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DESCRICAO
“INIBIGAO DE CRESCIMENTO DE TUMOR INDUZIDO POR TRAUMA’

CAMPO DA INVENCAO

Esta invengdo refere-se a um método terapéutico para inibir

O crescimento de um tumor.

ANTECEDENTES DA INVENCAQO

A cirurgia citorredutora tem sido utilizada como tratamento
adjuvante de doentes com cancro cujo tumor se cré ser demasiado
extenso para cura seja por farmacos ou apenas por cirurgia. O
Ccrescimento acelerado de metastases apds excisio cirGirgica ou
desbaste de um tumor primdrio é um problema clinico reconhecido,
€. tem sido notado, em particular, no sarcoma osteogénico e
cancro testicular.

O fendémeno do crescimento acelerado de matastases tem sido
atribuido & 1libertagdo de células vidveis resultantes da
manipulagdo do tumor durante a cirurgia, ou a aceleracdo do
crescimento das metdstases originadas antes da ocorréncia da
cirurgia do tumor. O crescimento acelerado de metastases pré-
cirargicas tem sido atribuido a alteragdes no estado de
imunidade do hospedeiro apés a remocdo de uma porgdo maior do
tumor ou a outros efeitos directos ou indirectos do procedimento
cirdrgico. Tem sido postulado que o tumor microscépico que figue
apés cirurgia é capaz de crescer mais rapidamente do que o tumor
primario porque o primeiro ndo esta sujeito a factores que
restringem o seu crescimento, isto &, limites anatémicos, anoxia
e deficiéncias nutricionais.

O crescimento activado de matéstases apds excisdo parcial
de tumores implantados em murganhos foi relatado pela primeira
vez por Marie e Clunet em 1910, e por Tyzzer em 1913. Estes
investigadores afirmaram que a remocdo parcial de tumores
implantados tornava disponivel grandes quantidades de

1
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“substéncias nutritivas” para activar 0 crescimento de
metastases. Esta teoria foi uma modificacdo da hipbtese de
Erlich de que um tumor em crescimento activo retirava do animal
hospedeiro certas substancias especificas para o crescimento.

Mais recentemente, Simpson-Herren et al., [Cancer Treat.
Rep. 60:1749 (1976)] descreveram um estudo no qual era concebido
um procedimento cirdrgico para simular a excisdo de tumores mas
que deixava o tumor primdrio e as suas metédstases espontéaneas
ndao perturbadas (um procedimento de simulacgdo), resultava num
ligeiro aumento no indice de timidina de met&stases pulmonares
de Lewis do tumor de pulmdo, e uma diminuicdo na esperanca de
vida dos animais.

Outros investigadores relataram crescimentos activados de
metastases semelhantes como resultado de trauma cirtrgico, ndo
cirdrgico ou “stress”. Como nota particular, Fisher et al.,
[Cancer Res. 49: 1996 (1989)] avaliaram o efeito da remocdo de
um tumor primario na cinética de células em metdstases de seis
tumores diferentes. Verificaram um aumento no indice de marcagao
de focos de tumor distantes (metéstases) associado com a remocao
de cada tipo de tumor. O soro, obtido de murganhos apds remocao
de um tumor, quando transferido para murganhos receptores com o
mesmo tipo de tumor, resultou num aumento no indice de marcacgao
dos tumores receptores. Contudo, se o soro fosse obtido antes
das 18 horas apds a cirurgia, ou se o murganho com tumores ndo
fosse sujeito a cirurgia, entdo o) SOro nao aumentava
substancialmente o indice de marcacdo de tumores em murganhos
receptores. Estes investigadores concluiram que os seus
resultados refutavam a premissa de gque a remog¢do de um tumor
primdrio é um fendémeno local sem consequéncias bioldégicas.

Alexander et al., [Adv. Exp. Med. Biol. 233: 345 (1988} 1]
estudaram o fendémeno do crescimento preferencial de células
cancerigenas provenientes de sangue em locais de trauma, e

concluiram que enquanto varios factores contribuem para tornar
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uma lesdo num ambiente mais favoravel para o crescimento de
metastases, um dos mecanismos principais é a libertacgdo de
factores de crescimento por macréfagos que se infiltraram na
lesdo.

O adenocarcinoma da glandula préstata € uma doenga com uma
incidéncia que aumenta rapidamente com a idade apbds os 50..E o

Gnico sitio mais comum de cancro para machos apbés os 70. Apesar

~ dos avan¢os na cirurgia e na terapia médica para carcinoma da

prostata, esta doenca continua a liderar a causa de morte
relacionada com o© cancro nos homens americanos. Durante os
ultimos 30 anos, a taxa de mortalidade por cancro da prbéstata
permaneceu essencialmente inalterada.

Existe um namero de séme}hangas entre a hiperplasia
prostética benigna (BPH) e cancro. Embora n3o tenha sido
encontrada nenhuma relagdo casual entre BPH e cancro da
préstata, existe um ntmero de semelhancas impressionantes,
incluindo o aumento da incidéncia e prevaléncia com a idade,
concordante com a histéria natural, e requisitos hormonais para
0 crescimento e desenvolvimento.

Embora doentes com doenga localizada sejam frequentemente
assintomaticos, a doenca localizada avancada pode ser
acompanhada por sintomas de obstrucdo dos canais da bexiga,
necessitando de intervengdo cirurgica terapéutica. A obstrucgéo
de canais benigna por hipertrofia prostadtica central & também
comurmn, necessitando de resseccdo transuretral da préstata
(TURP) .

A prostatectomia na doen¢a benigna é um misnémero. Apesar
do tipo de prostatectomia realizada para doenga obstrutiva
benigna (suprapubica, retropubica, perineal ou transuretral), a
préstata ndo é removida. Uma espessura varidvel mas substancial
do tecido glandular prostadtico permanece apds remogcdo de um
alargamento adenomatoso das glandulas periuretrais. O cancro

pode e desenvolve-se nos tecidos prostiticos que permanecem.



SIS S

O diagnéstico precoce do carcinoma da prbéstata esta
dificultado pela auséncia de sintomas no homem com tumores
localizados. Embora a maior parte dos estudos em pesquisa do
cancro da préstata tenham sido conduzidos em homens
assintomaticos, outros lidaram com a pesquisa em homens antes da
prostatectomia para o presumivel envolvimento glandular benigno.
Desse modo, ¢é de particular importancia que a evidéncia
patoldgica de cancro clinicamente oculto se verifica em 10% ou
20% dos homens que fazem cirurgia para BPH. Ver Denton, S.E. et
al., J. Urol. 93: 296 (1965); Sheldon, C.A. et al., J. Urol.
124: 626 (1980).

O estadio A do carcinoma da préstata tem sido definido como
cancro verificado incidentalmente na autépsia e em secgdes
patolégicas de glandulas resseccionadas que se acredita serem
pre-operativamente benignas. Whitmore, W.F., Jr., Amer. J. Med.
21: 697 (1956). Estudos de autépsia indicam gue a incidéncia de
tais casos é de 25% a 30% em homens com mais de 50 anos de
idade. Hudson, P.B. et al., J.A.M.A. 155: 426 (1954).

Que o trauma cirdrgico pode desencadear estas células
cancerigenas latentes a aumentar a proliferacdo e/ou metdstases
esta indicado pelos exemplos clinicos Seguintes. Armenian et
al., [Armenian, H.K. et al., Lancet 2: 115-117, 1974] conseguiram
seguir 611 doentes durante 18 anos apdés TURP e prostatectomia
aberta, e verificaram uma frequéncia significativamente maior de
cancro naqueles com BPH (11,4%) comparado com os controlos sem
BPH (3,2%). A taxa de morte para o cancro da préstata era 3,7
vezes superior entre doentes com BPH do que entre os controlos.
Os autores também compararam retrospectivamente 290 doentes de
cancro com a mesma idade dos controlos, e revelaram um risco
relativo de 5,1 para cancro da préstata em doentes tratados para
BPH.

Um estudo efectuado por Hanks et al., [J. Urol. U 129: 309

(1983)] em 443 doentes tratados com terapia de radiacdo para o
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cancro da proéstata, comparou a sobrevivéncia de doentes cujo
cancro tinha sido diagnosticado por TURP com 0sS diagnosticados
por bidpsia com agulha, um procedimento significativamente menos
traumdtico. Esta anadlise indicou o dobro da recorréncia e de
morte de doentes diagnosticados por TURP.

