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RESUMO

COMPOSTOS PRO-FARMACOS E PROCESSO PARA A SUA PREPARACAO

A presente invencdo tem por objecto um pré-fadrmaco gque
¢ uma forma modificada de um agente terapéutico e
compreende um agente terapéutico, um oligopéptido, um grupo
estabilizante e, eventualmente, um grupo ligante. O pré-
fadrmaco é clivavel pela enzima trouase. Também tem por

objecto processos para produzir os compostos prdé-farmacos.



DESCRICAO

COMPOSTOS PRO-FARMACOS E PROCESSO PARA A SUA
PREPARACAO

INTRODUCAO

Dominio técnico

A presente invencdo tem por objecto novos compostos e
processos para a sua producgcdo. Os compostos geralmente
funcionam como pré-fadrmacos e, na maior parte dos casos,
sdo versdes modificadas de compostos j& existentes,
especialmente agentes citotdxicos. Estes prdé-farmacos tém
uma maior especificidade para os alvos pretendidos e uma

egpecificidade reduzida para alvos que ndo interessam.

Antecedentes

Muitos agentes terapéuticos, tal como as antraciclinas
e 0s alcaldides de vinca sdo especialmente eficazes para o
tratamento de cancros. Contudo, estas moléculas sdo muitas
vezes caracterizadas in vivo por uma toxicidade aguda,
especialmente uma toxicidade da medula dssea e das mucosas,
assim como uma toxicidade cardiaca crdénica no caso das
antraciclinas e uma toxicidade neurolégica crdédnica no caso
de alcalbéides de vinca. Do mesmo modo, pode-se utilizar
metotrexato para o tratamento de reaccdes inflamatdrias,
tal como doencas reumdticas, mas a sua elevada toxicidade
limita as suas aplicacdes. E desejavel o desenvolvimento de
agentes anti-tumor mais especificos para uma maior eficécia
contra células de tumor e uma diminuicdo do numero e da
severidade dos efeitos colaterais destes produtos

(toxicidade, destruicdo de células que ndo s&do de tumor,



etc.). Também ¢é desejdvel o desenvolvimento de agentes

anti-inflamatérios mais especificos.

Para minimizar os problemas de toxicidade, os agentes
terapéuticos apresentam-se, com vantagem para oS pacientes,
sob a forma de pré-farmacos. Os prdé-fadrmacos sdo moléculas
capazes de serem convertidas em fAdrmacos (compostos activos
sob o ponto de vista terapéutico) in vivo por meio de
certas modificacdes quimicas ou enzimadticas da sua
estrutura. Com a finalidade de reduzir a toxicidade, esta
conversdo deve ser confinada ao sitio da acgcdo ou ao
tecido-alvo em vez do sistema circulatdédrio ou do tecido que
ndo constitui um alvo. Os pré-fadrmacos sdo muitas vezes
caracterizados por uma baixa estabilidade no sangue e no
soro, contudo, © sangue e o0 sSoro contém enzimas que

degradam os pré-farmacos.

Uma classe desejavel de prd-farmacos que ultrapassa
esses problemas foi descrita na publicacdo internacional,
ao abrigo do Tratado de Cooperacdo, da patente No. WO
96/05863 e na patente U.S. No. 5.962.216. Contudo, sé&o
desejados outros compostos de prdé-fadrmacos € pProcessos
uteis para a producdo desses pré-farmacos, tal como

processos para a producdo de prédé-farmacos.

Um objecto particular da presente invengdo consiste
num proé-farmaco gue exibe uma elevada especificidade de
accdo, uma toxicidade reduzida e uma estabilidade aumentada
no sangue, relativamente aos pré-farmacos com uma estrutura
semelhante (especialmente as estruturas mais fechadas) que

Jj& existiam no dominio publico.



SUMARIO DA INVENCAO

O composto da presente invencdo, tal como definido nas
reivindicacdes, é uma forma de prdé-fadrmaco de um agente
terapéutico ligado directa ou indirectamente a um
oligopéptido que, por sua vez, estd ligado a um grupo de

estabilizacéo.

De uma forma mais geral, a presente invencdo pode ser
descrita como novos compostos de prdé-farmacos de um agente
terapéutico, especialmente pré-fadrmacos que compreendem um
agente terapéutico anti-tumor, que exibe propriedades
terapéuticas melhoradas em relacdo aos produtos da técnica
anterior, especialmente propriedades terapéutica melhoradas
no tratamento de tumores cancerosos e/ou no tratamento de
reaccdes inflamatdérias tal como doencas reumédticas. As
propriedades terapéuticas melhoradas incluem uma diminuicéo
da toxicidade e uma eficdcia aumentada. Particularmente
desejados sdo pro-fadrmacos que exibem uma especificidade de
accao elevada, uma toxicidade reduzida, uma maior
estabilidade no soro e no sangue e que ndo Se movem para as
células-alvo até serem activados por uma enzima associada a
célula-alvo. 0Os compostos de pré-fadrmacos de um marcador,
que permitem caracterizar 0s tumores (diagnéstico,
progressdo do tumor, ensaio dos factores segregados pelas

células de tumor, etc.) estdo também contemplados.

A presente invencdo também tem por objecto uma
composicdo farmacéutica que compreende o composto de acordo
com a presente invencdo e, eventualmente, um adjuvante ou

veiculo aceitdvel sob o ponto de vista farmacéutico



Também tem por objecto um processo para diminuir a
toxicidade modificando um agente terapéutico para criar um

pré-farmaco.

Também tem por objecto varios processos para criar um

pré-farmaco da presente invencgéo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As figs. IA-ID sido quadros de abreviaturas, nomes e

estruturas.

A fig. 2 é um esquema que exemplifica a clivagem de um
pro-farmaco da presente invencdo na vizinhanca extra

celular da célula-alvo.

A fig. 3 ilustra a sintese de um Fmoc-BAla-Leu-Ala-

Leu, um produto intermédio tipico da presente invencéo.

A fig. 4 ilustra a sintese de uma “via de Fmoc”, de
metil-succinil-BAla-Leu-Ala-Leu, um produto intermédio

tipico da presente invencéo.

A fig. 5 ilustra a sintese de uma “via de Fmoc”, da
forma de sal de succinil-RBAla-Leu-Ala-Leu-DOX, um produto

intermédio tipico da presente invengéo.

A fig. 6 ilustra a sintese de uma “via de éster de
succinilo”, da forma de sal de suc-BAla-Leu-Ala-Leu-DOX, um

composto tipico da presente invencéo.

A fig. 7 ilustra a sintese de um PBAla-Leu-Ala-Leu-DOX
protegido em amino, um produto intermédio tipico da

presente invencéo.



A fig. 8 ilustra uma sintese de uma “via de éster de
alilo”, da forma de sal de succinil-BAla-Leu-Ala-Leu-DOX,

um produto intermédio tipico da presente invencéo.

A fig. 9 ilustra a sintese de uma “via de resina” de
Suc-BAla-Leu-Ala-Leu-DOX, um produto intermédio tipico da

presente invencéo.

As figs. 10A-10C sdo guadros de oligopéptidos Uteis no

préo-farmaco da presente invencgéo.

A fig. 11 representa um grafico da sobrevivéncia de um
modelo de xenografia num murganho para um animal a gque se

deu um veiculo com ou sem farmaco.

A fig. 12 representa um grafico da sobrevivéncia de um
modelo de xenografia num murganho comparando com um prd-

fadrmaco de doxorubicina e doxorubicina.

DESCRICAO DETALHADA

Abreviaturas

Aca = 4cido 6-aminocaprébico

ACN = Acetonitrilo

Aib = Acido aminoisobutirico

All Alilo

Aloc = Aliloxicarbonilo

Amb Acido 4- (aminometil)benzdico

I

APP = Acido 3-amino-3-fenilpropidénico

DCC = N,N'-Diciclo-hexilcarbodi-imida
Boc = t-butiloxicarbonilo
Cap = Acido caproéico

CLAR = Cromatografia liquida de alta presséo



DBN = 1,5-Diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno
DBO = 1,4-Diazabiciclo[2.2.2]-octano

DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]-undec-7-eno
DCM = Diclorometano

DIC = N,N'-Di-isopropilcarbodi-imida

DIEA = Di-isopropiletilamina

Dg = Acido diglicélico

DMF = Dimetilformamida

DNR Daunorubicina

Dox = Doxorubicina

Et,0 = Eter dietilico

Fmoc = 9-Fluorenilmetiloxicarbonilo

Gl = Acido glutérico

HATU = Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametilurdnio

HBTU = Hexafluorofosfato de 2-(lH-benzotriazole-1-il)-
1,1,3,3-tetrametilurdnio

HEPES = Hidroxetilpiperidina

HOBt N-Hidroxibenzotriazole

MeOH = Metanol

NAA = Acido 3-amino-4,4-difenilbutirico
Nal = 2-Naftilalanina

Naf = Acido 1,8-naftaleno-dicarboxilico
Nle = Norleucina

NMP = N-metilpirrolidina

Nva = Norvalina

Fg = Fenilglicina

Pig = Acido piroglutamico

Il

Pir 3-Piridilalanina
Resina FAM = 4-hidroximetilfenilacetamidometilo
Suc = Acido succinico

TA, ta = Temperatura ambiente

TCE tricloroetilo

TFA = Acido trifluroacético



THEF = Tetra-hidrofurano

Ti 2-Tienilalanina

Tz Acido tiazolidino-4-carboxilico

Tic = Acido tetra-hidroisoquinolino-3-carboxilico

O composto da presente invencdo, tal como definido nas
reivindicacdes, ¢ uma forma de prédé-fadrmaco de um agente
terapéutico ligado directa ou indirectamente a um
oligopéptido que, por sua vez, estd ligado ao um grupo de

estabilizacédo.

De uma forma mais geral, a presente invencdo pode ser
descrita como novos compostos de pré-fadrmacos de um agente
terapéutico, especialmente prdédé-fadrmacos que compreendem um
agente terapéutico anti-tumor, que exibe propriedades
terapéuticas melhoradas em relacdo aos produtos da técnica
anterior, especialmente propriedades terapéutica melhoradas
no tratamento de tumores cancerosos e/ou no tratamento de
reacgbes inflamatdédrias tal como doencas reumdticas. As
propriedades terapéuticas melhoradas incluem uma diminuicédo
da toxicidade e um aumento da eficédcia. Particularmente
desejados sdo os pré-fadrmacos que exibem uma especificidade
de accdo elevada, uma toxicidade reduzida, uma maior
estabilidade no soro e no sangue e que ndo sSe movem para as
células-alvo até serem activados por uma enzima associada a
célula-alvo. Estdo também contemplados os compostos de pro-
fadrmacos de um marcador, dque permitem caracterizar os
tumores (diagndéstico, progressdo do tumor, ensaio dos

factores segregados pelas células de tumor, etc.).

A presente invencdo também tem por objecto uma
composicdo farmacéutica que compreende o composto de acordo
com a presente invencdo e, eventualmente, um adjuvante ou

veiculo aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico



Também tem por objecto um processo para diminuir a
toxicidade, por meio da modificacéo de um agente

terapéutico para criar um prdé-farmaco.

Também tem por objecto varios processos para criar um

pré-farmaco da presente invencgéo.

Pré-farmaco

O prod-fadrmaco reivindicado na presente invencdo é uma
forma modificada de um agente terapéutico e compreende

vadrias porgdes, incluindo:

(1) um agente terapéutico,
(2) um oligopéptido e
(3) um grupo de estabilizacédo e

(4) eventualmente, um grupo ligante.

Cada uma das porcgdes do prédé-farmaco estd discutida com
mais detalhe a seguir. A orientacdo tipica destas porc¢des

do pré-farmaco é a seguinte:

(grupo de estabilizagédo)-(oligopéptido)-(grupo 1ligante opcional)-(agente

terapéutico).

O grupo de estabilizacdo esté directamente ligado ao
oligopéptido num primeiro sitio de ligacdo do oligopéptido.
O oligopéptido estd directa ou indirectamente ligado ao
agente terapéutico num segundo sitio de ligacdo do
oligopéptido. Se o oligopéptido e o agente terapéutico
estdo indirectamente ligados, entdo estd presente um grupo

ligante.

A ligacdo directa de duas porgdes do prdé-farmaco

significa uma ligacdo covalente entre as duas porgdes. O



grupo de estabilizacdo e o oligopéptido estdo por isso
ligados directamente por via de uma ligacgdo covalente no
primeiro sitio de 1ligacdo do oligopéptido, normalmente o
terminal N do oligopéptido. Quando o oligopéptido e os
agentes terapéuticos estdo directamente ligados, entéo
estdo ligados covalentemente um ao outro no segundo sitio
de ligacdo do oligopéptido. O segundo sitio de ligacdo do
oligopéptido é normalmente o terminal C do oligopéptido,

mas pode estar em qualgquer parte do oligopéptido.

A ligacdo indirecta de duas porcgdes do prédé-farmaco
significa que cada uma das duas porcdes estd ligada
covalentemente a um grupo ligante. Num enquadramento
alternativo, o pré-fadrmaco tem uma ligacdo indirecta entre
o oligopéptido e o agente terapéutico. Assim, normalmente,
o oligopéptido estd ligado covalentemente ao grupo ligante
que, por sua vez, estd ligado covalentemente ao agente

terapéutico.

O pré-fadrmaco da presente invencdo pode ser clivado
dentro do oligopéptido ligado directa ou indirectamente ao
agente terapéutico. Para que o proé-farmaco seja eficaz, o
oligopéptido ligado ao agente terapéutico ou é a porcéo
activa do préoprio pré-fadrmaco ou pode-se converter
facilmente na porcdo activa do pré-fadrmaco normalmente por
meio de uma ou mais exopeptidases. A porcgdo activa do pré-
fadrmaco é a parte do pré-fadrmaco que, apds libertacdo a
partir da porcdo remanescente do composto de pré-fadrmaco
entra na célula-alvo e exerce o efeito terapéutico
directamente ou muitas vezes convertendo-se dentro da

célula-alvo.

As estruturas do grupo de estabilizacdo e do

oligopéptido sd@o ainda seleccionadas para limitar a
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purificacdo do oligopéptido pelas enzimas para além das que
estdo presente no sangue ou em tecidos que ndo constituem
um alvo. O grupo de estabilizacdo blogqueia a degradacdo do
pro-farmaco e pode actuar de modo a providenciar uma carga
preferencial ou outras caracteristicas fisicas do pré-
fadrmaco por meio de exopeptidases. A sequéncia de
aminodcidos do oligopéptido é concebida para assegurar a

egspecificidade para a trouase.

E desejavel produzir um agente terapéutico,
especialmente um agente terapéutico anti-tumor e/ou anti-
inflamatério, inactivos por modificacéo do agente
terapéutico para uma forma de pré-fadrmaco. De acordo com a
presente invencdo, as células-alvo sdo normalmente células
de tumor ou células que participam em reaccdo anti-
inflamatérias, especialmente as associadas a doencas
reumdticas, tal como macrédfagos e mondcitos. A modificacéo
do agente terapéutico para uma forma de pré-farmaco também
tende a reduzir alguns dos efeitos colaterais dos agentes

terapéuticos.

Na célula-alvo, o agente terapéutico (eventualmente
ligado a um ou a dois aminoadcidos e possivelmente também a
um grupo ligante) actua quer directamente no sitio
especifico da acgdo intracelular ou, depois de uma
modificacdo sob a accdo das proteases intracelulares, mata
a célula-alvo ou bloqueia a sua proliferacdo. Dado que as
células normais libertam pouca ou nenhuma trouase in vivo,
o composto de acordo com a presente invencdo mantém-se
inactivo e ndo entra nas células normais ou fa-lo numa

quantidade relativamente menor.

O pré-fadrmaco administra-se ao paciente, através da

corrente sanguinea, de uma forma estavel e, quando estd na

11



vizinhanca de uma célula-alvo, sofre a acc¢do da trouase.
Dado que a enzima estd apenas minimamente presente na
vizinhanca extracelular das células normais, mantém-se o
pré-fdrmaco e a sua porcgdo activa (incluindo o agente
terapéutico) e, no maximo, entra apenas minimamente nas
células normais. Na wvizinhanca do tumor ou de outras
células-alvo, contudo, a presenca relevante de enzima no
ambiente local causa a clivagem do pré-fédrmaco. O exemplo
que se mostra na fig. 2 descreve um pré-fadrmaco de
tetrapéptido blogqueado em N a ser clivado a partir da parte
remanescente do pré-fadrmaco fora das células e conseguindo
entrar na célula-alvo. Uma vez dentro da célula-alvo, pode
ainda ser modificado para providenciar o) efeito
terapéutico. Embora a porcdo activa do pré-farmaco possa,
em certa medida, também entrar nas células normails, a
porcdo activa ¢ libertada da parte remanescente do pré-
fadrmaco, principalmente na vizinhanca das células-alvo.

Assim, minimiza-se a toxicidade para as células normais.

A  libertacdo da porcdo activa do prdé-féarmaco,
incluindo o agente terapéutico, ocorre preferencialmente no
ambiente imediatamente a seguir a célula-alvo. Na célula-
alvo, o agente terapéutico actua gquer directamente no seu
sitio especificode accdo intracelular ou, depois de uma
modificacdo, sob a accdo de proteases intracelulares ou de
outras enzimas, pode ser modificado para outra forma sob a
qual se mata a célula-alvo ou bloqueia a sua proliferacéo.
Na fig. 2 mostra-se um diagrama esquemdtico desta accéo

para um exemplo de um prdé-farmaco da presente invencédo.

Este processo é particularmente Util para a destruicédo
das células-alvo e ¢é concebido para tal gquando o tecido-
alvo excreta uma enzima ou outro factor gque ndo é segregado

pelas células normais. Aqgqui "células normais" significa
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células que ndo sdo células-alvo qgue seriam encontradas
pelo pré-farmaco apds a administracdo do prd-fadrmaco de uma
forma apropriada para a finalidade pretendida. Dado que as
células normais (isto ¢é, as gque ndo sdo alvo) libertam
pouca ou nenhuma das enzimas das células-alvo dque sé&o
responsédveis pela clivagem da ligacdo que liga a porcgéo
activa (incluindo o agente terapéutico) do prédé-fadrmaco da
parte remanescente do prdé-fadrmaco in vivo, o composto da
presente invencdo mantém-se inactivo e ndo entra nas

células normais.

Num ambiente alternativo, a orientacdo do prdé-farmaco
pode ser revertida de modo a que o bloco do terminal C estéa
ligado ao oligopéptido e o agente terapéutico esté
directamente ou indirectamente ligado ao terminal N do

oligopéptido.

Trouase

A trouase é a enzima que se pensa que seja critica
para a activacédo especifica do pré-fadrmaco no tecido-alvo.
A trouase é uma endopeptidase que exibe um grau notavel de
discriminacdo entre leucina e isoleucina no lado do
carboxilo do sitio de <clivagem do oligopéptido. Uma
caracteristica de definicdo, gque se obtém em condicdes de
ensaio apropriadas, ¢é qgue a trouase cliva facilmente
succinil-RAlaLeuAlalLeu-Daunorubicina embora seja pelo menos
vinte vezes menos activa com succinil-BAlaIleAlaleu-

Daunorubicina.

