resistir & degradacfio enzimitica por peptidase.

Os peptidos da invengZio t&m D-X-Phe ou D-Tyr em
pelo menos, numa das posicBes A2 ou A3. Tem-se verificado
que, D-X-Phe, D-Irp ou D-Tyr na posigéo A3 s&@o modificagles
de importéncia particular em termos de actividade, enquanto
D-Phe na posicgzo A2 proporcionsa ainda redugfo de custos con
parado com D-p-X-FPhe na posigHo A2 sem perda significativa
comparativa de actividade. A presenca de D-Lys- € -NH-R ng
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posicgdo A6 e Lys- € -NH~R na posig&o a8 quando R é um grupo
alquilo ou arile diminui o efeito irritante do decapeptido.
Presumivelmente isto é devido a uma diminuig¢Zo observada na
actividade de libertac@o de histamina. Acredita-se ainda
que a presenga de Arg na posicéo A5 e D-Tyr na posigéio A6,
conhecida por modificaclic de Hodgen, também diminui a acti-
vidade de libertagBo de histamina. A presenga de p-X-Phe na
posicgdo A7 ¢ também particularmente vantajosa em termos de

actividade.

Tem-se verificado que os antagonistas LH-REH, em
geral, e os decapeptidos, em particular, podem ser utiliza-
dos para tratar doentes imuno-repressivos quando administrg
dos como se descreveu atrds. Os antagonistas rejuvenescem o0
timo, que produz a seguir células T para substituir as célu
las T perdidas como resultado da imunodeficiéncia.

Os peptidos antagonistas da invenczo podem ser
utilizados para tratar algumas formas de cancros derivados
de hormonas incluindo os cancros da mama, préstata e ové-
rios. Algumas condi¢fes benignas resultantes de uma super-
produgfio de hormonas sexuals podem beneficiar do tratamento
com um peptido da inveng#o, por exemplo, hiperplasia prostd
tica benigna, endometriose ou liomas. Descobriu-se também
que o9s antagonistas LHRH da invencio podem exibir um efeito
antitumoral directo nas linhas de células cancerosas da ma-
ms (poe exemplo MCPF~7). Outras utilizagSes incluem mags nfHo
se limitam a0 seguinte: contracepcfio femininaj prevencgiio ou
atraso da ovulag#io; fim da gravidez em animais domésticos e
de estimagfos induc#@o de parto; sincronizacg@o da ovulagfo;
supressg@o 4o estiro; promocgHo no desenvolvimento em animais
fémeas; inducfo das regras menstruais, luteolisej terapia
do sindroma prémenstrual; terapia da puberdade precoce; te-
rapia do leiomioma uterino; antes do primeiro trimestre a-
bortivo; terapia de endometriose; terapia para tumores e
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quistos mamérios; terapia da doenga/sindroms do ovério poli
clstico; terapia do carecinoma uterino; terapia da hipertro-
fia prostédtica benigna e do carcinoma prostédtico; contracep
¢#do masculinaj terapia da doence resultante da hormona gong
dal excessiva em qualquer sexo; castracfo funcional em ani-
mais macho de producfio de alimento; supressfio de descarga

sanguinea na fase pro-sio em cHes; vantagens de diagndstico
tais como predisposicZo para osteoporose; prevencgfo da hi-

per-estimulag8io do ovdrio; preservacdio da fertilidade en ca
50 de quimioterapia ou irradiaco; e outras utilizac¢les co-
mo descreve Vickery. B.H., Endocrine Reviews, 7:115 (1986)

que ¢ totalmente incorporado por referéneia aqui.

Outros aspectos e vantagens da inveng#o apare-
cem na seguinte descrigédo das formas de realizagi@o preferi-
das e nas reivindicacOes.

Descricd@o das formags de realizag8o = -7 T

preferidas
Antes de descrever a estrutura, sintese, teste

e utilizag@o das formas de realizag¢®o preferidas da inven-
¢330, descrevem-se primeiro os desenhos.

Desenhos

Pigura 1 é uma curva de crescimente do tumor ma
mério do rato MXT em resposta & BIH-21003 agonista e BIMN-
-21009 antagonista. '

Pig.2 é uma curva de crescimento do tumor mamé-
rio do rato MTX em resposta 4s diferentes doses do BINM-2100
antagonista.

Pig.3 é uma curva de crescimento do tumor mami-
rio do rzto MXT em resposta a diferentes doses de BIM-21009
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Pig. 4 & uma curva de crescimento do adenocarci
noma mamdrio IIT/W9A-S em resposta a BIM-21009.

Fig. 5 é uma curva de crescimento do tumor da
préstata humano DUL45/01 em resposta a BIM-21009.

Pig. 6 é uma curva de crescimento do tumor da
préstata R3327 de Dunning em ratasanas em resposta a BIl-

Fig. 7 é uma curva de crescimento do tumor da
préstata em ratasanas 2PR-121D(1)/S em resposta a BIN=-21003
e BINM-21000.

Fig. 8 é uma curva de crescimento do adenocarci
noma da préstata em ratasanas 2PR-121D(1)/R em resposta a
BIii-21009.