McGowan [Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 6: 1121 (1980)]
relataram um estudo retrospectivo de 291 doentes tratados com
radioterapia definitiva no Cross Cancer Institute de Edmonton. O
actuario corrigido da sobrevivéncia independente de doencga e
sobrevivéncia para morte intercorrente foram determinados para
cada estégio € por meio de diagnéstico. Foi demonstrada uma
diferenca significativa na sobrevivéncia de 5 anos de
sobrevivéncia independente de doenga para os Estéddios B e C: 72%
e 51% para agulha versus TURP, respectivamente (p=0,005 por
teste duplo Gehan’s Wilcoxon).

A literatura estd repleta de exemplos clinicos ilustrativos
da pobreza do prognéstico e a curta sobrevivéncia de doentes com
cancro da préstata sujeitos ao maior trauma cirGrgico de TURP
quando comparado com bidépsia de agulha.

Um procedimento cirdrgico que estd a ganhar popularidade
para o tratamento de cancro da mama precoce é a “lumpectomia”.
Embora a lumpectomia n&o seja t&o traumatica como a mastectomia,
¢ um procedimento cirGrgico que ndo explora, ou. remove, oS
ndédulos 1linfaticos de drenagem que podem conter células
cancerosas residuais. A lumpectomia é relativamente nova na cena
cirGrgica, e ndo possuli o repertdrio de estudos clinicos que
ilustrem os efeitos de trauma cirdrgico na recorrédncia de
tumores e sobrevivéncia. Contudo, é provavel um paralelismo com
a préstata.

Excisdo cirurgica com margem larga é a primeira modalidade
terapéutica aplicada ao tratamento de melanoma primadrio cuténeo
maligno. Dependendo do grau de infiltracdo local ou envolvimento
dos nédulos linfaticos de drenagem, a cirurgia pode ser seguida

de radiagdoc ou quimioterapia. No entanto, a recorréncia de
5
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pPequenas lesdes melanoliticas no local cirtrgico ou ao longo
dos canais linfaticos de drenagem sio prontamente reconhecidos
clinicamente e um indicador comum de doeng¢a progressiva. Devido
a dificuldade no tratamento de melanoma maligno em fase
avancada, consideragdes éticas ndo permitiram estudos clinicos
comparando a sobrevivéncia ou disseminacdo metastatica de
melanoma cuténeo maligno em doentes sujeitos ou néo sujeitos a
excisdo cirGrgica da lesdo cuténea primaria.

Foi relatado recentemente que um anadlogo da somatostatina
inibe o crescimento mas ndo a cura de lesdo. Ver Abribat T. et
al. Endocrine Society, 74™ Annual Meeting, Abstract #1384
(1992).

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencgdo refere-se a um método terapéutico para
inibig&do, num mamifero, do crescimento acelerado de um tumor
sélido primdrio ou metastdtico, resultando de trauma do tecido
causado cirurgicamente, ndo cirurgicamente, ou por ulceracgdo do
tecido. O método inclui o passo de administrar ao referido
mamifero uma quantidade terapeuticamente eficaz de somatostatina
ou um agonista da somatostatina.

Também no ambito desta invencdo estd um método para
produzir um medicamento para inibicdo, num mamifero, do
crescimento acelerado de um tumor sélido primério ou
métastatico, resultando de trauma do tecido causado
cirurgicamente, ndo cirurgicamente, ou por ulceragdo do tecido,
compreendendo o referido método misturar somatostatina ou um
agonista da somatostatina com uma substancia transportadora
farmaceuticamente aceitavel.

A definigdo de “agonista da somatostatina” sera definida
abaixo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz depende da
condigdo a ser tratada, da via de administragdo escolhida e da
actividade especifica do composto utilizado, e em dltima
instancia serd decidida pelo médico ou veterinario assistente.

6
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Os tumores que podem ser tratados pelo método terapéutico
desta 1inveng¢do incluem, mas ndo estdo limitados a, tumores
epiteliais (tumores de tecidos epiteliais) tais como tumor da
préstata, tumor da mama, tumor do cblon, tumor do pulmio, e
melanoma. Preferencialmente, O passo de administracdo ¢
realizado por aplicagdo tépica ou subcutdnea no sitio do trauma.

Outras caracteristicas e vantagens da invencao serdo 6bvias
a partir da seguinte descrigdo das realizacgdes preferidas desta,

e das realizacgdes.

Abreviaturas

p-Nal

B-naftilalanina
B-Pal = B-piridilalanina
hArg (Bu) = N-guanidino-(butil)-homoarginina

hArg(Et), = N,N’-guanidino-(dimetil)-homoarginina

hArg (CH,CF3) » = N,N’ -guanidino-bis-(2,2,2,-trifluoroetil) -
homoarginina

hArg(CHs, hexil) = N,N”-guanidino- (metil, hexil)-homoarginina

Lys(Me) = N*-metil-lisina

Lys(iPr) = N°-isopropil-lisina

AmPhe = aminometilfenilalanina
AchxAla = aminociclohexilalanina
Abu = acido a-aminobutirico

Tpo = 4-tiaprolina

MeLeu = N-metil-leucina

Orn = ornitina

Nle = norleucina

Nva = norvalina

Trp(Br) = 5-bromo-triptofano
Trp(F) = 5-fluoro-triptofano
Trp(NOz) = S5-nitro-triptofano

Gaba = &cido y-aminobutirico

Bmp = PB-mercaptopropionilo
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Ac = acetilo

DESCRICAO DAS REALIZACOES PREFERIDAS

Somatostatina e seus agonistas

A somatostatina (factor de inibigido de libertacdo de
somatotropina, ou SRIF) é um inibidor de secrecdo da hormona de
crescimento e foi originalmente isolada a partir do hipotédlamo,
Brazeau et al. Science 179:77 (1973). A somatostatina possui um
largo espectro de efeitos biolégicos, participa num namero
elevado de processos bioldégicos e na maior parte dos casos,
desempenha o papel de um factor de inibig¢do. Por exemplo, inibe
a libertacdo de prolactina, insulina, glucagon, gastrina,
secretina e colecistoquinina. Reichlin S. Somatostatin, N. Eng.
J. Med. 309:1495 e 1556 (1983).

Um doé efeitos mais importantes da somatostatina como
factor de inibigdo de crescimento consiste na sua capacidade
para influenciar varias formas de crescimento celular
patolégico. E bem conhecido da literatura Jque exerce uma acgdo
inibidora no crescimento de células cancerosas. Ver Schally,
A.V. Cancer Res. 48:6988 (1988); e Taylor et al. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 153:81 (1988).

Do mesmo modo, a somatostaina antagoniza o efeito de alguns
factores na proliferagdo de tumores. Foi recentemente mostrado
que analogos da somatostatina eram capazes de activar a enzima
fosfatase da tirosina, que antagoniza o efeito de guinases da
tirosina, um mediador no efeito mitético de factores de
crescimento (p. ex., factor de crescimento epidérmico, factor de
crescimento tipo insulina, etc.). Schally, A.V. Cancer Res.
48:6977 (1988); Yarden et al., Ann. Rev. Biochem. 57:443 (1989).

A somatostatina nativa possui uma duracdo muito curta do
efeito in vivo, uma vez que é rapidamente inactivada por endo e
exopeptidases. Tém sido preparados muitos andlogos novos de modo
a aumentar a duragdo do efeito, a actividade bicldégica e a

8
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selectividade desta hormona. Tais anadlogos serdo aqui
denominados agonistas da somatostatina.

Os agonistas da somatostatina que podem ser utilizados para
a pratica do método terapéutico da presente invencdo incluem,
mas nao estdo limitados a, aqueles cobertos por férmulas ou
aqueles especificamente referidos nas publicacdes apresentadas
abaixo.