Cré-se que a trouase esteja associada a células-alvo.
Muito provavelmente ¢é gerada quer por células-alvo, quer
por células normais que estdo associadas com as células-

alvo, tal como tecido do estroma ou macrdéfagos. Por isso,
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por exemplo, a trouase ©pode ser segregada ou estar
presente, de alguma outra forma, na vizinhanca extracelular
da célula-alvo. Em muitos casos, o pré-fadrmaco da presente
invencdo inclui um agente terapéutico para o tratamento de
cancro e a célula-alvo é uma célula de tumor. Assim, a
trouase pode ser segregada extracelularmente pela célula-
alvo ou pode estar presente extracelularmente porgue hé& uma
quantidade moderada de lise de células assoclada,
geralmente, com tumores. A lise das células estd também

associada com tecido inflamatdério, outro tecido-alvo.

Contudo, a actividade de trouase ¢é baixa no plasma
humano. A actividade da trouase tem sido observada em
extractos de células de carcinoma e meio condicionado a
partir células de cultura de carcinoma, células de gldébulos
vermelhos e vArios tecidos humanos, especialmente rim. A
trouase de células de carcinoma tem um pl aparente de ~5,1,
um peso molecular, determinado por filtracdo em gel de
cerca de 68 kD e uma actividade éptima a pH neutro. E
inibida pelos inibidores de metaloproteinase, EDTA e 1,10-
fenantrolina mas n&do por serina, tiol ou inibidores de
proteinase &cida, tal como sulfonato de aminoetilbenzeno,
E64, pepestatina, leupeptina, aprotinina, CAQ074 ou
fumagilina. Além disso, a trouase inactivada por EDTA pode
ser re-activada por catides de cobalto (50-100 uM) e de

manganés (50-1000 pM) mas ndo de zinco ou catides clUpricos.

Um esquema de purificacdo parcial de trouase a partir
do sobrenadante da ultracentrifugacdo (145.000g x 30 min) a
partir do produto homogeneizado de células Hela de
carcinoma cervical consiste em quatro etapas, como se

segue:
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1. Cromatografia de permuta anidnica utilizando uma
coluna 15Q (Pharmacia) eluida com um gradiente linear
de NaCl a 0 até 0,5 M em cloreto de trietilamina 20 mM,
a pH 7,2, 0,01 % de Triton X-100,

2. Cromatografia de afinidade utilizando o fluxo rapido
de sefarose de quelacdo (Pharmacia) pré-carregada com
CoCl, e eluida com um gradiente linear de imidazole de
0 a 100 mM em fosfato de sdédio 10 mM, NaCl 0,5 M, a pH
7,2, 0,01 ¥ de Triton X-100, 0,02 % de NaNs.

3. Electroforese natural preparativa

4, Cromatografia liquida de alta resolucdo de filtracéo
em gel utilizando TSK Gel G-3000SWXL (TosoHaas) de 7,8
mm X 60 cm eluida com 0,3 mL/min de fosfato de potéassio

50 mM, sulfato de potéssio 200 mM, a pH 7,2.

Uma clivagem posterior da porgdo activa do pré-farmaco
libertado depois da clivagem de trouase pode ocorrer
intracelularmente ou extracelularmente e cré-se que seja
catalisado por amino-exopeptidases. Experiéncias in vitro
indicam que as amino-exopeptidases com uma vasta gama de
especificidades estdo presentes no sangue humano assim como

no ambiente das células de carcinoma.

Grupo de estabilizacgéo

Uma importante porcdo do prdé-fadrmaco é o grupo de
estabilizacdo, que serve para proteger o composto de pré-
fadrmaco da degradacdo na circulacdo sanguinea qguando
administrado ao paciente e permite que o pré-fadrmaco atinja
a vizinhanca das células-alvo relativamente intacto. O
grupo de estabilizacdo protege o prdé-fadrmaco da degradacédo
por meio das proteinases e peptidases presentes no sangue,
no soro sanguineo e no tecido normal. Particularmente, dado

que o grupo de estabilizacdo blogqueia os oligopéptidos do
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terminal N e é por isso algumas vezes referido como um
bloqueador de N, serve para proteger contra as
exopeptidases em relacdo as quais o prédé-fadrmaco pode, de

alguma maneira, ser susceptivel.

O composto ¢ menos téxico 1in vivo do que o agente
terapéutico inicial porque o pré-fédrmaco ndo é clivado no
sangue, coracdo, cérebro, medula dssea, nas mucosas nem em
locais similares. Esta diminuicdo da toxicidade aplica-se,
em particular, a efeitos agudos tal como toxicidade da
medula éssea e das mucosas, assim como possivel toxicidade

cardiaca ou neuroldgica.

Idealmente, o grupo de estabilizacdo ¢ Util no prd-
fadrmaco da presente invencdo se servir para proteger o prd-
fadrmaco da degradacdo, especialmente de hidrdélise, gquando
analisado por meio da armazenagem do composto prdé-farmaco
em sangue humano 37 °C durante 2 horas e resulta em menos
do que 20 %, preferencialmente menos do que 2 %, a clivagem
do prd-fadrmaco pelas enzimas presentes no sangue humano sob

determinadas condig¢des de ensaio.

Os grupos de estabilizacdo da presente invencdo séo
dcido succinico, é&cido diglicdlico, é&cido maleico, é&cido

piro-glutémico e &cido glutérico.

Adicionalmente, a administracdo intravascular de um
agregado de pré-farmaco carregado positivamente, em
murganhos, resultou numa toxicidade aguda. Contudo, ndo se
observou essa toxicidade quando a carga neste pré-farmaco
foi invertida por derivacdo com um grupo de estabilizacéo
carregado negativamente. Este efeito estd discutido com

mais detalhe a seguir.
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Assim, quando a agregacdo do agente terapéutico ¢ um
problema, ¢ preferivel que o grupo de estabilizacdo ligado

esteja carregado negativamente ou seja neutro.

Toxicidade in vivo

Muitos compostos citotdxicos tém uma baixa
solubilidade inerente. Por exemplo, as antraciclinas
carregadas positivamente formam agregados com uma elevada
concentracédo e estes agregados induzem coagulacéao
intravenosa quando 0s agregados s&o administrados
intravenosamente. Os requerentes descobriram que a trouase
reconhece um conjunto especifico de sequéncias de péptidos
hidrofébicos. Quando uma destas sequéncias hidrofdbicas
(por exemplo, R-Ala-Leu-Ala-Leu) estd conjugada com um
composto citotdxico (por exemplo: doxorubicina), resulta
num composto menos soltvel que forma grandes agregados
quando em formulacdes aquosas para injeccdo IV (o processo
preferido para a libertacdo de féarmacos anti-cancro). Dado
que a maior parte dos péptidos estiveram expostos a
terminais amino carregados positivamente, a um  pH
fisioldgico, estes agregados formam uma superficie
carregada positivamente in vivo. Estes agregados, dados
intravenosamente, induziram uma cascata de coagulacdo e a
morte em murganhos, em poucos minutos (normalmente menos do
que 30 min) apds a administracdo. Isto faz com que qualquer
pro-fadrmaco carregado positivamente, que seja formulado com
uma suspensdo de agregados, seja impréprio para uso

terapéutico.

Varias experiéncias suportam a hipdétese de que os
agregados sdo formados por doxorubicinas conjugadas com
péptidos. O exame de solucdes formuladas de forma

semelhante, feito por meio de dispersdo de luz de laser e
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ultrafiltracdo por exclusdo de dimensdo, demonstraram que
apenas uma pequena quantidade do material tinha um peso
molecular abaixo de 10 kD. Verificou-se que a dimensé&o
molecular média dos agregados era a volta de 70 kD. Quando
se administrou aos animais, concomitantemente (ver exemplo
6) heparina com uma dose IV, a toxicidade aguda foi
fortemente reduzida ou eliminada. Quando se administrou aos
animais solucdes diluidas do mesmo féarmaco (a mesma dose
total) ndo houve toxicidade aguda. Estes resultados,
considerados em conjunto com os relatdédrios da literatura,
suportam a conclusdo de que os proé-fadrmacos de péptidos dos
compostos que formam agregados devido a solubilidade
insuficiente n&do permitem uma terapéutica Oéptima. Uma
solugdo para este problema do agregado torna estes pré-
fadrmacos de péptidos mais praticos. Quando estes prd-
fadrmacos de ©péptidos formam agregados por causa da
solubilidade insuficiente, nas concentrac¢des desejadas das
formulacdes, o grupo de estabilizacdo na cadeia de péptido
deve terminar numa funcionalidade carregada negativamente
ou neutra. A utilizacdo de succinilo como grupo de
estabilizacdo no prdé-fadrmaco de péptido ndo torna o proéd-
farmaco agudamente tdéxico (ver exemplo 6). Isto resolve um
importante problema na wutilizacdo de pré-fadrmacos de

péptidos como uma terapia préatica para seres humanos.

Dado que os radicais guimicos que tém mais do que dois
dcidos carboxilicos s&o também aceitédveis como parte do
pré-farmaco, o grupo terminal com os acidos dicarboxilicos
(ou uma ordem carboxilica superior) ¢é mais geralmente
definido como N-cap. N-cap, tal como se utiliza aqui, & um
derivado de uma monoamida de um radical gquimico contendo
dois ou mais &cidos carboxilicos em que a amida estd ligada
no terminal amino do péptido e os restantes 4cidos

carboxilicos estdo livres e ndo estdo acoplados. Com este
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fim, o N-cap ¢ preferencialmente &cido succinico ou &cido
glutédrico, sendo o &cido succinico o mais preferido. Outros
exemplos de N-caps UuUteis no composto pré-farmaco da
presente invencdo incluem 4cido diglicdélico e &cido

maleico.

Oligopéptido

Os oligopéptidos s&do definidos, geralmente como
polipéptidos curtos, normalmente com vinte aminodcidos ou
menos. Contudo, um oligopéptido Util no pré-fadrmaco da
presente invencdo tem pelo menos quatro aminodcidos de
comprimento. Na extremidade superior, os oligopéptidos com
doze ou menos aminodcidos sdo o0s mals Utels, embora um
oligopéptido possa ter um comprimento de cadeia maior do
que doze aminodcidos e estar dentro tanto da definigdo do
termo como é geralmente reconhecido no campo cientifico.
Assim, a porcdo de oligopéptido do pré-farmaco da presente

invencdo tem quatro ou mais aminoé&cidos, inclusive.

Esquema de numeracdo

O oligopéptido tem uma férmula ou a sequéncia (AA),-

AA"-AA°-AA’-AAY, em que:

cada AA representa, independentemente, qualquer
aminoadcido codificado sob o ponto de vista genético;

n representa um numero inteiro de 0 a 12;
AA" representa aminodcido ndo codificado sob o ponto de
vista genético;
AA° representa qualquer aminodcido;
AA? representa qualquer aminodcido; e

AA' representa qualquer aminoédcido.
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Isto corresponde a uma sequéncia de posicdo P(n+2)..P2-

P1-P1'-P2".

Cré-se gque a trouase cliva entre as posicdes Pl e P1'.

A menos que seja indicado de outra forma, todos os

aminodcidos estdo na configuracido L.

Os aminoécidos preferidos no oligopéptido s&o os

seguintes:

Na posicdo P2, um dos seguintes: R-alanina, &cido tia-
zolidino-4-carboxilico, 2-tienilalanina, 2=
naftilalanina, D-alanina, D-leucina, D-metionina, D-
fenilalanina, &cido 3-amino-3-fenilpropidénico, &cido y-

aminobutirico, &cido 3-amino-4,4-difenilbutirico.

Também s&o possiveis os 4cidos tetra-hidro-iso-
quinolino-3-carboxilico, &cido 4-aminometilbenzdico, &cido

aminoisobutirico na posicdo P2.

Na posicdo Pl, um dos seguintes: leucina, tirosina,
fenilalanina, p-Cl-fenilalanina, p-nitrofenilalanina,
valina, norleucina, norvalina, fenilglicina, triptofano,
acido tetra-hidroisoquinolino-3-carboxilico, 3-piridil-

alanina, alanina, glicina, tienilalanina.

Também s&o possiveis metionina, valina ou prolina na

posicédo PLl.
Na posicdo Pl’, um dos seguintes: alanina, leucina,

tirosina, glicina, serina, 3-piridilalanina ou 2-

tienilalanina.
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Também s&do possiveis &4cido aminoisobutirico, treonina

ou fenilalanina.

Na posicédo P2, um dos seguintes: leucina,
fenilalanina, isoleucina, alanina, glicina, tirosina, 2-

naftilalanina ou serina.

Também é possivel B-alanina na posicgdo P2'.

Os oligopéptidos Uteis no pré-fadrmaco da presente
invencdo incluem os seguintes: D-AlaTieBAlaPRAlaleuAlaleu
(SEQ ID NO: 1) ThiBAlaBAlaLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 2),
RBAlaRAlaleuAlalLeu (SEQ ID NO: 3), BAlaAlaAlalle (SEQ ID NO:
4), BAlaAlaAlaleu (SEQ ID NO: 5), BAlaFenTirLeu (SEQ ID NO:
6), BAlaFenTreFen (SEQ ID NO: 7), BAlaFenGliIle (SEQ ID NO:
8), BAlaFenGliLeu (SEQID NO: 9), RAlaFenFenFen (SEQ ID NO:
10), PBAlaFenFenIle (SEQ ID NO: 11), RAlaFenFenLeu (SEQ ID
NO: 12), RAlaFenAlaIle (SEQ ID NO: 13), BAlaFenAlalLeu (SEQ
ID NO: 14), TieGliAlaLeu (SEQ ID NO: 15), NalGliAlaLeu (SEQ
ID NO: 16), RBAlaleuTirLeu (SEQ ID NO: 17), BAlaLeuTieleu
(SEQ ID NO: 18), BAlaLeuTrelFen (SEQ ID NO: 19),
RAlaLeuTrelle (SEQ ID NO: 20), PBAlaLeuTreLeu (SEQ ID NO:
21), BAlaleu (SerLeu (SEQ ID NO: 22), BAlaleuPirLeu (SEQ ID
NO: 23), RAlaleuleu (SEQ ID NO: 24), BAlalLeuGliFen (SEQ ID
NO: 25), BAlaLeuGliIle (SEQ ID NO: 26), TieLeuGliLeu (SEQ
ID NO: 27), BAlaLeuGliLeu (SEQ ID NO: 28), AibLeuGliLeu
(SEQ ID NO: 29), RAlalLeuFenIle (SEQ ID NO: 30),
BRAlaleuFenleu (SEQ ID NO: 31), BAlaLeuAibLeu (SEQ ID NO:
32), BAlaleuAlaAla (SEQ ID NO: 33), RBAlaleuAlaBRAla (SEQ ID
NO: 34), BAlaLeuAlaFen (SEQ ID NO: 35), RAlaLeuAlaGli (SEQ
ID NO: 36), BAlaLeuAlaIle (SEQ ID NO: 37), RAlaLeuAlalLeu
(SEQ ID NO: 38), TicLeuAlaleu (SEQ ID NO: 39), ThzLeuAlalLeu
(SEQ ID NO: 40), TieLeuAlaLeu (SEQ ID NO: 41), NallLeuAlalLeu
(SEQ ID NO: 42y, NAALeuAlalLeu (SEQ ID NO: 43), D-
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LeulLeuAlaleu (SEQ ID NO: 44), D-AlaleuAlaleu (SEQ ID NO:
45), D-MetLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 46), APPLeuAlaleu (SEQ ID
NO: 47), AmbLeuAlaleu (SEQ ID NO: 48), BAlalLeuAlaNal (SEQ
ID NO: 49), RBAlaleuAla (Ser (SEQ ID NO: 50), BAlalLeuAlaTir
(SEQ ID NO: 51), BAlaMetTirFen (SEQ ID NO: 52),
BAlaMetTirLeu (SEQ ID NO: 53), BAlaMetGliIle (SEQ ID NO:
54), TieMetGliLeu (SEQ ID NO: 55), RBAlaMetFenFen (SEQ ID
NO: 56), BAlaMetFenIle (SEQ ID NO: 57), TicMetAlaLeu (SEQ
ID NO: 58), NalMetAlaLeu (SEQ ID NO: 59), NAAMetAlaLeu (SEQ
ID NO: 60), RBAlaMetAlaleu (SEQ ID NO: 6l1), APPMetAlaleu
(SEQ ID NO: 62), BAlaNleTirIle (SEQ ID NO: 63),
RAlaNleTirLeu (SEQ ID NO: 64), BAlaNleTreIle (SEQ ID NO:
65), RAlaNleTrelLeu (SEQ ID NO: 66), BRAlaNleGliFen (SEQ ID
NO: 67), BAlaNleGliIle (SEQ ID NO: 68), BAlaNleGliLeu (SEQ
ID NO: 069), BAlaNleFenIle (SEQ ID NO: 70), RAlaNleAlaIle
(SEQ ID NO: 71), BAlaNleAlaleu (SEQ ID NO: 72),
RAlaNleAlaFen (SEQ ID NO: 73), BRBAlaNvaAlaLeu (SEQ ID NO:
74), BAlaFenTirIle (SEQ ID NO: 75), TieProGliLeu (SEQ 1ID
NO: 76), TieProAlalLeu (SEQ ID NO: 77), NalProAlalLeu (SEQ ID
NO: 78), BAlaProAlalLeu (SEQ ID NO: 79), DBAlaFen (Cl),
AlalLeu (SEQ ID NO: 80), RAlaFen (NO2), AlalIle (SEQ ID NO:
81), RAlaFen(NO;), AlaLeu (SEQ ID NO: 82), RAlaFenAlaleu
(SEQ ID NO: 83), BAlaPirAlalLeu (SEQ ID NO: 84),
TicTreGliLeu (SEQ ID NO: 85), BAlaTieGliIle (SEQ ID NO:
86), BAlaTieAlaleu (SEQ ID NO: 87), RBAlaTicAlalIle (SEQ 1ID
NO: 88), BAlaTicAlaLeu (SEQ ID NO: 89), RAlaValAlaLeu (SEQ
ID NO: 90), RAlaTrpAlalLeu (SEQ ID NO: 91), BAlaTirTirFen
(SEQ ID NO: 92), BAlaTirTirIle (SEQ ID NO: 93),
RAlaTirTirLeu (SEQ ID NO: 94), RAlaTirTreleu (SEQ ID NO:
95), BAlaTirFenLeu (SEQ ID NO: 96), RAlaTirGliIle (SEQ ID
NO: 97), TieTirGliLeu (SEQ ID NO: 98), BAlaTirGliLeu (SEQ
ID NO: 99), RAlaTirFenIle (SEQ ID NO: 100), BAlaTirAlalIle
(SEQ ID NO: 101), TieTirAlaLeu (SEQ ID NO: 102) e
BAlaTirAlaLeu (SEQ ID NO: 103).
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Bloqueio do aminoécido

A porcdo do oligopéptido do prédé-fadrmaco inclui um
amino&cido de bloqueio como AA* da sequéncia do
oligopéptido, isto &, na posicdo P2 da sequéncia de
posicdo, de acordo com o esquema de numeracdo descrito
antes. O aminodcido de blogueio ¢é um aminodcido né&o

codificado sob o ponto de vista genético.

