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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo ,

Estes compostos tem actividade do
tipo somatostatina e compreendem um andlogo peptidico da so-

matostatina ligado a uma &ncora catidnica.

0 presente invento diz respeito a

um processo para a preparacdo de compostos com a fdérmula

o N

SYNTEX (U,S.A.) INC.

"PROCESSO PARA A PREPARA§§O DE COMPOSTOS FARMACEUTICOS QUE
COMPREENDEM UM ANALOGO PEPTIDICO DA SOMATOSTATINA"
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onde, X é uma &ncora do extremo-N

Y é uma &ncora do extremo-C, G-I ou &lcool G-I; em que

pelo menos um de X € uma &ncora caridnica;
D é Fen, Tir, pF-Fen, pCl-Fen;

E é Lis ou Lis (Rl) onde Rl’é um alguilo inferior ou

fluoroalquilo com 1 a 8 Atomos de carbono;

F é Tre, Val, Ser.

Os referidos compostos podem ser
pbtidos por exemplo por remocao de grupos de um compostos da

férmula

by a--x--c'ys--D--n-T:p--E--F--Cy's —-Y--(S),
2, 13
@y B |,
@4y

onde X, Y, D, E e F sdo como definidos atrés;

1 2 3

P P™, P e P4 sdo grupos protectores onde Rl é um pro

tector de (K-amina, P2 é um grupo protector de hidroxilo, P3
é um grupo NIN—protector e P4 é um grupo protector de g-ami-
na;

S é um grupo protector de carboxilo; e a, b, c, 4, e, e
£ sdo0 numeros inteiros iguais a 0 ou 1, desde que todos de a

a £ ndo sejam 0.




CAMPO DO INVENTO;. - .

Este invento estd relacionado
com compostos farmac@uticos que apresentam actividade do tipo
somatostatina, com o método de preparacdo de tais compostos
e sua utilizacdo na regulagio da secrecdo de hormonas no cor-
po. Em particular, os compostos farmacéuticos sdo andlogos da
somatostatina compreendendo um &ncora catidnica ligada a um

peptideo ciclico do tipo somatostatina.

FUNDAMENTO DO INVENTO

’

A somatostatina é um composto na-

tural da fdérmula:

|
Ala—Gly—Cys—Lys—Asn-Phe-Phe—Trp—Lys—Th;-Phe-Thr—Ser—C&g-OH

Sabe-se que a somatostatina tem poderosos efeitos biolégicoé
como hormona inibidora em muitos tecidos. Por exemplo, a soma-
tostatina bloqueia a secrecdo da hormona de crescimento pela
pituitdria, a secreg8o de 4cido gastrico e pepsina pela parede
interior do estdmago e libertacdo de glucagon e insulina pelos
ilhéus pancredticos. A somatostatina também actua para inibir
a absorcao de glucose, aminodcidos e gbrdura pelo tracto gas-
trointestinal (GI) assim como inibe a motilidade de GI.
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Devido a somatostatina natural
ter uma duragdo de acg¢do muito curta no corpo, tem sido fei-
tas tentativas para criar compostos com actuagdo prolongada
e mais potentes do que a somatostatina mantendo ao mesmo tem-
po as caracteristicas da somatostatina, i.e. compostos do
"tipo somatostatina". Modifica¢des da sequéncia de aminodci-
dos de somatostatina resultou nalguns casos num aumento de
poténcia, duracdo de acgdo, especificada relativa e outras

caracteristicas desejdveis.

Compostos "tipo somatostatina"
para usar como inibidores da secrecdo da hormona de crescimen-
to estdo descritos na Patente U.S. N2 4 291 022 saida em 22 de
Setembro de 1981. Os compostos s3do derivados da somatostatina

natural.

Andlogos da somatostatina compre-
endendo um hexapeptideo aciclico no qual sete dos aminoacidos
do anel da somatostatina foram eliminados estdo descritos na
Patente U.S. N@ 4 310 518 publicada em 13 de Janeiro de 1982.
Os compostos inibem a libertagdo de hormona de crescimento,

insulina e glucagon.

Hexapeptideos ciclicos e somatos-
tatina ciclica composto para usar no tratamento de hipersen-
sibilidade imediata estdo divulgados no Pedido de Patente
Europeia 0 222 578, atribuida & Merck & Co. Inc. Antilizacdo
de andlogos da somatostatina no tratamento de doencas derma-
tolégicas estd descrito no Pedido de Patente Europeia 0 175 644
atribuido a Sandoz AG.

Cai, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 83: 1896 (1986) descreve um andlogo octapeptidico da soma-
tostatina que apresenta duracgdo de acgdo prolongada na inibi-
cdo da libertacdo da hormona de crescimento comparada com a
somatostatina. Também foram apresentados mostrando alguma ini-

bicdo do crescimento de tumores.




Bauer et al., Life Sciences 31:

1133 (1982) descreve andlogos especificos da somatostatina
apresentando accdo prolongada e um aumento de trés vezes na
poténcia relativamente & somatostatina na inibic3o de secre-
¢do da hormona de crescimento. Os octapeptideos descritos fo-
ram especificamente modificados nos residuos de cisteina da
molécula e verificou-se terem particular importincia no trata-

mento de acromegalia.

A patente dos Estados Unidos N@
4 342 671 publicada em 3 de Agosto de 1982 descreve andlogos
da somatostatina com modificagdes selectivas em certas posi-
¢des dentro do peptideo. Os andlogos da somatostatina modifi-

cados mostraram ter a mesma actividade da molécula nativa.

Kurashima, et al., Life Sciences

41: 1011 (1987) descreve os efeitos de andlogos octapeptidi-
cos da somatostatina altamente potentes relativamente a li-

bertagdo de hormona de crescimento, insulina e glucagon.

Redding e Schally, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80: 1078 (1983) descreve a utilizacdo de ana-

logos da somatostatina na inibic¢do do crescimento de condros-

sarcoma transplantdvel de rato.

Moreau et al., Life Sciences 40:

419 (1987) proporcionou uma mini-revis3o recente do trabalho
que estd a ser conduzido na drea da somatostatina e de andlo-
gos da somatostatina. Foram discutidos os avancos terapéuti-

cos e estudos farmacoldgicos a decorrer.

No presente invento, a adicao de
uma ancora catidnica provocou um aumento da duracdo de accio
e aumentou grandemente a especificidade da accdo. A ancora
catidénica do presente invento é da classe de N'alquil-amino-
dcido bésico, natural e ndo natural. O uso de aminodcidos ndo
naturais da classe de NV alquil-aminoadcidos incorporados nos
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andlogos antaghdsticos da hormona de libertac3o da hormona
luteinizante (LH-RH) como meio de estabilizar uma hipotética
interacgdo de fosfolipidos de membrana foi recentementerdes—
crito, Nestor, et al., J. Med. Chem. 31: 65 (1988). No entan-

to, a incorporagdo da adncora catidnica numa estrutura andloga

da somatostatina foi jd anteriormente descrita. Existe evi-
déncia cientifica que sugere a especificidade da interaccio
ligando-receptor como pcdendo envolver a interaccdo do ligan-

do e fosfolipidos da membrana. (Schwyzer, Biochemistry 25:

6335 (1986). A adicdo de &ancoras catidnicas aqui descrita
para os peptideos ciclicos do tipo somatostatina resultou
numa poténcia, duracdo de accl3o e selectividade de écgéo mui-

to maiores.

’

SUMARIO DO INVENTO

O aspecto chave dos compostos
deste invento é a combinacdo de uma &ncora catidnica ligada
a um peptideo ciclico tipo somatostatina, directamente ou
através de um espacador. Como resultado da ligacdo da &ncora
catidnica, os compostos do invento apresentam maior activida-.

de, duracdo de accdo e especificidade.

Uma realizag¢do do invento é um

composto da fdérmula

|
X—Cys-D-Q-Trp—E—F—CyL—Y (I)




e seus sais farmacéuticamente aceitdveis onde,

X é uma &ncora do extremo N:

Y é uma &ncora do extremo C, G-I ou dlcool de GI; onde

pelo menos um dos X e Y é uma Ancora catidnica;
D é Fen, Tir, pF-Fem, pCl-Fen;

E é Lis ou Lis(Rl) onde Ry é um alquilo inferior ou

fluoroalquilo com 1 a 8 &tomos de carbono;

F é Tre, Val, Ser;

G é a configuragdo D ou L de Tre, Fen ou Nal(2); e

I é -OH, -NHR2 onde R2 é H ou um substituinte seleccio-

nado entre Ry atras.

Uma outra realizagdo do invento

é um composto tipo somatostatina da fdérmula:

X—Clys-Lys-Asn—Phe—D-QTrp-E-F—Phe-Thr-Ser—Cyls -Y
(I1)

e seus sais farmacéuticamente. aceitaveis onde,
X é uma &ncora do extremo N:

Y é uma ancora do extremo C, G-I ou alcodl de G-I:; em

que pelo menos um dos X e Y é uma ancora catidnica;
D é Fen, Tir, pF-Ten, pCl-Fen:

E é Lis ou Lis(R;) onde R; é um alquilo inferior ou

fluoroalquilo de 1 a 8 &tomos de carbono:
F & Tre, Val, Ser:

G é a configuragdo D ou L de Thr, Fen, Nal(2), ou (Gli%




emé 0 a 3; e

I é -OH, -NHR, onde R, é H ou um substituinte selec-

2
cionado entre Rl atras.

Ainda numa outra realizagdo do
invento & descrito um método para a preparacdo dos compostos
do invento e seus sais farmacduticamente aceitdveis. O méto-
do caracterizado pela remocdo de grupos protectores e, facul-
tativémente, suporte sélido covalentemente ligado de um poli-
peptideo protegido para dar um composto, em que © composto
compreende: (a) um peptideo ciclico tendo actividade tipo so-
matostatina e (b) uma &ncora catidbnica ligada a um ou a ambos

os residuos cisteina do peptideo.

Em particular, os métodos para a

preparagdo de um composto da férmula:

X—Cyls—D-n—TrP-E-F-Cyls‘Y (1)

e seus sais farmac@uticamente aceitdveis, onde X, ¥, D, E e

F s3o como definidos atrds; caracterizam-se por:

(a) remocdo de grupos protectores de um composto da

férmula:
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e

<pl)a--x--cks--D--n-rrp--E--F--cfs--Y--(s)f

@b, @), [@h,
@4,

onde,
X, Y, D, EeF sdo como definidos atras:

l, Pz, P3 e P4 sdo grupos protectores em que Pl é um

P
grupo protector de (-amino, P2 é um grupo protector de hidro-
xilos, p3 € um grupo NIN—protector e P% é um grupo protector

de g-amino. ’
S é um grupo protector de carboxilo: e

a, b, c, d, eef é cada um, umn nimero inteiro igual a

0 ou 1, desde que todos de a a £ n3o sejam 0; ou

(b) remogdo simultédnea dos grupos protectores e de um

suporte polimérico de um composto da férmula:

[ |
b - —¥--Cyg--D--D-Trp--E--F--Cys--T--(§')
a

@9,

@), @,
P

@*




onde,

X, Y, D, E, F, '
paragrafo (a) atrds:

, P

p 2

, B3

4 L
e P° sao como definidos no
cada a, b, ¢, d e e é um inteiro igual a 0 ou 1, desde
que todos de a a e ndo sejam 0: e

S' é um suporte polimérico:

férmula:

(c) remogdo de um suporte polimérico de um composto da

S

X——Cys--D-—DrTrp--E--F--Cys--Y__(S-)

em que,

(b) atrds; ou

X, Y, D, E, F, e S' sdo como definidos no paragrafo

(d) oxidacdo de um composto da fdérmula:

X-—Cys--D--D-Trp-—E--F—-CTs—-Y
SH

SH
em que

atrds; ou

X, Y, D, E eF sdo como definidos no pardgrafo (a)
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(d3 convers3o de um composto da formula I num seu sal
ou :

farmacéuticamente aceitdvel
(e) conversdo de um sal do composto da f£érmula I num

ou

outro sal farmacéuticamente aceitivel
(f) conversdo de um sal do composto de férmula I no

peptideo livre: e
os métodos para a preparagdo de um composto da férmula:

_F-Phe-Thr-Ser—Cys-Y (1T)

X—Cys—Lys—Asn—Phe—D-D—Trp—E

’

onde
X, Y, D, EeF sdo como definidos atrds e seus sais

caracterizado por

farmacéuticamente aceitiaveis
(a) remogdo de grupos protectores de um composto de

férmula:

D—D—Trp-E—F-Phe-Thr STr-Cys-Y-(S)

<p )4 l(r %) l %)y,

(P ) —X-C&s-Lys-Asn—Phe—
@), )
(P )e (P ) (P )g




onde,

X, Y, D, EeP s como definidos atrdés

Pl, P2, P3 e P4 sdo grupos protectores
em que Pl € um grupo protector de d-amino, P2 é um grupo
protector de hidroxilo, P3 é um grupo NIN—protector e P4 & um

grupo protector de §¢-amino;