Pedido de PE No. P5 164 EU (Inventor: G. Keri);

Van Binst, G. et al. Peptide Research 5:8 (1992);

Horvath, A. et al. Abstract, “Conformations of Somatostatin
Analogs Having Antitumor Activity” 22° Buropean Peptide
Symposium, Setembro 13-19, 1992, Interlaken, Suicga;

Pedido de PE 0 363 589 A2 (1990);

Patente U.S. No. 4 904 642 (1990);
Patente U.S. No. 4 871 717 (1989);
Patente U.S. No. 4 853 371 (1989);
Patente U.S. No. 4 725 577 (1988);
Patente U.S. No. 4 650 787 (1987);
Patente U.S. No. 4 603 120 (1986);
Patente U.S. No. 4 585 755 (1986);
Pedido de PE 0 203 031 A2 (1986);

Patente U.S. No. 4 522 813 (1985);
Patente U.S. No. 4 486 415 (1984);
Patente U.S. No. 4 485 101 (1984);
Patente U.S. No. 4 435 385 (1984);
Patente U.S. No. 4 395 403 (1983);
Patente U.S. No. 4 369 179 (1983);
Patente U.S. No. 4 360 516 (1982);
Patente U.S. No. 4 358 439 (1982);
Patente U.S. No. 4 328 214 (1982);
Patente U.S. No. 4 316 890 (1982);
Patente U.S. No. 4 310 518 (1982);
Patente U.S. No. 4 291 022 (1981);
Patente U.S. No. 4 238 481 (1980);

9



Patente
Patente
Patente
- Patente
Patente U

Agonistas

S g g G
0 n n v w

da

estdo limitados a,

sdo revelados nas referéncias acima citadas:

No.
No.
No.
No.
No.

somatostatina preferidos

4
4
4
4

4

235
211
190
146
133

886
693
648
612
782

(1980
(1980
(1980
(1979
(1979

)
)
)
)
)

-
4
.
7

14

.
4

e

incluemn,

mas

nao

Os seguintes analogos da somatostatina que

H-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH;

H-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
H-D-Trp-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-val-Cys-Thr-NH,;
H-D-Trp-Cys—-Phe-D-Trp~Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe~Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys—-Trp-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;

Ac-D-Phe-Lys*-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Asp-Thr-NH,

ligagdo amida formada entre Lys® e Asp);

Ac-hArg(Et),-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;

Ac-D-hArg
Ac-D-hArg

(
(

(uma

)2-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr~NH;;

Et
Bu) -Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;

Ac-D-hArg (Et);-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac-L~-hArg (Et),-Cys-Phe-D-Trp-LyS-Thr-Cys—-Thr-NH,;

Ac-D-hArg

Ac-D-hArg (CH2CF3) ,-Gly-Cys-Phe-D~-Trp~-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
2—Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys~-Thr-Cys-Phe~-NH,;
CH,CF3) 2-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NHEt
Ac-L-hArg (CH,-CF3) 2-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,

)
AC-D—hArg CH2CF3)
)

Ac-D-hArg

(
(

(
(
(
{

CH2CF3) 2~Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;

Ac—D—hArg(CHZCFQg—Gly—Cys—Phe—D—Trp—Lys(Me)—Thr—Cys—Thr—NHz

Ac-D-hArg (CH,CF3) -Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys (Me) -Thr-Cys-Thr-

Ac-hArg (CHs, hexyl)-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,

NHEt

H-hArg (hexyl;) -Gly-Cys-Phe~-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-hArg (Et),-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys~Thr-NHEt;
Ac-D-hArg (Et),-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Phe-NH,;

10
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Propionil-D—hArg(Et)Z—Gly—Cys-Phe—D-Trp-Lys(iPr)-Thr—Cys—
Thr-NH;;
Ac—D-B—Nal—Gly—Cys—Phe—D—Trp—Lys—Thr—Cys—Gly—hArg(Et)z—NHz;
Ac-D-Lys (iPr)-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac—D-hArg(CHZCFﬁz—D—hArg(CHZCFQZ—Gly—Cys-Phe—D—Trp—Lys-Thr—
Cys-Thr-NH,; |
Ac-D—hArg(CHgCFﬁz—D-hArg(CH2CFQz—Gly-Cys—Phe—D—Trp—Lys-Thr—
Cys-Phe~-NH,;
Ac—D-hArg(Et)g—D—hArg(Et)Z—Gly—Cys—Phe—D~Trp—Lys—Thr—Cys—
Thr-NH,;
Ac—Cys—Lys—Asn—4—Cl—Phe—Phe—D—Trp—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—D—Cys—
NHy;
Bmp~-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Phe-NH,;
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-p-Cl-Phe-NH,;
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-f-Nal-NH;;
H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys—Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp~Lys-Abu-Cys-B-Nal-NH,;
H-pentafluoro-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys~-Thr-NH,;
Ac-D—ﬁ—Nal—Cys—pentafluoro—Phe—D—Trp—Lys—Val—Cys—Thr—NHz;
H-D-PB-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-B-Nal-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-B-Nal-NH;;
H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;
H-D-p-Cl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-p-Cl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-B-Nal-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys-Thr-NH,;
ciclo (Pro-Phe-D-Trp-N-Me-Lys-Thr-Phe);
ciclo (Pro-Phe-D-Trp~-N-Me-Lys-Thr-Phe);
ciclo (Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-N-Me-Phe);
ciclo (N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Phe) ;
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ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo

ciclo

ciclo.

ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo

ciclo

ciclo

ciclo

LNM

(Pro-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Phe);
(Pro-Phe-D-Trp~Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-L-Trp-Lys-Thr-Phe) (SEQ ID NO: 1);
(Pro-Phe-D-Trp(F)-Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-Trp(F)~Lys-Thr-Phe) (SEQ ID NO:2);
(Pro-Phe-D-Trp-Lys-Ser-Phe);
(Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-p-Cl-Phe);
(D-Ala-N-Me-D-Phe-D-Thr-D-Lys-Trp-D-Phe) ;
(D-Ala-N-Me-D-Phe-D-Val-Lys-D-Trp-D-Phe) ;
(D-Ala-N-Me-D-Phe~-D-Thr-Lys-D- Trp-D-Phe) ;
(D-Abu-N-Me-D-Phe-D-Val-Lys-D-Trp-D-Tyr) ;
(Pro-Tyr-D-Trp-t-4~AchxAla-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-D-Trp-t-4-AchxAla-Thr-Phe);
(N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe) ;
(N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-~t-4~AchxAla-Thr-Phe) ;
(Pro-Tyr-D-Trp-4-Amphe-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-D-Trp-4-Amphe-Thr-Phe) ;
(N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-4~Amphe~Thr-Phe);
(Asn-Phe-Phe~-D~Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba) ;
(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba-Gaba) ;
(Asn-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe) ;
(Asn-Phe-Phe-D~-Trp-Lys-Thr-Phe~NH (CH,) 4CO) ;
(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-B-Ala);
(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-D-Glu)-0OH;
(Phe-Phe~-D-Trp-Lys-Thr-Phe);
(Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gly) ;
(Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba) ;
(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gly) ;
(Asn-Phe-Phe-D-Trp(F)-Lys-Thr-Phe-Gaba) ;
(Asn-Phe-Phe-D-Trp (NO;) -Lys-Thr-Phe-Gaba) ;
(Asn-Phe-Phe-Trp (Br)-Lys-Thr-Phe-Gaba)
(SEQ ID NO:3);
(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe (I)~-Gaba);
(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Tyr (But)-Gaba) ;
12
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ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Pro-Cys) -
OH;

ciclo (Bmp-Lys~-Asn-Phe~-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Pro-Cys) -
OH;

ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Tpo-Cys) -

OH;

ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp~Lys-Thr-Phe-Thr-MeLeu-
Cys)-0H;

ciclo (Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Gaba);

ciclo (Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-D-Phe-Gaba);

ciclo (Phe-Phe-D-Trp(5F)-Lys-Thr-Phe~Phe-Gaba);

(
(
(
ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys(Ac)-Thr-Phe-NH- (CH,)3-CO) ;
(
(
(

ciclo (Lys-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba);
ciclo (Lys-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba); e
ciclo (Orn-Phe-Phe-D-Trp-Lys~-Thr-Phe-Gaba).