A funcdo do aminodcido de bloqueio na posicdo P2
consiste em manter a selectividade para a clivagem do pré-
fadrmaco por meio da trouase e inibir a clivagem do
oligopéptido por meio de outras enzimas nessa porcdo do
oligopéptido que estd mais fortemente ligada (ligada
directamente ou ligada indirectamente) a porcdo do agente
terapéutico do composto prdé-farmaco. Mais particularmente,
colocando um aminodcido de blogueio na posicdo P2, reduz-se
a clivagem indesejavel dentro das ligacdes de péptidos dos
quatro aminodcidos da sequéncia de oligopéptido AA*-AA’-AA%-
AA' e a sequéncia de posicdo P2-P1-P1'-P2' ¢é reduzida. Cré-
se que a trouase cliva entre as posigdes Pl e Pl1' do
oligopéptido. Dado que se sabe que as células de sangue e
as células normais estdo associadas com uma variedade de
peptidases, colocando um aminodcido de blogqueio na posicéo
P2 serve para proteger a porcdo de oligopéptido do prd-
fadrmaco in vivo até o prdé-farmaco estar na vizinhanga da
célula-alvo. Especificamente, colocando um aminodcido de
bloqueio na posigcdo P2, cré-se que o oligopéptido fica
protegido de clivagem indesejéavel entre P2 e Pl. Sem o
aminodcido de bloqueio, o prdé-fadrmaco pode ficar vulneréavel
tanto as exopeptidases como as endopeptidoses presentes no
sangue e no tecido normal, sendo que ambas as classes de

enzimas podem, de alguma forma, degradar o prdé-farmaco
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antes de ele atingir o seu alvo. O exemplo 2 a seguir

ilustra esta importante caracteristica do prd-farmaco.

Agentes terapéuticos

Os agentes terapéuticos que sdo particularmente Uteis
para a modificacdo para uma forma de pré-farmaco, de acordo
com a presente invencdo, sd&o o0s qgue tém uma Janela
terapéutica estreita. Um fédrmaco ou um agente terapéutico
com uma Jjanela terapéutica estreita é aquele em que a dose
a qual a toxicidade é evidente, por meio de padrdes gerais
da medicina, é muito préxima da dose para a qual a eficécia

é evidente.

O agente terapéutico conjugado com © grupo de
estabilizacdo e o oligopéptido e, eventualmente, o grupo
ligante, para formar o pré-fadrmaco da presente invencdo,
pode ser Util para o tratamento de cancro, doencas
inflamatdérias ou alguns outros estados clinicos.
Preferencialmente, o agente terapéutico selecciona-se nas
seguintes classes de compostos: agentes de algquilacéo,
agentes anti-proliferacdo, agentes de ligacdo de tubulina,
alcaldéides de wvinca, enedinas, podofilotoxinas ou derivados
de podofilotoxina, a familia dos féarmacos de pteridina,
taxanos, antraciclinas, dolaestatinas, inibidores de

topoiosomerase, cis-platinas.

Particularmente, o agente terapéutico selecciona-se,
com vantagem, nos seguintes compostos: doxorubicina,
daunorubicina, vinblastina, vincristina, calicheamicina,
etopdsido, fosfato de etopdsido, CC-1065, duocarmicina, KW-
2189, metotrexato, metopterina, aminopterina, dicloro-
metotrexato, docetaxel, paclitaxel, epitiolona,

combretaestatina, fosfato de combretaestatin A4,
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dolaestatina 10, dolaestatina 11, dola-estatina 15,
topotecano, camptotecina, mitomicina C, porfiromicina, 5-
flurouracilo, 6-mercaptopurina, fludarabina, tamoxifeno,
arabindsido de citosina, arabindsido de adenosina,
colchicina, carboplatina, mitomicina c, bleomicina,

melfalano ou um seu derivado ou um seu anédlogo.

Grupos ligantes

Um grupo ligante entre o oligopéptido e o agente
terapéutico pode ser vantajoso por razdes como as Jue se

seguem:

1. Como um espacador para consideracdes espaciais de
modo a facilitar a libertacdo enzimdtica do aminoacido
AA'.

2. Para providenciar uma ligacdo quimica apropriada
entre o agente terapéutico e o oligopéptido.

3. Para melhorar o processo de sintese para a producédo
do conjugado de pré-fadrmaco (por exemplo, fazendo uma
pré-derivacdo do agente terapéutico ou do oligopéptido
com o grupo ligante antes da conjugacdo para aumentar o
rendimento ou a especificidade).

4., Para melhorar as propriedades fisicas do prd-
farmaco.

5. Para providenciar um mecanismo adicional para a

libertacédo intracelular do féarmaco.

As estruturas do ligante s&o ditadas pela
funcionalidade requerida. Exemplos de produtos guimicos que
sejam ligantes potenciais s&o hidrazida, éster, éter e
sulfidrilo. O 4cido amino-caprdico é um exemplo de um grupo

ligante bifuncional. Quando o 4cido amino-caprdbico ¢é
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utilizado no grupo ligante, n&o ¢é contado como um

aminodcido no esquema de numeracdo do oligopéptido.

Composicdes farmacéuticas

A presente invencdo também inclui uma composicédo
farmacéutica que compreende um composto, particularmente um
composto pré-fédrmaco, de acordo com a presente invencédo e,
eventualmente, um adjuvante ou um veiculo aceitéveis sob o

ponto de vista farmacéutico.

A presente invencdo também tem por objecto a
utilizacdo da composicdo farmacéutica para a preparacdo de
um produto medicinal gque se destine ao tratamento de um

estado clinico.

A composicdo farmacéutica pode ser administrada, por
exemplo, administrando-a ao ©paciente parentericamente,
especialmente intravenosamente, intramuscularmente ou
intra-peritonealmente. As composicgdes farmacéuticas da
presente invencéo, para administracéo parentérica,
compreendem solucdes, suspensdes ou emulsdes esterilizadas,
agquosas ou ndo aquosas. Como dissolvente ou veiculo
aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico, pode-se
utilizar propileno-glicol, polietileno-glicol, ésteres
orgadnicos 1injectéaveis, por exemplo oleato de etilo ou
ciclodextrinas. Estas composicdes podem também compreender

agentes de molhagem, de emulsdo e/ou dispersantes.

A  esterilizacdo pode ser realizada de diversas
maneiras, por exemplo, utilizando um filtro bacterioldgico,
incorporando agentes de esterilizacdo na composicdo ou por
irradiacdo. Também podem ser preparadas sob a forma de

composicdes sdlidas esterilizadas em que se podem
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dissolver, no momento da utilizacdo, em &gua esterilizada

ou qualquer outro meio injectédvel esterilizado.

A  composicdo farmacéutica pode também compreender
adjuvantes que sdo bem conhecidos na técnica (por exemplo,
vitamina C, agentes antioxidantes, etc.) e que sdo capazes
de ser utilizados em combinacdo com o composto da presente
invencdo de modo a melhorar e a prolongar o tratamento de

um estado clinico para o gqual foram administradas.

As doses para administracdo dos compostos da presente
invencdo a um paciente sdo geralmente pelo menos as doses
usuais dos agentes terapéuticos conhecidos neste campo,
descritos em Bruce A. Chabner e Jerry M. Colins, Cancer
Chemotherapy, Lippincott Ed., ISBN 0-397-50900-6 (1990) ou
podem ser ajustadas, dentro da decisdo de tratamento
decidida pelo médico, para acomodar a eficdcia superior das
formulacdes de pré-farmaco ou as circunsténcias
particulares de que o paciente estd a ser tratado. As doses
administradas a partir dagqui variam de acordo com o agente
terapéutico utilizado para a preparacdo do composto de

acordo com a presente invencéo.

Tratamento com o composto pré-farmaco

Também dentro do &ambito da presente invencdo um
processo para o tratamento terapéutico de um estado clinico
compreende a administracdo ao paciente de uma dose efectiva
sob o) ponto de vista terapéutico, especialmente

parentericamente ou intravenosamente.
O composto pré-fadrmaco é Util para o tratamento de

muitos estados clinicos incluindo cancro, doencas

neoplésicas, tumores, doencas inflamatdérias e doencas
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infecciosas. Exemplos das doencas preferidas s&do cancro da
mama, cancro colorectal, cancro do figado, cancro do
pulméo, cancro da proéstata, cancro dos ovarios, cancro do
cérebro e cancro pancredtico. Formulados em veiculos
aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico (tal como uma
solugdo salina isotdnica), o composto prdé-fadrmaco pode ser
administrado a animais ou a seres humanos em doses
intravenosas variando de 0,05 mg/kg/dose/dia até 300 mg/kg/
dose/dia. Também pode ser administrado gota a gota

intravenosamente ou por outro processo de infusdo lenta.

Os pacientes humanos sdo o0s receptores usuais do pro-
farmaco da presente invencéo, embora também esteja

contemplada uma utilizacdo veterinéaria.

PROCEDIMENTOS GERAIS DA QUIMICA DO PROCESSO

Oligopéptido: Processo geral da sintese de péptidos

Pode-se sintetizar péptidos ou oligopéptidos,
sequéncias nos conjugados de pré-farmacos da presente
invencdo por meio de processos de sinteses em fase sdlida
(utilizando quer a quimica de Boc ou de Fmoc) ou por
sinteses em fase sélida. Os processos gerais de Boc e Fmoc
sdo amplamente utilizados e estdo descritos nas seguintes
referéncias: Merrifield, J. A. Chem. Soc., 88: 2149 (1963);
Bodanszky e Bodanszky, The Practice of Peptide Synthesis,
Springer-Verlag, Berlin, 7-161 (1994); Stewart, Solid Phase
Peptide Synthesis, Pierce Chemical. Rockford, (1984).

Processo geral de Fmoc em fase sélida

Utilizando o ©processo de sintese em fase sdélida

preferido, quer automdtico, quer manual, sintetiza-se um
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péptido com o comprimento desejado e sintetiza-se a
sequéncia através da adicdo, em etapas, de aminocadcidos a
uma cadeia em crescimento que estd ligada a uma resina
sbélida. Exemplos de resinas de Fmoc compativeis e uteis,
embora ndo se limitando a estas, sdo resina Wang, resina
HMPA-PEGA, resina 4cida de Rink ou uma resina de
hidroxietil-fotoligante. O terminal C da cadeia de péptido
estd ligado covalentemente a uma resina polimérica e
adicionaram-se o-aminoécidos protegidos, em etapas, com um
reagente de acoplamento. Um grupo de proteccgdo de o-amino
preferido é o grupo Fmoc, que é estavel nas condigdes de
acoplamento e pode facilmente ser eliminado em condicgdes de
alcalinidade moderada. Os dissolventes da reaccgdo séo,
preferencialmente, mas ndo se limitam a DMF, NMP, DCM, MeOH
e EtOH. Exemplos de agentes de acoplamento sdo: DCC, DIC,
HATU, HBTU. A clivagem do grupo de proteccdo do terminal N
faz-se em piperidina a 10-100 % em DMF a 0-40 °C, sendo a
temperatura ambiente a preferida. No fim da sintese o grupo
final de proteccdo Fmoc é eliminado utilizando o processo
anterior de clivagem do terminal N. O péptido remanescente
na resina é clivado a partir da resina em conjunto com os
grupos de proteccdo de cadeia lateral sensiveis a éacidos,
por meio do tratamento da resina em condicgdes éacidas. Por
exemplo, uma condicdo de clivagem &acida ¢ uma mistura de
dcido trifluroacético (TFA) em diclorometano. Se se utiliza
a resina de hidroxietil-fotoligante, o comprimento de onda
apropriado para induzir a clivagem ¢é de A 365 nm da luz
ultravioleta. Uma representacdo diagramadtica deste processo

estd dada na fig. 3.

Processo geral de N-cap por via da sintese em fase sélida

A preparacdo dos péptidos derivados de terminal N

consegue-se, convencionalmente, em fase sélida. Quando a
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sintese do péptido estd completa o Fmoc do terminal ¢é
eliminado enquanto o péptido estd ainda no suporte sdbdlido.
O N-cap escolhido ¢ em seguida acoplado utilizando as
condicdes de acoplamento padrdo dos péptidos no terminal N
do péptido. Quando estd completo o acoplamento de N-cap o
péptido é clivado a partir da resina utilizando o processo

descrito antes.

Processo geral de Boc em fase sélida

Para o processo em fase sélida utilizando a quimica de
Boc, é Util quer a resina de Merrifield quer a resina PAM.
Os aminodcidos s&o acoplados a cadeia em crescimento em
fase sdélida por meio de adicgdes sucessivas dos aminoéacidos
protegidos por Boc, activados por agentes de acoplamento.
Exemplos de agentes de acoplamento sdo: DCC, DIC, HATU,
HBTU. Os dissolventes de reaccdo podem ser DMFE, DCM, MeOH e
NMP. A clivagem do grupo de proteccdo Boc faz-se em TFA a
10-100 % em DCM a 0-40 °C, sendo a temperatura ambiente a
preferida. Quando estd completa a Jjuncdo da cadeia de
péptidos elimina-se o grupo de proteccdo do terminal N
(normalmente Boc) tal como descrito antes. O péptido é
removido da resina utilizando HF 1ligquido ou é&cido

trifluorometano-sulfdénico em diclorometano.

Processo geral para a preparagdo do oligopéptido FMOC por

meio de sintese em fase sdélida

Alternativamente, o produto intermédio do péptido prd-
farmaco pode ser preparado por via de uma sintese em fase
s6lida, wutilizando quer a quimica de Boc ou de Fmoc. Na
apresentacdo diagramdtica dos processos (fig. 4), o)
tetrapéptido Leu do terminal C é geralmente utilizado como

um exemplo, mas deve entender-se que se podem realizar
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também reacgbes semelhantes com outros tetrapéptidos de
terminal C. O péptido pode ser construido por meio da
juncdo, passo a passo, em analogia com o processo em fase
s6lida (na direccdo do terminal N ou na direccdo do
terminal C) ou através do acoplamento de dois dipéptidos ou
de um tripéptido, apropriadamente protegidos, com um Unico

aminoacido.

Um processo de sintese em fase sbélida é uma construcédo
por etapas do produto intermédio de péptido pré-fadrmaco
utilizando a gquimica de Fmoc, ilustrado na fig. 4. O
terminal C deve estar protegido para reduzir a formacdo de
produtos secundarios. O grupo R do terminal C na fig. 4 é
Me, tBu, benzilo ou TCE. (Note-se que quando N-cap é metil-
succinilo, o grupo R do terminal C ndo pode ser metilo)
Embora DMF seja dado como 0 dissolvente, outros
dissolventes tais como DMSO, CH3CN ou NMP (ou as suas
misturas) podem substitui-lo. A piridina, EtsN ou outras
bases podem ser substituidas por piperidina na desproteccéo
do terminal amino protegido pela cadeia de péptidos em
crescimento. Do mesmo modo, embora HBTU seja dado no
diagrama anterior como agente de activacdo, ©pode-se
utilizar outros agentes de activacdo tais como DCC, DIC,
DCC + HOBt, O0Su, ésteres activados, azida ou azida de
trifenil-fosforilo. Adicionalmente, o cloreto de &cido ou o
brometo de &cidodo péptido protegido podem ser utilizados
para acoplar directamente ao aminoacido ou a um fragmento
de péptido. Quando a juncdo do oligopéptido estéd concluida,
0 péptido com o terminal N desprotegido e com o terminal C

protegido estd pronto para aceitar o desejado N-cap.

Processo geral para a preparacdo do oligopéptido de N-cap

por via da sintese em fase de solugéo
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Quando de prepara o oligopéptido de N-cap por meio de
uma sintese em fase de solucdo, € necessdrio sintetizar N-
cap por meio de um processo ligeiramente modificado (fig.
4). Primeiro é preciso proteger o terminal C do
oligopéptido de Fmoc com um acido labil ou com um grupo de
proteccdo sensivel a hidrogenacdo compativel com @ a
desproteccdo selectiva do terminal C em relacdo a N-cap.
Depois, © grupo de protecgdo de Fmoc necessita de ser
eliminado do oligopéptido para revelar o terminal N. Com o
terminal N desprotegido e o terminal C protegido, faz-se
reagir o oligopéptido com o semi-éster activado do N-cap
desejado. O N-cap pode ser activado utilizando processos
para a activacdo de aminodcidos tal como DCC ou HATU numa
base e num dissolvente apropriado. Alternativamente, gquando
se utiliza o metil-hemisuccinato, o acoplamento pode ser
feito por via de cloreto de metilo e hemisuccinilo (ou
outro halogeneto de &cido) (fig. 4) utilizando um
dissolvente inerte na presenca de uma base orgénica ou
inorgédnica, tal como DIEA, trietilamina ou Csy;COs3. Um
exemplo dessa sintese pode ser a reaccdo de hemisuccinato
de metilo e éster benzilico do oligopéptido 38 (ver figura
10). O processo de acoplamento pode ser qualgquer um dos
processos geralmente utilizados na técnica (ver por
exemplo: Bodanszky, M., The Practice of Peptide Synthesis,
Springer Verlag, 185 (1984); Bodanszky, M., Principes of
Peptide Synthesis, Springer Verlag, 159 (1984). O grupo
benzilo pode entéo ser eliminado por hidrogenacédo
catalitica que providencia a forma desejada de metil-
succinilo de N-cap do oligopéptido 38. Outros exemplos,
embora ndo limitativos sdo 0SS grupos apropriados de
proteccdo do terminal C que sdo elimindveis e que podem ser
tBu, alcoxi-metilo e TCE. OQutros processos para realizar

esta etapa estdo descritos na literatura.
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Pode-se considerar qualquer combinacdo do processo
anterior, tal como "condensacdo do fragmento" de di- ou
tripéptidos. As condic¢cdes de reaccdo sdo bem conhecidas na
técnica e estdo detalhadas nas citacdes indicadas. A
vantagem dos processos descritos antes é a facil
purificacdo do produto produzido por sinteses em fase de

solucédo.