Estrutura

Os decapeptidos da invencglo t8m a férmula geral
descrita atrds do Resumo da inveng#o. Tém todos um grupo a-
cetilo na exiremidade amino terminal em adigfo a Ser na po-
gicfo 4. A substituic¢f@o de substituintes n#o naturais nas
posigles outras que n#o Az, A e A7 pode ser utilizada parsg
modificar as propriedades do composto e nZo evita que os

2

s
substituintes A, A7 e/ou A7 proporcionem’os seus efeitos

benéficos.

Os decapeptidos proporcionam-se sob a forma de
sais aceitéveis sob o ponto de vista farmacéutico. Exemplos
de sais preferidos sZ%o os que possuem &cidos orgénicos acei
téveis sob o ponto de vista farmac&utico, por exemplo, &ci-
do acético, 4cido lactico, 4dcido mgleico, &cido citrico, &-
cido mdlico, 4cido ascdrbico, dcido succinico, &cido benzoi
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co, 4cido salicilico, &dcido metano-sulfdnico, dcido toluenpl

~sulfénico, 4dcido trifldoro-zcético ou decido pamoico, bem
como, &dcidos poliméricos tails como dcido ténico ou carboxi-
metilcelulose e sais com dcidos inorgdnicos tais como os &-
cidass hidro-hélicos, por exemplo, dcido clorfdrico, 4cido
sulfirico ou dcido fosfdérico.

Sintese
Exemplo 1

A sintese de N-Ac-D-B-Ngl-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-
-D-Arg-Phe-Arg-Pro-D-Ala-descreve-se a seguir.

Qutros decapeptidos da invengZo podem ser prepa
rados fazends modificagles apropriadas do método sintético
seguinte.

0 pfimeiro passo é a preparacfio de resina de N-
~-Acetil-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-benzil-Ser-Tyr-D-tosil-Arg-The-

~-tosil-Arg-Pro-D-Ala~benzidrilamina como se segue.

A resina de benzidrilamina-polistireno (Bachem,

Ine.)(1,00 g, 0,3 mole) sob a forma de i%o cloreto é colocg

da no vaso de reacgfio de um sintetizador de Beckman 9903 dg
peptidos para realizar-se o seguinte ciclo de reaccg@o:

(a) GH2012; (b) 33% de dcido trifluoro-acético em CH2012
(2 vezes de 1 em 1 minuto e 25 em 25 minutosg); (e) CHZClé;
(d) etanol; (e) CH,C1,3 (f) trietilaminaz em CHClB; e (g)
CH2012.

A resina neutralizada é agitada com alfa-t-butg
xicarvonil (Boc)-D-Ala-e diisopropilcarbodiimida (1,5 mmole
em CH2012 durante 1 hora e a resina de aminodcido resultand
te é depois ciclizada através dos passos (a) a (g) no pro-

-8

)
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grama de lavagem anterior..0s seguintes aminodcidos (1,5mmo
le) sfo depois ligados sucecivamente pelo mesmo processo:
Bo¢~-Pro, Boc-Tosil-Arg-, Boc-Phe, Boce-Tosil-D-Argy.Boe-Tyr,
Boc-benzil-Ser, Boc¢-D-Phe-e Boc-D-f-Nal.

Apds remog3o do grupo Boc N-terminal, a resina
de peptido-benzidrilamina é neutralizada e acetilada pelo
tratamento com 4cido acético 5% em CH,Cl,. A resina comple=
ta é depois lavada com GH3OH e seca a0 ar,

A partir da resina anterior prepara-se N-Ac-D-P|
-Nal-D-Phe-D-Phe~Ser-Tyr-D-Arg-Phe~Arg-Pro-D-Ala como se se
gue.

Agita-se a 0°¢ durante 45 minutos uma mistura
da resina de decapeptido anterior (1,85 g, 0,5 mmole) e uma
soluc8o de 4 ml de anisol, 100 mg de ditiotreitol e 36 ml
de fluoreto de hidrogénio. Evapora-se ¢ excesso de fluoreto

de hidrogénio rapidamente sob uma corrente de nitrogénioc
seco, apds o que 0 peptido livre é precipitado e lavado com
éter.

0 peptido é depois dissolvido num volume minimo
de 50% de decido acético e elutriado numa coluna (2,5 x 100
mn) de Sefadex G-25. As fracgSes contendo o componente prip
cipal, como determinado pela absorgHo u.v. e cromatografia
de camada fina (tlc) s%o reunidas e evaporadas até um volu~
me pequeno sob vicuo. Esta solucio é aplicada a uma coluna
(2,5 x 50 em) de octadecilsilano-sflica (Whatman IRP-1, 15-
-20 um de tamanho malha) que é elutriada com um gradiente
linear de 15-50% de acetonitrilo em 20% de 4cido acético em
dgua. As fracgles s3o examinadas por tlc e cromatografia 11
quida analitica de alta resolugdio (hple) e reunidas para
proporcionar uma purezs mixima. A liofiligzagHo repetida da
solugBo a partir da 4gua proporciona 117 mg do produto sob
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a forma de um pd branco com penugen.

Verifica-se que este material é homogéneo atra-
vés de hplc e tlc. A anédlise de aminodcidos de um hidrolisa
t0 4cido confirma a composic8o do decapeptido.