S é um grupo protector de carboxilo; e

cada um de a, b, ¢, d, e, £, g, h e 1 é um inteiro igual
a 0 ou 1, desde que todos de a a i nfo sejam o; ou

(b) remogdo simulté@nea dos grupos protectores e do su~

porte polimérico de um composto da férmula:

]
(P:L ) a—X-Cys-L:irs-Asn—Phe—D—DTrrp-E-F—Phe-—Thr—Ser-gys—Y— (s")
®%, @, @b,
e, e, T @h

%),
g

onde; .
1 2 3. 4 . .
X,Y, D, E, F, PP, P", P "' e P° sido como definidos no

paragrafo (a) atrés:

cada um de a, b, ¢, d, e, £, g e h € um inteiro igual
a 0 ou 1, desde que todos de a a h nio sejam 0: e

S' é um suporte polimérico;
ou

(c) remogdo de um suporte polimérico de um composto da

férmula:
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I :
X-CE;;Lys—Asn—Phe—D-D-Trp—E—F-Phe—Thr-Ser-Cys-Y—(S'

em que,

X, Y, D, E, FeS' sdo como definidos atrds no pardgra-
fo (b); ou

1

(d) oxidac8o de um composto da fdérmula:

X-Cys-Lys-Asn-Phe-D-D-Trp-E-F-Phe-Thr-Ser-Cys-Y

SH . SH

onde,

X, Y, D, E e F sdo coma definidos no pardgrafo (a)
atrds; ou
(d) conversdo de um composto da férmula II num seu sal

farmacéuticamente aceitdvel: ou

(e) conversdo de um sal do composto da férmula II num

outro sal farmac@uticamente aceitdvel:; ou

(f) conversdo de um sal do composto da férmula IT no

peptideo livre.
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Ainda numa outra realizac¢8o do
invento é descrito uma composicdo para o tratamento eficaz
de um individuo em que a composic8o farmacdutica compreende
uma quantidade eficaz de um composto do invento, facultativa-

mente com um veiculo farmacéutico reconhecido.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Abreviaturas e definicdes

Conforme estabelecido atrds e por
conveniéncia na descrigdo deste invento, as abreviaturas con-
vencionais para os varios aminodcidos comuns s3o usadas con-
forme geralmente aceites e recomendado pela IUPAC-IUB Commis-
sion on Biochemical Nomenclature, Biochem J. 219: 345 (1984).
Todas as sequéncias peptidicas aqui referidas foram escritas
de acordo com a convengdo de um modo geral aceite pelo que o
aminodcido N-terminal estd & esquerda e o aminodcido C-termi-

nal estd a direita.

As abreviaturas aqui representa-
das s8o de L-aminodcidos a menos que sejam designados como
D- ou D,L~-. Certes aminodcidos tanto naturais como n3o natu-

rais sdo oquirdlicos, e.g. glicina.

Os aminoacidos nd3o naturais sio
designados como o aminoacido apropriado com o substituinte

entre parentesis. Por exemplo,
Lis(Rl) é lisina com um substituinte R, na w-amina e

Arg(Rl,Rz) e hArh(Rl,RZ) sdo arginina e homo-arginina,




respectivamente, com um substituinte R

' . =15-

a—

no w-azoto e um subs-

tituinte R2 no w'-azoto da fracgdo guanidino.

Abreviaturas especificas de amino-

dcidos ndo naturais ser3o tteis na descric3o do invento. Ami-

nodcidos ndo naturais representativos que podem ser empregues

incluem os seguintes:

Residuo de aminodcido

3-(2-naftil)-alanilo
3-(p-fluorofenil)-alanilo
3-(p-clorofenil)-alanilo
*N,N'—guanidino-dimetil-homoarginilo
*

N,N'-guanidino-(dietil)-homoarginilo

*N,N'-guanidino—(diisopropil)-
-homoarginilo
*N,N’—guanidino-(dipropil)~
-homoarginilo

*N ,N'-guanidino-(di-hexil)-homoarginilo

*N,N'-guanidino-(etano)-

~homoarginilo

*N,N'—guanidino-(propano)—

-homoarginilo

*N,N'—guanidino—bis—(Z,Z,2—
-trifluoroetil)-homoarginilo
a'GN,N'—guanidino—(etil)—~homoarginilo
*N—guanidino;(propil)—homoarginilo

*N—guanidino-(isopropil)-homoarginilo

*N—guanidino-(butil)-homoarginilo

Abreviatura

Nal(2)

pF-Fen

pCl-Fen

Dmh ou hArg (Me)2
Deh ou hArg (Et)2

Dih ou Arg (oPr)2
Dph, ou hArg(Pr)2

Dhh ou hArg(hexil)2

Eha ou hArg(cH,)

2'2

Pha ou hArg(CH2)3

Bth ou
hArg(CHZCF3)2
Meh ou hArg(Et)
Prh ou hARg(Pr)
Iph ou hArg(iPr)

Mbh, ou hArg(Ba)




*N,N'-guanidino—(diciclo—hexil)-

-homoarginilo

*N—guanidino—(heptil)—homoarginilo

*N-guanidino~(etil)—arginilo

*N-guanidino-(hexil,metil)—arginilo
*N—guanidino-(butil,metil)-arginilo

*NE-isopropil—lisina

*N,N’-guanidino—(diisopropil)-arginilo

*N,N'-guanidino—(diciclo—hexil)—arginilo

*N,N'—guanidino—bis(3,3,3,2,2—

~pentafluoropropil Jhomoarginilo

*N,N'-guanidino-(3,3,3,3,3-
-pentafluoropropil )homoarginilo

*NC etil,N®'-(2,2,2-trifluorcetil)-

-homoarginilo

*N,N'-guanidino-(dietil)arginil

*N,N'-guanidinolbis(2,2,2-

-trifluoroetil)-arginilo

Dch ou

Hha ou

~16-

VhArg(ciclohexil)z

hArg (heptil)

Mea ou

Hmh ou

Arg (Et)

hArg (hexil,metil)

Bmh ou

hArg(butil,metil)

Ipl ou
Dia ou

Dca ou

Bph

Fph

Efh

Dea

Bta

lis(iPr)
Arg (:hPr)2

Arg(ciclo-
—hexil)2

Os asteriscos nos aminodcidos n3o

naturais podem funcionar como &ncoras catidnicas de acordo

com este invento.

Os aminodcidos ndo naturais aqui

descritos foram preparados por métodos bem conhecidos e podem

ser usados em solucdo processos de sintese peptidica em solu-

Gdo ou em fase sdélida (Ver, por exemplo, Nestor, et al., supra

(1988)).
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Conforme aqui é usadc o termo "sais
farmacéuticamente aceitdveis" refere-se a sais que mantém a
actividade bioldégica pretendida do composto parental e ndo
conferem quaisquer efeitos tdxicos indesejiveis. S3o exemplos
de tais sais (a), sais de adigdo acida formados com &cidos
inorganicos, por exemplo dcido cloridrico, &cido bromidrico,
dcido sulfurico, &cido fosférico, &cido nitrico e similares:
e sais formados com a&cidos orgénicos tais como, por exemplo,
dcido acético, &¢ido oxdlico, acido tartdrico, &cido succi -
nio, &cido maleico, &cido fumdrico, &cido glucédnico, &acido
citrico, &cido milico, &cido ascdrbico, &cido benzdico, dci-
do paméico, acido tanico, &cido alginico, &cido poligluténi-
co, acidos naftalenossulfénicos, dcidos naftalenodissulfdéni-
cos, acido poligalacturdnico: (b) sais de base formados com
catides metdlicos polivalentes tais como zinco, cdlcio, bis-
muto, bdrio, magnésio, aluminio, cobre, cobalto, niquel,
cadmio e similares: ou com um catifio orginico formado a par-
tir de N,N-dibenziletileno-diamina ou etilenodiamina; ou (c)
combinagdes de (a) e (b), e.g. um sal tanato de zinco e simi-

lares.

0 termo "atquilo" refere-se a um
radical hidrocarboneto saturado de cadeia linear ou ramifica-
da tendo entre 1 e 8 &tomos de carbono. Exemplos de tais gru-
pos alquilo com a corespondente abreviatura incluida entre
parentesis, incluem mas nfo est3o limitados a metilo (Me),
etil (Et), n-propilo (Pr), inopropilo (iPr), n-butilo (Bu),
isobutilo (iBu), sec-butilo (s_Bu), terc-butilo (t-Bu), n-pen
tilo (Pe), n-hexilo (He) ou radicais ramificados com 5 a 8

dtomos de carbono e similares.

Fluoroalquilo refere~se a alquilo
inferior substituido com 1 a 5 Atomos de fluor, por exemplo
CF3CH2—, CFy-, CF,CF,CH,-, e similares.

A abreviatura "N-Ac" refere-se es-
pecificamente ao grupo protector N-acetilo, i.e., um grupo
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acetilo ligado a um residuc de aminodcido terminal no azoto
de amina, em conformidade com a nomenclatura geralmente acei-
te.

Acilo refere~se ao radical orgéni-
co derivado de um acido orgédnico pela remog¢do do grugo hidro-
xilo. De um modo geral, o acilo é ligado a um residuo de ami-

noacido terminal no azoto de amina.

Uma ancora refere-se a uma fraccdo
de aminoadcido cobalentemente ligada e bioldgicamente aceitd -
vel que estd ligada a um dos grupos Cis descrito nos compos -
tos da fdérmula I e II. As fracgdes de aminodcidos derivam de
aminodcidos naturais, tais como alamina, arginina, asporagi-
dina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalamina, prolina,
serina, treonina, triptofano, tironina, valina e similares e
aminodcidos ndo naturais, tais como homocisteira, ornitina,
homoarginina, B-alanina, os aminodcidos ndo naturais referi -
dos atréds e similares. Uma &ncora catidnica terd uma funcédo
com carga positiva e.g. da classe de N Walquil-aminoécidos
bdsicos, os quais podem ser ligados ao peptideo directamente
ou através de um espacador. Exemplos de N "alquil-aminodci -
dos bédsicos incluem arginina, homoarginina, lisina, ornitina
e os aminodcidos ndo naturais com asteriscos referidos atrds,
Quando a ancora catidnica é ligada ao extremo N, um residuo
de aminodcido tipo Tre, um residuo aminodcido hidrofdbico ou
uma outra aficora catidnica podem ser ligados ao extremo C.
Exemplos de residuos de aminodcidos hidrofdbicos incluem gli-
cina, alamina, valina, leucina, osileucina, triptofano, feni-
lalamina, naftiladamina, fenilalanina, halo-substituida e si-
milares. Quando a Ancora catidnica estd ligada ao extremo C,
um residuo hidrofdbico ou uma outra ancora catidnica podem

ser ligados ao extremo N.

Um peptideo ciclico tipo somatosta
tina é uma fracgdo peptidica ciclica tendo actividade de liga
c3o ao receptor da somatostatina ou com actividade bioldgica




—

-19-

tipo somatostatina.

Un dlcool de G-I refere-se ao &l-
cool derivado da fracgdo de aminodcido que G-I representa,

Por exemplo, se G-I £8% Tre-OH, i.e.

-NH-CH-C-OH , o 4lcool
J
HC-0OH
CH3
seria —NH-CH-CHZOH
- HC-OH
CH3

Realizagbes preferidas

Uma das realizag¢des preferidas do
invento é um composto da férmula I ou II em que X é uma &nco-

ra catidnica da férmula geral:

A-(B) -(C)_

onde A é acilo ou H;

’ ’

B é hArgRl,Rz), Arg(Rl,Rz) ou Lys(Rl), onde R, ¢é
alquilo inferior ou fluoroalquilo com 1 a 8 atomos de carbono
e R2 é H ou um substituinte seleccionado entre Rl ou outros

w-alquil-aminodcidos bésicos:
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um inteiro de 1 a 3;

[0

(028

um espacgador tal como Cli, Ala, B-Ala: e

n & um inteiro de 0 a 5

Sdo compostos particularmente Uteis aqueles em que n é 0 ou 1.

O peptideo ciclico tipo somatosta-
tina com a sua &ncora catidnica ligada pode ser todo o anel
do dodecapeptideo ou o hexapeptideo ciclico e seus andlogos
com substituicdes no anel. Numa realizagdo prdtica mais pre-

ferida do invento, o composto

! ]
Ac-D—hArg(CHZCFB)Z-Gly-Cgs-Phe-n-Trp—Lys-Thr-Cys-Thr-
NH2 or '

]

D—Trp-Lys-Thr—C;Js-Thr—NH2 or

[ [
Ac—L—hArg(CHZCF3)Z-Gly-Cys—Phe-D-Trp—Lys—Thr-Cys—Thr—
NH2 or

) B |
Ac-Q—hArg(Etz)-Gly-Cg(s—Phe-D—Trp-Lys-Thr-Cys—Thr—NH2
or ' '

: [
Ac—D—hArg(Etz)—Q—hArg(Etz)-Gly-Cys—Phe—DrTrp-Lys-Thr-

b
Cys-Thr-NH,

Ac—D—hArg(Etz)-Gly—C&s-Phe—n-Trp-Lys(Me)-Thr-CJs—Thr—NHEt




e seus sais farmacéuticamente aceitédveis.