CONJUGADO DE PRO-FARMACO

Processos gerais para as etapas de conjugagdo e de

desprotecgéo

A forma de N-cap do agente terapéutico de oligopéptido
(conjugados de pré-fadrmaco), descrita na presente invencs,
pode ser sintetizada por acoplamento de uma forma de Fmoc
(significa que Fmoc estd ligado ao terminal N do
oligopéptido) do oligopéptido com daunorubicina ou gualqgquer
agente terapéutico apropriado utilizando qualquer um dos
reagentes-padrdo de activacdo utilizados na sintese dos
péptidos (fig. 6). O dissolvente pode ser tolueno, acetato
de etilo, DMF, DMSO, CHsCN, NMP, THF, DCM ou gqualgquer outro
dissolvente inerte apropriado, como é conhecido da técnica
e 0s reagentes sdo soluveis neles. 0s dissolventes
preferidos s&o DMF e NMP. A temperatura apropriada varia
entre -25 e +25 °C, sendo preferida a temperatura ambiente.
O agente de activacdo pode ser seleccionado entre um dos
seguintes: PiBOP, HBTU, HATU, EDC, DIC, DCC, DCC+HOBT,
ésteres activados de OSu, azida ou trifenilfosforilazida.
Os agentes de activacdo preferidos s&o HBTU ou HATU.
Alternativamente, o cloreto de &cido ou o brometo de &cido
do péptido protegido podem também ser utilizados para esta
reaccdo de acoplamento. Para a reaccdo de acoplamento sao

necesséarios 2-4 equivalentes, com vantagem 2-2,5
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equivalentes de uma base. A base pode ser seleccionada
entre bases inorgédnicas tais como CsCO;, Na- ou Ky;CO3 ou
bases orgénicas, tais como TEA, DIEA, DBU, DBN, DBO,
piridina, piridinas substituidas, N-metil-morfolina etc.,
preferencialmente TEA ou DIEA. A reaccdo pode ser realizada
a temperaturas entre -15 °C e 50 °C, com vantagem entre -10
°C e 10 °C. O tempo de reaccdo estd entre 5-90 minutos, com
vantagem entre 20-40 minutos. Isola-se o produto vertendo a
mistura reaccional em adgua e filtrando o precipitado que se
forma. O produto impuro ainda pode ser mais purificado por
meio de recristalizacdo em DCM, THF, acetato de etilo ou
acetonitrilo, preferencialmente em diclorometano ou
acetonitrilo. A forma de Fmoc isolada do agente terapéutico
de oligopéptido é entdo desprotegida durante 2-90 minutos
preferencialmente 3-8 minutos utilizando um excesso de dez
a cem vezes de base a uma temperatura entre -10 °C e 50 °C.
Idealmente prefere-se utilizar 5-60 equivalentes da base. A
piperidina ¢ a base preferida para desproteger o0s grupos
Fmoc. O terminal amino desprotegido do conjugado de agente
terapéutico e oligopéptido é acilado por meio de anidrido
de diédcido como um hemi-éster activado para se obter a
forma final de N-cap do agente terapéutico de oligopéptido

(pr6-féarmaco) .

Alternativamente, o) pro-farmaco final pode ser
preparado de um modo semelhante a partir da forma de N-cap
protegida do oligopéptido tal como a forma de hemi-éster de
metilo de succinil-N-cap de oligopéptido conjugado com um

agente terapéutico. Este processo estd ilustrado na fig. 6.

O agente terapéutico de N-Cap-oligopéptido protegido é
entdo desprotegido por processos compativeis com @ a
estabilidade do agente terapéutico. Por exemplo, para as

antraciclinas protegeram-se com um grupo metilo e
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desprotegeram-se com uma esterase. Para outros agentes
terapéuticos pode-se seleccionar grupos de proteccgdo de

benzilo e a hidrogenacdo catalitica para a desproteccéo.

A forma de sal do agente terapéutico de N-Cap-
oligopéptido carregado negativamente produz-se com um
dissolvente seleccionado no grupo que 8Se segue: alcool
(incluindo metanol, etanol ou isopropanol), agua,
acetonitrilo, tetra-hidrofurano, diglima ou outros
dissolventes polares. A fonte de sbédio é um equivalente
molar de NaHCO;, NaOH, NayCOsz, NaOAc, NaOCH; (em geral
alcoxido de sdédio) ou NaH. Uma coluna permutadora de ides
carregada com Na® (tal como permutadores de ides fortes ou
fracos) é também Util para esta Ultima etapa de preparacéo
da forma de sal do agente terapéutico de N-Cap-
oligopéptido, quando apropriado. O sdédio estd descrito no
presente pedido de patente apenas como um exemplo. Pode-se
utilizar qualquer sal aceitdvel sob o ponto de vista

farmacéutico para N-caps carregados negativamente.

Geralmente, o pré-fadrmaco pode ser convertido numa
forma de sal aceitédvel sob o ponto de vista farmacéutico
para melhorar a solubilidade do pré-fadrmaco. O agente
terapéutico de N-cap-oligopéptido é neutralizado com um sal
aceitavel sob o ponto de vista farmacéutico, por exemplo,
NaHCO3;, NayC0O3, NaOH tris(hidroximetil)aminometano, KHCOs,
K»CO3, CaCos, NH,OH, CH3NH,, (CHs) oNH, (CHs3) 3N,
acetiltrietilaménio. A forma de sal preferida do pro-
fadrmaco é a de sédio e o sal de neutralizacdo preferido é o

NaHCOs.
Estd bem documentado, gque as moléculas do tipo da

antracilina, incluindo a doxorubicina e a daunorubicina

formam géis em dissolventes orgadnicos em concentracdes
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muito baixas (Matzanke, B. F., et al., Eur. J. Biochem.,
207: 747-55 (1992); Chaires, J. B., et al., Biochemistry,
21: 3927-32 (1982); Hayakawa, E., et al., Chem. Pharm.
Bull., 39: 1282-6 (1991). Os requerentes verificaram que hé
um enorme obstidculo para obter rendimentos elevados de
produto puro quando de produzem conjugados de péptido e
antraciclina. A formacdo do gel contribui para a formacéo
de reaccgdes secundédrias indesejidveis. Uma maneira de
minimizar este problema consiste em utilizar solugdes muito
diluidas (1-2 %) para a reacgdo de acoplamento, contudo,
ndo é pratico em ambiente de processo (grandes quantidades
de residuos, isolamento complicado). Para ultrapassar este
problema os requerentes inventaram um Processo em que se
utiliza ureia e outros agentes caotrdbdépicos para quebrar as
fortes forcas de ligacdo hidrofdébicas e de hidrogénio qgue
formam o gel. Assim, se a reaccdo de acoplamento se realiza
num dissolvente contendo ureia, com vantagem uma solucdo de

Q.

ureia a 20 % até saturada em DMF ou NMP, mantém-se as
reacgdes secundarias abaixo de 2 % mesmo se a concentracéo
dos reagentes exceder 10 %. A presente invencdo torna
pradtica a etapa de conjugacdo a concentracdes elevadas e
produz bons rendimentos e um aumento de pureza em relacdo

aos procedimentos que ndo utilizam ureia como outros

agentes isotdpicos.

Processo geral da enzima

As hidrdélises de agentes terapéuticos de N-cap-oligo-
péptido, com o composto completo de N-cap, catalisadas por
dcidos ou bases levam a misturas reaccionais complexas
devido a instabilidade de muitos agentes terapéuticos mesmo
em condicdes moderadamente adcidas ou bésicas. Os
requerentes verificaram qgque as enzimas podem promover a

hidrélise sem destruir o substrato ou o produto. As enzimas

36



apropriadas para esta reacgdo podem ser seleccionadas entre
esterases, lipases e podem estar nas suas formas naturais,
soltveis em Agua ou imobilizadas por acoplamento cruzado ou
ligacdo a materiais de suporte sdbdélido disponiveis no
mercado. Das enzimas soluveis avaliadas, ¢é especialmente
util a lipase “B” de Candida Antarctica (Altus Biologics).
Exemplos de enzimas imobilizadas por acoplamento cruzado
sdo ChiroCLEC-PC™ (Altus Biologics). A lipase “B” de
Candida Antarctica (Altus Biologics) pode ser imobilizada
por reaccdo com fluxo rapido de sefarose 4 activada por NHS
(American Pharmacia Biotech). O pH da mistura reaccional
durante a hidrdlise é controlado cuidadosamente e mantido
por um pH entre 5,5 e 7,5, com vantagem entre 5,7 e 6,5,
por via da adicdo controlada de uma solucdo de NaHCOs.
Quando a reaccdo estd completa, isola-se o produto por
liofilizacdo da mistura reaccional filtrada. As enzimas
imobilizadas permanecem no bolo do filtro e podem ser

reutilizadas se desejado.

Processo geral do éster de alilo

O préo-farmaco também pode ser preparado por via do
acoplamento da forma dos hemi-ésteres de alilo do N-cap-
oligopéptido com um agente terapéutico e depois fazendo
libertar o &acido livre do conjugado. A fig. 8 ilustra este

processo com sucinil-f-Ala-Leu-Ala-Leu e doxorubicina.

O acoplamento de alil-succinil-R-Ala-Leu-Ala-Leu com
doxorubicina pode ser realizado por via de qualgquer um dos

processos de conjugacdo de oligopéptidos.
Também se pode sintetizar alil-succinil-B-Ala-Leu-Ala-

Leu-doxorubicina fazendo reagir o hemisuccinato de alilo,

que foi preparado por via de processos conhecidos (Casimir.
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J. R., et. al., Tet. Lett. 36/19 3409 (1995)), com B-Ala-
Leu-Ala-Leu-doxorubicina do mesmo modo gque o acoplamento
dos precursores de tetrapéptidos protegidos com
doxorubicina que estd descrito nos processos anteriores. 0Os
dissolventes 1inertes apropriados sdo THF, diclorometano,
acetato de etilo, tolueno, preferencialmente THF, a partir
do qual a forma &cida precipita a medida gque a reaccéo
progride. O acido isolado ¢ convertido no seu sal de sdédio,
tal como foi descrito antes. 0Os tempos de reaccgdo variam
entre 10-180 minutos, com vantagem 10-60 minutos, a

temperaturas entre 0-60 °C, preferencialmente 15-30 °C.

A eliminacdo do grupo alilo pode ser feita com Pd(0)
ou Ni(0), com vantagem Pd(0) com a transferéncia promovida
do grupo alilo para as moléculas receptoras, como é bem
conhecido na técnica e estd documentado na literatura
profissional (Genet, J-P, et al., Tet. Lett., 50, 497,
1994; Bricout, H., et. al. Tet. Lett., 54: 1073 (1998),
Genet, J-P. et. al. Synlett, 680 (1993); Waldmann, H., et.
al., Bioorg. Med. Chem., 7: 749 (1998); Shaphiro, G.,
Buechler, D., Tet. Lett., 35: 5421 (1994)). A gquantidade de
catalisador pode ser de 0,5-25 % mole em relacdo ao

substrato.

Processo geral de tritilo ou tritilo substituido

O pré-fadrmaco pode também ser sintetizado por via do
processo conhecido ilustrado na fig. 7. Esta abordagem
utiliza um R'-tetrapéptido, em que R' representa tritilo ou
tritilo substituido. O acoplamento de R'-tetrapétido com um
agente terapéutico pode ser feito por via de qualquer um
dos processos descritos antes para a conjugacdo de um
oligopéptido protegido com um agente terapéutico durante

30-120 minutos a 0-20 °C.
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A eliminacdo do grupo tritilo ou tritilo substituido
pode ser feita em condig¢bdes &cidas para se obter o pré-
fadrmaco carregado positivamente. Este prdé-fadrmaco carregado
positivamente estd bloqueado em N tal como ilustrado na
fig. 4 e ja& foi descrito antes. A desproteccgdo de tritilo
pode ser conseguida com A&cido acético, é&acido fdérmico e

dcido cloridrico diluido.

O pré-farmaco pode ser convertido no agente
terapéutico de oligopéptido 38 de succinilo ou glutarilo
por meio da reaccgdo com anidrido succinico. O agente
terapéutico de oligopéptido 38 de succinilo ou glutarilo
pode ser convertido em qualquer sal aceitdvel sob o ponto
de wvista farmacéutico. O dissolvente para a etapa de
acoplamento ¢ DMF, DMSO, CHsCN, NMP ou gqualquer outro

dissolvente apropriado conhecido da técnica.

Processo geral de conjugacdo em fase sdlida de direccéo

inversa

O composto pré-fadrmaco da presente invencdo pode ser
sintetizado utilizando a quimica em fase sélida por via de
processos de direcgdo inversa “em etapas” (do terminal N

para o terminal C).

Uma das maneiras consiste em wutilizar resinas para
imobilizar um hemi-éster de succinilo, por exemplo, éster
succinil-mono-benzilico ou éster de alilo. Exemplos de
resinas que podem ser seleccionadas sdo as "resinas de
Wang" (Wang, S. S., J. Am. Chem. Soc., 95: 1328 (1973);
Zhang, c., Mjaili, A. M. M., Tet. Lett., 37: 5457
(1996)),"resinas de Rink" (Rink, H., Tet. Lett., 28: 3787
(1987)),"resinas de tritilo ou tritilo substituido"™ (Chen,
C., et. al., J. Am. Chem. Soc., 1llo: 2066l (1994); Bartos,

K. et. al., Peptides. Proc. 22nd European Peptide SymPosium
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(1992); Schneider, C. H.; Eberle, A. N. (Eds.), ESCOM.
Leiden, pp. 281 (1993). O éster imobilizado & entéo
desprotegido e reage do mesmo modo com B-alanina protegida
no terminal C. Estas etapas repetem-se entdo com leucina,
alanina e finalmente ésteres de leucina, seguidas do
acoplamento de doxorubicina com tetrapéptido de succinilo
imobilizado. A molécula ¢é entdo libertada a partir da
resina utilizando condig¢bdes moderadamente &4cidas para
formar succ-oligopéptido 38-doxorubicina livre. Esta
metodologia estd representada no esquema da fig. 9. Uma
outra versdo das sinteses em fase sbélida seria aquela em
que o éster do tetrapéptido de succinilo estivesse
imobilizado. O terminal C ficaria entdo desprotegido, a que
se seguiria a etapa de acoplamento com a doxorubicina e
finalmente a libertacdo da resina conforme representado no
esquema da fig. 9. A forma acida da molécula de pré-farmaco
¢ convertida finalmente no seu sal de sdédio, tal como

descrito antes.

Compostos especificos

Os compostos da presente invencdo incluem os pro-
fadrmacos Suc-BAla-Leu-Ala-Leu- Dox, Suc-BAla-Leu-Ala-Leu-

Dnr e Glutaril-RAla-Leu-Ala-Leu-Dox.

Adicionalmente, reivindicam-se os compostos

intermédios que se seguem, importantes para o processo de

preparacdo dos prd-farmacos da presente invencéo.

Produtos intermédios:

BRAla-Leu-Ala-Leu-Dox

Tritil-RAla-Leu-Ala-Leu-Dox
Difenilmetil-BAla-Leu-Ala-Leu-Dox
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Benziloxicarbonil-BAla-Leu-Ala-Leu-Dox
Fmoc-RAla-Leu-Ala-Leu-0Bn
BAla-Leu-Ala-Leu-0Bn
Metil-succinil-BAla-Leu-Ala-Leu-0Bn
Metil-succinil-BAla-Leu-Ala-Leu
Fmoc-RAla-Leu-Ala-Leu
Fmoc-Tio-Tir-Gli-Leu
Fmoc-RAla-Leu-Ala-Leu-Dnr
Fmoc-Tio-Tir-Gli-Leu-Dnr
Suc-Tio-Tir-Gli-Leu-Dnr
Gl-RAla-Leu-Ala-Leu-Dox

Lactato de BAla-Leu-Ala-Leu-Dox
Alil-succinil-RAla-Leu-Ala-Leu-Dox
Suc-RAla-Leu-Ala-Leu

Esteres metilicos de Suc-BAla-Leu-Ala-Leu
Fmoc-BAla-Leu-Ala-Leu-Dox
Metil-succinil-RAla-Leu-Ala-Leu-Dox e

Hemi-succinato de alilo.

EXEMPLOS

Exemplo 1:

Rastreio de pré-farmacos potenciais com trouase e sangue

humano

Com base na andlise por CLAR dos produtos de digestdo,
a activacdo da toxina de peptidilo com toxina livre ocorre
por via de uma série de reacgdes de clivagem catalisadas
por enzimas. Por exemplo, a toxina de tetrapeptidilo do N-
cap, succinil-Ralanil-leucil-alanil-leucil-doxorubicina
converte-se em leucil-doxorubicina em extractos de células
de carcinoma ou meio condicionado de células de carcinoma,

em duas etapas catalisadas pelo menos por meio de duas
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enzimas. A clivagem inicial de endopeptidase ocorre entre
os aminodcidos AA® (P1) e AA? (Pl') para se obter alanil-
leucil-doxorubicina. Em seguida, a exopeptidase elimina a
alanina para se obter leucil-doxorubicina que é conhecida
por ser absorvida nas células em que se liberta a toxina

activa, a doxorubicina.

Um bom candidato para um pré-fadrmaco da toxina de N-
cap-peptidilo, com um indice terapéutico mais elevado, deve
ser activado por células de cancro mas deve ser
relativamente estéavel em sangue humano completo.
Utilizaram-se trés preparacdes diferentes de carcinoma para
rastrear véarias toxinas de N-cap-peptidilo. Estas trés

preparacdes foram as seguintes:

(a) Homogeneizado de células MCF 7/6 (carcinoma da
mama) (b) Meio condicionado de MCF 7/6 (carcinoma da
mama) e

(c) Juncdo das fraccdes de permutadores de anides de

extractos de células Hela (carcinoma cervical).

Os compostos que podem ser hidrolisados com um Unico
conjugado de aminoadcido e toxina foram ainda analisados

quanto a estabilidade em sangue humano completo.

As amostras de ensaio foram incubadas a 37 °C durante
2 h com as trés preparacdes diferentes de enzima de
carcinoma e com sangue completo, foram extraidas com
acetonitrilo e foram analisadas por CLAR wutilizando
deteccdo de fluorescéncia. Com poucas excepcdes, os
resultados para a clivagem de enzimas de carcinoma foram os
mesmos para uma fraccdo parcialmente purificada de células
HeLa, homogenizado de células MFC 7/6 ou meio condicionado

de MCF 7/6.
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Preparacdo de solucbes de enzimas de células de carcinoma:

(a) Homogeneizado de células MCF 7/6:

As células MCF 7/6 cresceram até a confluéncia num
meio isento de soro contendo DMEM: F12 (1:1), 50 mg/L de
albumina de soro bovino, ITS-X, e concentrado de lipidos.
Colheram-se 100 mL de células por centrifugacdo a 4 °C
(10.000xg), durante 20 min e decantou-se o sobrenadante.
Fez-se uma nova suspensdo dos péletes em 2 mL de uma
solucdo salina tamponada com fosfato (Gibco) e centrifugou-
se a 18.000 x g durante 10 min. Depois da decantacdo do
sobrenadante, homogeneizaram-se as células (aproximadamente
300 pl, htmidas) por moagem em 1,7 mL de tampdo HEPES 10 mM
a pH 7,2 (sal de sdédio). Centrifugou-se o homogeneizado a
18.000 x g a 4 °C durante 5 min e preparam-se aliquotas do
sobrenadante e armazenaram-se a < -20 °C para utilizacéo

subsequente no rastreio do composto.

(b) Meio condicionado de MCF 7/6:

As células MCF 7/6 cresceram até a confluéncia em meio
DMEM/F 12 (1:1), contendo soro bovino fetal a 10 %, L-
glutamina a 0,05 % (p/v), 250 UI/mL de penicilina e 100
ng/mL de estreptomicina. Lavaram-se entdo as células duas
vezes com solucgdo salina tamponada com fosfato e incubaram-

se 24 h com CO, a 5 %, a 37 °C, em DMEM/F 12 (1:1), ASB a
0,02

e

, ITS- X. Depois decantou-se o meio condicionado e,
utilizando um aparelho de agitacdo de células com uma
membrana de ultrafiltracdo YM10O (corte a 10.000 de PM)
(Millipore), permutou-se uma vez com tampdo de HEPES 10 mM,
a pH 7,2 e concentrou-se vinte vezes. Esta solucdo foi
armazenada em aliquotas a -20 °C para serem utilizadas no

rastreio do composto.