Note-se que para todos os agonistas da somatostatina agui
descritos, cada residuo de aminodcido representa a estrutura
de NH-C(R)H-CO-, em que R é a cadeia lateral. No entanto, nas
duas férmulas gerais estabelecidas imediatamente abaixo, A; do
terminal N e A' significam NH,-C(R)H-CO- e =N-C(R)H-CO-,
respectivamente. As 1linhas entre os residuos de aminoiacido
representam as ligagdes peptidicas que ligam os aminodcidos.
Também, quando o residuo de aminoicido é opticamente activo, é
a configuragdo de forma L que se pretende, a menos que a forma
D esteja expressamente designada. E formada uma ponte
dissulfureto entre dois residuos Cys; no entanto, ndo é
apresentada.

Agonistas da somatoétatina também preferidos da invencao

tém a férmula seguinte:
Al—Az—A3—D-Trp—Lys—A6—A7—A8
em que A; €& um isémero D ou L de B-Nal, Trp, B-Pal, Phe,

Phe substituido, ou removido; A, e A, independentemente sio
13
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Cys, Asp, ou Lys, e estdo covalentemente ligados através de
uma ponte dissulfureto ou uma ponte de amida; A; & Phe ou X-Phe
©-, m- ou p- substituido, em que X é um halogénio, OH, NH,, NO,

ou alquilo Cj;-3; A¢ é Val, Thr, Ser, Ala, Phe, B-Nal, Abu, Ile,

Nle, ou Nva; e Ag é Phe, Tyr, Trp, Ser, PB-Nal, ou removido;
desde que quando um de entre A; e A; for Cys, o outro também é
Cys e quando nem A, nem A, forem Cys, A; é diferente de A,.

A utilizagdo de agonistas lineares de somatostatina da

férmula seguinte, esta também incluida na invencado:

R
\
A'-A%-A3-D-Trp-Lys-A®-A"-a%-R,
/
Rz

em que

A' é um isémero D- ou L- de Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Thr,
Ser, PB-Nal, B-Pal, Trp, Phe, 2,4-dicloro-Phe, pentafluoro-Phe,
p-X-Phe, ou o-X-Phe, em que X é CH;, Cl, Br, F, OH, OCHz ou
NO3;

A* ¢ Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Phe, B-Nal, piridil-Ala,
Trp, 2,4-dicloro-Phe, pentafluoro-Phe, o-X-Phe, ou p-X-Phe, em
que X é CH;, Cl, Br, F, OH, OCH; ou NO,;

A* ¢ piridil-Ala, Trp, Phe, PB-Nal, 2,4-dicloro-Phe,
pentafluoro-Phe, o-X-Phe, ou p-X-Phe, em que X é CHs, Cl, Br,
F, OH, OCH; ou NOj;

A® é val, Ala, Leu, Ile, Nle, Thr, Abu, ou Ser;

Al & Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Phe, f-Nal, piridil-Ala,
Trp, 2,4-dicloro-Phe, pentafluoro-Phe, o-X-Phe, ou p-X-Phe, em
que X é CHs, Cl, Br, F, OH, OCH; ou NO,;

A® & um isémero D- ou L- de Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Thr,
Ser, Phe, B-Nal, piridil-ala, Trp, 2,4-dicloro-Phe,
pentafluoro-Phe, p-X-Phe, ou o-X-Phe, em que X é CH;, Cl, Br,

14
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F, OH, OCHs; ou NOj;
cada R; e Rz, independentemente, é H, acilo baixo ou
alquilo baixo; e Rz &€ OH ou NH,; desde que pelo menos um de Al
e A* e um de A? e A’ sejam um aminodcido aromitico; e ainda
desde que A', A%, A’ e A% ndo possam ser todos aminoicidos
aromaticos.’
Agonistas lineares particularmente preferidos para serem
utilizados no método desta invencido incluem:
H~D-Phe-p-cloro-Phe-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-NH,.
H-D-Phe-p-NO;-Phe-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe-Thr-NH,;
H-D-Nal-p-cloro-Phe-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe-Thr-NH,.
H-D-Phe-Phe-Phe~D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-NH,.
H-D-Phe-Phe-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe-Thr~NH,.
H-D-Phe-p-cloro-Phe-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe-Thr-NH,.
H-D-Phe-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Ala-f-D-Nal-NH,.
Se desejavel, a parte hidrofébica (p.ex., um grupoc acilo)
pode ser ligada ao azoto do grupo amino no terminal N de um

agonista de somatostatina.

Proliferagcdo de tumor apds trauma

Antes de revelar os métodos preferidos de utilizacdo de
somatostatina ou seus agonistas para inibir, num mamifero, o
crescimento acelerado de um tumor sélido primadrio ou
metastatico resultante de trauma de tecido causado
cirurgicamente, ndo cirurgicamente ou por ulceracgdo do tecido,
é primeiro fornecida evidéncia experimental do crescimento do
tumor induzido por trauma.

A vaga proliferativa de tumor residual em animas tratados
Cirurgicamente indicaria a libertacéo de factores de
crescimento da &area do trauma. Para determinar a duracdo da
libertagdo de tais factores pés-trauma, foi induzido trauma
cirdrgico em cinco grupos (10 animais por grupo), e cinco
grupos (10 animais por grupo) foram retidos como controlos nao

tratados cirurgicamente. O tratamento dos varios grupos esta
15



sumarizado na Tabela 1.

TABELA 1

Proliferacgdo Induzida por Trauma de Melanoma Subcutaneo

Grupo Tratamento Dias Pos Peso Taxa de

No. Implantacdo do Cresci-
Tumor mento

1 Cirurgia do flanco esquerdo, 14 10314112 73,6

dia 0. Tumor implantado s.c.,
flanco direito, dia 0.

2 Cirurgia do flanco esquerdo, 15 13914166 92,7
dia 0. Tumor implantado s.c.,
flanco direito, dia 1.

3 Cirurgia do flanco esquerdo, 14 13334244 95,2
dia 0. Tumor implantado s.c.,
flanco direito, dia 2.

4 Cirurgia do flanco esquerdo, 15 764+166 50,9
dia 0. Tumor implantado s.c.,
flanco direito, dia 3.

5 Cirurgia do flanco esquerdo, 14 558+200 39,8
dia 0. Tumor implantado s.c.,
flanco direito, dia 4

6 Controlo sem cirurgia. Tumor 14 454476 32,5
implantado S.C., flanco
direito, dia 0.

7 Controlo sem cirurgia. Tumor 15 9724232 64,8
implantado s.C., flanco
direito, dia 1.

8 Controlo sem cirurgia. Tumor 14 813+268 58,1
implantado S.C., flanco
direito, dia 2.

9 Controlo sem cirurgia. Tumor 15 950+185 63,3
implantado s.C., flanco
direito, dia 3.

10 Controlo sem cirurgia. Tumor 14 448+111 31,9
implantado S§.C., flanco

direito, dia 4.

Procedimento cirurgico: Excisdo estéril de um enxerto de pele de espessura
total do flanco esquerdo. Margens da les3c imediatamente aproximadas e
fechadas com grampos Michel. Os animais tratados cirurgicamente foram
cuidadosamente seleccionados aleatoriamente.

Melanoma B16: Implante 10° células B16-F10, s.c., flanco direito enm p.m.

As unidades do peso do tumor e da taxa de crescimento s&o mg e ng/dia,
respectivamente.

Os tamanhos dos tumores foram determinados trés vezes por
semana com compassos Vernier, e a taxa de crescimento por dia
foi calculada no final do periodo teste. Na Tabela 1, sao
feitas comparag¢des entre o Grupo 1 e o Grupo 6; Grupo 2 e Grupo
7; Grupo 3 e Grupo 8; Grupo 4 e Grupo 9; e Grupo 5 e Grupo 10.
O aumento em percentagem na taxa de crescimento por dia nos
grupos tratados cirurgicamente em relacdo a dos correspondentes
controlos nao traumatizados indica gue o estimulo do

16



I N

crescimento do tumor comega a ocorrer no dia da traumatizacéo.
O efeito resultante no crescimento do tumér & facilmente
mensuravel dai em diante, e diminui para os niveis de
crescimento normal pelo dia 4.

Estes resultados correlacionam-se bastante bem com as
observagdes de Aamdal, et al. [Br. J. Cancer 51:347 (1985) 1,
que mediram a actividade mitética de cépsulas subrenais
implantadas com =xenoenxertos de tumor humano, em murganhos.
Neste estudos, melanomas humanos, carcinomas do cdlon e
sarcomas exibiram um surto proliferativo apdés o trauma

cirurgico de implantacdo da cépsula subrenal.