Outros compostos preferidos do in-
vento incluem:

Ac-hArg(Etz)—Gly-Cgs-Phe-anrp-Lys-Thr-Cy%—Thr-NHz;

Ac-nrhArg(Etz)—Gly-Cbs—Phe-D—Trp—Lys-Thr-Cy%—Thr-NHZ;

|
Ac-nrhArg(Bu)-Gly-Cgs—Phe-D—Trp—Lys-Thr-Cys-Thr-NHZ;

S i
Ac-L-hArg(Etz)-Cgé-Phe-D—Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NHz;

|
Ac-DrhArg(Etz)—Cgs-Phe—DrTrp—Lys-Thr—Cys-Thr-NHz;

|
Ac-D-hArg(CHZCF3)Z—JYS—Phe-D-Trp—Lys-Thr—Cys—Thr-NHz;

|
Ac-hArg(CH3,hexyl)-Gly-dys-Phe-Q-Trp-Lys—Thr-Cys-Thr-
NHZ;

1
H—hArg(hexylz)-Gly—C&s—Phe-Q-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr—
NHZ;

Ac—Q-hArg(Etz)-Gly-Cgs—Phe-Q:Trp-Lys—Thr-Cfs—Thr-
NHEt;

Ac-D-hArg(Etz)-Gly-C&s-Phe—D-Trp—Lys-Thr—CJs-Phe—NHz;

. . |
Propionyl—D—hArg(Etz)-Gly-Cbs-Phe-D—Trp-Lys(1Pr)-Thr-Cys-Thr—
NHZ;

Ac-DrNal(2)—Gly—é;é—Phe—D—Trp—Lys—Thr—C;s-Gly-hArg(Et)2-
NH, ; T

AC"D'LYS(iPr)‘G1Y‘Cbs'Phe—D—Trp—Lys-Thr—C;s—Thr—NH e similares

2
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De um modo mais geral, os compos-
tos do presente invento em que o peptideo é um hexapeptideo

ciclico tém a férmula:

X-Cyg—D—D—Trp—E—F—Cfs—Y (1)

e seus sais farmacéuticamente aceitdveis em que,

X é uma &ncora do extremo N;

Y é uma dncora do extremo C, G-I ou

dlcool de G-I, e.g. G-I é Tre, treoninol, fenilelami-
nol e similares; onde pelo menos um de X e Y é uma

A 7 .
ancora cationica;

D é Fen, Tir, pF-Fen, pCl-Fen;
E é Lis ou Lis (Rl) onde Ry é um alquilo inferior ou
fluorcalquilo de 1 a 8 atomos de carbono, especial -
mente Lis ou Lis (Me):

F é Tre, Val, Ser:

G é a configurac8o D ou L de Tre, Fen ou Nal(2); e

I é -OH, -NHR, onde R, é H cu substituinte seleccio-

nado de entre Rl atrés.

Outros exemplos mais genéricos dos
compostos da férmula I, os quais est3d incluidos como parte
deste invento s3o os hexapeptideos ciclicos ligados a adncora
catidnica do invento, incluindo suas versOes substituidas,

e.g.,

|
X-Cys—Phe-D-Trp-Lys—Thr—CQs-Thr-NH2;

x-c§s-Phe-g-Trp-Lys-Thr-EQs—Thr-NHEt
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X-Cgé-Phe-D—Trp—Lys—Thr-CJs-Phe—NH2;

|
X-Cgs-Phe—D—Trp—Lys-Thr-Cys-X;

X-ng—Phe—Q—Trp—Lys-Thr—CJs-Thr-ol;

Ac-D—Phe—Cys—Phe—Q—Trp—Lys—Thr—Cys—X;

e similares,, onde X é a ancora catidnica.

Os compostos também incluidos den-
tro do ambito deste invento sdo os compostos da férmula (II),

como se segue:

X-Cys-Lys—Asn-Phe-D-D-Trp-E-F-Phe-Thr-Ser-Cys-Y (II)

e seus sais farmacéuticamente aceitdveis em que

X é uma ancora do extremo N;
Y é uma Ancora do extremo C, G-I ou &alcool de
G-I onde pelo menos um de X e Y & uma Ancora

catidnica;

D é Fen, Tir, pF-Fen, pCl-Fen;
E é Lis ou Lis (Rl) onde Ry é um alquilo inferior
ou fluoroalquilo de 1 a 8 &tomos de carbono;
F é& Tre, Val, Ser:
G é a configuragd3o D ou L de Tre, Fen, Nal (2) ou
(Gli)m, eméO0a3; e
I é -OH, -NHR, onde R, é H ou um substitfiinte se-
leccionado entre Ry atrés.
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Exemplos dos’ andlogos tipo somatos
tatina da férmula II derivados da somatostatina (dodecapepti-
deo ciclico) ligado a ancora catidnica deste invento incluem
0s seguintes:

Ac—Q—hArg(Etz)—Gly-Cgs—Lys-Asn-Phe—Phe—D—Trp-Lys-Thr-Phe—
Thr—Ser-C;L—OH;

Ac-Q—hArg(CHZCF3)Z—Gly-Cks-Lys-Asn—Phe-Phe—Q—Trp-Lys—

Thr-Phe—Thr-Ser—CyL—NHz;

: Ac—hArg(CHZCF3)2—G1y-C§s-Lys—Asn—Phe—Phe—D-Trp—Lys—

4

Thr—Phe-Thr—Ser-Q—C}s-NHEt;

Ac-Q—hArg(CHZCF3)2-Gly-C§s-D—Phe-Asn—Phe—Phe-D-Trp—

Lys—Thr—Phe—Thr—Ser-D—C;s—OH;

Ac—Q—hArg(CHZCF3)Z-Gly—Cys—Lys—Asn—Phe—Phe-D—Trp—

Lys(Me)—Thr—Phe—Thr—Ser-Q—CJs—NHZ; ‘

Ac—D—hArg(PrZ)—Cgé-Q—Lys—Asn—Phe—Phe—Q—Trp—Lys—Thr—Phe—

Thr—Ser—C;s—OH;

Ac—g—hArg(Me,hexyl)—Gly—Cgé—Lys—Asn—Phe—Phe—Q—Trp—Lys—Thr—

Phe—Thr-—Ser-—Cy’s—NH2
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De um modo geral, o peptideo cicli-
co tipo somatostatina pode ser todo o anel dodecapeptidico da
somatostatina ou os seus andlogos substituidos no anel ligadcs

4 ancora catidnica do invento, por exemplo,

|
X-C&s-Lys—Asn—Phe-Phe—Trp-LyséThr—Phe-Thr—Ser—Cys—OH;

X—C&s—Lys—Asn-Phe-Phe-D-Trp—Lys—Thr-Phe—Thr—Ser—Cyg—OH

, |
X—C&s-Lys-Asn—Phe—Phe—D—Trp-Lys—Thr-Phe—Thr—Ser—Cys—
NHZ;

X—C&s—Lys—Asn—Phe—Phe-Q—Trp—Lys—Thr-Phe—Thr—Ser—D—C;s-
OH,;

1 ' ,
X—Cys—Phe—Asn—Phe—Phe—D—Trp-Lys-Thr—Phe-Thr—Ser-CQs-OH

e similares, onde X é a &ncora catidnica.

Muitos andlogos com substituicdes
dentro do anel sdo conhecidos e englcbados no ambito destas
divulgag¢des quando é incluida a "8ncora catidnica" definida
atrds. Os compostos deste invento também incluem o correspon-

dente anel reduzido (i.e. forma dissulfidrilo).

Conforme discutido foram descritos
substitui¢des dentro dos fragmentos ciclicos dodecapeptidicos
e hexapeptidicos como dando andlogos activos. Andlogos tipo
somatostatina tendo tais substituic8es foram combinados com
as ancoras catidnicas aqui descritas para dar analogos com

poténcia e selectividade bioldgica inesperadamente superiores.
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As modificag¢fes aqui descritas tém
aplicagdo em todas as classes conhecidas de andlogos tipo so-
matostatina. Os resultados sugerem que a Ancora catidnica do
presente invento actue para facilitar a acc8o bioldgica do
peptideo. Esta divulgac3o inclui portanto n3o sdé os andlogos
especificamente referidos, mas também todos os andlogos da
somatostatina tendo a ancora catidnica descrita no andlogo

peptidico.
Em todas as realizac8es descritas

atrds, o composto pode ser também preparado como um correspon-

dente sal farmacéuticamente aceitdvel.

Utilidade e processos de ensaio

Os compostos deste invento sao
surpreendentemente potentes e de longa durac8o, apresentando
poténcia muito elevada para inibi¢io da secrecdo da hormona
de crescimento relativamente & inibic8o da secrecdo da insu-
lina ou glucagon. Em particular, os compostos maiores, i.e.
peptideos maiores do que hexapeptideos, apresentam maior ini-

bicdo da secrecdo 4cida gédstrica.

Uma medida primdria de actividade
de somatostatina é a capacidade para moderar a producido de
insulina, hormona de crescimento e/ou producdo de glucagon no

corpo.

Os bioensaios usados na determina-
¢do do efeito da somatostatina sobre a regulacdo de hormonas
no corpo sao os conhecidos no campo e incluem por exemplo,

medigcdes da inibig¢do da libertacdo de insulina induzida por
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glucose, libertacdo de glucagon induzida pela insulina e li-
bertagdo da hormona de cerscimento induzida por nembutal ou
clonidina. Uma descricdo mais detalhada dos ensaios pode ser

encontrada nos Exemplo 4, 5 e 6.

A tdtilizac3o0 dos andlogos tipo
somatostatina do presente invento inclui o tratamento de doen-
cas humanas reguladas pela somatostatina. Entre estas estdo
aplicac®es em "sindroma Carcindide", dlceras pepticas, diabe~-
tes tipo II (diabetes n3o dependentes de insulina/NIDD), diar-
reia causada por ileostomia supressao da secregao de produtos
enddécrinos por "apudomas" e secregdo inadequada de glucagon e
hormona de crescimento em diabetes e modulacdo da tomada de
glucose e de aminodcidos pelo tracto gastrointestinal com par-
ticular aplicagdo nas complica¢des de diabetes incluindo re-
tinopatia, nefropatia, hipertensdo e doencas das artérias co-

ronarias.

Os compostos deste invento podem
ser usados para provocar a regressdo de tumores, especialmen-
te dos tumores que expressam receptores para o factor de cres-
cimento epidérmico (EGF), por exemplo, adenomas da pituitdria,
tumores do cérebro (e.g. meningioma), tumores abdominais (car-
cinbides), tumores enddcrinos e tumores pancredticos. (Ver
Lamberts, ISI Atlas of Science, Pharmacology, pdg. 179-184

(1988) e referéncias nele citadas).

Aplicacdes clinicas adicionais in-
cluem por exemplo, doencas gastrointestinais, incluindo hemo-
eregias do GI superior, ulceras gadstricas e duodenais, gastri-
te provocada por "stress" e varizes esofdgicas. Outras indi-
cagdes incluem acromegdlia, pancreatite hemorragica e fistula
abdominal, cicatrizacdo de feridas apds cirurgia abdominal e
alivio dos sintomas de trauma grave e "stress" devido a hiper-

glicémia extrema.




Os compoétos deste invento apre-
sentam um aumento na poténcia e durag3o de accio in vivo com-
parado com os andlogos da somatostatina conhecidos. Ainda que
ndo querendo ser vinculados a qualquer teoria ou explicacio
desta observagido pensamos que a ligac8o da &ncora de ligac3o
a membrana ao peptideo ciclico tipo somatostatina num compos-
to tendo maior afinidade para membranas o qual pode provocar
uma alteracdo na repartic3o dos andlogos pelos tecidos. Tais
propriedades conduzem ao deposito nas membranas fosfolipidi-
cas do corpo permitindo assim que os andlogos sejam retidos
dentro do corpo durante um periodo de tempo maior. Pde-se a
hipdtese de tais modificagdes poderem levar também a uma maior
afinidade para os receptores por facilitar a utilizac8o dos
receptores de acordo com o modelo proposto de Schwyzer, supra

e referéncias ali presentes.

Administracédo

Na realizag8o pratica deste inven-
to uma quantidade eficaz de um composs: do invento ou uma com-
posicdo farmacéutica contendo o mesmo é administrado ao indi-
viduo necessitado ou que pretenda tal tratamento. Estes com-
postos ou composicdes podem ser administrados por qualguer
uma de uma variedade de vias dependendo do uso para um fim
especifico incluindo as vias oral, parentéricaf(incluindo admi-
nistragdo subcutdnea intramuscular e intravenosa), rectal,
bucal (incluindo sublingual), transdérmica ou intranasal. Em
qualquer caso a via mais adequada dependera da utilizacdo, do
ingrediente activo particuiar e do sugeito envolvido. O com-
posto ou composicio pode também ser administrado por meio de
libertacdo controlada, depdsito de implamtacdes ou formula-
¢des injectdveis como descrito aqui mais detalhadamente.
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Em geral para:ﬁéar como descrito
no presente invento é conveniente administrar o ingrediente
activo em quantidades entre cerca de 0,001 e 10,0 Po/Kg de
peso de corpo, ainda mais preferido cerca de 0,01 a 5,0 B9/Kg
de peso do corpo. Para a terapia em humanos, o ingrediente
activo serd administrado de preferéncia na gama de cerca de
0,01 1 cerca de 2,0 pg/kg/dia. Esta administrag3o pode ser
conseguida por uma Unica administracdo, por distribuic3o por
vdrias aplicacdes ou por libertacdo lenta de modo a conseguir-
-se os resultado mais eficazes. Quando administrando como mo-
nodose, a administragdo serd preferéncialmente na gama de

cerca de 0,01 até cerca de 0,10 pg/kg.