43



(c) Conjunto de fraccgdes da permuta de anides de células

Hela:

Homogeneizou-se trinta bilides de células Hela
produzidas comercialmente (carcinoma cervical humano,
Computer Cell Culture Center, Seneffe, Bélgica) com um
equipamento de ultra-sons e com um homogeneizador Dounce em
108 mL de uma solucdo aquosa de lise. A solucdo de lise
continha 0,02 % p/v de Triton X-100, 0,04 % p/v de azida de
sédio e um cocktail de inibidores de protease (2
comprimidos/50 mL de Complete™, comprimidos isentos de
EDTA, Roche Molecular Biochemicals). Centrifugou-se o
homogeneizado de células 30 minutos a 4 °C a 5000xg e
homogeneizaram-se o0s péletes em 108 ml de uma segunda
solucdo de 1lise wutilizando um homogeneizador Dounce e
centrifugou-se como antes. Os sobrenadantes foram
combinados e centrifugados durante 90 min a 60.000xg a 4

°C.

Cromatografia

Diluiu-se 2 vezes uma porcdo de sobrenadante da
ultracentrifugacdo com tampdo de trietanolamina-HCl1 20 mM a
pH 7,2 contendo 0,01 % (p/v) de Triton X-100 e 0,02 % (p/v)
de azida de sdédio (tampdo de equilibrio). Carregou-se
trinta mL da solucéo resultante, correspondendo a
aproximadamente 180 mg de proteina, a 4 °C numa coluna de
cromatografia de permuta de anides a baixa pressdo de 2,6 x
9,4 cm Source™ 150 (Amersham Pharmacia Biotech) (1
ml/minuto). Lavou-se entdo a coluna com 250 ml de tampdo de
equilibrio a wuma velocidade de fluxo de 1 mL/minuto.
Eluiram-se as proteinas num gradiente de concentracio
linear de NaCl (tampdo de equilibrio 0-0,5 M, o volume

total do gradiente foi de 1000 ml) a uma velocidade de

44



fluxo de 3 ml/minuto. Recolheram-se fraccdes aos dois
minutos e utilizaram-se para a determinacdo da actividade
das enzimas utilizando como substrato B-alanil-leucil-
alanil-leucil-doxorubicina. Quantificou-se a sua
transformacéao em L-alanil-L-leucil-doxorubicina por
cromatografia liquida de alta resolucdo de fase inversa
utilizando a deteccdo de fluorescéncia da parte de
antraciclina. As fraccgdes contendo os niveis mais elevados
de actividade foram reunidas (fraccdes #43-46; NaCl ~0,13
M), complementadas com inibidores de protease (Complete'™,
comprimidos isentos de EDTA, Roche Molecular Biochemicals)

e armazenaram-se como aliquotas a -80 °C.

Sangue humano completo

Recolheu-se sangue humano utilizando tubos de recolha
de sangue total com citrato tamponado com &cido, disponivel

no mercado.

Rastreio de compostos

Incubaram-se os compostos de ensaio durante 2 h a 37
°C a uma concentracdo de 12,5 upg/mL com as solucdes de

enzima que se seguem:

(a) Homogeneizado de células MCF 7/6 diluido a 1:27 em
HEPES 10 mM , CoCl, 1 mM, a pH 7,2

b) meio condicionado de MFC 7/6

c) conjunto 1 de fracgdes de permuta de anides de
células Hela diluidas a 1:57 em HEPES 10 mM, CoCl; 1
mM, a pH 7,2. d) Sangue total humano contendo CoCl, 1
mM
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No seguimento da incubacdo, adicionou-se trés volumes
de acetonitrilo para parar a reaccdo e eliminar a proteina
da mistura. Centrifugou-se a amostra a 18.000g durante 5
minutos e misturou-se 100 uL de sobrenadante com 300 uL de

dgua antes da andlise por CLAR.

Para a anélise por CLAR injectou-se 50 plL da amostra
numa coluna de cromatografia TSK Super-0DS de 2u e 4,6 x 50
mm a 40 °C e eluiu-se, durante 3 minutos com um gradiente
linear de tampdo de acetonitrilo de 26 % a 68 % em acetato
de amdénio aquoso 20 mM, a pH 4,5 a 2 mL/min. Fez-se a
deteccdo por fluorescéncia wutilizando um comprimento de
onda de excitacdo de 235 nm e um comprimento de onda de

emissdo de 560 nm.

Os oligopéptidos que foram clivados pela trouase, nas
condi¢des indicadas, foram estdveis no sangue humano como

se mostras nas figs. 10A-10C.

Exemplo 2:

A especificidade para a trouase ¢é conferida por um

aminoacido codificado ndo geneticamente na posigdo P2.

A especificidade ¢é conferida pela incorporacdo de um
aminodcido, na posicdo P2, né&do codificado sob o ponto de
vista genético, em vez de codificado sob o ponto de vista
genético. Egpecificamente, incubou-se (succinil-N-cap) -
(Oligopéptido 38)-daunorubicina, que contém o aminodcido R-
alanina, na posicdo P2, ndo codificado geneticamente,
durante 2 h a 37 °C com as preparacdes de cada enzima
preparadas como descrito no exemplo 1. Estimou-se entdo a
extensdo da clivagem por anédlise por CLAR das misturas

resultantes. Estes resultados foram comparados com OS
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resultados para a mesma incubacdo realizada com © mesmo
composto excepto para uma substituicdo do aminodcido L
alanina, codificado geneticamente, na posicdo P2. A
extensdo (taxa) de clivagem por meio do homogeneizado de
células foi 1,3 vezes maior para o composto de L-alanina na
posicdo P2 versus o composto de f-alanina na P2. A extenséo
da clivagem pelo meio condicionado foi mais ou menos a
mesma para os dois compostos. Contudo, com a preparacdo de
trouase parcialmente purificada, a extensdo da clivagem do
composto de L-alanina de P2 foi apenas 0,6 vezes a do
composto P-alanina da P2. Estes resultados sugerem dque a
presenca de L-alanina em P2 pode ter providenciado um
segundo sitio de clivagem para as misturas mais impuras de
enzimas; reduzindo assim a probabilidade de que a
libertacdo, in vivo, do fadrmaco activo estard localizada no

tecido do tumor.

Exemplo 3:

O proé-farmaco é eficaz e bem tolerado em modelos de xeno-

enxerto de tumor

O agente terapéutico (Succinil-N-Cap)-(0ligopéptido
38) -Dox provou ser eficaz a inibir o crescimento de tumores
humanos em varios modelos de xeno-enxertos de tumores em
ratos pelados, incluindo o tumor mamirio de MCF-7/6
dependente de estrogénios e o0s carcinomas colorectais
CXF280/10 e LS-174T resistentes a adriamicina. Por exemplo,
quando se trataram grupos de 10 murganhos, a que se tinha
implantado, subcutaneamente, tumores LS 174T, com doses
intravenosas, dadas c¢inco vezes por sSemana, do agente
terapéutico (succinil-N-Cap)-(Oligopéptido 38)-Dox, obser-
vou-se uma significativa extensdo replicével, dependente da

dose, no dia médio de sobrevivéncia (DMS), assim como na
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diminuicdo da dimensdo do tumor (volume do tumor) comparada
com controlos tratados com veiculo (grupo 1) em doses de 57
(grupo 2), 64 (grupo 3) e 71 (grupo 4) mg/kg de agente
terapéutico (Succinil-N-Cap)-(Oligopéptide 38)-Dox, com a
dose mais elevada a ser equivalente a 40 mg/kg de
doxorubicina (ver fig. 11). O féarmaco era seguro e bem
tolerado para niveis repetidos da dose e para frequéncias
de dosagem gue demonstraram eficédcia anti-tumor. Observou-
se alguma perda de peso dependente da dose. Em estudos de
apoio, n&do se observou toxicidade do rim e mielo-supressédo
para doses até 106,8 mg/kg de agente terapéutico (succinil-

N-cap) - (oligopéptide 38)-Dox.

Exemplo 4

O pré-farmaco é mais seguro e mais eficaz do que aqueles

com que se compararam

Podem-se administrar doses significativamente mais
elevadas do agente terapéutico (succinil-N-cap) -
(Oligopéptido 38) -Dox, comparadas com doxorubicina,
atingindo-se eficdcia sem toxicidade significativa no
modelo de xeno-enxerto de carcinoma colorectal humano LS-
174T. O agente terapéutico (succinil-N-Cap)-(oligopéptide
38)-Dox, em doses eficazes de 49 (grupo 3), 57 (grupo 4) e
64 mg/kg (grupo 5) mostrou uma eficdcia superior comparado
com a doxorubicina a 3,0 mg/kg (grupo 2) e solucdo salina
(grupo 1), na inibicdo do crescimento rapido do tumor LS-
174T resistente a adriamicina (fig. 12). Observou-se a dose
que limita a toxicidade (cardiotoxicidade e mielo-
supressdo) com a administracdo repetida de doxorubicina a 3
mg/kg ou mais (grupo 2). Assim, 0s requerentes demonstraram
que se pode administrar doses mais elevadas do agente

terapéutico de (succinil-N-Cap)-(Oligopéptide 38)-Dox do
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que as de doxorubicina, favorecendo a inibicdo do tumor

além da toxicidade sistémica.

Exemplo 5

Agregacdo de BAlaleuAlalLeu-Dox

Farmacos de antraciclina, pouco soluvelis, tém
demonstrado que formam agregados quando preparados em
tampdes aquosos. Menozzi, et al., Self-association of
doxorubicin and related compounds in aqueous solutions, J.
Pharmaceut. Sci., 73 (6): 766-770 (1984). Confalonieri, C.
et al., The use of new laser particle sizer and shape
analyser to detect and evaluate gelatinous microparticles
suspended in reconstituted anthracycline infusion
solutions, J. Pharmaceut. Biomed. Anal., 9 (1): 1-8 (1991).
Uma estimativa da dimensdo do agregado de RBAlaleuAlalLeu-Dox
numa soluc¢do aquosa 17,4 pmole/ml tentando filtrar estas
solucgdes através de unidades de filtracdo da Amicon
Centricon™. Dissolveu-se doxorubicina (17,4 upmole/ml) e
BAlaLeuAlaLeu-Dox (17,4 umole/ml) em &gua destilada e
colocou-se em filtros da Centricon com cortes nos pesos
moleculares (COPM) de 3.000, 10.000, 30.000 e 50.000.
Centrifugou-se cada unidade de filtro durante 2 h a uma
forca de 1500 g. Quantificou-se a quantidade de farmaco
retida e que passou através do filtro a A475 nm e
converteu-se numa certa percentagem. O quadro 1 a seguir
mostra gque 81 % da doxorubicina gque passou através do
filtro de COPM de 3.000 enquanto apenas 5 % do conjugado,
BAlaLeuAlalLeu-Dox que passou através do filtro de COPM de
3.000. Os dados também mostram que a unidade de COPM de
50.000 retém mais de 40 % de RAlaleuAlaleu-Dox. Estes dados
demonstram que uma percentagem significativa dos agregados

de PBAlalLeuAlaleu-Dox era maior do que 50 kD (> 50
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moléculas/agregado) . Isto demonstra que, na dose
egspecificada do exemplo 6, a seguir, o conjugado estava num
estado de agregado. Por isso estes dados suportam a
hipdétese de o0s agregados de o agente terapéutico de
Oligopéptido 38-Doxorubicina contribuirem para a toxicidade
aguda verificada nestes agregados moleculares carregados

positivamente.

Quadro 1
COPM 3000 COPM 10000 COPM 30000 COPM 50000
Filt. Ret. Filt. Ret Filt. Ret. Filt. Ret.
Dox 8l % 10 % 82 % 2 % n.d. n.d. 93 % 0,5 %
Conj. 4,9 % 89 % 10 % 76 % 36 % 64 % 53 % 43 %
Dox: Doxorubicina; Conj:N-B-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-Doxorubicina;

Exemplo 6

Injecgédo intravenosa de RBAlaleuAlaleu-Dox em murganhos

Sabe-se que a toxicidade aguda ocorre, provavelmente
através da interaccéo entre polimeros carregados
positivamente, tal como protaminas, polilisina ou 0s seus
agregados e a superficie luminal dos vasos sanguineos. De
Lucia III, A., et al., Efficacy and toxicity of differently
chargedpolycationic protamine-like peptides for heparin
anticoagulation reversal, J. Vasc. Surg. 18: 49-60 (1993).
Ekrami, H. M. e Shen, W. C., Carbamylation decreases the
cytotoxicity but not the drug-carrier properties of
polylysines, J. Drug Targ., 2: 469-475 (1995). Também se
demonstrou ainda que a heparina reduz os efeitos tdéxicos do
sulfato de protamina no miocdrdio de coelhos. Wakefield, T.
W., et al., Heparin-mediated reductions of the toxic
effects of protamine sulfate on rabbit myocardium, J. Vasc.

Surg., 16: 47-53 (1992). Para testar a hipdtese de qgue a
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toxicidade aguda verificada aqui foi devida a agregados de
pré-fdrmaco carregados positivamente, deu-se BAlaLeuAlaleu-
Dox (174 pmole/ml) a murganhos no seguimento de um pré-
tratamento de 1 h quer com 4.000 U.I. de heparina iv e
comparou-se com o controlo (iv). O guadro 2 mostra qgue, no
seguimento da heparina, uma dose anterior, agudamente letal

de BAlalLeuAlalLeu-Dox foi significativamente menos téxica.

Estes dados suportam a hipbdtese de que a toxicidade
aguda ¢é devida a um agregado carregado positivamente que
causa um efeito similar ao verificado para protaminas ou
polilisina. Os pré-fadrmacos da presente invencéo,
carregados negativamente e neutralmente, ultrapassam este

efeito colateral indesejéavel.

Quadro 2
VIA DE pré-tratamento NIVEL DA DOSE DE Tempo de sobrevivéncia Toxicidade aguda
HEPARINA (U.I.) (dias) [Proporgio] (proporgéo)
Controlo (iv) 0 0 5/5

i.p. 4000 >9 3/8
[5/8] 0/3
8000 >11
[3/3]
i.v. 4000 >11 1/3
[2/3]

De acordo com a hipbtese mencionada antes, o bloqueio
do grupo amino do terminal de RAlalLeuAlalLeu-Dox com uma
parte carregada negativamente resultou no desaparecimento
completo do efeito de toxicidade aguda em niveis de dose

tdo altos guanto 250 mg de doxorubicina, HCl eq./Kg.

Como evidéncia disto, numa experiéncia relacionada,
todos o0s animais sobreviveram até 8 dias quando trés em
cinco murganhos por grupo foram tratados com um bdélus iv de
250 mg/kg (Dox-HCl eg.) de succinil-BAlaleuAlaleu-Dox e
glutaril-RAlaleuAlalLeu-Dox.
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Processos analiticos para os exemplos remanescentes

As sequéncias de péptidos, sintetizadas utilizando
quer abordagens em fase sbélida ou em solucdo, foram
utilizadas sem mais purificacdo se a CLAR analitica
(processos A, B & D) mostrasse que o produto impuro era

mais do que 80 % puro. Caso contrédrio, o material foi

purificado utilizando o processo C da CLAR preparativa.

Processo A de CLAR

As andlises analiticas por CLAR foram realizadas numa
Waters 2690 utilizando uma coluna C-18 (4pm, 3,9 x 150mm
DI, velocidade de fluxo 1 mL/min) eluindo-se com um
gradiente de dissolvente A (TFA/H,O0 a 0,1 %) e dissolvente
B (TFA/ACN a 0,1 %) e os dados foram tratados a A 254 nm
utilizando o sistema Waters Millennium. O gradiente

Q.

analitico de CLAR comecou com 90 % do dissolvente A e
terminou com 100 % do dissolvente B ao longo de um periodo
de 14 minutos (linear). A pureza dos compostos para este
processo e para 0s que se seguem foi avaliada como a é&rea

percentual relativa sob a curva dos picos.

Processo B de CLAR

As andlises analiticas por CLAR foram realizadas em
Waters 2690 utilizando uma coluna C-8 (3,5 pm, 4,6 x 150mm
DI, velocidade de fluxo 1 mL/min) eluindo-se com um
gradiente de dissolvente A (formiato de aménio 20 mM a 80 %
e acetonitrilo a 20 %) e dissolvente B (formiato de aménio

20 mM a 20 % e acetonitrilo a 80 %) e os dados foram

tratados a A 254 nm utilizando o sistema Waters Millennium.

o\

O gradiente analitico de CLAR comecou com 100 do
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dissolvente A até 100 % do dissolvente B ao longo de um

periodo de 30 minutos (linear).

Processo C de CLAR

A purificacéo preparativa de produtos impuros
conseguiu-se utilizando o sistema Waters Delta Prep 4000
utilizando uma coluna C-4 (15 pm, 40 x 100mm DI, velocidade
de fluxo 30 mL/min) eluindo-se com um gradiente de
dissolvente A (H;0) e dissolvente B (MeOH). O gradiente de

Q

CLAR preparatdéria comecou com 80 % do dissolvente A e
continuou até 100 % do dissolvente B ao longo de um periodo
de 70 minutos (linear). Os dados foram tratados a A 254 nm

utilizando o sistema Waters Millennium.

Processo D de CLAR

A CLAR analitica foi realizada num equipamento da
Hewlett Packard: Coluna: TSK super0ODS (TosoHaas) ;
dissolvente A (TFA a 0,1 % em &gua) dissolvente B (TFA a
0,1 % em acetonitrilo); gradiente: 30 a 36 % de B em 2
minutos, 36 a 41 % de B em 10 minutos, 41 a 90 % de B em 3

minutos, 5 minutos a 90 % de B, comprimento de onda de

deteccdo A 254 nm.

RMN e EM

As determinac®es adicionais das estruturas foram
feitas por técnicas de RMN e EM e os resultaram suportaram

0s compostos reivindicados.
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Processo de CCF

A andlise por CCF foi realizada em gel de silica,
placas de 60F-254nm-0,25mm (Merck) com DCM/MeOH/H,0/&cido
férmico a 88 %, 85/15/1/2 para a eluicdo.

Ensaio com ninidrina

Introduziu-se alguns miligramas de produto num tubo de
ensaio e adicionou-se duas gotas da solucdo A (50 mg/ml de
ninidrina em etanol), duas gotas da solucdo B (4 mg/ml de
fenol em etanocl), depois duas gotas da solucdo C (2 ml,
KSCN aquoso 0,01 M em 100 ml de piridina).Deixou-se a
mistura num banho de &gua a ferver durante cinco minutos.
Na presenca de uma amina livre, a solucdo tornou-se de cor

plrpura.

Exemplos especificos de oligopéptidos sintéticos

Fontes de reagentes disponiveis no mercado

A doxorubicina e a daunorubicina foram fornecidas por
Meiji (Jap&o), Pd(PPhs), pela Stremchem (Newburyport, MA),
PEG pela Shearwater (Huntsville, Alabama), dissolventes,
HATU pela Aldrich (Milwaukee, WI); todas as resinas e
aminodcidos foram fornecidos por uma das empresas ABI
(Foster City, CA), Novabiochem (San Diego, CA), Advanced
ChemTech (Louisville, KY), Peptide International
(Louisville, KY), SynPep (Dublin, CA).