Preparou~-se NeAc=D=fB-Nal-D-p~Cl-Phe-D=-Irp~Ser-
-Phe-D-Arg-Leu-Arg-Pro-D-ila de acordo com a sintese descri
ta atras, substituindo Boc-D-p-Cl-Phe por Boc-D-Fhe na posi
cHo A2, Boc-D-Trp por Boc-D-Phe na posicdo A3, Boe~-Fhe por
Boe~Tyr na posico A’ e Boc-Leu por Boc-Phe na posiciHo A7.

Preparou~-se N-Ac-D-P-Nal-D-p-Cl-Phe-D-Tyr-Ser-
-Phe-D-Arg-Leu-Arg-Pro-D-Ala de acordo com a sintese descri
ta atrés, substituindo Boc¢-D-p-Cl-Phe por Boc-D-Phe na posi
¢do A2, Boc-D-Tyr por Boc~-D-Phe ne posicgdo AB, Boc-Phe por

Boc-Tyr na nosigo AS e Boc-Leu por Boc-~Phe na posicfo A7.

Preparocu-se N-Ac-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Phe-D-
-Arg-Leu~Arg~Pro-D-Ala de acordo com a sintese descrita a-
trds substituindo Boc-Phe por Boc-Tyr na posicéo A5 e Boc-

-Leu por Boc-Phe na posigo A7.

Exemplo 2

Pars sintetizar peptidos possuindo D-Lys-€-NH-
-R na posigHo A6 ou Lys-e~-NH-R na posigZo A8, onde R é um
grupo alquilo ou arilo, utiliza-se o método descrito em Coy
et al., Patente Americana S.N. 879 348 pedida em 27 de Ju~-
nho de 1986 incorporads aqui como referéncia. Em geral, a
sintese envolve a reacgdioc de um composto contendo um grupo
carbonilo por exemplo, acetona ou formaldefdo com um poli-
peptide ligado a resina possuindo uma subunidade Lys ou D~
-Lys ne presenca de cianobero-hidreto de sdédio. O composto
contendo carbonilo resge com um grupo livre é-NH2 na ceadeiq
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lateral da subunidade Lys ou D-Lys; a reaccgfio com acetonsa
produz uma por¢sio €-N-isopropilo em que a reacgfio com for-
maldefds produz uma porcfo €-N-metil.

L sintese de Ac~D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-
(isoyroPil)Lys-Phe-(isoprOpil)Lys-Pra-D-Ala-NHQ estéd deseri

ta a seguir.

A resina de Ac-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser(Bzl)-Tyr,
~D-Lys (FHOC ) ~Phe-D-Lys (FIOC )-Pro-D-Ala-benzidrilamina(Bzl =
=benzil; FMOC = fluorenilmetiloxicarbonil) preparou-se por
nétodos padrsio num sintetizador de Beckman 990B sutomético
de peptidos utilizando TFA a 3%3% (4cido trifluorocacético)
para remog¢do dos grupos protectores «-Boc. Os grupos protec
tores €-FMOC nos residuos Lys sZo completamente estdveis pgl
ra estas condigles dcidas e para os passcs de neatralizacho
subsequentes com 10% de trietilamine em clorofdrmio. A resi
na foi depois tratada com 50 ml de uma solug®o a 50% de pi-
peridina DMP (dimetilformamida) durante cerca de 12 horas
para remover o0s grupos protectores FMOC dos resfduos Lys.

Para se fazer reagir os grupos livres e-amino
dos resliduos Lys, a resina (0,25 mmole) foi misturada com
5 ml de acetona e 1 mmole de cianoboro-hidreto de sddio em
IMP/1% de 4cido acético adicionado. A mistura de resina foi
depois agitada até se tornar negativa para a reacgso de ni-
nidrina (cerca de 3 horas); a reaccgfo de ninidrina negativa
indicou gue 0s grupos €-amino livres se converteram em gru-
pos N-isopropil amino.

4 resina foi depois clivada & partir do suporte
por tratementa com HF/anisol e purificada sob condicBes pa-

dr8o para produzir o polipeptido desejado.

Ac-D-Nal-D-Phe-D-Phe-Sgr-Tyr-D-Lys(isopropil)-

-11-
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Phe-Arg-Pro-D-ila—-amida; N-acetil-D- -Nal-D-Phe-D-Phe-Ser- |
Tyr-D—(ciclepentil)Lys—Phe-Arg—Pro-D—Ala-NHz; ¢ N-acD-(ci~
clopentil)Lys—Phe—(ciclopehtil)Lys—Prc-D—Ala—NH2 580 prepa-
rados de um modo andlogo utilizando modificacBes apropria-
das do processo descrito atrés.