A dose exacta e o0 regime de admi-
nistracdo destes compostos e composicdes estardo necessdria-
mente dependentes das necessidades do estado. Em geral, a ad-
ministrac3o parentérica requer dosagens mais pequenas do que
outros métodos de administracdo os quais s3o mais dependentes

da absorcéo.

Um outro aspecto do presente in-
vento relaciona-se com composigles farmacéuticas compreenden-
do como ingrediente activo um composto do presente invento
misturado com um veiculo ndo tdxico farmacéuticamente aceitd-
vel. Conforme referido atrds, tais composicdes podem ser pre-
paradas para usar em administragdo parentérica (subcuténea,
intramuscular ou intravenosa) particularmente na forma de so-
lugdes ou suspencdes liquidas; para administrac3o oral ou bu-
cal particularmente na forma de comprimidos cu cdpsulas; ou
intranasalmente em particular na forma de pds e gotas nasais

ou aerossdis.

As composicdes podem ser cenve-
nientemente administradas na forma de monodose e podem ser
preparadas por qualquer um dos métodos bem conhecidos em far-

macia, por exemplo como descrito em Remington's Pharmaceutical

Sciences, 172 edigdo, Mack Publishing Company, Easton, P.A.,




1985. As formulag8es para administrac8o parentérica podem con-
ter como excipientes vulgares agua estéril ou soro fisioldgi-
co, alquilenoglicdis tais como propilenoglicol, polialquile-
noglicéis tais como polietilenoglicol, Sleos de origem vege~-
tal, naftalenos hidrogenados e similares. Para administracso
oral, a formulaclo pode ser melhorada pela adicdo de sais
biliares e também pela adigdo de acilcarmitinas (Am. J. Phy-
siol. 251: 332 (1986)). As formulagdes para administrac8o na-
sal podem ser sdlidas e conterem como excipientes, por exem-
plo, lactose ou dextrano, ou podem ser solugBes aquosas ou
oleosas para administracdo na forma de gotas nasais ou vapo-
rizador controlado. Para administra¢8o os excipientes tipicos
incluem agucares, estearato de cdlcio, estearato de magnésio,

amido pregelatinado e similare.

Quando formulado para administra-

Gdo nasal a absorgdo através da membrana mucosa nasal é aumen-
tada por acidos tensoactivos tais como por exemplo, &acido gli-
cbélico, dcido cdélico, dcido taurocdlico, dcido etocdlico, &ci-
do desoxicdélico, dcido quenodesoxicdloco, dcido desidrocélico,
dcido glicodesoxicdlico e similares. (Ver, B.H. Vickery, "LHRH
and Its Analogs-Contraception and Therapeutic Applications",
Pt. 2, B.H. Vickery e J.J. Nestor, Eds., MTP Press, Lancaster,
U.K., 1978).

Um ou mais acidos ou sais tenso-
activos, mas de preferé@ncia um unico sal de dcido farmacéuti-
camente aceitdvel, pode ser adicionado aos compostos do pre-
sente invento. Sais tensoactivos farmac@uticamente aceitdveis
serdo os sais que mantém o fendmeno de aumento da absorcido
peptidica, assim como as caracteristicas tensoactivas do com-
posto que nado sdo prejudiciais para o individuo ou de outro
modo contraindicados. Tals sais sdo por exemplo os sais deri-
vados de bases inorgénicas que incluem sais de sddio, potdssio
litio, amdnio, cdlcio, magnésio, ferroso, zinco, cobre, man-
ganoso, aluminio, férricos, mangdnicos e similares. S3o parti-

cularmente preferidos os sais de aménio, sdédio, cdlcio e mag-
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nésio. Sais derivados de bases orginicas ndo téxicos farmacéu-
ticamente aceitdveis incluem sais de aminas primdrias, secun-
ddrias e tercidrias, aminas substitufdas incluindo aminas
substituidas naturais, aminas ciclicas e resinas de permuta
idénica bdsicas tais como isopropilamina, trimetilamina, die-
tilamina, trietilamina, tripropilamina, etanolamina, 2-dime-
tilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, trometamina, diciclo-he-
xilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina, hi-
drabamina, colina, betaina, etilenodiamina, glucosamina, me-
tilglucamina, teobromina, purinas, piperazina, piperidina,
N-etilpiperidina, resinas de poliamina e similares. S3o0 par-
ticularmente preferidas as bases orginicas n3o tdxicas iso -
propilamina, dietilamina, etanolamina, trimetamina, diciclo-

-hexilamina, colina e cafeina.

A quantidade de tensiocactivo usa-
da na pratica deste invento serd uma quantidade que aumenta-
ra a absorc¢do dos andlogos da somatostatina relativamente 3
de outros tensioactivos que também possam aumentar a absor -
¢do de peptideos até um certo ponto. Encontrou-se gue tal
quantidade estd muitas vezes na gama entre 0,2 e 15% mais vul
garmente 0,2 a 5 por cento por peso/volume da solucdo. E pre-
ferido que o tensioactivo esteja presente numa quantidade en<
tre cerca de 0,5 e 4 por cento por peso volume, conveniente -
mente cercta de 1 por cento por peso volume, de preferéncia

cerca de 2 por cento por peso volume.

E desejdvel libertar os compostos
do presente invento no individuo durante periodos de tempo
prolongados, por exemplo, durante periodos de uma semana aum
ano a partir de uma Unica administracdo. Podem ser utiliza -
dos varias formas de libertag3o lenta como implantes de depd
sitos de dosagens injectéveis. Por exemplo, uma forma de do-
sagem podera conter um sal ndo tdéxico farmacduticamente acei-
tdvel do composto o qual apresenta um grau de solubilidade
inferior nos fluidos de corpo, por exemplo, (a) um sal de adi

¢80 acida com um dcido polibdsico como seja &cido fosfdrico,
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dcido sulfirico, &cido citrico, &cido tartdrico, &cido ténico,
dcido pamdico, &cido algénico, &cido poliglutédmico, dcidos
naftaleno-mono- ou di-sulfdnicos, &cido poligalacturdnico e
similares; (b) um sal com um catifio metdlico polivalente tal
como zinco, cdlcio, bismuto, bario, magnésio, aluminio, cobre,
cobalto, niquel, cddmio e similares ou com um catifio orginico
formado a partir de e.g. N,N'-dibenziletilenodiamina ou etile-
nodiamina; ou (c) combinac¢des de (a) e (b) e.g. um sal tanato
de zinco. Em adicdo os compostos do presente invento ou, de
preferéncia, um sal relativamente insoludvel como os descritos
atrds, pode ser formulado num gel, por exemplo, um gel de mo-
noestearato de aluminio com, e.g., Sleo de sézamo, adequado
para injecgdo. S30 sais particularmente preferidos os sais de
zinco, sais tanato de zinco, sais pamoato e similares. Um ou-
tro tipo de formulagdo para deposito de libertagB3o lenta para
injecgdo ou implantagdo contera o composto ou sal disperso ou
encapsulado num polimero ndo téxiéo, n3o antigénico e de de-
gradacdo lenta como seja um polimero de dcido polildctico
(d&cido poliglicdlico). Os compostos ou, de preferéncia, os
sais relativamente insoluveis tais como os descritos atrds
podem também ser formulados sedimentos de matrizes de coles-
terol ou implantagles de matrizes de silastdmero, particular-
mente para usar em animais. Outrazformulag¢des de libertacio
lenta, implantagdo de depdésitos ou formulacdes injectdveis,
e.g. lipossomas, sdo bem conhecidas da literatura. Ver por
exemplo Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems,
J.R. Robinson ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Sintese dos Peptideos

Os compostos do presente invento
podem ser sintetizados por quaisquer técnicas conhecidas dos
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familiarizados com a drea dos peptideos. Um resumo excelente
das muitas técnicas disponiveis pode ser encontrado em J.M.
Stewaft e J.D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis 2nd Edit.
Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois, 1984 e J. Meienhofer,
Hormonal Proteins and Peptides, vol. 2, pag. 46., Academic

Press (New York), 1973 para sintese de peptideos em fase sdli-

da e E. Schroder e K. Lubke, The Peptides, vol. 1, Academic

Press (New York), 1965 para sintese cldssica em solucio.

Em geral estes métodos envolvem
a adigdo sequenciada de um ou mais aminodcidos ou aminodcidos
adequadamente protegidos a uma cadeia peptidica crescente.
Normalmente, o grupo amino ou o grupo carboxilo do primeiro
aminodcido é protegido por um grupo protector adequado. O
aminodcido protegido cu derivatizado pode estar ligado a um
suporte sélido inerte ou ser utilizado em solucdo pela adicio
do aminodcido seguinte na sequéncia tendo o grupo complemen-
tar (amina ou carboxilo) adequadamente protegido, em condicdes
adequadas a formag83o da ligacg8o amida. O grupo protector &
entdo removido deste residuo de aminodcido recentemente adi-
cionado e o aminoadcido seguinte (adequadamente protegido) é
ent3o adicionado e assim sucessivamente. Apds todos os amino-
dcidos pretendidos terem sido ligados na sequéncia adequada
quaisquer grupos protectores restantes (é qualquer suporte
sélido) serfo removidos sequencialmente ou simultineamente
para dar a forma bruta reduzida do polipeptideo. O polipepti-
deo é tornado ciclico por oxidagd3o em soluclo aquosa diluida
usando, por exemplo, ar (02), ferricianeto de potdssio, I,,
ICH,CH,I e similares, especialmente ferricianeto de potéssio.
Como alternativa a formacdo da ponte dissulfureto pode ser
efectuada por oxidagdo da cadeia peptidica mantendo ainda o
peptideo na resina (apés clivagem dos grupos protectores de
tiol, se necessario). Finalmente o sal é removido do peptideo

e este purificado por cromatografia para dar o produto final.

Os aminodcidos n8o naturais aqui
descritos sdo preparados por métodos bem conhecidos dos fami-
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liarizados com a matéria e podem ser usados nos processos de

sintese peptidica em solucdo ou em fase sélida.

RealizagOes preferidas da sintese

Um método preferido de preparacido
dos compostos do presente invento envolve a sintese de pepti-

deos em fase sélida.

Neste método preferido a funcio
d-amina dos aminodcidos é protegida por um grupo sensivel a
a¢idos ou bases. Tais grupos protectores deverdo ter as pro-
priedades de estabilidade nas condig¢des da formacfo da liga-
cdo peptidica, sendo ao mesmo tempo ficilmente removidos sem
destruicdo da cadeia peptidica crescente ou racemizacgdo de
qualquer um dos centros de equivaléncia de quiralidade exis-
tentes. S3o grupos protectores adequados t-butiloxicarbonilo
(Boc), benziloxicarbonilo (Cbz), o-cloro-benziloxicarbonilo
(C1-Z), bifenilisopropiloxicarbonilo, t-amiloxicarbonilo,
isoborniloxicarbonilo, d,drdimetil—3,STdimetoxibénziioxicar—
bonilo, o-nitrofenilsulfonilo, 2-ciano-t-butiloxicarbonilo,
9-fluoronilmetiloxicarbonilo (Fmoc) e similares especialmen-

te t-butiloxicarbonilo (Boc).

Sdo grupos protectores das cadeias
laterais especialmente preferidos, para lisina: Cbz Fmoc, p-
-toluenossulfonilo, Boc e adamantiloxicarbonilo; para tixosi-
na: benzilo (Bzl), o-bromobenziloxicarbonilo, 2,6-didoroben-
zilo, isopropilo, ciclo-hexilo, ciclopentilo e a cetilo; para
serina ou treonina: benzilo e tetra-hidropiranilo; para cis-
teina: 4-metoxibenzilo (Bzl-OMe), 4-metilbenzilo, benzilo,
acetamidometilo, etilcarbamoilo, S-sulfonato; para triptofano:
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NIN-formilo ou nenhuma proteccdo.