Exemplo 7

Forma de Fmoc do éster benzilico do oligopéptido 38 [Fmoc-

BR-Ala-Leu-Ala-Leu-0Bn]
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Adicionou-se a forma de Fmoc do oligopéptido 38 (24,34
g, 0,04 mole) a um frasco de fundo redondo com DMF (350 mL)
e um agitador magnético. Depois de o tetrapéptido estar
dissolvido, adicionou-se a solucdo brometo de benzilo (4,76
mL, 0,04 mole), seguido de carbonato de césio (13,04 g,
0,04 mole), com agitacdo. Agitou-se a mistura reaccional a
temperatura ambiente durante 1,5 horas. Depois, verteu-se
lentamente a mistura reaccional, lentamente, num frasco com
450 mL de &gua gelada. Recolheu-se, por filtracdo por
succdo, uma grande quantidade do sdélido branco precipitado.
Lavou-se o produto com &agua (2x200 mL) e colocou-se num
exsicador sob véacuo. Identificou-se o produto (24,2 g, 87
%) por CLAR (pureza: 95 %). EM m/z calcd. para CyoHsoN4Oy
698,4, encontrado 699,5.

Exemplo 8

Ester benzilico de oligopéptido 38 [B8-Ala-Leu-Ala-Leu-OBn]

Num frasco de fundo redondo (25 mL), dissolveu-se a
forma de Fmoc do éster benzilico de oligopéptido 38 (0,7 g,
1,0 mmole) em 5 mL de DMF anidro. Adicionou-se piperidina
(1,2 mL, 12,1 mmole) a solucdo e agitou-se a mistura
reaccional a temperatura ambiente durante 25 minutos.
Parou-se a reacc¢do com agua (6 mL) e extraiu-se com acetato
de etilo (2x10 mL). As camadas orgadnicas combinadas foram
depois lavadas com &agua (2x5 mL), salmoura (5 mL) e secou-
se sobre sulfato de sédio. Obteve-se um s6lido branco (0,8

g) depois da eliminacd&o do dissolvente. A pureza do produto

X

foi apenas de 67 %. EM m/z calcd. para C;sHyoNs0s 476,3

encontrado 477,2.
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Exemplo 9

Forma de succinil-N-cap metilico do éster benzilico do

oligopéptido 38 [mono-metil-succinil-f-Ala-Leu-Ala-Leu-OBn]

Num frasco de fundo redondo (250 mL), dissolveu-se
hemisuccinato de metilo (3,19 g, 24,2 mmole) em DMF anidro
(50 mL). Adicionou-se a solucdo DIEA (4,22 mL, 24,2 mmole)
seguida de HBTU (9,17 g, 24,2 mmole). Agitou-se a mistura a
temperatura ambiente durante 45 minutos. Adicionou-se a
esta mistura uma solucdo de éster benzilico do oligopéptido
38 (impuro, contendo 10,14 g, 21,3 mmole) em DMF anidro
(150 mL). Agitou-se a mistura, continuamente, a temperatura
ambiente durante 2,5 horas. Depois, verteu-se lentamente a
mistura reaccional num frasco com 200 mL de &gua gelada,
enquanto se agitava. Extraiu-se uma grande quantidade do
s6lido branco precipitado por meio de acetato de etilo
(3200 mL). As camadas organicas combinadas foram lavadas
com &gua (2x200 mL), salmoura (200 mL) e secou-se sobre
sulfato de sdédio. Obteve-se um sd6lido branco depois da
eliminacdo do dissolvente. A recristalizacdo deste produto
impuro em acetato de etilo originou 7,53 g de produto (60
%) com uma pureza de 80 %. EM m/z calcd. para CsgHsgN4Og

591,4 encontrado 590, 33.

A

Exemplo 10

Forma de succinil-N-cap metilico do oligopéptido 38 (Metil-

succinil-B-Ala-Leu-Ala-Leu]

Adicionou-se a forma de metil-succinil-N-cap do éster
benzilico do oligopéptido 38 (1,0 g, 86 % de pureza; 1,46
mmole) a um frasco de Erlenmeyer com 100 mL de metanol. A

solucgdo ficou turva depois de ser agitada durante alguns
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minutos. Adicionou-se 50 mL de metanol, mas a solugdo néo
ficou logo clara. Transferiu-se a solugdo para um reactor
de hidrogenacdo. Adicionou-se, a este reactor, Pd-C (90 mg,
humidade de 10 %, 50 % de é&gua; 0,042 mmole). Depois da
hidrogenacdo, durante 2 horas, a temperatura ambiente,
parou-se a reaccgdo e filtrou-se o catalisador. Obteve-se um
s6lido branco (0,77 g, 78 %) depois da eliminac&do dos
dissolventes. EM m/z calcd. para Cy3HsoN.Og 501,2 encontrado

500, 3.

Exemplo 11

Sintese do hemi-succinato de N-cap-alilo

Preparou-se esta molécula de acordo com o processo de
Casimir, J. R., et. al. Tet. Lett. 36 (19): 3409, (1995).
Fez-se o refluxo de 10,07 g (0,1 mole) de anidrido
succinico e 5,808 g (0,1 mole) de &lcool de alilo em 100 mL
de tolueno durante 6  horas. Concentra-se a mistura
reaccional a pressdo reduzida. 15,5 g; 98 %. 0O material
resultante estava suficientemente puro para ser utilizado
nas reacgdes subsequentes. A pureza e a identidade do
produto semi-sélido foram confirmadas por RMN do ‘H e RMN

do ’C e por CL/EM.
Exemplo 12
Sintese de alil-succinil-oligopéptido 38-Dox.

Num frasco de fundo redondo (50 ml) dissolveu-se a
forma de N-cap-alil-hemisuccinilo do oligopéptido 38 (1 g,
1,92 mmole) e doxorubicina (1,1 g, 1,9 mmole) em DMF anidro

(50 ml). Depois de se agitar a mistura durante 5 minutos,

adicionou-se DIEA (0,66 ml, 3,8 mmole) seguida de HATU
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(0,706g, 1,9 mmole) a mistura reaccional, a temperatura
ambiente, durante 2 horas. Eliminou-se DMF por meio de um
evaporador rotativo e recolheu-se o residuo em 4,0 ml de
DCM : MeOH a 1:1. A esta solucdo, adicionou-se lentamente
100 ml de éter, enquanto se agitava. Formou-se um
precipitado vermelho e recolheu-se ©por filtracdo por
succdo. Lavou-se a solucdo com éter (2x2 ml) e secou-se num
exsicador de vacuo para se obter o agente terapéutico alil-
succinil-oligopéptido 38-Dox com uma pureza de 90 %

confirmada por CLAR pelo processo B.

Exemplo 13

Preparacdo de SSLD a partir de alil-succinil-p-Ala-Leu-Ala-

Leu-doxorubicina

A uma solucdo agitada de 0,1 g (0,095 mmole) de alil-
succinil-R-Ala-Leu-Ala-Leu-doxorubicina em 2 mL de THF, em
atmosfera de azoto, adicionou-se 0,05 g (0,095 mmole) de
tetraquis(trifenilfosfina)palddio sob a forma de um sdélido.
Passados 10 minutos filtra-se o precipitado formado durante
a reaccdo, lava-se com THF. Peso anidro: 0,1g. Os sdélidos
foram identificados por CLAR, RMN do 1H, CL/EM como sendo

succinil-B-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox.

Exemplo 14

Sintese da forma de Fmoc do oligopéptido 38 [Fmoc-p-Ala-
Leu-Ala-Leu]

Sintetizou-se a forma de Fmoc do oligopéptido 38
utilizando a abordagem de fase sélida com a quimica-padréo
de Fmoc. Uma sintese tipica utilizou resina alcoxilada de

Wang (carga de 0,60 mmole/g). Utilizaram-se amino&cidos
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protegidos por Fmoc para a sSintese de péptidos em fase
sbélida. Para uma escala de péptido de 1 mM na resina, pré-
activou-se 3 equivalentes de aminocdcidos com HBTU como
agente de activacdo, durante 5 minutos, antes de se
adicionar a resina, em conjunto com 2 equivalentes de DIEA.
Realizou-se a reaccdo de acoplamento durante 2 h e depois
lavou-se com DMEF (25 mL x 3) e DCM (25 mL x 3). Repetiu-se
a reaccdo de acoplamento utilizando 2 equivalentes de
aminodcidos utilizando condicdes similares. Monitorizou-se
0 progresso da reaccdo utilizando o ensaio de ninidrina e
se o teste com a ninidrina indicar uma reaccdo incompleta,
passadas 2 h, entdo a etapa de acoplamento foi repetida uma
terceira vez. A desproteccdo foi conseguida utilizando
piperidina a 20 % em DMF durante 15-20 minutos. A etapa de
acoplamento foi repetida com o aminodcido seguinte até a
desejada juncdo do péptido a resina. A clivagem final do
péptido a partir da resina foi realizada por tratamento da
resina com uma solucgdo com 95 % de TFA e 5 % de &gua.
Depois de se agitar a mistura reaccional durante 2 h a ta,
filtrou-se a resina a pressdo reduzida e lavou-se duas
vezes com TFA. Combinaram-se os filtrados e o péptido
precipitou por adicdo de 400 mL de éter frio. O péptido foi
filtrado a pressdo reduzida e secou-se para se obter a
forma de Fmoc do oligopéptido 38 (94 % de pureza pelo
método A de CLAR). Utilizou-se o péptido impuro na etapa

seguinte sem mais purificacéo.

Exemplo 15

Sintese da forma de Fmoc do oligopéptido 98 [Fmoc-Tie-Tir-
Gli-Leu]

Sintetizou-se a forma de Fmoc do oligopéptido 98

utilizando a abordagem em fase sélida com a quimica-padréo
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de Fmoc e a resina alcoxilada de Wang (carga de 0,60
mmole/gm) . Utilizaram-se aminodcidos protegidos por Fmoc e
Fmoc-Tie-OH para a sintese de péptidos em fase sélida. Para
uma escala de péptido 1 mM na resina, pré-activou-se 3
equivalentes de aminoédcidos com HBTU como agente de
activacdo, durante 5 minutos, antes de se adicionar a
resina, em conjunto com 2 equivalentes de DIEA. Realizou-se
a reaccdo de acoplamento durante 2 h e depois lavou-se com
DME (25 mL x 3) e DCM (25 mL x 3). Repetiu-se a reaccdo de
acoplamento utilizando 2 equivalentes de aminoéacidos
utilizando condig¢des similares. Monitorizou-se o0 progresso
da reaccdo utilizando o ensaio de ninidrina e se o teste
com a ninidrina indicar uma reacc¢do incompleta, passadas 2
h, entdo a etapa de acoplamento foi repetida uma terceira
vez. A desproteccdo foi conseguida utilizando piperidina a
20 % em DMF durante 15-20 minutos. A etapa de acoplamento
foi repetida com o aminodcido seguinte até a Jjuncdo do
péptido desejado a resina. A clivagem final do péptido, a
partir da resina, foi realizada por tratamento da resina
com uma solucdo com 95 % de TFA e 5 % de &agua. Depois de se
agitar a mistura reaccional durante 2 h a ta, filtrou-se a
resina a pressdo reduzida e lavou-se duas vezes com TFA.
Combinaram-se os filtrados e o péptido precipitou por
adicdo de 400 mL de éter frio. O péptido foi filtrado a
pressdo reduzida e secou-se para se obter a forma de Fmoc
do oligopéptido 98 (88% de pureza pelo método A de CLAR).
Utilizou-se a forma de Fmoc do oligopéptido 98 na etapa

seguinte sem mais purificacéo.

Exemplo 16

Sintese do agente terapéutico da forma de Fmoc do

oligopéptido 98-Dnr [Fmoc-B-Ala-Leu-Ala-Leu-Dnr]
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Dissolveu-se daunorubicina.HCl (185 mg, 0,329 mmole) e
a forma de Fmoc do oligopéptido 38 (200 mg, 0,32%9mmole) a
temperatura ambiente em DMF anidro (15 mL). A esta solucéo,
agitada rapidamente, adicionou-se DIEA (0,115 mL, 0,658
mmole), numa sb porcdo e agitou-se a mistura reaccional
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Arrefeceu-se a
mistura reaccional para 0 °C utilizando um banho de gelo e
adicionou-se, lentamente, 138 mg (0,362 mmole) de HATU ao
longo de 10 minutos. Agitou-se a mistura reaccional durante
mais 90 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se &agua
arrefecida com gelo (200 mL) & mistura reaccional que
resultou na formacdo de um precipitado vermelho. Recolheu-
se o precipitado numa placa vitrea, lavou-se com 3 x 50 ml
de 4gua e 3 x 50 ml de éter de dietilo e secou-se a presséo
reduzida para se obter o agente terapéutico da forma de
Fmoc do oligopéptido 98-Dnr (rendimento de 94 %, pureza de

95 % verificada pelo processo A de CLAR).

Exemplo 17

Sintese do agente terapéutico da forma de Fmoc do

oligopéptido 98-Daunorubicina (Fmoc-Tie-Tir-Gli-Leu-Dnr)

Dissolveu-se daunorubicina.HCl (90 mg, 0,16 mmole) e a
forma de Fmoc do oligopéptido 98 (120 mg, 0,16 mmole), a
temperatura ambiente, em DMF anidro (15 mL). A esta
solucdo, agitada rapidamente, adicionou-se DIEA (0,56 mL,
0,16 mmole), numa sé porgcdo e agitou-se a mistura
reaccional durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Arrefeceu-se a mistura reaccional para 0 °C utilizando um
banho de gelo e adicionou-se, lentamente, 61 mg (0,160
mmole) de HATU ao longo de 10 minutos. Agitou-se a mistura
reaccional durante mais 90 minutos a temperatura ambiente.

Adicionou-se &gua arrefecida com gelo (150 mL) & mistura
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reaccional o gue resultou na formacdo de um precipitado
vermelho. Recolheu-se o precipitado numa placa vitreo,
lavou-se com 3 x 50 mL de &gua e 3 x 50 ml de éter de
dietilo a pressdo reduzida para se obter o agente
terapéutico da forma de Fmoc do oligopéptido 98-
Daunorubicina (rendimento de 94 %, 91 % de ©pureza
verificada pelo método A de CLAR). Utilizou-se este produto

na etapa seguinte sem mais purificacédo.

Exemplo 18

Preparacdo de Fmoc-f-Ala-Leu-Ala-Leu-doxorubicina

Dissolveu-se 3,0g (5,17 mmole) de cloridrato de
doxorubicina e 3,15 g (5,17 mmole) de Fmoc-RAla-Leu-Ala-
Leu, a temperatura ambiente, em 230 mL de DMF anidra, em
atmosfera de azoto. A esta solucdo agitada com rapidez,
adicionou-se 1,798 mL (10,34 mmole) de DIEA, numa sb poOrcgéao
e agitou-se a mistura reaccional a temperatura ambiente
durante 15 min. Arrefeceu-se a mistura reaccional para ~-2
° C num banho de gelo/salmoura e adicionou-se, gota a gota,
2,56 g (6,73 mmole) de HATU em 58 mL de DMF, ao longo de 12
minutos, com uma agitacdo rapida. Agitou-se a mistura
reaccional mais 30 minutos a -2 °C, depois adicionou-se
0,285 mL (1,64 mmole) de DIEA, numa sb porc¢do. Adicionou-se
580 mL de &gua a 0 °C resultando imediatamente na formacéo
de um precipitado vermelho flocoso. O precipitado foi
recolhido num prato vitreo, lavou-se com 3 x 50 de 4gua e 3
x 50 mL de éter de dietilo em &guia e secou-se ao ar,
durante 16 horas para se obter 5,21 g de Fmoc-R-Ala-Leu-
Ala-Leu-Dox, 89,7 % de rendimento fisico, 90,23 % de pureza

confirmada pelo método B de CLAR.
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Exemplo 19

Preparagcdo de succinil-B-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox a partir de

Fmoc-p-Ala-Leu-Ala-Leu-dox

A uma solucdo de 5,0 g (4,41 mmole) de Fmoc-B-Ala-Leu-
Ala-Leu em 230 mL de DMF anidro, em atmosfera de azoto, a
temperatura ambiente, adicionou-se 21,8 mL (220 mmole) de
piperidina, numa sé porcdo, resultando numa alteracdo de
cor de vermelho para purpura. Agitou-se a mistura
reaccional 5 minutos a temperatura ambiente e depois
arrefeceu-se para aproximadamente -20 °C num banho de gelo
seco/acetona. Adicionou-se entdo 22,5 g (0,225 mole) de
anidrido succinico, numa sb porcéo, mantendo-se a
temperatura da reaccdo abaixo de -5 °C. Depois de
aproximadamente 2 minutos de agitacdo a -10 °C até -5 °C a
cor mudou de cor puUrpura para vermelho/laranja. Retirou-se
0 banho de arrefecimento e agitou-se a mistura reaccional
durante 10 minutos. Reduziu-se depois o volume da mistura
reaccional ©para aproximadamente 100 mL por meio de
evaporacdo rotativa e depois diluiu-se com 125 mL de
clorofdédrmio. A esta solucdo, adicionou-se rapidamente 1400
mL de éter de dietilo resultando na formacdo de um
precipitado vermelho. Isolou-se este precipitado num prato
vitreo do meio e triturou-se com 5 X 200 mL de éter de
dietilo para se obter o material com uma pureza de 89,13 %
confirmada por CLAR. Lavou-se novamente o precipitado com 1
x 20 mL de éter de dietilo e secou-se ao ar para se obter
3,62 g de succinil-RB-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox, com um rendimento
fisico de 81 %, pureza de 88,2 % confirmada por CLAR).
Agitou-se este material em 30 mL de &gua a 0 °C e
adicionou-se 33,98 mL (0,95 eq.) de NaHCOs; 0,1 M ag. e
agitou-se a suspensdo resultante até todos os sbélidos se

dissolverem. Liofilizou-se esta solucdo para se obter 3,77
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g de succnil-R-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox, 99 % de rendimento
fisico (89,06 % de pureza confirmada pelo método B de

CLAR) .

Exemplo 20

Sintese do agente terapéutico da forma de N-cap-succinilo

do oligopéptido 38-Dnr [Suc-p-Ala-Leu-Ata-Leu-Dnr]

Adicionou-se piperidina (0,442 mL, 4,48 mmole) a uma
solugcdo do agente terapéutico de uma forma de Fmoc
Oligopéptido 38-Dnr (100 mg, 0,089 mmole) em 5 mL de DMF

anidra. Agitou-se a mistura reaccional durante 5 minutos a

temperatura ambiente e depois arrefeceu-se para -20 °C

utilizando wum banho de gelo seco/acetona. Adicionou-se
entdo anidrido succinico (458 mg, 4,54 mmole), numa sé
porcéo, a mistura reaccional arrefecida. Agitou-se a
mistura reaccional rapidamente a -5 °C durante 5 minutos e
depois a temperatura ambiente durante mais 90 minutos.
Adicionou-se 250 ml de éter de dietilo anidro a mistura
reaccional e isolou-se o precipitado vermelho resultante
numa frita vitrea com o meio. Lavou-se o bolo do filtro com
duas porcdes sucessivas de 50 mL de éter de dietilo e
secou-se a pressdo reduzida para se obter a forma de agente
terapéutico de N-cap-succinilo do Oligopéptido 38-Dnr
(rendimento de 80 %, pureza de 88 % avaliada pelo método B
de CLAR). A CL/EM indicaram um peso molecular de 995 (peso

molecular esperado 996).