Tegte

Um decapeptido da invencZo pode ser testado pe-
la sua capacidade de reduzir o tamanho de um ou mais dos sg
guintes tumores dependentes de hormonas: 0 tumor da mama hu
mano MCF-T7, o tumor ductal papilar de murina MXT ou ratasa-
na MT/W9A-S e o adenocarcinoma da préstata R3327 de Dunning
de ratasana ou DU/145 humano. Os nimeros de cddigo BIN-2000
utilizados nas Tabelas e Figuras referem-se aos seguintes
decapeptidos:

BIl-21003: p-Glu-His-Trp-Ser-1yr-D-Trp-Leu-Arg
-Pro-Gly-NH2
BINM-21006: p-Glu-His-Trp-Ser-2yr-D-Fhe-Leu-Arg
-P:co—Gly—NH2
BIN-21009: N-ic-D-p-Nal-D-P-Cl-Phe-D-Phe-Ser-
-Tyr-E—Arg—Phe—Arg—Pro-D—Ala—NH2
BIM-21011: N-Ac-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-
-Arg-Phe-Arg-Pro—D—Ala—NH2
BIM-21023: N-Ac-D-B-Hal-D-p-Cl-Phe-D-Trp-Ser-
—Tyr—D—Arg—Phe-Arg—Pro-D—Ala—NHz
BI#-21024: N-Ac-D-B-Nal-D-Phe-B-Phe-Sér-Phe-D-
—Arg-Leu-Arg—Pro-D—Ala—NHz
BIM-21025: N-Ac-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-D-
-Lys(benzil)-Phe-Arg-Pro-D-ala-Nh
BIIM 21026: N-Ac-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-iyr-
-D-Lys(ciclopentil)-Phe-Lys(ciclo-
pentil)-Pro—D-Ala—NH2

2
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BIM-23014C: D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-
—Thr—NH2

BIKM-2103%2: N-acetil-D-B-ilal~D-Phe-D-Phe-Ser-
~Tyr-D-(ciclopentil)Lys~Phe-Arg-Pro
-D-Ala-NHZ;

Tumor Mamdrio Humano MCF-T

Os ratinhos fémea CDF-1 foram implantados com
o tumor mamério humano (MCPF-7) sob as cédpsulas dos rins no
dia 0. No dia 1, os animais foram injectados por via subecu-
ténea com BIII-21009 uma vez por dia durante 6 dias. O grupg
de controle negativo recebeu veiculo apenas e o de controle
positivo foi ovariectomizado no dia O.

0 Quadro 1 apresenta os resultados da experién-
cia 1, em que as injeccles subcuténeas didrias de BIK-2100¢
(25pg) durante um periodo de 6 dias decresceram o tamanho
do tumor para 28% (a mencs que se estabeleca de outro modo,
os resultados em percentagen sZo relativos ao controle trad
tado com vefculo). Este efeito foi semelhante ao obtido po1
ovariectomia (~-33%).

0 Quadro 2 apresenta os resultados da experiénd
cia 2, em que as injeccles subcuténeas didrias de BIN-2100¢
(10 npg) darante um perfodo de 6 dias diminui o tamanho do
tumor para 28% do tamanho do tumor de controle tratado com
o velculo. lesmo para uma dose de 1 pg, BIH-21009 reduziu
5 tamanho do tumor para 53% do tamanho do tumor de eontro-
le. Estes efeitos foram mais fracos do que os efeitos de
ovariectomia sobre o tamanho do tumar (redugZo do tumor pa
ra 5% do tamanho de controle).

0 Quadro 2 também mostra que, para ums dosagem elevada 98
superagonistas LHRH BII-21003 e BINM-21006 nZio insensibili-
zam 05 receptores LHRH da pituitdris do rato.

-13-
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0 Quadro 3 apresenta os resultados da experién-
cia 3 em que as injeccles subcutfneas didrias (25 ng) dos
antagonistas LHRH BIN-21023, BIH~-21024, BIE-21025 e Bll-
-21026 durante um periodo de 6 dias d&o origem a um decres-
cimento da gema do tamsnho do tumor de 29%, 1l%, 12% e 8%,
respectivamente, do tamanho de controle.

Un peptido de controle que é uma somatostativa octapeptido
andlogo, Somatuline (BIN-23014C), para doses de 2 ng, 10 ng
ou 50 mg reduziu o tamanho do tumor para 45%, 32% e 10%,
respectivamente, O peptido BIM-21032 pode também ser trata-
do no sistema como se mostrou atrés.

Carcinoma Ductal Papilério Mamério de

Wuring MXT ou Adenocarcinome de RBata«-
sana MT/W9A-S

Os ratinhos fémea ou ratasanss foram implanta-
dos por via sucutfnea com carcinomg papildrio ductal mamé-
rio de nmurina MXT ou com adenocarcinoma mamério de ratasang
MT/W9A-S, respectivamente, no dia 0 e injectou-se uma vez
diariamente por via subcut@nea com vérias doses de BIN-2100
do dia 1 ao dia 37. Os grupos de controle negativo recebe-
ram o velculo apenas e os de controle positivo foram ove-
riectomizados 5 dias antes de implantagfio do tumor.

0 Quadro 4 e a Pig. 1 mostram que BIN-21009 ind
duziu um efeito inibitdrio de crescimento de tumor altamen-
te significativo (-95%) sobre o carcinoma mamério sensivel
a0 estrogenc MAT no ratinho que foi melhor do que o efeitg
de ovariectomia sobre o crescimento 4o tumor(-84%). A Fig.
1 também mostra o efeito estimulante do agonista BIM-21003
sobre o crescimento do tumor visto que os receptores LHRH
da pituitéria do ratinho n8io sHo insensibilizados pelo su-
peragonista LHRH quando em oposig8o para ratasanas ou huma-
nos.