O aminodcido C-terminal € ligado
a um suporte sélido adequado. S3o suportes sélidos adequados
Uteis na sintese referida aqueles materiais inertes para os
reagentes e condigdes de reacgdo das reacgdes graduais de
condensacgdo~desprotecgdo, assim como insoldveis nos meios usa-
dos. S&3o suportes sélidos adequados polimeros de clorometil-
polistireno-divinilbenzeno, polimeros de hidroximetil-polis-
tireno-divinilbenzeno e similares, especialmente o polimero
de clorometil-polistireno-l%divinilbenzeno. Quando o extremo
C do composto é uma amida (onde Y da fdérmula (I) é G-NHRz)um
suporte particularmente dtil é o polimero p-metil-benzidril-
aminopolistireno-divinilbenzeno descrito por Rivaille, et al,
Helv. Chim. Acta. 54: 2772 (1971). A ligagdo a resina do tipo
clorometil-polistireno-divinilbenzeno é feita por meio da
reacgdo do aminodcido N%-protegido, especialmente o Boc-ami-
nodcido na sua forma de sal de césio, de tetrametilamdnio,
trietilaménio, 1,5-diazabiciclo/5.4.0/undec-5-eno ou sais se-
melhantes em etanol, acetonitrilo, N,N-dimetilformamida (DMF)
e similares, especialmente o sal de césio em DMF, com a resi-
na clorometilada a uma temperatura elevada, por exemplo entre
cerca de 40 e 609C, de preferéncia cerca de 509C, durante
cerca de 12 a 48 horas, de preferéncia cerca de 24 horas. O
NX-Boc-aminodcido é ligado a resina de benzidrilemina, por
exemplo, por meio de uma acoplagem mediada por N,N'-diisopro-
pilcarbodiimida (DIC)/l-hidroxibenzotrizole (HBT) durante cer-
ca de 2 a cerca de 24 horas, de preferéncia cerca de 2 horas
a uma temperatura entre cerca de 10 e cerca de 500C, de pre-
feréncia 252C num solvente como seja diclorometano ou DMF,
de preferéncia diclorometano. A -acoplagem de sucessivas amino-
dcidos protegidos pode ser efectuada num sintetizador de po-
lipeptideos automdtico como é do conhecimento geral. A remo-
cdo dos grupos N¥-protectores pode ser efectuada napresenca,
por exemplo, de uma solugdo de acido tri-fluoroacético em

cloreto de metileno, 4cido cloridrico em dioxana, &cido clori-
drico em acido acético, &cido cloridrico em i-PrOH ou outra
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solugcdo de acido forte, de preferéncia 50% de &cido trifluoro-
acético (TFA) em diclorometano a volta da temperatura ambien-
te. Apds neutralizagdo com trietilamina ou base semelhante,
cada aminoacido protegido é de preferéncia introduzido num
excesso molar de aproximadamente 2,5 vezes e a acoplagem de-
ve ser efectuada em diclorometano, misturas de diclorometano/
DMF, DMF e similares, especialmente em cloreto de metileno a
volta da temperatura ambiente. O agente de acoplagem é normal-
mente N,N'-di-ciclo-hexilcarbodiimida (DCC) em diclorometano
mas pode ser N,N'-di-iso-propilcarbodiimida (DIC) ou outras
carbodiimidas sézinhas ou na presenca de HBT, N-hidroxissuc-
cinimida, outras N-hidroximidas ou oximas. Como alternativa
podem ser usados ésteres activos de aminodcidos protegidos
(e.g. p-nitrofenilo, pentafluorofenilo e similares) ou anidri-

dos simétricos.

No final da sintese em fase séli-
da o polipeptideo totalmente protegido é removido da resina.
Quando a ligagéb ao suporte de resina é do tipo éster de ben-
zilo, a clivagem é por meio de amindlise com uma alquilamina
ou fluoroalquilamina para peptideos com um extremo C de alqui-
lamida ou por amindlise por exemplo com amdénia/metanol ou
aménia/etanol para peptideos com um extremo C de amida ndo
substituida a uma temperatura entze cerca de -10 e 50°C de
preferéncia cerca de 252C, durante entre cerca de 12 e 24
horas de preferéncia cerca de 18 horas. Os peptideos com um
extremo carboxilo com -COOH livre (extremo C) podem ser obti-
dos por HF ou outro regime de desproteccio fortemente acido:
ou por sapronificagdo. Como alternativa o peptideo pode ser
removido da resina por transesterificagdo, e.g., com metanol,
seguido de aminélise, saponificacdo ou reducdo para dar o 3l-
cool do extremo C com LiBH4. Ainda num outro regime alterna- '
tivo, o extremo C do peptideo pode ser directamente reduzido
para dar o 4lcool enquanto na resina. O peptideo protegido
pode ser purificado neste ponto por cromatografia em silica-

-gel. A remogio dos grupos protectores da cadeias laterais do

polipeptideo é efectuado por tratamento do produto de amind-
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lise por exemplo com fluoreto de hidrogénio liquido anidro na
presenca de anisole ou outro captador de carbdnio, tratamento
com o complexo fluoreto de hidrogénio/piridina tratamento com
tris/trifluoroacetil/boron e &dcido trifluoroacético, por re-
ducdo com hidrogénio e palddio em carbono ou polivinilpirro-
lidona, ou por redugdo com sédio em aménio liquido, de prefe-
réncia com fluoreto de hidrogénio liquido e anisole a uma
temperatura entre cerca de -10 e cerca de +102C, de preferén-
cia a cerca de 02C, durante entre aproximadamente 15 minutos
e 2 horas, de preferéncia cerca de 1 hora. Para peptideos na
resina benzidrilamina, a clivagem da resina e os passos de
desprotecgdo podem ser combinados num Unico passo utilizando
fluoreto de hidrogénio liquido e anisole como descrito atriés.
O polipeptideo totalmente desprotegido é entio tornado cicli-
co por oxidagdo através de dissolugdo numa soluglo aquosa ou
misturado com uma mistura de solventes aquosos/orginicos e
tratamento com ar (02), ferricamente de potassio, I,, ICH,CH,I
e similares, especialmente um equivalente de ferricianeto de
potdssio. Remove-se o sal da solucdo (e.g. resina de permuta
anidénica AG-3 Bio Rad) e purificada por uma sequéncia de pas-
sos cromatograficos empregando qualquer um ou todos os tipos
seguintes: permuta idnica numa resina fracamente bdsica na
forma de acetato; aromatografia de adsorcdo hidrofdbica em
polistireno-divinilbenzeno ndo derivatizado (por exemplo Am-
berlite XAD); cromatografia de adsorcdo em gel de silica:
cromatografia de permuta idnica em carboximetilcelulose: cro-
matografia de partigdo, e.g. em Sephadex G-25 ou distribuicdo
contra-corrente; cromatografia liquida de alta resolucdo »
(HPLC) , especialmente HPLC de fase reversa em coluna de octil-

ou octadecilsilil-silica.

A preparacgdo dos peptideos tendo
uma funcdo alcool C-terminal é de preferéncia feita usando
redugdo com LiBH4 do correspondente éster metilico ou éster

de peptideo e resina, preparado como descrito atrés.
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Assim, um outro aspecto do presen-
te invento estd relacionado com um método para a preparacdo
de compostos do invento e dos seus sais farmac&uticamente

aceitdveis processo esse que se caracteriza por:

remo¢8o dos grupos protectores e, facultativamente,
do suporte sdélido covalentemente ligado de um polipeptideo
protegido para dar um composto da férmula (I) ou (II) descri-
to atrds ou um seu sal farmacduticamente aceitdvel, em que o

composto compreende:
(a) um peptideo ciclico tipo somastostatina e

(b) uma &ncora catidnica ligada a um ou a ambos os re-

siduos Cis do peptideo.

EXEMPLOS

Os exemplos que se seguem sio
ilustrativos e ndo limitantes do invento. Exemplos gerais das
vias de sintese para a sintese da classe de hAKg(Rz) dos ami-
nodcidos nfo naturais est3o descrito em Nestor, et al., J. Med|
Chem. 31: 65 (1988) e na Patente U.S. 4667014 publicada em 19
de Maio de 1987.

Os compostos da férmula (I) e (II)
foram sintetizados usando o seguinte composto cuja preparacio
se segue. Hidrocloreto de N“—t-butiloxicarbonil—NG,NG'bis-
-l,l,l—trifluoroetil—gfhomoarginina foi preparado como se se-

gue.
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Uma mistura de 7,33 g de benzil-
-N, -benziloxicarbonil-D-lisinato toluenossulfonato (B. Bezus
e L. Zervas, J. Am. Chem. Soc. 83: 719 (1961)) e 3,60 g de
1,1,l-trifluorodietiltioreia (M. Uher e J. Jendrichovsky,
Coll. Czech 38: 289 (1973)) em 50 ml de CH,CN e 50 ml de THF

3
foi tratada com 2,06 g de HgC12 e 3,3 g de trietilamina. A

mistura de reacgdo foi aquecida até 80-909C durante 8 horas
seguidas da adic3o de 20% de HgClZ, trietilamina e tioreia.

O aquecimento continuou durante mais 15 horas. A reacclo foi
arrefecida até a temperatura ambiente, filtrada através de
celite e concentrada in vacuo até secagem. O residuo foi apli-
cado numa coluna de gel de silica e eluido com um gradiente

de CHZClz/MeOH (19:1) até CH2C12/MeOH (4:1). As fraccgdes con-
tendo o produto foram detectadas por cromatografia em camada
fina (TLC), reunidas e concentradas até secagem para dar 7,6 g
de espuma amarela. A espuma foi repurificada numa segunda co-
luna de gel de silica eluida com um gradiente de Ch2C12/MeOH
(9:1) a CHZClz/MeOH (4:1) e depois CHZClz/MeOH (4:1) dpsocra-
tico. As fracg¢des contendo o produto foram detectadas por TLC,
reunidas e concentradas até secagem para dar 7,0 g de benzil-
N& —benziloxicarbonil—NG,NG'bis 2,2,2-trifluoroetil D-homoar-
ginato toluenossulfonato [a]gs 10,22 (C 1,5, MeOH).

Uma porgdo de 6 g do produto atrds
referido e 1 g de 10% Pd/C em 150 ml de EtOH foi tratado com
hidrogénio a pressdo atmosférica durante 3 horas. Adicionou-
-se mais 0,4 g de 10% Pd/C e a hidrogenaclo continuou durante
mais 3 horas. A mistura de reaccdo foi filtrada através de
Celite, concentrada até seéagem para dar 4 g de NG,NG'bis—
—(2,2,2-trifluoroetil)—thomoarginina—toluenossulfonato[&]gs—

-7,762 (CO, 4, MeOH).

Uma solugdo deste composto (1,96 g)
em 8 ml de 1M NaOH e 8 ml de dioxana foi tratada com 160 mg
de MgO e 1,05 g de di-t-butildicarbonato a 09C. A mistura de
reacgdo foi agitada a 09C durante 1 hora e depois a tempera-
tura ambiente durante 3 horas. O sal de magnésio foi removido




por filtragdo e o filtrado concentrado sob vacuo. A solucdo
bdsiza foi lavada com éter dietilico anidro, depois acidifi-
cada a 02C com 1N HCl para pH 3,5. O produto foi extraido da
solucdo aquosa aciclica com acetato de etilo e seco sobre
sulfato de magnésio. O agente de secagem foi removido por
filtracdo e o filtrado concentrado até secagem para dar uma
espuma branca. A espuma fol tratada com esferas de AG-3 C1~
para converter o produto na forma de sal cloreto. Isolou-se
1,4 g de hidrocloreto de N°‘—t—butiloxicarbonil—NG,NG'—bis-
-2,2,2-trifluoroetil-D-homoarginina, [}x]gs -2,1%9¢ (c 0,5,
MeOH).

EXEMPLO 1

Sintese de compostos da Fdérmula (I)

No vaso de reaccdo de um Sinteti-
zador de peptideos Beckman 990 colocou-se 11,11 g ( 4 mmoles)
da resina 4-metil-benzidrilamina. Os aminodcidos foram sequen-
cialmente adicionados a resina por meio de um programa de
sintese. Um programa de sintese tipico é como descrito na
Patente U.S. 4 667 014 publicado em 19 de Maio de 1989, colu-
na 21. Podem igualmente ser usados programas de sintese-seme—

lhantes para uso noutros Sintetizadores de Peptideos a venda.