Exemplo 21
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Sintese do agente terapéutico da forma de N-cap-succinilo

do oligopéptido 98-daunorubicina [Suc-Tie-Tir-Gli-Leu-Dnr]

A uma solucdo do agente terapéutico da forma de Fmoc
de Oligopéptido 38-Daunorubicina (100 mg, 0,079 mmole) em 5
mL de DMF anidro, adicionou-se piperidina (0,391 mL, 3,95
mmole), numa sb porcgdo, resultando numa alteracdo de cor de
vermelho para purpura. Agitou-se a mistura reaccional

durante 5 minutos a temperatura ambiente e depois

arrefeceu-se para -20 °C wutilizando um banho de gelo

seco/acetona. Adicionou-se entdo 407 mg (4,02 mmole), de
anidrido succinico, numa sé porcdo, a mistura reaccional
arrefecida. Agitou-se a mistura reaccional rapidamente a -5
°C durante 5 minutos e depois & temperatura ambiente
durante mais 90 minutos. Adicionou-se éter de dietilo
anidro, 200 mL, &a mistura reaccional o gque resultou na
formacdo de um precipitado vermelho. Isolou-se este
precipitado em frita de vidro média, lavou-se com 3 x 50 mL
de éter de dietilo, a pressdo reduzida, para se obter o
agente terapéutico da forma de N-cap-succinilo do
oligopéptido 98-Dnr (rendimento de 80 %, 81 % de pureza
verificada pelo método A de CLAR). A CL/EM indicou um peso

molecular de 1141 (peso molecular esperado 1142).

Exemplo 22

Sintese do agente terapéutico do sal de sédio da forma de

N-cap-glutarilo de oligopéptido 38-Dox [Gl-p-Ala-Leu-Ala-

Leu-Dox]
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Adicionou-se piperidina (436 ulL, 4,413 mmole) a uma
solucdo do agente terapéutico da forma de Fmoc do
oligopéptido 38-Dox (100 mg, 0,088 mmole) em DMF (4,5 mL).
Depois de se agitar durante 5 minutos a temperatura
ambiente, arrefeceu-se a mistura reaccional para -5 °C e
adicionou-se, rapidamente, anidrido glutérico (624 mg,
5,472 mmole). Retirou-se o banho frio logo que a cor mudou
e agitou-se a mistura a temperatura ambiente durante mais
10 min. Eliminou-se o DMF por evaporacdo rotativa e
dissolveu-se o residuo em clorofdédrmio (2,5 mL). Adicionou-
se éter de dietilo (14 mL) e filtrou-se o precipitado
resultante. Lavou-se o0 bolo do filtro com éter de dietilo,
secou-se ao ar e depois suspendeu-se novamente em agua (14
mL). O sal de sdédio formou-se por adicdo, gota a gota, a
suspensdo, de NaOH 0,025 M (4 mL, 0,10 mmole) até a
dissolucdo completa do sdélido. Esta solucdo foi entéo
liofilizada para se obter do agente terapéutico de sal de
sédio da forma de N-cap-glutarilo do oligopéptido 38-Dox
com um rendimento de 97 % com uma pureza de 87 % avaliada

pelo método D de CLAR.

Exemplo 23

"Processo da ureia" para a preparacdo do conjugado, isto &,
O precursor para o acoplamento da forma de metil-succinil-
N-cap de oligopéptido 38 e doxorubicina, pela via

enzimatica

Em atmosfera de azoto anidro, suspendeu-se/dissolveu-
se 26,04 g (52,0 mmole) da forma de metil-succinil-N-cap de

oligopéptido 38, 23,26g (40,2mmol) de cloridrato de doxo-

o\

rubicina em 800 mL de ureia anidra - DMF saturada (~30

p/v) e 19,948 mL, 114. 16 mmole de DIEA. Arrefece-se esta
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mistura para 0-3 °C durante ~25 minutos. Nesse momento
adicionou-se 21,2 g (56,0 mmole) de HATU sob a forma de uma
solucdo em ~100 mL de ureia saturada em DMF, durante 10
minutos (o volume desta solucdo deve manter-se minimo).
Agitou-se a mistura reaccional durante 10 minutos a -2 até
2 °C e verteu-se em 4000 mL de salmoura arrefecida com
gelo, contendo acido acético a 2 % v/v  durante
aproximadamente cinco minutos com agitacdo vigorosa.
Filtrou-se o produto num filtro de frita de vidro com uma
porosidade média, lavou-se generosamente com Agua € secou-
se a pressdo reduzida. 43 g com um rendimento fisico:

104,47 %, 93,45 % puro avaliado pelo método B de CLAR.

Exemplo 24

Sintese do agente terapéutico da forma de metil-succinil-N-
Cap de oligopéptido 38-Dox [metil-succinil-BAla-Leu-Ala-

Leu-Dox]

Num frasco de fundo redondo (50 mL), dissolveu-se a
forma de hemisuccinilo de N-cap-metilo do oligopéptido 38
(0,25 g, 0,5 mmole) e doxorubicina (0,29 g, 0,5 mmole) em
DMF anidro (20 mL). Depois de se agitar a mistura durante 5
minutos, adicionou-se a solucgdo DIEA (0,17 mL, 1,0 mmole)
seqguida de HBTU (0,19 g, 0,5 mmole). Agitou-se a mistura a
temperatura ambiente durante 4 h. Eliminou-se a DMF por
meio de um evaporador rotativo e recolheu-se o residuo em
4,0 mL de cloreto de metileno : metanol a 1:1. A esta
solucédo, adicionou-se lentamente 40 ml de éter, enquanto se
agitava. Formou-se um precipitado vermelho e recolheu-se
por filtracdo com sucgdo. Lavou-se o sbélido com éter (2x 10
mL) e secou-se num exsicador de vacuo. Produziu-se 0,50 g

Q

de produto (98 %) com uma pureza de 96 %.
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Exemplo 25

Hidrélise do agente terapéutico sob a forma de metil-
succinil-N-cap de oligopéptido 38-Dox utilizando a via da

enzima ligada de forma cruzada

Colocou-se o agente terapéutico sob a forma de metil-
succinil-N-cap do oligopéptido 38-Dox (1,0 g, 0,975 mmole)
e 100 mL de DMF num frasco de 500 mL. A suspensdo foi
agitada vigorosamente com um agitador magnético. Quando o
agente terapéutico, sob a forma de metil-succinil-N-cap do
oligopéptido  38-Dox, estava completamente dissolvido,
adicionou-se 400 mL de &gua desionizada e agitou-se a
solucdo resultante a 35 °C. Lavou-se uma pasta de 1 g de
CLEC-PC (Altus Biologics), a enzima imobilizada foi lavada
em trés aliquotas de 4&gua desionizada e depois foi
novamente suspensa em 10 mL de DMF aquoso a 20 % antes de
ser utilizada. Foi suspensa em 10 mL de DMF aquosa a 20 %
foi depois adicionada e agitou-se a suspensido resultante a
35 °C com uma monitorizacdo periddica por CLAR. Quando todo
0 agente terapéutico sob a forma de metil-succinil-N-cap de
oligopéptido 38-Dox tinha sido consumido (~18 horas),
filtrou-se a mistura reaccional através de um filtro de
membrana de nylon de 0,45 pM para eliminar a enzima CLEC-
PC. Lavou-se o bolo de CLEC-PC com 3 X 10 mL de metanol e
combinaram-se os liquidos de lavagem com metanol com a
mistura reaccional filtrada. Concentrou-se entdo a mistura
reaccional filtrada mais os liquidos de lavagem com metanol
até se obter uma goma vermelha num evaporador rotativo
equipado com uma bomba de vacuo forte e um banho de &agua a
30° C. Suspendeu-se entdo a goma vermelha em 50 mL de &agua
desionizada, a temperatura ambiente e agitou-se rapidamente
por meio de um agitador mecdnico. A esta suspenséo

adicionou-se uma solucgdo de 77,8 mg de bicarbonato de sédio
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(0,926 mmole, 0,95 eg.) em 100 mL de &gua desionizada
durante 2 minutos. Agitou-se a suspensdo a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Filtrou-se a mistura
reaccional através de um filtro de membrana de nylon de
0,45 pM e liofilizou-se. Isolou-se 936 g do agente
terapéutico de sal de sédio da forma de succinil-N-cap de
oligopéptido 38-Dox, rendimento de cerca de 100 %. 84 %
puro confirmado pelo método B de CLAR. Registaram-se os
espectros de RMN do 'H e de *C em espectrémetros de 600 e

150 MHz respectivamente e a EM por pulverizacdo de

electrdes foi consistente com a estrutura desejada.

Exemplo 26

Hidrélise do agente terapéutico da forma de metil-succinil-
N-cap do oligopéptido 38-Dox [Metil-succinil-p-Ala-Leu-Ala-

Leu-dox]

Utilizacdo de enzima soluvel

Fez-se wuma suspensdo com 11,0 g (10,72 mmole) do
agente terapéutico da forma de metil-succinil-N-cap de
oligopéptido 38-Dox em 800 mL de &gua com grau de CLAR e
homogeneizou-se durante 60 minutos com um homogeneizador
Ultraturrax T8 para se obter uma suspensdo finamente
dividida. Agitou-se esta suspensdo (500 rpm) a 35 ° C e
ajustou-se para pH=6,05 com NaHCOs3; aquoso 76 mM. 1.
Adicionou-se entdo 1,0 g de lipase “B” de C. Antarctica
(Altus Biologics) e agitou-se a mistura reaccional a 35 ° C
durante 48 horas. Durante o tempo de reaccdo de 48 h,
manteve-se o pH entre 5,3 e 6,2 por meio da adicéo
periddica de NaHCO; aquoso 76 mM com uma monitorizacdo
periddica por CLAR. Passadas 48 horas, a reacgdo estava

Q.

aproximadamente 98 % completa, avaliada por meio de CLAR.
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Ajustou-se entdo a mistura reaccional para pH=7 com NaHCO;
aquoso 76 mM e filtrou-se através de uma almofada de Celite
521. Acidificou-se entdo a mistura reaccional clarificada
para um pH de aproximadamente 3 com 5 mL de &cido acético
glacial resultando na formacdo de um precipitado vermelho
gomoso. Isolou-se o precipitado por meio de filtracéo
através de Celite 521, a subseguente lavagem da almofada de
Celite com metanol, a filtracdo da solucdo de metanol
através de um filtro de frita vitrea de 10-20 uM e a
evaporacgdo rotativa da solucdo filtrada originou 7,31 g do
produto vermelho gomoso. Converteu-se este produto no sal
de sédio por dissolucdo em 70 mL de NaHCOs 76 mM (0,95 eq.)
e liofilizou-se para se obter 7,30 g, rendimento fisico de
66,1 % do agente terapéutico do sal de sdédio da forma de
succinil-N-cap de oligopéptido 38-Dox, 84,5 % puro avaliado

por CLAR.

O produto era idéntico ao do exemplo anterior.

Exemplo 27

A lipase “B” de Candida Antarctica imobilizada hidrolisa o
agente terapéutico de metil-succinil-N-cap do oligopéptido

38-Dox

Dissolveu-se 30,0 g de lipase “B” de Candida
Antarctica (Altus Biologics) em 300 mL de &4gua e fez-se a
sua didlise contra 3 x 41 de NaHCO; ag. 50 mM (pH=6,4).
Depois da diédlise, o volume da solucdo dialisada era de
~300 mL. Colocou-se 360 mL de fluxo répido de sefarose 4
activada por NHS da Pharmacia num funil de frita vitrea
moida e lavou-se com 5 x 450 mL de HCl ag. 1 mM arrefecido
com gelo. Combinou-se entdo a sefarose 4 activada por NHS,

lavada, com a solucdo da enzima dialisada. Agitou-se a
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suspensao resultante a temperatura ambiente
(aproximadamente 22 °C) durante 2,0 horas. O conjugado de
sefarose/enzima foi entdo isolado num filtro de frita
vitrea moida e depois agitou-se em 1000 mL de TRIS ag. 100
mM (pH=7,45) durante 15 minutos. Filtrou-se esta suspenséo
e incubou-se com mais 1000 mL de tampdo de TRIS aquoso 100
mM (pH=7,45) a 4°C, durante a noite. A enzima imobilizada
na manhd foi filtrada e, depois da lavagem com 4&gua,
colocou-se num frasco de fundo redondo de 2000 mL, com trés
tubuladuras. Adicionou-se 43 g do agente terapéutico de
metil-succinil-N-cap de oligopéptido 38-Dox e suspenderam-
se nos s6lidos em 800 mL de &gua desionizada. Fixou-se o
frasco com um agitador no cimo e fixou-se um pH de
saturacdo para manter o pH da mistura reaccional entre 5, 9-
6,2 por meio do controlo com uma bomba de seringa.
Carregou-se a bomba de seringa com NaHCO; 0,1 M. O
progresso da reaccdo foi seguido por CLAR. Depois de 6 dias
de imobilizacdo da enzima, filtrou-se e 1liofilizou-se a
fase 1liquida. Depois fez-se uma suspensdo dos sdlidos

anidros em ~11 ml de THF anidro e filtrou-se. 42,66 g,

X

98,34 % de rendimento fisico, 93,43 % (254 nm), 94,43 %

(480 nm) puro confirmado pelo processo B de CLAR.

Exemplo 28

Sintese do agente terapéutico do sal de lactato de

oligopéptido 38-Dox [lactato de p-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox]

Adicionou-se piperidina (26 mL, 264 mmole) a uma
solucdo do agente terapéutico de uma forma de Fmoc de
oligopéptido 38-Dox (6,00 g, 5,3 mmole) em DMF (265 ml).
Depois de se agitar durante 5 minutos a temperatura
ambiente, colocou-se a mistura reaccional num banho de sal

gelado e pré-arrefeceu-se (4°C). Adicionou-se imediatamente
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tampdo de lactato a 10 % a pH 3 (600 mL). Extraiu-se a
solugdo aquosa com DCM (3x500 mL) e eliminaram-se oS sais
em excesso por extraccdo em fase sbdélida. O gel de silica de
C 18, ODS-A (120 g) foi acondicionado (500 mL de metanol,
2x500mL de &gua) numa frita de wvidro e carregado com a
solucgdo aquosa do sal impuro de lactato do produto. Depois
de se lavar com &agua (2x500 mL) e de se secar, dissolveu-se
0 bolo do filtro em metanol. O metanol evaporou-se

e dissolveu-se o residuo em &4gua. Liofilizou-se a solucéo
resultante para se obter 3,54 g de sal de lactato do agente
terapéutico de oligopéptido 38-Dox (rendimento de 67 %,

pureza pelo método B de CLAR: 89 %).

Exemplo 29

Sintese do agente terapéutico sob a forma de succinil-N-Cap
de oligopéptido 38-Dox [succinil-p-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox]
partindo do sal de lactato do agente terapéutico de

oligopéptido 38-Dox [lactato de B-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox].

Adicionou-se DIEA (417 uL, 2,40 mmole) a uma solucédo
de sal de lactato do agente terapéutico de oligopéptido 38-
Dox (1,200 g, 1,20 mmole) em DMF (35 ml). Depois de se
agitar durante 15 minutos a temperatura ambiente,
adicionou-se anidrido succinico 97 % (2) (0,144 g, 1,44
mmole). Agitou-se a mistura durante 2 h e eliminou-se o DMF
por evaporacdo rotativa. Dissolveu-se o residuo numa
mistura de CHC1ls;/CHs0H a 4/1 (6 mL) e adicionou-se 200 mL
de uma mistura de Et,;O0/hexano a 1/1. Depois de se agitar a
mistura durante 30 minutos, filtrou-se o precipitado em
papel quantitativo (Whatman 42), lavou-se (Et,0/hexano:
1/1) e secou-se. O bolo do filtro foi suspenso em &gua (150
mL) e adicionou-se NaOH 1M (+ 1,2 eq., 1,5 mL), gota a

gota, até a dissolucdo estar completa (pH=7,2). Liofilizou-
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se a solucdo resultante para se obter 1,218 g da forma de
succinil-N-cap do agente terapéutico de oligopéptido 38-Dox

(rendimento de 97 %, pureza pelo método B de CLAR: 80,2 %).

Exemplo 30

Sintese da forma de succinil-N-cap do agente terapéutico de
oligopéptido 38-Dox (succinil-B-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox)
partindo da forma de Fmoc do agente terapéutico de

oligopéptido 38-Dox [Fmoc-pP-Ala-Leu-Ala-Leu-Dox]

Adicionou-se piperidina (2180 uL, 22,06 mmole) a uma
solucdo da forma de Fmoc do agente terapéutico de
oligopéptido 38-Dox (0,50 g, 0,44 mmole) em DMF (21,5 mL).
Depois de se agitar durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, arrefeceu-se rapidamente a mistura reaccional
para -5 °cC e adicionou-se, imediatamente, anidrido
succinico (2,25 g, 22,51 mmole). Retirou-se o banho frio
logo gque a cor mudou e agitou-se a mistura a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Eliminou-se a DMF ©por
evaporacdo rotativa e dissolveu-se o residuo em clorofdrmio
(12,5 mL). Adicionou-se rapidamente éter de dietilo (360
mL) . Apareceu imediatamente um precipitado. Filtrou-se o
precipitado em papel 42 da Whatman e lavou-se com Et,0. O
s6lido foi suspenso em agua (120 mL; pH = 4,1) e adicionou-
se, gota a gota, NaOH 0,025M (20 mL, 0,53 mmole) até a
dissolucdo estar completa (pH=7,4). Esta solucdo foi entéo
liofilizada para se obter a forma de succinil-N-cap do
agente terapéutico de oligopéptido 38-Dox com um rendimento

de 89 % e 91 % de pureza verificada pelo método D de CLAR.
A presente invencdo, tal como é reivindicada, tem por

objecto um  composto pro-farmaco, compreendendo esse

composto:
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(1) um agente terapéutico capaz de entrar na célula-
alvo,
(2) um oligopéptido com uma férmula (AA),-AA*-AA°-AA’-

AA', em que:

cada AA representa, independentemente, qualqguer
aminodcido codificado sob o ponto de vista
genético,

n representa um numero inteiro de 0 a 12,

AA" representa um aminodcido ndo codificado sob o
ponto de vista genético,

AA° representa qualquer aminoécido,

AA? representa qualquer aminodcido e

AA' representa qualquer aminoé&cido,

(3) um grupo de estabilizacdo que impede a clivagem do
referido oligopéptido pelas enzimas presentes no sangue
total e

(4) eventualmente, um grupo ligante que né&do & clivado

pela trouase,

em que o oligopéptido estd ligado directamente ao grupo de
estabilizacdo num primeiro sitio de ligacdo do oligopéptido
e AA', do oligopéptido, estd ligado directamente ao agente
terapéutico ou estd ligado indirectamente através do grupo
ligante ao agente terapéutico num segundo sitio de ligacéo
do oligopéptido; sendo o composto clivado selectivamente

por uma enzima associada a célula-alvo.
A presente invencdo, tal como é reivindicado, tem

ainda por objecto um processo para diminuir a toxicidade de

um agente terapéutico em que o agente terapéutico se
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destina a ser administrado a um paciente, compreendendo

€55¢e Processo:

a formacdo, por via covalente, de um pré-fadrmaco, por
meio da ligacdo de um oligopéptido clivavel por trouase
a um grupo de estabilizacdo num primeiro sitio de
ligacdo do oligopéptido e a ligacdo directa ou
indirecta do agente terapéutico num segundo sitio de
ligacédo do oligopéptido, sendo o pré-fadrmaco clivado
selectivamente por trouase, em que o pré-farmaco
providencia uma toxicidade diminuida do agente

terapéutico quando administrado ao paciente.