Inibicdo de crescimento de tumor da préstata induzido por

trauma

O seguinte estudo foi planeado para demonstrar o efeito
terapéutico da aplicacdo de BIM-23014 (um agonista da
somatostatina com a estrutura de H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-
Val-Cys-Thr-NH;), topicamente, ou no sitio do tumor ou no sitio
traumatizado cirurgicamente, para inibir o surto proliferativo
de tumor da préstata apds trauma cirtrgico. Os resultados, bem
como uma breve descrigdo da experiéncia, sdo apresentados na
Tabela 2 abaixo. Os resultados sdo relatados como médias +

s.e.m. em 10 animais/grupo.
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TABELA 2
Tratamento de Proliferagdo Induzida por Trauma Cirargico

(Tumor da Préstata)

Grupo Tratamento Alteracdo no Percentagem
No. Peso do Tumor Teste/
Dia 6-17 (mg) Controlo
1 Tumor implantado s.c., flanco 19214260
direito, dia 0. Sem cirurgia.
Controlo de armazenamento
2 Tumor implantado s.c., flanco 2366+434
direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3.
Controlo de armazenamento
3 Tumor implantado s.c., flanco 2100+321
direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3.
Veiculo 10%DMSO/salino, 98
tépico para o tumor, b.i.d.,
q.d. 3(p.m.).
4 . Tumor implantado s.c., flanco 2052+196
direito, dia 0. Cirurgia
flanco -esquerdo, dia 3. BIM-
23014, tépico para o tumor,
b.i.d., g.d. 3(p.m.).
5 Tumor implantado s.c., flanco 24104289
direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3.
Veiculo 10%DMSO/salino, 77
tépico para a area de
cirurgia, b.i.d., qg.d.
3{p.m.).
6 Tumor implantado s.c., flanco 18544328
direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3. BIM-
23014, toépico para a &rea de
cirurgia, b.i.d., q.d.
3(p.m.).

123

Mais especificamente, a implantacéo de tumor foi
realizada em todos os animais teste, i.e., Grupos 1-6, por
implantagdo subcutadnea de um triturado de 2 mm® de 2PR121D(1},
uma linha celular de tumor da préstata, no flanco direito no
dia 0. O trauma cirargico foi induzido no flanco esquerdo de
cinco grupos de murganhos Noble machos, i.e., Grupos 2-6. O
procedimento cirtrgico foi realizado primeiro excisando um
enxerto de pele de espessura total do flanco esquerdo, sob
precaucdes de esterilidade. Foi utilizado um tubo de ensaio de
15 mm de D, como marcador, para delinear a pele a ser excisada

para padronizar a &rea cirOrgica. As margens da lesdao foram
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imediatamente aproximadas e fechadas com grampos Michel. A
cirurgia foi realizada no dia 3 apdés implantacdo de células de
tumor da proéstata.

Tanto o placebo (de dimetilsulféxido [“DMSO”] a 10% em
salino) como BIM-23014 (10 mg/ml em veiculo de DMSO a
10%/salino) foram aplicados topicamente com espalhamento suave
durante exactamente um minuto, sendo o volume aplicado de 0,1
ml.

Como apresentado na Tabela 2, as células de tumor da
préstata implantadas s.c. em animais n&o traumatizados
cirurgicamente no dia 0 produziram tumores com um peso médio
de 1921 mgs entre os dias 6-17 (Grupo 1). O indéculo do mesmo
tamanho de células de tumor da préstata, implantados no lado
oposto a area traumatizada, produzui tumores pesando 2366 mgs
no mesmo periodo de tempo (Grupo 2). Assim, o trauma cirurgico
induziu proliferagdo acelerada de tumor da préstata como
indicado pelo wvalor do Teste/Controlo de 123%. BIM-23014
aplicado directamente no sitio do tumor resultou em tumores
pesando 2052 mgs (Grupo 4); enquanto que placebo de DMSO a
10%/salino aplicado directamente ao sitio do tumor resultou em
tumores pesando 2100 mgs (Grupo 3), produzindo um valor
Teste/Controlo de apenas 98%.

Quando o veiculo de DMSO a 10%/salino foi aplicado a &rea
traumatizada cirurgicamente no flanco esquerdo (Grupo 5), néo
houve efeito aparente, com os tumores no flanco direito
Crescendo para uma média de 2410 mgs (cf. 2366 mgs para o
Grupo 2). E importante que quando BIM-23014 foi aplicado
topicamente a area traumatizada cirurgicamente (flanco
esquerdo) em vez de a 4drea ndo traumatizada (flanco direito)
(Grupo 6), o crescimento do tumor foi marcadamente inibido
resultando em tumores pesando 1854 mgs, um valor
Teste/Controlo de 77%.

Noutro estudo, um triturado fino de tecido de tumor da
proéstata de rato 11095, 1-2 mm®, foi implantado s.c., flanco
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direito, em ratos da estirpe Fischer 344 no dia 0. No dia 2,
48 horas mais tarde, todos os animais foram traumatizados
cirurgicamente por excisdo de um enxerto de espessura dérmica
total de 1 cm® do flanco oposto (esquerdo). A aplicacgdo tépica
do veiculo de DMSO a 40%/salino, ou BIM-23014, ao sitio da
cirurgia foi iniciada na tarde do dia 2 e continuada b-i-d-
até ao dia 9. Os tamanhos do tumor foram determinados com
compassos de Vernier e o peso foi calculado a partir da
férmula para um elipsdide comprimento x largura?/2 (mg). Como
apresentado na TABELA 3, a aplicacdo de BIM-23014 resultou num
valor teste/controlo de 48% (Grupo 3/Grupo 1).

TABELA 3
Supressao do Surto Proliferativo Apds Trauma Cirdrgico
(Tumor da Prdstata 11095)

Grupo Tratamento Peso do Tumor Percentagem
No. (mg)Dia 9 Teste/
Controlo
1 Cirurgia Dia 2, controlo de 19734312 -=
armazenamento nao tratado
2 Cirurgia Dia 2, DMSO a 1132462 57
40%/salino para a adrea

cirdrgia, b.i.d., g.d. 2-9

3 Cirurgia Dia 2, BIM-23014 em 957+13 48
DMSO a 40%/salino para é&rea
cirdrgica, b.i.d., g.d. 2-9

"Resultados apresentados como médias + s.e.m. em 6 a 10 animais/grupo.
Significancia da diferenga: Grupo 1 e Grupo 2 = p<0,001; Grupo 1 e
Grupo 3 = p<0,001.

Inibigcdo de crescimento de tumor da mama induzido por trauma

A resposta de xenoenxertos de tumor da mama humano a
trauma cirdirgico resultante de um procedimento de remocdo de
tumor (citorredigdo) é demonstrado por uma experiéncia na qual
murganhos fémeas atimicos sem pélo foram utilizados como
recipientes de xenoenxertos de células de tumor da mama humano
indiferenciadas, MX-1l. Um grupo de murganhos foi implantado
bilateralmente com células MX-1; enquanto gque outrs grupo de

animais foram implantados apenas no flanco direito no dia 0.
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No dia 13, os tumores do flanco esquerdo no primeiro grupo de
murganhos foram excisados cirurgicamente. Os resultados
demonstram que os tumores nos animais sujeitos a um
procedimento citorredutor (lumpectomia) experimentaram um
aumento na taxa de crescimento em relagdo & de animais né&o
traumatizados cirurgicamente, i.e., sendo a alteracdo no
tamanho do tumor (peso) durante o periodo de 10 dias apés
cirurgia de 747 mgs vs 618 mgs.

O seguinte estudo foi planeado para demonstrar o efeito
terapéutico de aplicar BIM-23014 topicamente, seja no sitio do
tumor ou no sitio traumatizado cirurgicamente, para inibir o
surto proliferativo de tumor da mama apds trauma cirﬁrgico. Os
resultados, bem como uma breve descricao da experiéncia, sao

apresentados na Tabela 4 abaixo. 0s resultados sdo fornecidos

como médias + s.e.m. em 8 animais/grupo.
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TABELA 4
Tratamento de Proliferagdo Induzida por Trauma CirGrgico

(Tumor da Mama Humano)

Grupo Tratamento Peso do Tumor’ Percentagem
No. {(mg)Dia 14 Teste/
Controlo

1 Tumor implantado s.c., flanco 245440

direito, dia 0. Sem cirurgisa.