A. Para a preparacdo de um composto
preferido da férmula (I) a resina foi acoplada sequenciada-
mente com um excesso molar de 2,0 a 2,5 molar de cada amino-
dcido protegido e DCC. A resina foi tratada durante ciclos de

acoplagem sucessivos com
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3,09 g Boc-Tre(Bzl1)-OH e 4 g HBT
3,42 g Boc-Cis(Bzl-OMe)-OH

3,09 g Boc-Tre(Bzl)-0OH

4,14 g Boc~Lis(Cb-2)

3,04 g Boc-D-Trp-OH

Apés a acoplagem de D-Trp, 0,5%
indole foi adicionado a solucio de desbloqueamento. A resina

foi entdo tratada sucessivamente com

2,65 g Boc-FenOH
3,42 g Boc-Cis(Bzl-OMe)-OH

1,75 g Boc~Gli-OH

Nesta altura a resina com o hepto-
peptideo resultante foi dividida em pequenos lotes. Um lote
de 3,37 g (0,75 mmoles) continuou a ser processado por acopla-

gem em ciclo sucessivos com 1 g de Boc-D-PrArg(CH,CF, )., ~OH

277372
+ 1 g HBT seguido de 2 ml de anidrido acético em 12,4 ml de

DMF,

A resina foi removida do vaso de
reacgdo, lavada éom CHZCl2 e seca sob vicuo para dar 3,07 g
da resina com polipeptideo protegido O peptideo foi desprote-
gido e removido da resina por tratamento com 30 ml de HF 1i-
quido anidro na presenga de 3 ml de anisole (captador) num
vasozde reacgdo Kel-F a 02C durante 1 hora. O HF foi evapora-
do sob vacuo e o residuo de

N-Ac-DhArg(CH,CF;),-Gli-Cis-Fen-DTrp-his-Tre-Cis-Tre-NH,, na

21
forma de sal HF foi lavado com éter. O residuo foi entdo ex~-
traido com 4gua nanopura (“11). Os extractos foram diluidos
imediatamente para um volume total de 4 1 com dgua nanopura.
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O pH da solucdo foi ajustado a 7,5-8 coﬁ”solugéo de NH4OH
diluida. O peptideo foi tornado ciclico pela adicdo lenta de
80 ml de solucdo 0,01 M K3Fe(CN)6. A solugdo de peptideo di-
luido foi acidificada para pH 4,5 com uma solugdo de com 10%
dcido acético e aplicada numa coluna Biorex 70 protonada
(Biorad Laboratories, Hercules, CA) empacotada com &gua. Apds
aplicag8o os restantes sais foram removidos por lavagem da
coluna com 2 litros derégua. O peptideo foi eluido da coluna
com um gradiente de 1 1 de 5% HOAc a 1 1 de 50% HOAcC e depois
continuando com 1 1 de 50% HOAc. Colheram-se 190 fracgdes (20-
30 ml) com um colector de fraccdes automdtico ISCO. Mediu-se
a absorvéancia a A =280 nm de cimo em cinco fracgdes num espec-
tofotdmetro Hewlett-Packard 8450A UV/VIS. Os resultados foram
representados gréficamenfe e as fracgdes 30-55, 56-90 e 91-
-120 foram reunidas, evaporadas até secagem e cada uma nova-
mente dissolvida em 100 ml de Agua. O material bruto foi con-
vertido no sal de acetato por passagem em dgua atrvés de uma
coluna de AG3X (uma resina de amina tercidria ligeiramente
basica) que foi convertida & forma de acetato. A liofilizacgio
das fracgdes deu 250 mg, 350 mg e 125 mg respectivamente. Os
conjuntos de fracgdes foram analisados num sistema de croma-
tografia liquida de alta resolucdo (HPLC) Spectra Physics
numa coluna Vydac RP-18. Os lotes de 250 ng + 350 mg foram
purificados por HPLC numa coluna de 200 g de Vydac RP-18 (20-
30 micron) equilibrada um tampio de corrida 28% CH3CN/72%

H20 (0,03 M em NH,OAc, pH 4,5). Colhem-se o pico principal de
absorgdo de UV (280 nm), concentrou-se até secagem e liofili-
zou-se trés vezes a partir de &gua nanopura para dar 135 mf

do peptideo ciclico puro
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B. Procedendo dermodo semelhante ao

estabelecido na parte A, mas substituindo os aminodcidos pro-

tegidos adequados, prepararam-se os seguintes compostos:

N-Ac—D—hArg(Etz)-Gly—Ck's—Phe-_QTrp-Lys--Thr-Cy]s—Thr-NH2

N-Ac—D—hArg(Bu)—Gly—C&s—Phe-QTrp—Lys—Thr-CQS~Thr—NH2

N-Ac-D-hArg(metil, hexil )—Gly—C&s—Phe—DTrp—Lys—Thr—Cfs—Th:—

NH,

N-Ac-D-hArg( metil, butil )—Gly-C&s—Phe—QTrp—Lys—Thr-CJs—Th:—
72
NH -

NeAe_D f
Ac-D hArg(Et2)—Gly—Cys—Phe-DTrp-Lys-Thr—E;]s--'I’hr-NH2

N-Ac-D-hArg(Et

I .
- 2)-Gly—Gly—Cys-Phe-DTrp-Lys—Thr-E;L-Thr-
2 )

o ,
Ac-D hArg(Et2)-C&s-Phe—DTrp—Lys—Thr-E;%-Thr—NHZ

N—Ac-L—hArg(Etz)—C&s-Phe-nTrp-Lys-Thr-&;L-Thr-NHz
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N—Ac-D—hArg(CHZCF3)2—C§s—Phe-DTrp—Lys-Thr—C;s—

Thr-NH2

N—Ac-Q—hArg(Etz)—Gly—Clys—Phe-Dfrrp-Lys—Thr—C}Js—Phe-NH2

N-Ac-g—hArg(CHZCF3)Z—Gly-Cfs-Phe—QIrp—Lys—Thr—CyJ—Phe

..NHZ

|
N—Ac—D—hArg(CHZCFB)Z-Gly—C§s-Phe—DTrp—Lys(Me)—Thr—Cys
—Thr-NH2

N—Ac—Q—hArg(CHZCF3)Z—Gly—ays—Phe—QTrp—Lys(Me)—Thr-Cés

|
N-Ac—g—hArg(Etz)—Gly—Cys—Tyr-D_Trp-—Lys—Thr—Cyls—Thr—NH2

|
N-Ac-hArg(EtZ)--Gly—Cys-Phe-QTrp—Lys-Thr—E;'ls-Thr--NH2

D—hArg(Etz)—Gly-C&s-Phe-DTrp-Lys—Thr-C s-Thr-NH2

[
N—Ac—D—hArg(Et2)—Gly-Cys-Phe-DTrp—Lys-Thr-E;s-Nal(2)-NH

N-Ac-D-hArg (CH,CF; ) ,-D-bArg (CH,CF,) ,~G1y~Cs-

Phe—DTrp—Lys—Thr—Cyls—Phe—NH2

Ac—D-hArg(Etz)—D hArg(Et )- Gly—Cbs—Phe—DTrp -Lys-Thr E;%
—Thr—NHZ,
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EXEMPLO 2

Sintese de compostos de Férmula (I) com uma funcdo alquilamida

C-terminal

A sintese de compostos tendo uma
fung¢do alquilamida C-terminal (Y € G-I onde I & -NHRZ, R2
sendo alquilo) foi alterada para permitir a clivagem da resi-~
na por amindlise com a alquilamina adequada. O vaso de reac-
¢do do Exemplo I foi cheio com 1,24 g de Boc-Tre(Bzl)-0-Resi-
na, preparado por reacgdo a 560C em DMF durante 24 h do sal
seco de Boc-Tre(Bzl)-OH num excesso de 20 moles por cento com
clorometilpolistireno-1%-divinilbenzeno (1 mmol'de Cl dispo-
nivel/g de resina; BioRad Labs). Isto deu um aminodcido pro-
tegido ligado a resina através de uma ligacdo do tipo éster

benzilico que posteriormente pode ser aminolisado.

O aminodcido-0-resina foi acopla-
do sequenciadamente com um excesso molar de 2 a 2,5 vezes do
aminodcido protegido adequado usando dispropilcarbodiimida
(DIC). Assim o aminodcido-resina foi tratado durante ciclos

sucessivos de acoplagem com:

0,857 g Boc-Cis-(Bz1-OMe)-OH
0,77 g Boc-Tre(Bzl)-OH
1,04 g Boc-Lis-(Cl-Z)

0,76 g Boc-D-Trp-OH e 0,1% de indole foi adicionado & solu-

¢d3o de desprotecgdo de CFBCOZH para posteriores desprotecgdes,
0,66 g Boc-Fen-OH

0,85 g Boc-Lis(Bzl-OMe)-OH

0,44 g Boc-Gli-OH

0,99 g Boc—D—hArg(Etz)-OH e 1 g de HBT,




2 ml de anidrido acético em 8,2 ml de DMF.

O peptideo-resina foi removido
do vaso de reacgdo, lavado com CHZCl2 e seco sob vacuo para
dar 2,15 g do peptideo protegido-0O-resina. O polipeptideo
protegido foi clivado da resina por amindlise com 50 ml de
etilamina durante 8 horas a 09C. A etilamina foi deixada eva-
porar e a resina extraida com metanol. A resina seca pesava
1,2 g e foi novamente tratada com etilamina para dar mais
400 mg do peptideo protegido. Este peptideo protegido foi
misturado com 2 ml de anisole e 20 ml de HF liquido anidro
redistilado (a partir de CoF3) a 09C durante 1 hora num vaso
de reacgdo Kel-F. O HF foi evaporado sob vdcuo e o residuo
foi lavado com éter dietilico anidro. O peptideo foi dissol-
vido em 4 litros de HZO' O pH de solugdo foi ajustado a 7,5-
8,0 e o composto foi tornado ciclico por oxidacgdo com a adi-
3Fe(CN)G. O pH foi

reajustado a 4,5 e a solugdo de peptideo diluida foi aplica-

¢do lenta de 30 ml de uma solucdo 0,01 M K

da numa coluna de BioRex 70 protonado empacotada com Aagua.

Os sais de Fe possam através da coluna. O peptideo foi elui-
do da coluna com um gradiente que vai de 1 1 de 5% HOAc até
1 1 de 50% HOAc e depois continuando com 1 1 de 50% HOAc. As
fracgdes foram reunidas e mantidas para purificacdo com base
nas suas densidades Spticas a A=280 nm e avaliacdo por RP-
~-HPLC analitica. O material bruto foi convertido no sal de

AcO™ por passagem em &Agua através de uma coluna de resina de
permuta anidnica (AG3X, BioRad) que foi convertida a forma

de acetato. A liofilizacdo do eluato deu 175 mg do peptideo

bruto.

O peptideo foi purificado por RP-
-HPLC preparatica numa coluna de 2,5 x 100 cm de Vydac RP-18
(20-30 microns) equilibrada no tampido de corrida 25% CH3CN/
75% HZO (0,03M em NH4OAc, pH 4,5). Colheu-se o pico principal
de absorgdo de UV (280 nm), concentrou-se até secagem e lio-

filizou-se trés vezes a partir de dgua nanopura para dar 35mg
do produto ciclico.
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I
N—Ac—D—hArg(Etz)—Gly—Cys-Phe-QTrp—Lys-Thr-C;s—Thr—VHEt,
[«]2%= -14.1° (C0.4,H0AC).

A sintese de andlogos adicionais

com extremos etilamida foi efectuada de modo semelhante.

EXEMPLO 3

Sintese de compostos da Férmula (I) tendo um extremo C reduzi-

do

Compostos com um extremo C redu-

zido (Y é o &lcool de G-I) foram preparados por reducdo da

ligagdo éster do peptideo-0-resina com LiBH,. A sintese do

4*
peptideo pode seguir sem proteccdo da cadeia lateral excepto
para Lis e Cis. Assim uma porgdo de 1 g (1 mmol) de Boc-Tre-
-0-resina foi tratada sucessivamente (como descrito no Exem-

plo 1) com 0,73 g de Boc-Cis(acetamidometil)-OH,

0,55 g Boc-Tre-OH,
1,17 g Boc-Lis(Fmoc)-OH e 1 g HBT,

0,76 g Boc-D-Trp-OH, apds o que se adicionou 0,1% indole a
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solucdo de desprotecg¢do de CF,CO,H,

3772
0,66 g Boc-Fen-0H,

0,73 g Boc-Cis(acetamidometil)-OH
0,94 g Boc-Gli-OH,

0,99 g Boc-D-hArg(Et,)-OH e 1 g HBT,

2
2 ml de anidrido acético em 7,2 ml de DMF.

‘ O peptideo-0-resina parcialmente
protegido foi removido do vaso, lavado com CH2C12 e seco sob
vdcuo. O peptideo-0O-resina foi inchado em 75 ml de THF seco
e tratado com 145 mg de LiBH4 em quatro porgdes. Apds 1 h 3
temperatura ambiente, adicionou-se 2,5 ml de AcOH gota a gota
para destruir o LiB[—I4 em excesso. A mistura de reacgdo foi
filtrada, o residuo foi lavado com AcOH glacial e o filtrado
foi concentrado. O dlcool reduzido do peptideo parcialmente
protegido foi obtido por liofilizac¢do a partir de AcOH gla-
cial. O residuo Lis (Fmoc) foi removido por tratamento com
piperidina a 20% em DMF durante 30 min. A solugdo foi neutra-
lizada (AcOH) e removido o sal por cromatografia hidrofdbica
em Amberlite XAD-2 (Rohm & Haas, Philadelphia, PA.) com um
gradiente de HZO a 50% EtOH. O pico principal de absorcdo de
UV ( A mdx 280) foi desprotegido e tornado ciclico por trata-
mento gota a gota com uma solucgdo de I2 em MeOH até ndo haver

mais gasto da céE.