-14-
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0 Quadro 5 mostra que BIN-21009 induziu uma re-
ducZo considerdvel no peso do Gtero (-27%) compardvel & dos
animais ovariectomizades (-85%). Os pesos dos ovérios e da
pituitdria foram também significativamente reduzidos (-47%
e -35%, respectivamente). A Pig. 2 mostra que BINM-21009 pas
ra una dose de 25 ng reduziu de modo significativo o tama=
nho do tumor mas n#o a extensfo de controle de castragdo e
mostra que a dose de BIM-21009 é proporcional zo tamanho de
redugso do tumor. A Pig. 3 mostra que o tumor mamdrio de my
rina MXT sensivel ao estrogeno escapa aos efeitos inibitd-
rios de crescimento de castragfo e que BII-21009 para uma
dose de 50 ng reduz o tamanho de tumor e retarda deste modo
0 escape. A Fig. 4 mostra que o adenocarcinoma mamirio de
ratasana sensivel ao estrogeno HMT/W9A escapa aos efeitos de
ovariectomia e que uma dose muito elevada de BIl-21009 (250
nug) reduz o tamanho de tumor e retarda deste riodo o escape.

Adenocarcinoma da Prdstata R33%327 de

Dunning da Ratasana ou Humano DU/145

Implantaram-se ratinhos machos nis atfimicos
por via supercutfines com xeno-enxertos do tumor da présta-
ta humana DU/145 e ratasanas de Copenhaga masculinas por
via subcutfnea com o tumor da préstata da ratasana de Dun-~
ning R3327. Os grupos de controle negativos receberam ape-
nas vefculos e os de controle positivo foram castrados no
32 dia ou 9992 dia pds-implante, para o tumor humano ou de
ratasana, respectivamente.

Os niveis de testosterona de plasma foram determinados nos
animais na altura do sacrificio. Os resultados na ®ig. 5
mostram que, no dia 33 pds-implante, BIli-21009 para uma do+
se de 12,5 ng diariamente durante 30 dias reduziu de modo
significativo o tamanho médio do tumor da prdstata humans,
mesmo embora o tumor nZo seja sensivel a castracdo.

Os resultados no RJuadro 6 e HFig. 6 mostram que BII-21009
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aduinistrado primeiro no 99° dia pds-implante e depois dia-
riemente, por via subcuténea, durante 68 dias & animais t0-
lerando bem, estabeleceu o desenvolvimento dos tumores da
rréstata de Dunning R3327, inibiu o crescimento de tumor em
41% na dose mais elevada testada (20 ng/ratasanz).
Os niveis de testosterona de plasma neste dois grupos foran
nulos enquanto que para uma dose mais baixa (5 ug/ratasana)
os niveis de hormona foram semelhantes aos obsevados nos -
grupos traztazdos com vefeculo (0,87 ung/ml e 0,71 ng/ml, res-
pectivamente); n%o se verifica nenhum efeito significativo
no crescimento do tumor para esta dose.

Os resultados no Quadro 7 mostrar que BIM-21009G
para uma dose de 20 ug reduziu o peso de toda a prdstata,
da prdéstata ventral e dos testes (-85%, -53% e -68%, respec
tivamente).

Oe resultados no Quadro 8 mostram que , guando
BIN-21009 foi em primeiro lugar administrado mais cedo &s
ratasanas de Copenhaga tolerando o tumor da prdéstata R3327,
isto &, em 15 dias em vez de 99 dizs pds-implante (a castra
¢80 de controle foi também realizada 15 dias pds-implante)
o tamanho do tumor foil reduzido até uma exbtensifo maior do
que o 4o grupo de controle de castracfio 96 dias pds-implan-
te.
Nas Figs. 7 e 8, administrou-se BIM-21009 diariamente duran
te 10 a 30 dias pds-implante do tumor.
Ce resultados mostram que os tumores da préstata da ratasa-
na sensivel ao androgeno (2PR-121D(1)/S) e resistente ao an
drogeno (2PR-121D(1)/R) respondem a BIM-21009 para uma dose
de 50 ag por reducZo no tamanho do tumor. Esta reduclo é:de
um grau mailor do que o observado pars 9 grupo de controle
de castracto.
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UtiligacHo

Quando administrados a um mamifero (por exemplo
por via oral, intravenosa, parenteral, nasal ou atravéds de
supositério) os decapeptidos sfo eficazes na inibic&o da 1j
bertag8o de IH induzido por ILH-RH.

Us decapeptidos da invencg#o podem ser utiliza-
dos para o tratamento da puberdade precoce, de tumores de-
pendentes de hormona (por exemplo, tumores nos testiculos,
nos ovéirios , na mauma, prostdticos malignos e benignos),
hirsutismo, acne, amenorreia (por exemplo, amencrreia secun
déria), endometriose e doengas cisticas mamérias e de ové-
rios; o decapeptido perticular descrito atréds é particulard
mente eficaz na prevenc#o do crescimento de tuiores mamd- |-
rios. Os decapeptidos podem também ser utilizados para regy
lar a hormona (LH) de luteinizagBio de gonadotropina da meng
pausa humana e hormona estimuladora de follculo (FSH) duran
te os perfodos de perimenopausa e pds-mencpausa ng mulher.
Us decapeptidos podem também ser utilizedos como contracep
tivos em fémeas e como um abortivo.