135

Controlo de armazenamento.

2 Tumor implantado s.c., flanco 332+46

direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3.
Controlo de armazenamento.
3 Tumor implantado s.c., flanco 339463
direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3.
Veiculo 10%DMSO/salino, 147
tépico para o tumor, b.i.d.,
q.d. 3(p.m.).
4 Tumor implantado s.c., flanco 500+116
direito, dia 0. Cirurgia
flanco esquerdo, dia 3. BIM-
23014, tépico para o tumor,
b.i.d., g.d. 3(p.m.). '

5 Tumor implantado s.c., flanco 408+159
direito, dia 0. Cirurgia 72
flanco esquerdo, dia 3.
Veiculo 10%DMSO/salino,
toéopico para a area de
cirurgia, b.i.d., g.d.
3(p.m.).
6 Tumor implantado s.c., flanco 296+52
direito, dia 0. Cirurgia

flanco esquerdo, dia 3. BIM-
23014, tépico para a area de
cirurgia, b.i.d., qg.d.
3({p.m.).

Mais especificamente, a implantagdo de  tumor foi
realizada em todos os animais teste, i.e., Grupos 1-6, por
implantagdo subcuténea de um triturado de 2 mm® de células MxX-1
no flanco direito no dia 0. O trauma cirdrgico foi induzido no
flanco esquerdo de cinco grupos de fémeas de murganho atimicas
sem pélo, i.e., Grupos 2-6. Um tubo de ensaio de 15 mm de D
foi wutilizado para delinear a pele a ser excisada para
padronizagdo da &area cirurgica. O procedimento cirtrgico foi
realizado por primeiro excisar um enxerto de pele de espessura
total, do flanco esquerdo, sob precau¢des de esterilidade. As

margens da lesdo foram imediatamente aproximadas e fechadas
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com grampos Michel. A cirurgia foi realizada no dia 3 apds a
implantag¢do das células MX-1.

Tanto placebo (DMSO a 10% em salino) como BIM-23014 (10
mg/ml em veiculo de DMSO a 10%/salino) foram aplicados
topicamente com espalhamento suave durante exactamente um
minuto, sendo o volume aplicado de 0,05 ml (1 gota).

Como apresentado na Tabela 4, células de tumor da mama
implantadas s.c. em animais n&o traumatizados cirurgicamente
no dia 0, produziram tumores com o peso médio de 245 mgs no
dia 14 (Grupo 1). O indbculo do mesmo tamanho de células de
tumor da mama, implantado no lado oposto & &Area traumatizada,
produziu tumores pesando 332 mgs no mesmo periodo de tempo
(Grupo 2). Assim, o trauma cirargico induziu proliferacéo
acelerada de tumor da mama como indicado pelo valor de 135% do
Teste/Controlo. BIM-23014 aplicado directamente no sitio do
tumor resultou em tumores pesando 500 mgs (Grupo 4); enquanto
que placebo de DMSO a 10%/salino aplicado directamente ao
sitio do tumor resultou em tumores pesando 339 mgs (Grupo 3),
produzindo um valor de Teste/Controlo de 147%.

Quando o veiculo de DMSO a 10%/salino foi aplicado a &area
.traumatizada cirurgicamente no flanco esquerdo de animais
possuindo um tumor no flanco direito ndo traumatizado (Grupo
5), ndo existiu efeito inibidor, com os tumores crescendo até
uma media de 408 mgs (cf. 332 mgs para o Grupo 2). K
importante que, quando BIM-23014 foi aplicado topicamente a
drea cirurgicamente traumatizada (flanco esquerdo) em vez de a
area nao traumatizada (flanco direito) (Grupo 6), ‘o)
crescimento do tumor foi marcadamente inibido resultando em

tumores pesando 296 mgs, um valor de Teste/Controlo de 72%.

Inibigdo do crescimento de melanoma maligno induzido por

trauma
Numa experiéncia, foi estudado o efeito do trauma
cirdrgico local no crescimento e capacidade de resposta de
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melanoma cutédneo maligno (B16-F10) a BIM-23014. Sob precaugdes
de esterilidade, um pedaco de pele de espessura total,
aproximadamente 1 cm de didmetro, foi excisado do flanco
direito de murganhos convencionais singeneicos C57BL/6 e a
lesdo imediatamente fechada com grampos Michel no dia 0. No
dia 1, todos os animais foram implantados s.c. na Aarea
cirtrgica com células B16-F10. O tratamento com BIM-23014
tanto no sitio oposto do tumor como na lesdo, foi iniciado no
dia 2.

Os resultados desta experiéncia estdo sumarizados na
Tabela 5 com os resultados apresentados como médias + sem em
grupos de 10 animais. O peso médio do tumor nos animais ndo
traumatizados cirurgicamente (Grupo 1) no dia 15 foi de 765
mgs, enquanto que o peso médio do tumor em animais
cirurgicamente traumatizados (Grupo 2) foi de 2280 mgs. Os
tumores implantados na &rea cirurgicamente traumatizada eram
quase trés vezes maiores (valor de Teste/Controlo de 298%,
p<0,001) do gque os tumores em animais n&o traumatizados. A
administragcdo de BIM-23014 a animais traumatizados ndo
Ccirurgicamente (Grupo 4) subcutaneamente, distante do tumor,
apresentou um pequeno efeito inibidor do tumor induzindo
apenas a um valor de Teste/Controlo de 90% (Grupo 4/Grupo 3).
A mesma concentracdo de BIM-23014 administrada na lesdo (sitio
cirirgico) apresentou um efeito inibidor do tumor maior,
induzindo a um valor de Teste/Controlo de 78% (Grupo 6/Grupo
5). A resposta da administragdo na lesdo de BIM-23014 sugeriu
a praticabilidade da aplicagdo de BIM-23014 no tumor ou sitio

cirtrgico.
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, TABELA 5
Tratamento de Proliferagdo Induzida por Trauma CirGrgico

(Melanoma Maligno)

Grupo Tratamento Peso do Tumor  Percentagen
No. Dia 15 (mg) Teste/
Controlo
1 Sem trauma cirurgico. 765+191
Controlo tratado com veiculo 298

salino, 0,2 ml/inj., s.c.,
b.i.d., qg.d. 2-14.
2 Trauma cirtrgico dia 0. 2280+330
Controlo tratado com veiculo
salino, 0,2 ml/inj., s.c.,
b.i.d., g.d. 2-14.
3 Sen trauma cirtGrgico. 1034+195
Controlo tratado com veiculo
de DMSO a 25%/salino, 0,4

ml/inj., s.c., b.i.d., q.d. 90
2-14,
4 Sem trauma cirurgico. BIM- 928+167

23014, 500 pg/inj., em DMSO a
25%/salino s.c., b.i.d., q.d.

2-14
5 Trauma ciridrgico. Controlo 2039+373
tratado com vwveiculo salino, 78

0,2 ml/inj., s.c., na lesdo,

b.i.d., q.d., 2-14.
6 Sem trauma cirurgico. BIM- 15814311

23014, 500 pg/inj., na lesdo, '

s.c., b.i.d., g.d. 2-14

Resultados apresentados como médias * s.e.m. em 10 animais/grupo.
Significancia da diferenca: Grupo 1 e Grupo 2 = p<0,001; Grupo 2 e
Grupo 4 = p<0,05.