0 produto bruto foi purificado
por RP-HPLC preparativa numa coluna de 2,5 x 100 cm de Vydac

RP-18 (20-30 microns) usando 30% CH,CN (0,04M em NH,oAc, pH

3 4
4,5) como eluente. O principal pico de absorcdo de UV foi

reunido, concentrado até secagem e liofilizado 3 vezes a par-
tir de HZO para dar

Ac-D-h - l
Arg(Etz) Gly—Cys—Phe—Q—Trp—Lys-Thr:E;L—Thr-ol.
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EXEMPLO 4

Ensaio do glucagon induzido pela insulina

Apés varios dias de aclimatizacdo
agruparam-se ratos por peso e usaram-se entre um e trés dias
depois. Os ratos foram injectados subcutineamente com 40 mg/
kg de pentobarbital (Nembutal). Aproximadamente 30 min apds a
injecgdo, as veias jugular e porta hepdtica foram expostas e
uma injecgdo de 0,1% de albumina de soro bovino (BSA)-veiculo
soro fisioldégico ou 1UI/1 ml/kg de insulina porcina no mesmo
veiculo foi administrado na veia jugular. Precisamente 15 mi-
nutos apdés a injecgdo intravenosa (i.v.) colheu-se uma amos-
tra de 1 ml de sangue a partir da veia porta hepéatica e o
rato foi sacrificado com COZ'

A amostra de sangue foli colhida
para uma seringa contendo 0,70 mg Na-EDTA e 0,1 mg de Aproti-
mina, um inibidor de proteases comercial em 0,1 ml de 0,9%
NaCl. A amostra de sangue fol misturada na seringa e transfe-
rida para um tubo de plastico separador de soro e mantido em
gelo no escuro. O plasma foi colhido dentro de 6 horas por
centrifugacido e guardado a -202C. O material a testar foi
administrado por via intramuscular ao animal imediatamenfe
antes da injeccdo i.v. de insulina. As amostras de plasma fo-
ram analisadas quanto aos niveis de glucagon usando um “"kit"
de radioimunoensaio comercial para o glucagon animal (Cambrid-

ge Medical.Technology).

A percentagem de inibicdo da liber-
tagdo de glucagon foi calculado para cada animal que receber
o composto a testar multiplicando por 100 o nivel médio de
glucagon das "testemunhas positivas", onde as "testemunhas
positivas" sdo definidas como os animais que receberam insu-

lina j v, e nenhum composto teste, menos o nivel de glucagon
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do animal teste dividido pelo nivel médio de glucagon das
"testemunhas positivas" menos o nivel médio de glucagon das
"testemunhas negativas", onde "testemunhas negativas" & defi-
nido como os animais que receberam o veiculo i.v. e nenhum
composto teste. A inibig8o percentual média foi representada
graficamente em funcdo da dose do composto a testar e calcu-
lado EDSO‘ 0 ED50 representa a dose necessdria para produzir
50 por cento de inibicdo da libertacdo de glucagon induzido

pela insulina.

Resultados ED50

N-Ac—g—hArg(Etz)—Gly—Cys—

Phe-QTrp—Lys--Thr—Cyls-Thr-NH2 0.15 pg/kg

No ensaio atrds descrito, as po-

téncias relativas de

I
N—Ac—D_-hArg(EtZ)—Gly—Cys—Phe—Q’I‘rp—Lys—Thr-Ej_r's--Thr-NH2

comparado com somatostatina e Sandostatina tendo a férmula

|
D—Phe—ng;Phe—Q—Trp-Lys-Thr—Cys—Thr—OH
were 50X and 4X, respectively.

foram de 50X e 4X, respectivamente.
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EXEMPLO 5

Ensaio da insulina induzida por glucose

Apés varios dias de aclimatizacdo,
agruparam-se ratos por peso e usaram-se entre um e trés dias
depois. Os ratos foram injectados subcutineamente com 60 mg/kg
de pentobarbital (Nembutal). Aproximadamente 40 minutos apds
injecgdo a veia jugular foi exposta e uma injeccdo de 0,1%
BSA-soro fisioldgico ou 0,5 g/2 ml/kg de glucose no mesmo
veiculo foi administrado na veia jugular. Precisamente 5 min.
apés a injecgdo i.v. colheu-se uma amostra de 1 ml de sangue
via sinus orbital e o rato fol morto com C02.

A amostra de sangue foi colhida
para tubos de vidro contendo 72 unidades USP de heparina de
litio e mantida em gelo. Colheu-se plasma dentro de 2 horas
por centrifugacdo e guardou-se a -209C. O material a testar
foi administrado ao animal 10 minutos antes da injeccdo i.v.
de glucose. As amostras de plasma foram analisadas quanto aos
niveis de insulina usando um "kit" de radioimunoensaio comer-

cial para a insulina animal (Cambridge Medical Technology).

A percentagem de inibicdo da li-
bertagdo de insulina foi calculada para cada animal que rece-
beu o compoéto a testar multiplicando por 100 o nivel médio
de insulina das "testemunhas positivas", onde "testemunhas
positivas" é definido como os animais que receberam glucose
i.v. e nenhum composto a testar, menos o nivel de insulina
do animal teste dividido pelo nivel médio de insulina das
"testemunhas positivas" menos o nivel médio de insulina das
"testemunhas negativas", é definido como os animais que rece-

beram veiculo i.v. e nenhum composto a testar. A percentagem

média de inibig8o foi representada gradficamente em func3o da
dose do composto a testar e o ED50 determinado. O ED50 repre-
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sentando a dose necessdria para produzir 50 por cento de ini-

bicdo da libertacao de insulina.

Resultados : ED50

N—Ac—Q—hArg(Etz)-Gly-C&s-

Phe-DTrp-Lys—Thr—C;s-Thr—NH2 20 ug/kg

No ensaio atrds descrito, as po-
téncias relativas de

: [
N—Ac—D—hArg(EtZ)—Gly—Cys—-Phe-—_DTrp—Lys—Thr-C;r]s—Thr—i\':‘“2

comparado com a somatostatina e Sandostatin foram de 6X e

0,3X, respectivamente.

EXEMPLO 6

Ensdio da hormona de crescimento induzida pelo Nembutal

Apdés varios dias de aclimatizagdo,
ratos macho foram agrupados pelo peso e usados entre um e




\ W ~53-

trés dias depois. Os ratos foram mantidos em jejum no dia
antes de serem usados. A cada rato teste foi dada uma injec-
¢cdo intramuscular (IM) do composto teste ou veiculo (0,1%

BSA-soro fisioldgico) na perha direita.

Imediatamente apds a injecclo in-
tramuscular deu-se uma injecg¢do subcutdnea de Nembutal (60
mg/kg). Trze minutos apds a administrac3o de Nembutal, cada
rato foi exposto durante 2 minutos a anestesia com éter se-
guido de colheita de uma amostra de 1 ml de sangue via érbi-
ta ocular. Tubos separadores de soro foram usados para prefu-
rar soro a partir de amostras de sangue. As amostras de soro
foram guardadas a -209 até andlise por radioimunoensaio. A
percentagem média de inibicdo da hormona de crescimento foi
determinada para os compostos a testar usando o método des -

crito no Exemplos 4 e 5 e determinado EDSO'

Resultados. ED50

N-Ac-D-hArg(Et, )-Gly-Cys—

Phe-—QTrp-Lys—Thr——C}js—Thr—NH2 0.025 pg/kg

No ensaio atrds descrito, as potén

cias relativas de

N—Ac—Q—hArg(Etz)-Gly-Clys—Phe—_])'I'rp—Lys—Thr—Cyls—Thr—NH2

comparadas com somatostatina e Sandostatina foram de 265X e

3X respectivamente.
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As selectividades relativas para

glucogan/insulina e hormona de crescimento/insulina para

|
N—Ac-D—hArg(Etz)—Gly-Cys—Phe—_l)Trp-Lys-Thr—Cy]s-Thr—NH2

foram de 133 e 769, respectivamente, versus valores para San-

dostatina de 11 e 103. Aumentando o intervalo de tempo entre

a dosagem de

1
N—-Ac—Q*hArg(EtZ)—Gly—Clys—Phe—_QTrp-Lys-Thr-—Cys—Thr-NH2

e os agentes de desafio (glucose, i.v., insulina i.v. e nem-
butal sc) também revelou uma vida do andlogo extremamente

longa comparada com a da somatostatina.

EXEMPLO 7

Toxicidade

Dois andlogos da somatostatina

NAc-D—hArg(CHZCF3)Z—Gly-Cbs—Phe-DTrp—Lys-Thr—EQS—Thr—
NH2 and

l
N-Ac—Q—hArg(Etz)—Gly—Cys—Phe—QTrp—Lys—Thr—C;js-.Thr—NH2

foram administrados intramuscularmente ao rato em doses até
2,43 mg/kg no ensaio da insulina induzida por glucose, sem
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se observarem efeitos adversos. No ensaio ratos macho forem
anestesiados com pentobarbitol e dada uma injec¢do intraveno-
sa de glucose. Colheu-se uma amostra de sangue 5 minutos apés
a injecgdo de glucose e testou-se mais tarde guganto ao nivel
de insulina. O andlogo da somastotatina foi administradd por
via intramuscular aos 15 minutos, 1 hora ou 2 horas antes de
retirar a amostra de sangue. Os ratos foram mortos apds se
retirar a amostra de sangue. Um total de 24 ratos recebeu uma
dose de 2,43 mg/kg de RS-45917-298 e outros 24 ratos recebe -
ram uma dose de 2,43 mg/kg de RS-10962-298. Para cada compos-
to 8 ratos foram injectados 15 minutos antes de se retirar a
amostra de sangue e 16 ratos foram injectados 2 horas antes
de se retirar a amostra de sangue. Nenhum dos ratos apresen-
tou qualquer reaccdo adversa a dose de qualquer um dos com -

postos.

A descric3o e os exemplos atrés
apresentados descrevem o invento na sua totatlidade incluin-
do as suas realizacdes preferidas. Modificacdes dos métodos
descritos que sejam débvias para os familiarizados com a drea
da quimica de peptideos pretende-se que estejam dentro do &m

bito das reivindicacbes gue se seguem.
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REIVINDICACOES:
la. - Processo para a preparaco
de um composto da fdérmula ‘
| g (1)
X-Cys-D-D-Trp-E-F-Cys-Y

onde,

X é uma ancora do extremo

Y é uma &ncora do extremo C, G-I ou dlcool de G-I: em gque

pelo menos um de X e Y é uma &ncora catidnica:,

D é Fen, Tir, pF-Fen, pCl-Fen:

E é Lis ou Lis (Rl) onde Ry é um alquilo inferior ou fluoroal-
quilo com 1 a 8 &tomos de carbono;

’

F & Tre, Val, Ser:

G é a configutagdo D ou L de Tre, Fen ou Nal (2); e I é -OH
ou —NHR2 onde R2 € H ou uma substituic8o seleccionado entre
Rl atrds: e de seus sais farmac@uticamente aceitdveis, carac-

terizado por compreender:

a) a remog¢l3o de grupos protectores de um composto da fér-

mula
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(Pl)a——X—-Cgs--D--D—Trp--E--F--CyL--Y-—(S)f

@, @), @

e
&%),

onde X, Y, D, E e F sdo como definido atrés;:

Pl, P2, P3 e P4 sdo grupos protectores onde Pl é um protector
de d-amino, P2 é um grupo protector de hidroxilo, P3 é um
grupo NIN-protector e P4 é um grupo protector de §£-amino:

S é um grupo protector de carboxilo; e a, b, ¢, d, e, e £ sdo

nimeros inteiros iguais a 0 ou 1, desde que todos de a a f ndo

sejam 0: ou

b) a remogdo simultinea dos grupos protectores e de

um suporte polimérico de um composto da férmula

(Pl)a--x--cbs--D--n-Trp--E--r--CyE-—Y--(s')

@), @, [

e
4,




onde, X, Y, D, E, F, Pl, PZ, p3 e p* sdo como definidos no
pardgrafo (a) atrds; a, b, ¢, d, e e sdo inteiros iguais a 0
ou 1, desde que todos desde a a ¢ ndo sejam 0: e

S é um suporte polimérico:

c) a remogdo de um suporte polimérico de um composto

da fdérmula

X--Cy8--Dm-D-Trp--E--F--Cy8--T--(§')

onde X, ¥, D, E, F e S' sdo como definidos no pardgrafos (b)

atras: ou

d) a oxidacd3o de um composto da fdérmula

X--Cys--D--D-Trp--E--F--Cys--Y

SH SH

onde X, Y, D, E e F sdo como definidos na pardgrafo (a) atriés;
ou

e) conversdo de um composto de fdérmula I num sal farma-

céuticamente aceitdvel: ou
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f) conversdo de um sal do composto de férmula I num

outro sal farmacéuticamente aceitdvel: ou

g) conversdo de um sal do composto da férmula I no pep-

tideo livre.

22, - Processo de acordo com a
I . ~ . . w .
reivindicagdo 1, caracterizado por X ser um radical N -algquil-
-aminodcido bdsico ligado & fraccdo Cis directamente ou atra-

vés de um espacador.

32, -~ Processo de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizado por

X ser A—(B)m—(C)n, onde A é acilo ou H:
B é hArg(Rl,Rz), Arg (Rl'Rz) ou
Lis (Rl), onde Rl é alquilo inferior ou fluoroalquilo com 1 a

8 atomos de carbono e R2 é independentemente H ou Rl;

3
[0

um inteiro de 1 a 3;
Gli, Ala, B-Ala; e

Q
O~

5 um inteiro de 0 a 5.