Em geral, para as utilizacBes descritas atrés,
08 decapeptidos podem estar em quantidades compreendidas ep
tre 0,001 e 5 mg/Kg de peso de corpo. De preferéncia, para
terapia humana, 0 ingrediente activo serd administrado na
gama compreendida entre cerca de 0,01 e 1 mg/Kg/dia, de pre
feré&necia 25-250 meg/Kg/dia; e para terapia animal, o ingre-
diente activo serd administrado na gama compreendida entre
0,1 e 1 mg/Xg/dia. Bsta administracBio pode ser acompanhada
por uma simples gdministracfo, por distribuicBo durante v
rias aplicagles ou por libertagBo lenta com vista a atingir
08 resaltados mais eficazes. De preferéneia, para a inter-
rupg8o do calor ou prevencso da gravidez em animais, a dose
esté compreendida entre cerca de 1 g 10 nz/Kg, administradg
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como uma dnica dose.

A dose exacta e 0 regimen de administracfo des-
tes compostos e composi¢Oes dependem necessariamente das
neceseidades do assunto individual g ser tratado, tipo de
tratamento, e grau de aflicfo ou necessidade. Im geral, a
administrac8o parenteral necessita de dosagem inferior i
dos outros métodos de administracio que sZo mais dependen-
tes ds absorcio.

Os decapeptidos e os antagonistas LH-RH em ge-
ral, poden também ser utiligzados pars tratar doentes imuno-
deprimidos visto que a castracgfo quimica pode restaurar o
timo e depois estimular o sistema imune. Ixemplos de antagg
nistas adiciongis LH-RH s#o descritos em Coy, U.H3. Pat. n?
4 647 653, incorporada aqui por referéncia e Coy et al.,
U.S. Pat. n® 4 431 635, previamente incorporada por referén
cia. Os antagonistas LH-RH rejuvenescem o timo guando admi—
nistrados como se descreveu atréds.

As composicgles podem ser administradas conveni-

entemente s0b & forma de dosagem unitéria e podem ser prepsd.

radas por guaisquer dos métodos bem conhecidos na técnica

farmacéutica, por exemplo, como se descreveu em Remington's

Pharmaceutical Sciences, i'ack Publishing Company, Easton,

PA., 1970. Ais formulagBes para administrecZo parenteral po-{:

dem conter como excipientes comuns &gua esterilizada ou so-
lugSes salina, alguileno glicois tals como propileno glicol
polialquileno glicois tais como polietileno glicol, dleos
de origem vegetal, naftalenos hidrogenados, e andlogos. For
mulagles para administragfio vaginal ou rectal por exemplo,
supositérios, podem conter como excipientes, por exemplo,
polizlquileno glicois, vaselina, manteiga de cacau e andlo-
gos. is formulacles para edministracfo nasal poden ser sdli
das e conter como excipientes, por exemplo, lactose ou dex-

-18-
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trano ou podem ser aquosas ou solugles oleosas para adninig
tracfo sob a forma de gotas nasais ou "spray" com contador.
Para administragBo bucal os excipientes tipicos incluem agd
cares, estearato de cdlcio, estearato de magnésio, amido
prégelatinado e andlogos.

I particularmente preferido a administracfo na-
sal dos nona-decapeptidos. A absorgdo através da membrana
da mucosa nasal é aumentada através de dcidos tensioactivos
tais como por exemplo, dcido glicoedlico, dcido edlico, &ci
do taurocdlico, 4cido colBnico, 4cido etocdlico, £cido desg)
xic6lico, 4cido chenodesoxicdlico, 4dcido de-hidrocdlico e §
cido glicodeoxi~cdlico.

Un ou mais dos dcidos ou sals tensioactivos,
mas de preferéncia, um dnico sal dcido aceitavel sob o pon-
to de vista farmac&utico pode ser adicionado ao antagonistd
LIRE em soluc®o ou pd. Sais tensiocactivos aceitévels sob 0
ponto de vista farmacdutico sHo os sais que retém o fendme-
no do azumento de absorc8s do peptido, bem como das caracte-
risticas tensioactivas dos compostos e que nfo sdo pernicig
sas para o assunto em quest®o ou por outro lado contra-indi
cadas. A quantidade de &gentes tensiosctivos utilizados pa-
ra a prética desta inveng8o serfio algumas quantidades que
aumentan & absorcfo dos peptidos LHRH acima 40s outros agen
tes tensioactivos gque também podem aumentar a absorgio dos
peptidos até um certo grau. Verificou-se que essz quantida-
de estéd muitas vezes compreendida na gama entre 0,2 e 15%%.
muitas vezes entre 0,2 e 5% em peso/volume. da soluglBos Prd.
fere-se que o agente tensioactivo esteja presente numa gquay
tidade compreendida entre cerca de 0,5 e 4% ew peso/volume,
de 1odo conveniente 1% em peso/volume, de preferénecia 2% en
peso/volunme.