*

O estudo seqguinte foi planeado para demonstrar o efeito
terapéutico de aplicar BIM-23014 topicamente, quer ao sitio do
tumor quer ao sitio traumatizado cirurgicamente, para inibir o
surto proliferativo de melanoma maligno apds trauma cirdGrgico.
Os resultados, bem como uma breve descricido da experiéncia,

sdo apresentados na Tabela 6 abaixo. O0s resultados sao

apresentados como médias * s.e.m. em 8 animais/grupo. Foram

utilizados murganhos C57BL/6 singeneicos convencionais.
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TABELA 6
Tratamento de Proliferagdo Induzida por Trauma CirGrgico

(Melanoma Maligno)

Grupo Tratamento Peso do Tumor’ Percentagen
No. Dia 12 (mg) Teste/
Controlo
1 Melanoma Implantado, flanco 339460
direito, dia 0. Sem 212
cirurgia, controlo de
armazenamento ndo tratado.
2 Melanoma Implantado, tratado 7194134
cirurgicamente, flanco

direito, dia 0. Controlo de
armazenamento ndo tratado.
3 Melanoma Implantado, tratado 593+214

cirurgicamente, flanco

direito, dia 0. Controlo

tratado com placebo, 0,05 nl 89
de veiculo de DMSO a

50%/salino, tépico, b.i.d.,

g.d. 1-11.
4 Melanoma Implantado, tratado 527+117
cirurgicamente, flanco

direito, dia 0. Tratado com
BIM~23014, 0,05 ml de DMSO a
50%/salino contendo 10 mg/ml
de BIM-23014, toépico, b.i.d.,

qg.d. 1-11
5 Flanco direito tratado 856+248
cirurgicamente, melanoma

implantado no flanco direito, 7

dia 0. Area cirtrgica tratada
com placebo controlo, 0,05 ml
de veiculo de DMSO a
50%/salino, tépico, b.i.d.,

g.d., 1-11.
6 Flanco direito tratado 488+187
cirurgicamente, melanoma

implantado no flanco direito,
dia 0. Area cirurgica tratada
com BIM-23014, 0,05 ml de
veiculo de DMSO a 50%/salino,
contendo 10 mg/ml de BIM-
23014, tépico, b.i.d., g.d.
1-11
Resultados apresentados como médias + s.e.m. em 8§ animais/grupo.
Significancia da diferenca: Grupo 1 e Grupo 2 = p<0,05.

Mais especificamente, sob precaucdes de esterilidade, um
pedago de pele (espessura total) de aproximadaﬁente 1 cm de
diametro foi excisado do flanco direito dos Grupos 2, 3 e 4, e
do flanco esquerdo dos Grupos 5 e 6. A lesdo foi imediatamente

fechada com grampos Michel. O procedimento ciruargico foi
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realizado cedo na parte da manhd do dia 0. Na parte da tarde
do mesmo dia, 10> células de melanoma B16-F10 foram
implantadas, por via de seringa e agulha, directamente na Aarea
tratada cirurgicamente (lesdo) dos Grupos 2, 3, e 4 e no lado
oposto, flanco direito n&o tratado cirurgicamente dos Grupos
1, 5 e 6.

O tratamento tépico com BIM-23014 (10 mg/ml em veiculo de
DMSO a 50%/salino) e placebo (DMSO a 50%/salino) foi iniciado
no dia 1. A aplicacgdo tdépica foi aplicada gentilmente sobre e
a volta da 4rea cirurgica. Para os animais dos Grupos 5 e 6
foram apenas tratadas &reas cirurgicas no flanco direito.

Como apresentado na Tabela 6, células de melanoma
malignas implantadas s.c. em animais ndo traumatizados
cirurgicamente no dia 0, produziram tumores com um peso médio
de 339 mgs no dia 12 (Grupo 1). O inéculo do mesmo tamanho de
células de melanoma, implantado directamente na area
traumatizada, produziu tumores pesando 719 mgs no mesmo
periodo de tempo (Grupo 2), um aumento proliferativo induzido
por trauma de duas vezes (valor de Teste/controlo de 212%,
p<0,05). BIM-23014 aplicado directamente ao sitio do tumor
resultou em tumores pesando 527 mgs (Grupo 4); enquanto que o©
placebo de DMSO a 50%/salino aplicado directamente ao sitio do
tumor resultou em tumores pesando 593 mgs (Grupo 3),
produzindo um valor de Teste/Controlo de apenas 89%.

Quando o veiculo de DMSO a 50%/salino foi aplicado na
drea traumatizada cirurgicamente no flanco esquerdo de animais
contendo um tumor no flanco direito ndo traumatizado (Grupo
5), ndo existia efeito inibidor com os tumores crescendo até
uma média de 856 mgs (cf. 719 mgs para o Grupo 2). K
importante que quando BIM-23014 foi aplicado topicamente &
area traumatizada cirurgicamente (flanco esquerdo) em vez de a
area nao traumatizada (flanco direito) (Grupo 6), ¢
crescimento do tumor foi marcadamente inibido resultando em
tumores pesando 488 mgs, um valor de Teste/Controlo de 57%.
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OUTRAS REALIZACOES

A descrigcdo apresentada foi limitada a realizacdes
especificas desta invencd3o. Deve contudo ser evidente, que podem
ser feitas variagdes e modificacgdes a invengdo, com a obtencdo
de algumas ou todas as vantagens da invencgdo. Tais realizacdes

estao também no admbito das reivindicagdes seguintes.

Lisboa, 28 de Abril de 2000

O AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

b=
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REIVINDICACOES

Utilizacéo de somatostatina ou de um agonista de
somatostatina para o fabrico de um medicamento para
utilizagdo num método de inibicao, num mamifero, do
crescimento acelerado de um tumor sélido primdrio ou
metastatico, resultante de trauma de tecido causado
cirurgicamente, ndo cirurgicamente, ou por ulceracdo do
tecido, compreendendo o referido método administrar o
referido medicamento ao referido mamifero no . local do

referido trauma.

Utilizagdo, de acordo com a reivindicacao 1, para o fabrico

de um referido medicamento para administrac&o tépica.

Utilizagdo, de acordo com a reivindicacao 1, para o fabrico

de um referido medicamento para administracdo subcutanea.

Utilizacdo de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a 3

de um agonista da somatostatina.

Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que ©
referido agonista da somatostatina é seleccionado do grupo
compreendendo:
H-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH;
H-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
H-D-Trp-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys~Thr-NH,;
H-D-Trp-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;
H—D—Phe—Cys—Tyr—D—Trp—Lys—Val4Cys—Trp—NH2;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-Phe-Lys*-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Asp-Thr-NH,
(uma ligag¢do amida formada entre Lys" e

Asp);



s

Ac-hArg (Et),-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-hArg (Et),-Gly-Cys-Phe-D-Trp~Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-hArg (Bu)-Gly-Cys-Phe~D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac—D—hArg(Et)2—Cys—Phe-D—Trp~Lys—Thr~Cys~Thr—NH2;
Ac-L-hArg (Et),-Cys-Phe-D-Trp-LyS-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-hArg (CH:CF3) ;-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac—D—hArg(CHchQ2—Gly—Cys—Phe—D—Trp-Lys—Thr—Cys—Thr—

NHz;

Ac-D-hArg (CH2CF3) ,-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr~Cys-Phe-
NHz;

Ac-D-hArg (CH,CF3) 2-Gly-Cys~-Phe~-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-
NHEt ;

Ac—L—hArg(CHZ—CFQ2—Gly—Cys—Phe—D—Trp—Lys—Thr—Cys—Thr-
NH;;

Ac—D-hArg(CHZCFﬂZ—Gly—Cys—Phe—D—Trp—Lys(Me)-Thr-Cys—
Thr-NH,;

Ac—D—hArg(CHZCFQz—Gly—Cys—Phe—D—Trp—Lys(Me)—Thr—Cys—
Thr-NHEt;

Ac-hArg(CHs, hexyl)-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-
NH;

H-hArg (hexyl;) -Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,;
Ac-D-hArg (Et);-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys~Thr-Cys-Thr-NHEt ;
Ac-D-hArg (Et)-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Phe-NH,;
Propionil-D-hArg (Et),-Gly-Cys—-Phe-D-Trp-Lys (iPr)~-Thr-
Cys-Thr-NH,;
Ac~D-B—Nal—Gly—Cys—Phe—D—Trp—Lys—Thr—Cys—Gly—hArg(Et)z—
NHz;
Ac-D-Lys (iPr)-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys~Thr-NH,;
Ac—D—hArg(CHZCFQZ—D—hArg(CHZCEQZ—Gly—Cys—Phe—D—Trp—
Lys-Thr-Cys-Thr-NH;;
Ac—D—hArg(CHZCFQZ-D-hArg(CHZCFQZ—Gly-Cys~Phe—D—Trp—
Lys-Thr-Cys-Phe-NH,;
Ac—D—hArg(Et)z-D—hArg(Et)2-Gly-Cys—Phe—D—Trp-Lys—Thr—
Cys—-Thr-NH,;
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Ac-Cys-Lys-Asn-4-Cl-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-