=]
®

42, - Processo de acordo com a
reivindicacao 3, caracterizado por
X ser A—(B)m—(C)n, onde A é acilo ou H;
B é hArg(Rl,Rz), Arg (Rl, R2) ou Lis (Rl), onde R; é alquilo
inferior ou fluoroalquilo de 1 a 8 atomos de carbono e R, é
independentemente H ou Rl;
m é um inteiro entre 1 e 3;
C é Gli, Ala, p-Ala ou hArg(Rl, Rz); e
0 ou 1.

M

(01

n
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52, - Processo de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado por Y ser uma &ncora do extre-

mo C da fdérmula A—(B)m—(C)h onde A, B, C, m e n s3o como de-

finidos na reivindicac3o 3.

62, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por ser seleccionado a partir

do grupo constituido por:

|
X—Cys—Phe—n—Trp-Lys-Thr-E;k-Thr-NHZ;

|
X—Cys—Phe—D—Trp-Lys—Thr-E;%-Phe-NHz;

|
X-Cys-Phe-D~Trp-Lys-Thr—E;L-Thr-ol;

|
X-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-&;L-Y'
’ e

|
Ac—D—Phe—Cys-Phe-p-Trp—Lys-Thr;E;L—Y

|
Ac—Q—Nal-Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr;E;L-Y

X-C'ys—Phe-D—Trp—Lys—'I‘hr—Cy's-Ac-D-Nal(Z)NH2

onde X é uma A&ncora catidnica e Y é uma Ancora do extremo C.

72, - Processo de acordo com a

reivindicag¢do 6, caracterizado por ser seleccionado a partir
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do grupo constituido por:

l .
Ac-hArg(Etz)—Gly-Cys—Phe-D-Trp—Lys-Thr—éys-Thr—NHZ,

Ac-D-hArg(Et2)—Gly—Cyg—Phe—n-Trp-Lys-Thr-CyJ—Thr-NHz;

I
Ac—D-hArg(Bu)-Gly-Cyg;Phe—D—Trp—Lys—Thr-Cys-Thr—NHZ;

r
Ac—D—hArg(Etz)—Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr—CyL-Thr-NHZ;

. l |
Ac—L—hArg(Etz)-Cys-Phe-n—Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH2

|
Ac—n-hArg(CHZCF3)2-Cgs-Phe~D—Trp—Lys—Thr-Cys-Thr-
NHZ;

. {
Ac-n—hArg(CHZCF3)2-G1y-C§s-Phe—D-Trp—Lys-Thr-Cys-Thr-
NHZ;

Ac—D—hArg(CHZCFB)Z-Gly-cgs-Phe—n—Trp—Lys-Thr-Cyk-Phe-
NHZ'

1
Ac—D—hArg(CHZCF3)Z—Gly-Cgs—Phe—n—Trp—Lys-Thr—Cys-Thr-
NHEt

Ac-L—hArg(CHZCF3)Z—Gly-C%s-Phe-D—Trp—Lys—Thr—Cyk-Thr-
NHZ;

|
Ac-D—hArg(CHZCF3)Z—Gly-Cys—Phe-n-Trp-Lys(Me)-Thr-CJs-
Ac-D—hArg(CHZCF3)Z-Gly—cbs-Phe-n-Trp-Lys(Me)-Thr-CJs-
Thr-NHEt




|
Ac-hArg(CHB.hexil)—Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr—E;s-Thr-

NHZ;

[ [
H—hArg(hexilz)-Gly—Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-
NHZ;

Ac—D—hArg(Etz)-Gly-Cbs—Phe-D—Trp—Lys-Thr—CyE-Thr-
NHEt ;

Ac-D—hArg(Etz)—Gly-C&s-Phe-D—Trp—Lys-Thr—CyL-Phe-NHz;

Propinil -D—hArg(Etz)-Gly-C&s-Phe-n—Trp-Lys(iPr)-Thr-CyE-

Thr-NHz;

Ac-D—Nal(2)-Gly—C&s-Phe-D-Ttp-Lys-Thr—dys-Gly-hArg(Et)2-
NH-
2'

Ac-D-Lys(iPr)-Gly-C&s-Phe—D—Trp-Lys-Thr-CJs-Thr-NHz;

Ac—D—hArg(CHZCF3)z-n-hArg(CHZCF3)2-Gly—Cyk-Phe-

D-Trp—Lys-Thr-C;s-Thr—NHZ; e

N-Ac—D—hArg(CHZCF3)Z-D-hAtg(ancr3)z—Gly-ays-

Phe-DTrp—Lys-Tht-C;s—Phe-NHz;

N-Ac-D—hArg(Etz)—D—hArg(Etz)-Gly-kys-Phe—DTrp-Lys-Thr-

E;B—Thr—NHZ,
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e seus sais farmacéuticamente aceitdveis.

82, - Processo de acordo com a
Reivindicagdo 7, caracterizado por se preparar um composto

que é

Ac-D-hArg( CHZCF3 )2—Gly-C|ys-Phe-n—Trp—Lys-Thr-Cyjs -Thr-
NH, ,

e seus sais farmacéuticamente aceitdveis.

%92, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 7, caracterizado por se preparar um composto

que é

Ac-D-hArg(Et, )-Gly-Cys—Phe-D-Tr p-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,,

e seus sais farmacéuticamente aceitdveis.

10a. - Processo para a preparacio

de um composto da fdérmula:
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X |
-Cys—Lys-Asn-Phe-D-n-Trp—E—F-Phe-Thr-Ser-&;&-Y (II)

onde X é uma &ncora do extremo N

Y ¢ uma &ncora do extremo C, G-I ou alcool de G-I; onde pelo
menos um de X e Y é uma Ancora catidnica

D é Fen, Tir, pF-Fen, pCl-Fen:

E é Lis ou Lis (Rl) onde Ry é um alquilo inferior ou fluoro-
alquilo de 1 a 8 atomos de carbono:

F é Tre, Val, Ser:

G é a configuragdo D ou L de Tre, Fen, Nal (2), ou (Gli)m e

’,

meéeo0 a 30;-e
I é -OH, —NHR2 onde R, é H ou um substituinte seleccionado
entre R; atrds e os seus sais farmacduticamente aceitdveis,

caracterizado por compreender:

a) a remogdo de grupos protectores de um composto da

férmula

1 |
(P )a—X-Cys-Lys—Asn-Phe-D-D—Trp—E—F-Phe—Thr-Ser—Cys-Y_-(s)1

%) ,(P3)d ,(pz)f (»
@b, @4
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onde X, Y, D, E e F sdo como definidos atrds;

Pl, Pz, P3 e P4 sdo grupos protectores onde Pl é um grupo pro-
tector de ¢ -amino, P2 é um grupo protector de hidroxilo, P3

é um grupo NIN—protector e P4 é um grupo protector de §£ -amino
S é um grupo protector de carbokiloi; ea, b, c, d, e, £, g,

h e i sdo inteiros iguais a 0 ou 1, degde que todos de a a i

ndo sejam 0: ou

b) a remogdo simultdnea de grupos protectores e de

um suporte polimérico de um composto de fdérmula

|
(Pl)a—x-Cbs-Lys—Asn-Phe—D—D]Trp—E—F-Phe—Thr-Ser—Cys-Y—(S')
3 3 2 2
)y (¢:20 PINE [¢:ap PR ¢ 29

2 4 2
%, @h,  ®h),

onde X, Y, D, E, F, Pl, P2 P3 e P4 sdo como definidos no pa-

radgrafo (a) atrés:
a, b, c,d, e, £, g e h sdo inteiros iguais a 0 ou 1, desde

que todos de a a h ndo sejam 0: e

S' é um suporte polimérico; ou

c) a remogdo de um suporte polimérico de um composto

da fdérmula
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X-C;S—Lys—Asn—Phe—D-D—Trp-E-F-Phe—Thr—Ser—Cy&—Y—(S')

onde, X, Y, D, E, F e 8' sdo como definidos no pardgrafo (b)
acima; ou

d) a oxidacdo de um composto da fdérmula

x-Cys—Lys-Asn—Phe-D—D—Trp—E-F-Phe-Thr—Ser-Cys-Y

SH SH

onde X, Y, D, E e F sdo como definidos no pardgrafo a) atrds:

ou

e) a convers8o de um composto da fdérmula II num sal

farmacéuticamente aceitdvel: ou

f) a conversdo de um sal do composto da férmula IT num

outro sal farmacéuticamente aceitédvel;

g) a conversdo de um sal do composto da férmula II no

peptideo livre.
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1la. - Processo de acordo com a

P & . : . w
reivindicag¢do 10, caracterizado por X ser um radical N -al-
guil-aminodcido bdsico ligado a fraccio Cis directamente ou

através de um especador.

12a. -~ Processo de acordo com a
reivindicagdo 11, caracterizado por
X ser A-(B)m—(C)n, onde A é acilo ou H;
B é hArg(Rl, R2), Arg(Rl, R2) ou Lis (Rl), onde Ry é alquilo
inferior ou fluoroalquilo de 1 a 8 &tomos de carbono, e R2 é
independentemente H ou Rl; m é um inteiro de 1 a 3;
C é Gli, Ala, p-Ala; e n é um inteiro de 0 a 5,

132, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 12, caracterizado por
X ser A—LB)m~(C)n, onde A é acilo ou H;
B é hArg (Rl, RZ)’ Arg (Rl, R2) ou Lis (Rl), onde R, é alqui-

lo inferior ou fluoroalquilo de 1 a 8 atomos de carbono e R2

é independentemente H ou Rl; m é um inteiro de 1 a 8:

C é Gli, Ala, B-Ala; e n é 0 ou 1.

14a, - Processo de acordo com a
reivindicacdo 10, caracterizado por Y ser uma &ncora do extre-
mo C da férmula A—(B)m—(C)n onde A, B, C, m e n s3o como de-

finido na reivindicacdo 10.

15a, - Processo de acordo com a
reivindicacdo 10, caracterizado por o andlogo dodecapeptideo

ser seleccionado a partir do grupo constituido por:
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x-CyL-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cy%-OH;

x-CyL-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cfs—OH;

x-CyL-Lys-Asn—Phe-Phe-n-Trp-Lys-Thr-Phe-Tht-Ser-D—C;s-OH;
and

X—Cyg—Phe—Asn—Phe—Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr—Ser—Cﬂs-OH

onde X é a Ancora catidnica.

162, - Método para o tratamento
de tumores, caracterizado por compreender a administracdo a
um ser humano de uma quantidade eficaz de um composto da rei-
vindicacdo 1 ou da reivindicacdo 10, e seus sais farmacéuti-
camente aceitdveis, ou de uma composicdo farmacéutica conten-
do os mesmos, numa gama de dosagem de cerca de 0,001 a cerca
de 10,0 pg/kg do peso corporal, de preferéncia de cerca de

0,01 a 5,0 pg/kg do peso corporal.

17a. - Processo para a preparacio
de uma composigdo farmacéutica uUtil no tratamento de diabetes
através da supressdo da libertac8o da hormona de crescimento
ou de glucagon num ser humano, caracterizado por se incluir
na referida composigdo uma quantidade eficaz de um composto
da reivindicag¢do 1 ou da reivindicacdo 10 e seus sais farma-

céuticamente aceitdveis, juntamente com um seu veiculo farma-
céutico.




' -69-
L—ﬂﬂ”
a—

182. - Processo para a preparacio
de uma composig¢do farmac@utica Gtil no tratamento de tumores,
caracterizado por se incluir na referida composicdo uma gquan-
tidade eficaz de um composto da reivindicac3o 1 ou da reivin-
dicagdo 10 e seus sais farmac@uticamente aceitdveis, junta-

mente com um seu veiculo farmacéutico.

192, -~ Processo para a preparacio
de uma composigdo farmac&utica dtil no tratamento de diabetes
através da reducdo da absorcdo de nutrientes com agucar e
aminodcidos a partir do tracto gastrointestinal num ser huma-
no, caracterizado por se incluir na referida composic3oc uma
quantidade eficaz de um composto da reivindicacdo 10, e seus
sais farmacéuticamente aceitdveis, juntamente com um seu vei-

culo farmacéutico.

20a2. - Processo para a preparacio
de uma composigdo farmacéutica Util no tratamento de dlceras
por supressdo da secregcdo 4cido gdstrico num ser humano, ca-
racterizado por se incluir na referida composicdo uma quanti-
dade eficaz de um composto da reivindicac3o 1 ou da reivindi-
cacdo 10 e seus sais farmacéuticamente aceitdveis, juntamente

com um seu veiculo farmacdutico.

21la, - Processo para a preparacio
de uma composicdo farmacéutica, caracterizado por se incluir

na referida composigdo um excipiente farmacéuticamente aceitd-
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vel e uma quantidade terapéuticamente eficaz de um composto
da reivindicagdo 1 ou da reivindicac3o 10 e seus sais farma-

céuticamente aceitdveis.

Lisboa, 4 de Agosto de 1989
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