T Outres formas de realizagfio encontram-se nas sg
guintes reivindicagles.
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QUADRC I

s,
A

EFEITO DE BINM-21009 SOBRE O CRESCIHENTO

DO _CARCINOMA HMAMARTO HUMANO HMCF-7 T RA

Grupo Dose Disria Variacfio rio Ta-

’ por_ Rato manho fo Tumor (mm)
Vefculo - 0.60%0.54
Ovariecto~-

mizado -— -0.20%0. 46%%
BIN-21009 25ug -0.17%0.75%
*¥ P <0.05
*x P <0.01
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QUADRO 8

TUMOR DA PROSTATA

Ref: Biomeasure-LHRH Antagonist II CIP 4

TAMANHO DO TUMOR 96 DIAS APGS A IMPLANTAGAO DO -TUMOR
AX-BIM-21009 INICIADO 15 DIAS APOS A IMPLANTAGXO
CASTRAGAZO NO 152 DIA APOS A IMPLANTAGAO
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Ref: Biomeasure-LHRH Antagonist II CIP &
(00537/019006) 15,07 99y

'[Z/{_,Lfg
; /
-REBEIVINDICALCOZES -

18, -~ Processo para a preparacic de decapepti-
dos de fdérmula:

Heficttop2epd-gertno 40 5T ;8 39 410
em que cada Al, A% ¢ 47 independentemente é D-p-Nal, D-p-X-
-Fhe (em que X é halogéneo, H, NH,, OH ou alquilo 01_3); X
é p-X-Phe (em que X é halogéneo, H, NI, NO,, OH ou alguilo
Cy_5)3 A% ¢ D-Lys, D-Arg, B-Nal, D-P-Nal, D-Trp, D-p-X-Fhe
(em que X é halogéneo, H, NH,, NO, ou alquilo 01_3) ou D-
~-Lys-€=-NH-E (em que R é H, uma cadeia linear ou remificads
ou um grupe ciclo-alquilo C;=Cyq ou um grupo arilo); 2l ¢
p-X-Phe (em que X é halogéneo, H, MH, Nﬂz, 0H, 02F5 ou al-
gquilo 01_3), ciclo-hexilalaning ou Trp; ° 58 ¢ irg, Lys ou
Lys-€~NH-R (em que R é H, uma cadeia lirear ou remificada
ou um grupo ciclo-alquilo G;-Cy4 ou um grupo arilo); ad ¢
Pro; e 419 ¢ D-ala-mH,, Gly-TE,, D-Ser, ou D-Ser-NH,; com 4
condicgo de ,pelo mencs, um de Ae ou A3 ser D-Fhe ou D-Tyr;
e ainda com & condigZoc de , pelo menos, um de A6 e AB ser 0
seguinte: 8 ser D-Lys-€-lH-R (em que R é um grupo cilelo-
-alquilo 01-010); A% ser Lys-€~NH-R (em gque R é um grupo ci
clo-alquilo cl—clo) ou um sal aceitdvel sob o ponto de vis-
ta farmac8utico correspondente, caracterizado por Se fazer
as modificacgles apropriadas do seguinte método sintético pa
rz 8 preparagio de N-Ag-D-B-Nal-D-Phe-D-TPhe-Ser-Tyr-D-arg-
-The-Arg-Pro-D-Alg:

1- preparagfo da resina N-acetil-D-B-Nal-D-Phe-D-
-Fhe-benzil-Ser-Iyr-D=-togil-Arg-Phe~Tosil=Arg~Pro-D-Ala-ben
zidrilamina colccando num vaso da reac¢fo a resina benzidrg
lamina-polistireno sob a forma de i%o cloreto para se obter
o seguinte ciclo de reacgfo: (a) 0H2012; (b) 33% de &cido
trifluoroacético en GH2012 (2 vezes durante 1 a 25 minutos
cada); (c) CH,Cl,3 (d) etanol; (e) CH,C1,3 (f) trietilaming

-28=
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Ay
/

en CHGlB; e (g) CH,CL,.

2~ agitaclo da resina neutralizads com alfa-t-buto
xicarbonil (BOc)-D-ila e diisopropilcarbodiimida em CH,C1,
durante 1 hora sends a resina do aminodcido resultante ci-
clizada atrsvés dos passos (a) a (g) descritos atrés,

3- apds remog¢Ho do grupo N-terminal Boc, a resina
peptido benzidrilamins é neutralizada e acetilada mediante
tratamento com 5% de dcido acético em CH2012. 4 resina é de

pois lavada com CH30H e seca a0 ar.

28, - Processo de acordo com a reivindicagBo 1,
caracterizado por se misturar a resina de decapeptido prepa
rada com wmna solugfo de =znisol, ditiotreitol e fluoreto de
nidrogénio e se agitar a 0°C durante 45 minutos.

58, - Processo de acordo com as reivindicagdes

anteriores, caracterizado por se evaporar o fluoreto de hiw : .

drogénio sob correante de nitrogénio, se precipitar o pepti-
do lavando-o de seguids com éter.