D-Cys—-NH;;

Bmp~Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;

Bmp-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Phe-NH,;
Bp-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-p-Cl-Phe-NH,;

Bmp-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys—-B-Nal-NH,;

H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;

H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-B-Nal-NH,;

H—pentafluoro—D—Phe—Cys—Tyr—D—Trp—Lys—Val-Cys-Thr—

NHz;

Ac—D—B—Nal—Cys—pentafluoro—Phe—D—Trp—Lys—Val—Cys—Thr—

NH»;

H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-B-Nal-NH,;

H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-B-Nal-NH,;

H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;

H-D-p-Cl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;
' Ac-D-p-Cl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,;

H-D-Phe-Cys-B-Nal-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,;

H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys-Thr-NH,;

ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo
ciclo

ciclo

(Pro-Phe-D-Trp-N-Me-Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-D-Trp-N-Me-Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr~-N-Me-Phe) ;
(N-Me-Ala-Tyr-D~Trp~Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe) ;
(Pro-Phe-L-Trp-Lys-Thr-Phe) (SEQ ID NO: 1);
(Pro-Phe-D-Trp(F)-Lys-Thr-Phe);
(Pro-Phe-Trp (F)-Lys-Thr-Phe) (SEQ ID NO:2);
(Pro-Phe-D-Trp-Lys-Ser-Phe);
(Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-p-Cl~Phe) ;
(D—Ala—N—Me—D-Phe—D—Thr—D-Lys—Trp—D—Phe);
(D-Ala-N-Me-D-Phe-D~Val-Lys-D-Trp-D-Phe) ;

3
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ciclo (D-Ala-N-Me-D-Phe-D-Thr-Lys-D-Trp-D-Phe);
ciclo (D-Abu-N-Me-D-Phe-D-Val-Lys-D-Trp-D-Tyr);

(Pro-Tyr-D-Trp-t-4-AchxAla-Thr-Phe);
ciclo (Pro-Phe-D-Trp-t-4-AchxAla-Thr-Phe);
ciclo (N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe);

ciclo

ciclo (N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-t-4-AchxAla~Thr-Phe);
ciclo (Pro-Tyr-D-Trp-4-~Amphe-Thr-Phe);
ciclo (Pro-Phe-D-Trp-4-Amphe-Thr-Phe);

{
(
(
ciclo (N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-4-Amphe-Thr-Phe);
{
(
(
(

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba);
ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba-Gaba) ;
ciclo (Asn-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-NH (CH,)4CO) ;

ciclo {(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-B-Ala);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-D-Glu)-0OH;

(Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe) ;

ciclo (Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gly);

ciclo (Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gly);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp (F)-Lys-Thr-Phe-Gaba);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp (NO,)-Lys-Thr-Phe-Gaba);

ciclo (Asn-Phe-Phe-Trp (Br)-Lys-Thr-Phe-Gaba)
(SEQ ID NO:3):

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys~Thr-Phe (I)-Gaba);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Tyr (But)-Gaba);

ciclo

ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Pro-

Cys)-0OH;

ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Pro-
Cys)-0H;

ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Tpo-
Cys)-0OH;

ciclo (Bmp-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-
MeLeu-Cys)-OH;
ciclo (Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Gaba);
4
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ciclo (Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-D-Phe-Gaba);

ciclo (Phe-Phe-D-Trp(5F)-Lys-Thr-Phe-Phe-Gaba);

ciclo (Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys(Ac)-Thr-Phe-NH- (CH,) 3-
CO)

ciclo (Lys-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba);

ciclo (Lys-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba); e

ciclo (Orn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba).

Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 5, em que .0
referido agonista da somatostatina ¢é H-D-B-Nal-Cys-Tyr-D-
Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,.

Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que o

referido agonista da somatostatina é da férmula geral
Al-Az-A3—D—Trp"'Lys"As-A7—A8

em que A; € um isdémero D ou L de B-Nal, Trp, P-Pal,
Phe, Phe substituido, ou removido; A, e Ay,
independentemente sao Cys, Asp, ou Lys, e estdo
covalentemente ligados através de uma ponte dissulfureto ou
uma ponte de amida; A3 é Phe ou X-Phe o-, m- ou p-
substituido, em gque X ¢ um halogénio, OH, NH,, NO; ou
alquilo C;-3; A¢ & Val, Thr, Ser, Ala, Phe, f-Nal, Abu, Ile,
Nle, ou Nva; e Asg & Phe, Tyr, Trp, Ser, B-Nal, ou removido;
desde que quando um de entre A, e A; é Cys, o outro & também

Cys e quando nem A; nem A, forem Cys, A, é diferente de A,.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 4, em que o
referido agonista da somatostatina é um agonista da

somatostatina linear de férmula geral
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A'-A*-A3-D-Trp-Lys-A®-A"-A%-R,

em que

A' é um isémero D- ou L- de Ala, Leu, Ile, Val, Nle,
Thr, Ser, B-Nal, p-Pal, Trp, Phe, 2,4~-dicloro-Phe,
pentafluoro-Phe, p-X-Phe, ou o-X-Phe, em que X é CHs, Cl1,
Br, F, OH, OCH; ou NO;;

A* é Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Phe, B-Nal, piridil-
Ala, Trp, 2,4-dicloro-Phe, pentafluoro-Phe, o0-X-Phe, ou
p-X-Phe, em que X é CH;, Cl, Br, F, OH, OCH3; ou NO3;

A® é piridil-Ala, Trp, Phe, B-Nal, 2,4-dicloro-Phe,
pentafluoro-Phe, o-X-Phe, ou p-X-Phe, em que X é CHi, C1,
Br, F, OH, OCH; ou NO,;

A® & Val, Ala, Leu, Ile, Nle, Thr, Abu, ou Ser;

Al & Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Phe, B-Nal, piridil-
Ala, Trp, 2,4-dicloro-Phe, pentafluoro-Phe, o0-X-Phe, ou
p-X-Phe, em gue X é CH;, Cl, Br, F, OH, OCH; ou NO,;

A’ é um isémero D- ou L- de Ala, Leu, Ile, Val, Nle,
Thr, Ser, Phe, B-Nal, piridil-Ala, Trp, 2,4-dicloro-Phe,
pentafluoro-Phe, p-X-Phe, ou 0-X-Phe, em que X é CHi;, C1,
Br, F, OH, OCHs ou NO;;

cada R; e Ry, independentemente, é H, acilo baixo ou
alquilo baixo; e R; é OH ou NH,; desde que pelo menos um de
A" e A* e um de A% e A’ sejam um aminoadcido aromatico; e
ainda desde que A', A% A’ e A® nio possam ser todos

aminodcidos aromaticos.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 8, em que o
referido agonista da somatostatina linear é seleccionado de

um grupo compreendendo



10.

11.

12.

H—D—Phe-p—cloro—Phe—Tyr—D—Trp—Lys-Thr—Phe—Thr—NHg.
H—D—Phe—p—NOz—Phe—Tyr—D—Trp—Lys—Val—Phe—Thr—NHz;
H—D—Nal—p—cloro—Phe—Tyr—D—Trp—Lys—Val-Phe—Thr—NHz.
H—D—Phe-Phe—Phe-D—Trp-Lys—Thr-Phe—Thr-NHz.
H—D—Phe-Phe—Tyr—D—Trp—Lys—Val—Phe—Thr—NHz.
H-D-Phe—p-cloro—Phe—Tyr—D-Trp-Lys—Val—Phe—Thr-NHz.
H-D-Phe-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Ala-B-D-Nal-NH,.

Utilizagdo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 9,
para o fabrico de um medicamento para utilizacdo na
inibi¢do de crescimento acelerado de tumor  causado

cirurgicamente.

Utilizagdo de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a
10, para o fabrico de um medicamento para utilizacdo na

inibigdo de crescimento acelerado de tumor epitelial.

Utilizagc&o de acordo com a reivindicagdo 11, para o
fabrico de um medicamento para utilizagdo na inibicdo de
crescimento acelerado de melanoma ou tumor da préstata,

mama, pulmdo ou do cdlon.

Lisboa, 28 de Abril de 2000

O AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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