42, — Processo de acordo com a reivindicag¢®o 1,
caracterizado por se preparar um peptido em que A6 é D-Lys-
-€-NH-R (em que R é um grupo ciclo-alquilo(cl_lo).

58, - Processo de acordo com as reivindicagles
1l ou 4, caracterizado por se preparar um peptido em que A
¢ Lys-€-NH-R (em gque R é um grupé ciclo-alguilo 01‘019)'

6. -~ Processo de acordo com a reivindicacgHo 4,
caracterizado por Al-ﬂlo ser N-acetil-D-B-Hal-D-Phe-D-Phe-

-Ser-Lyr-D-ILys (eiplopentil)-Phe-img-Pro-D-Ala-mzz.

78. - Processo de acordo com as reivindicagles

4 ou 5 , caracterigado por Al-A10 ser N-acetil=-D-B-ITal-D-

~The-D-Fhe-Ser-Tyr-D-Lys(ciclopentil )-Phe-Lys(ciclopentil)-

-29-
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;&

A
—Pro-%—ﬂla—NHZ-

88, -~ Processo de acordo com & reivindicag®o 1,
coracterigado por se preparar N-icetil-D-pg-Nal-D-Phe-D-FPhe~
—Ser-Tyr—D-Arg—Phe-(isoPrOpil)-D—Lys—Pro-D—Ala—NHz.

9g, -~ Processo de acordo com a relvindicagfo 1,
caracterizado por se preparar N-acetil-D-P-lal-D-Phe-D-Phe-|
~Ser-Tyr-3—Bys{benzil)—Phe—Arg-Pro—D—Ala—NHZ.

108, - Processo de acordo com a reivindicacZo 1,
caracterizado por se preparar N-acetil-D-p-Nal-D-Phe-D-Phe-
Ser—Tyr-D-Lys(clorobenzil)-Phe-Arg—Pro—D—Ala—HHg.

11%, - Processo de acordo com a reivindicagfo 1,
caracterizado por se N-acetil-D-B-Nal-D-Phe-D-Phe-Ser-Tyr-
~D-Lys(heptil)-The-Ar g~Pro-D-Ala-TH,.

128, - Processo de acordo com a reivindicagfio 1,
caracterigado por se preparar H-acetil-D-B-Ngl-D-Phe-D-Phe-

—Ser-Tyr—D—Arg—Phe-Lys(t4buti1metil)—Pro-D—Ala-NHz.

1%2, - Processo de acordo com a reivindicac#io 1,

caracterizado por se preparar N-acetil-D-B-Nal-D-Phe-D-Fhe-
—Ser—Tyr—D—ﬂrg—Phe—Lys(4—metil-benzil)-Pro—D—Ala—ﬁHze

148, -~ Processo de acordo com a reivindicacfio 1,
caracterizado por se preparar N-acetil-D-pP-llgl-D-Phe-Ser-
—Tyr-D-Arg—Phe-Lys(benzil)-Pro«D—Ala—EHz.

158, - Processo de acordo com a reivindicagBo 1,
caracterizads por se preparar H-acetil-D-B-Nal-D-p-Dl-Phe-
-DmTrp-Ser—Tyr-D-NHQ—Phe—Phe-(iSOpropil)Lys~Pro~D«Ala—ﬁH2.

162, - Processo de acordo com & reivindiesagdo 1,

~30-
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caracterizado por se preparar N-acetil-D-B-Nal=D-Phe=D-Fhe-
-Ser-@yr-D—Lys(heptil)-Phe-Lys(heptil)—Pro-D-A1¢—WBQ

178, - Processo de acordo com a reivindicacio 1,
carzcterigado por se preparar N-acetil-D-B~llal-D-Phe-D-Phe-
~-Ser-Tyr-D-Lys{l-hutilpentil)-Phe-Lys{l-butilpentil)-Arg-
~Pro=-D-Ala~- JHz

188, - Processo para a preparacio de uma composii
¢&o terapéutica psrs inibir a libertacBo induzida de IH-RH
‘de hormonas sexusis, caracterizado por se misturar uma quan
tidade eficaz do decapeptide preparado de acordo com a rei-
vindicagfio 1 com um vefculo aceitdvel sob o ponto de vista
farmac8utico.

198, -~ Processo de acordo comg:reivindicacio 18,
caracterizado por se utilizar uma quantidade eficaz de decad
peptido compreendida entre 0,001 e 5 mg/Kg de peso corporal
de preferéncia entre 0,01 e 1 mg/Ks/die para terapia humeng
e U,1 a 1 mg/kg/dia para terapia animal.

208, - Processo de acordo com a reivindicagHo ay
terior, caracterizado por a administragBo do composto acti-
vo poder ser uma Unica administracfio, uma distribuicZo du-
rante virias aplicag¢Bes e uma adninistraclo de libertacZo
lenta com vista a obter og resultados mais eficaszes.
Lisboa, 150UTI990

Por THE ADIIINIBTRATORS OF THE TULANE EDUCACIONAL FUND
O AGENTE OPFICIAL

M EE

Ageaie Oficlai
ds Propriedade Indusiriol
Caniério - Arco da C@ncss;lo, 3, 1.5-1706 WA
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