A memdéria descritiva inclui um processo para a
producdo de um agente de um composto pré-fadrmaco qgue

compreende as seguintes etapas:

(1) a activacdo de um oligopéptido protegido em Fmoc
com um agente de activacdo, na presenca de um agente
terapéutico para se produzir o conjugado de agente
terapéutico de oligopéptido protegido em Fmoc,

(2) a desproteccéao do agente terapéutico de
oligopéptido protegido em Fmoc por meio do contacto
dele com uma base, (3) a reaccdo do agente terapéutico
de oligopéptido com um grupo de estabilizacéo,

(4) a neutralizacdo do conjugado do agente terapéutico
de oligopéptido do grupo de estabilizacdo com um sal

aceitdvel sob o ponto de vista farmacéutico.

A presente memdria descritiva também inclui um composto

pro-fadrmaco que compreende as seguintes etapas:

(1) a activacdo de um oligopéptido do grupo de

estabilizacdo protegido em éster de algquilo com um
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agente de activacéo, na presenca de um agente
terapéutico, para produzir um conjugado de um agente
terapéutico de oligopéptido de um grupo de
estabilizacdo protegido no éster de alquilo,

(2) a desproteccéo do agente terapéutico de
oligopéptido de um grupo de estabilizacdo protegido no
éster de alquilo e

(3) a neutralizacédo do agente terapéutico de
oligopéptido de um grupo de estabilizacdo com um sal

aceitdvel sob o ponto de vista farmacéutico.

Um outro aspecto da presente invencdo consiste num
processo para a producdo de um compostos prdé-fadrmaco qgue

compreende as etapas seguintes:

(1) a activacdo de um oligopéptido protegido em tritilo
com um agente de activacdo, na presenca de um agente
terapéutico, para se produzir um conjugado de agente
terapéutico de oligopéptido protegido em tritilo,

(2) a desproteccdo do conjugado de agente terapéutico
de oligopéptido protegido em tritilo, em condic¢des
dcidas, durante 30-120 minutos, a 0 até 25 °C,

(3) a reaccdo do agente terapéutico de oligopéptido com
um grupo de estabilizacdo e

(4) a neutralizacéo do agente terapéutico de
oligopéptido do grupo de estabilizacdo com um sal

aceitéavel sob o ponto de vista farmacéutico.
As composicdes da presente invencdo incluem prd-
fdrmacos ©preparados por meio de todos 0S8 processos

anteriores.

A presente invencdo ficou agora completamente descrita

e gseréd evidente, para um especialista nesta matéria, que se
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podem fazer muitas alteracdes e modificacdes,

sem se sair

do espirito ou do dmbito das reivindicac¢des em anexo.
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PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)
D- Alanina

SITE
(2)

2-Tienilalanina

SITE
(3)
Beta-Alanina

SITE

Sintética
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<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(4)

Beta-Alanina

1
Xaa X¥am Xaa Xaa Leu Ala Leu
1 5 ‘
2
6
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Tienilalanina

SITE
(2)

Beta-Alanina

SITE
(3)
Beta-Alanina

2
¥aa Xaa Ras Leu Ala Leu
3 5
3
5
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Beta-Alanina

3

Xas Xaaz Leu Ala Leu
1 ]
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

4

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricgdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

4
Xaa Ala Ala Ile
1
5
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

5
Xaa Ala Ala Leu
1
6
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

6
Xaa Phe Tyr Leu
1
9
4
PRT
Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

-
Xaa Phe Thy Phe
1
8
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)
Beta-Alanina

8
Xaa Phe Gly Ile
1
9
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigcdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)
Beta-Alanina

9
Xaa Phe Gly Leu
1
10
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial:

SITE

Sintética

Sintética

Sintética

Sintética
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<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(1)

Beta-Alanina

10
Xaa Phe Phe Phe
i
11
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-alanina

11
Xaa Phe Phe Ile
1
12
4
P RT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

12
Zaa Phe Phe Leu
1
13
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

13
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

Xaa Phe Ala Xle

1

14

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

14 Xaa Phe Ala Leu
15 1

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

2-Tienilalanina

15
Xaa Gly Ala Leu
1
16
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

2-Naftilalanina

16
Xaa Gly Ala Leu
1
17
4
PRT

Sintética

Sintética

Sintética
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<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)
Beta-Alanina

17
Xaa Leu Tyr Leu
1
18
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigcdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(3)
2-Tienilalanina

18
Xaa Leu Xaa Lesu
b
19
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

19
Xaa Leu Thr Phe
b3
20
4
PRT

Sequéncia artificial

Sintética

Sintética

Sintética



<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

20
Xaa Leu Thr Ile
X1
21
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

21
Xaa Leu Thr Leu
1
22
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

22
Xaa Leu Sexr Leu
i H
23
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(1)

Beta-Alanina

SITE
(3)
3-Piridilalanina

23
Xaa Leu Xaa Leu
1
24
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

24
Xaa Leu Leu Leu
1
25
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

25
Xaa Leu Gly rhe
1
26
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

26
¥aa Leu GBly Ile
b
27
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Tienilalanina

27
X¥aa Leu Gly Leun
i
28
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

28
Xaa Leu Gly Leu
k3
29
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Acido aminoisobutirico
29
Xaa Leu Gly Leu
1
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

30

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

30
Xaa Leu Phe Ile
i
31
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

31
Xaa Leu Phe Leu
1
32
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(3)
Acido aminoisobutirico

32

Xaa Leu Xaa Laun
1

Sintética

Sintética

Sintética
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

33

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

33
Xaa Leu Ala Ala
1
34
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

SITE
(4)

Beta-Alanina

34
Xaa Leu Ala Xaa
1
35
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

35

Xaa Leu Ala Phe
3
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

36

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

36
Xaa Leu Ala Gly
1
37
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

37
Xaa Leu Ala Ile
1
38
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

38
Xas Lew Ala Leu
1
39
4
PRT
Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Acido tetra-hidroisoquinolino-3-carboxilico

39
Xaa Leu Ala Leu
1
40
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Acido tiazolidino-4-carboxilico

40
Xaa Leu Ala Leu
i
41
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Tienilalanina

41
Xaa Leu Ala Leu
i
42
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
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<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(1)

2-Naftilalanina

42
Xaa Leu Ala Leu
1
43
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Acido 3-amino-4,4-difenilbutirico

43
Xaa Leu Ala Leu
1
44
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

D-Leucina

44
¥aa Leu Ala Leu
1
45
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

D-Alanina

45
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

Xaa Leu Ala Leu
1
46
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

D-Metionina

46
Xaa Leu Ala Leu
47 1
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Acido 3-amino-3-fenilpropidénico

477
Xaa Leu Ala Leun
b3
48
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Acido 4- (Aminometil)benzdico

48
Xaa Leu Ala Leu
1
49
4
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

SITE
(4)

2-Naftilalanina

49
Xaa Leu Ala Xaa
1
50
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

50
Xaa Leu Ala Ser
i
51
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

51
Xaa Leu Ala Tyz
1
52
4
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

52
Xaa Met Tyr Phe
1
53
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

53
Xaa Met Tyx Leu
;|
54
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

54
Xaa Met Gly Xle
b {
55
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética
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<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

SITE
(1)

2-Tienilalanina

55
Xaa Met Gly Leu
1
56
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

56
Xaa Met Phe Phe
1
57
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

57
Xaa Met Phe Ile
1
58
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Acido tetra-hidroisoquinolino-3-carboxilico

58

Xaa Met Ala Lau
1
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

59

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricgdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Naftilalanina

59
Xaa Medt Ala Leu
1
60
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Acido 3-Amino-4,4-difenilbutirico

60
Xza Met Ala Leu
1
61
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

61
Xaa Met Ala Leu
i
62
4
PRT
Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Acido 3-amino-3-fenilpropiénico

62
Xaa Met Ala Leu
1
63
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta—-alanina

SITE
(2)

Norleucina

63

Xaa Xaa Tyr e
1

64

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)
NorLeucina
64
Xaa Xaa Tyr Leu
1
65
4

Sintética

Sintética

Sintética
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<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

PRT
Sequéncia artificial

Descrigcdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

65
Xaa Xaa Thr Ile

66 i
4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

66

¥aa Xaa Thr Leu
1

67

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Sintética

Sintética

Sintética
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Norleucina
67
¥aa Xaa Gly Fhe
1
68
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina
68

Xaa Xaa Gly Ile
1

69

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

69
Xas Xas Gly Leu
i

70

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigcdo da sequéncia artificial: Sintética
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

70
Xaa Xaa Phe Ile
1

71

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

71
Xaa Xaa Ala Ile
i

72

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

72
Xaa Xaa Als Len

i
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

73

3

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norleucina

73
Xaa Xas Ala Phe

74 1

4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Norvalina

74

Xaa Xaa Ala Leu

1
75
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

75
Xaa Phe Tyr Ile
1
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

76

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Tienilalanina

76
Xaa Pro Gly Leun
1
77
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Tienilalanina

77
Xas Pro Ala Leu
e
78
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
2-Naftilalanina

78
Xaa Pro Ala Lsau
1
79
4
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<213>

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

79
Xaa Pro Ala lLeu
1
80
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE

(2)

Fen (C1)
80

Xaa Xaa Ala Lsu
h

81

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)
Fen (NO)
81
Xaa Xaa Ala Ile
1
82
4 <212> PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)
Beta-Alanina

SITE
(2)
Fen (NO,)

82

Xaa Xas Ala Leu
1

83

4

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

<221> SITE
(2)

Fenilglicina

83
Xaa Xaa Ala Leu

1
84
4

PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial:

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

3-Piridilalanina
84

Xaa Xaa Ala Leu
1

Sintética

Sintética

Sintética
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

85

4

PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Acido tetra-hidroisoquinolino-3-carboxilico

85
Xaa Thr Gly Leu
1
86
4
PRT
Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

2-Tienilalanina

86
Xaa Xaa Gly Ile
i
87
4
PRT
Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

2-Tienilalanina
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

87
Xaa Xaa Ala Leu
i
88
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

SITE
(2)
Acido tetra-hidroisoquinolino-3-carboxilico

88
Xaa Xaa Ala Ile
1
89
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

SITE
(2)

Tetra-hidroisoquinolina

89
Xaa Xaa Als Leu
b
90
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigcdo da sequéncia artificial: Sintética
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

SITE
(1)

Beta-Alanina

90
Xaa val Ala Leu
1
91
4
PRT

Sequéncia artificial

Descrigdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)
Beta-Alanina

91
Xaa Trp Ala Leu
1
92
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

92
Xaa Tyr Tyr Phe
1
93
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

93
Xaa Tyxr Tyr Ile
1
94
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

94
Xaa Tyr Tyr Leu
95 1
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

95
Xaa Tyr Thr Leu
1
96
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

96
Xaa Tyxr Phe Leu
1
97
4
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<222>
<223>

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

97
Xaa Tyr Gly Ile
1
98
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

2-Tienilalanina

98
Xaa Tyx Gly Leu
i
99
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE
(1)

Beta-Alanina

99
Xaa Tyr Gly Leu
i
100
4
PRT

Sequéncia artificial

Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

SITE

(1)
Beta-Alanina
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<400> 100

Xaa Tyr Phs Ile
1
<210> 101
<211> 4
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia artificial: Sintética

<220>
<221> SITE
<222> (1)

<223> Beta-Alanina

<400> 101
Xas Tyr Ala Xle
<210> 102 1
<211> 4
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

<220>
<221> SIMILAR
<222> (1)

<223> 2-Tienilalanina

<400> 102
Xaa Tyr Ala Leu
i
<210> 103
<211> 4
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo da sequéncia artificial: Sintética

<220>
<221> SITE
<222> (1)

<223> Beta-Alanina
<400> 103

Xaa Tyr Ala Leu
i

Lisboa, 8 de Junho de 2010.
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REIVINDICACOES

1. Composto caracterizado por compreender:

(1) um agente terapéutico capaz de entrar numa
célula-alvo,
(2) um oligopéptido com uma férmula (AA),-AA*-AA’-AA%-

AA', em que:

cada AA representa, 1independentemente, qualquer
aminoacido codificado sob o ponto de wvista
genético,

n representa um numero inteiro de 0 a 12,

AA® representa um aminodcido ndo codificado sob o
ponto de vista genético,

A7’ representa qualquer aminodcido,

AA? representa qualquer aminodcido e

AA'  representa qualquer aminodcido, em que o

oligopéptido se selecciona entre: D-
AlaTieBAlaBAlalLeuAlaleu (SEQ ID NO: 1)
TieBAlaBAlalLeuAlaleu (SEQ ID NO: 2),

RAlaBAlalLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 3), BAlaAlaAlalle
(SEQ ID NO: 4), PRAlaAlaAlalLeu (SEQ 1ID NO: 5),
BAlaFenTirLeu (SEQ ID NO: 6), BAlaFenTreFen (SEQ ID
NO: 7), BAlaFenGliIle (SEQ ID NO: 8), RBAlaFenGlileu
(SEQID NO: 9), PpBAlaFenFenFen (SEQ ID NO: 10),
RAlaFenFenIle (SEQ ID NO: 11), BAlaFenFenLeu (SEQ
ID NO: 12), BAlaFenAlalle (SEQ ID NO: 13),
RAlaFenAlaleu (SEQ ID NO: 14), TioGliAlaLeu (SEQ ID
NO: 15), NalGliAlalLeu (SEQ ID NO: 16),
RAlaleuTirLeu (SEQ ID NO: 17), RBAlaLeuTioLeu (SEQ
ID NO: 18), RAlaLeuTreFen (SEQ ID NO: 19),
RAlalLeuTrelle (SEQ ID NO: 20), PRAlaLeuTrelLeu (SEQ
ID NO: 21), BAlaleu (SerLeu (SEQ ID NO: 22),



BAlaLeuPirLeu (SEQ ID NO: 23), BAlaLeulLeu (SEQ ID
NO: 24), BAlaLeuGliFen (SEQ ID NO: 25),
BAlaLeuGliIle (SEQ ID NO: 26), TioLeuGliLeu (SEQ ID
NO: 27), BAlaLeuGliLeu (SEO ID NO: 28),
AibLeuGliLeu (SEQ ID NO: 29), BAlaLeuFenIle (SEQ ID
NO: 30), RAlaLeuFenLeu (SEQ ID NO: 31),
BAlaLeuAibLeu (SEQ ID NO: 32), RAlalLeuAlaAla (SEQ
ID NO: 33), RAlaleulAlaRAla (SEQ ID NO: 34y,
BAlalLeuAlaFen (SEQ ID NO: 35), RBAlalLeuAlaGli (SEQ
ID NO: 36), BAlaLeuAlalle (SEQ ID NO: 37),
BAlalLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 38), TicLeuAlaleu (SEQ ID
NO: 39), TizLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 40), TielLeuAlaleu
(SEQ ID NO: 41), NallLeuAlaleu (SEQ ID NO: 42),
NAALeuAlaLeu (SEQ ID NO: 43), D-LeuleuAlaleu (SEQ
ID NO: 44), D-AlaleuAlaleu (SEQ ID NO: 45), D-
MetLeuAlaLeu (SEQ ID NO: 46), APPLeuAlalLeu (SEQ 1ID
NO: 47y, AmbLeuAlaleu (SEQ ID NO: 48),
RAlalLeuAlaNal (SEQ ID NO: 49), RBAlaLeuAla (Ser (SEQ
ID NO: 50), BAlaLeuAlaTir (SEQ ID NO: 51),
BAlaMetTirFen (SEQ ID NO: 52), BAlaMetTirLeu (SEQ
ID NO: b53), BAlaMetGliIle (SEQ ID NO: 54),
TieMetGliLeu (SEQ ID NO: 55), RAlaMetFenFen (SEQ ID
NO: 506), RAlaMetFenIle (SEQ ID NO: 57),
TicMetAlaLeu (SEQ ID NO: 58), NalMetAlalLeu (SEQ ID
NO: 59), NAAMetAlalLeu (SEQ ID NO: 60),
RAlaMetAlalLeu (SEQ ID NO: 61), APPMetAlaLeu (SEQ ID
NO: 62), RAlaNleTirIle (SEQ ID NO: 63),
BRAlaNleTirLeu (SEQ ID NO: 64), BRBAlaNleTreIle (SEQ
ID NO: ©65), RAlaNleTreleu (SEQ ID NO: ©66),
BAlaNleGliFen (SEQ ID NO: 67), BAlaNleGliIle (SEQ
ID NO: 68), BAlaNleGliLeu (SEQ ID NO: 69),
RAlaNleFenIle (SEQ ID NO: 70), RAlaNleAlaIle (SEQ
ID NO: 71), RAlaNleAlaleu (SEQ ID NO: 72),
RAlaNleAlaFen (SEQ ID NO: 73), RBAlaNvaAlaLeu (SEQ



ID NO: 74), BAlaFenTirIle (SEQ ID NO: 75),
TieProGliLeu (SEQ ID NO: 76), TieProAlaleu (SEQ ID
NO: 77, NalProAlaLeu (SEQ ID NO: 78),
RAlaProAlaleu (SEQ ID NO: 79), BAlaFen (Cl), Alaleu
(SEQ ID NO: 80), BAlaFen (NO2), Alalle (SEQ ID NO:
81), RAlaFen (NOy), AlalLeu (SEQ ID NO: 82),
BAlaFenAlaleu (SEQ ID NO: 83), RAlaPirAlalLeu (SEQ
ID NO: 84), TicTreGliLeu (SEQ ID NO: 85),
BAlaTieGliIle (SEQ ID NO: 86), BAlaTieAlalLeu (SEQ
ID NO: 87), BAlaTicAlalle (SEQ ID NO: 88),
BAlaTicAlaLeu (SEQ ID NO: 89), RAlaValAlalLeu (SEQ
ID NO: 90), RAlaTrpAlalLeu (SEQ ID NO: 91),
RAlaTirTirFen (SEQ ID NO: 92), BRBAlaTirTirIle (SEQ
ID NO: 93), BAlaTirTirLeu (SEQ ID NO: 94),
BAlaTirTreLeu (SEQ ID NO: 95), RBAlaTirFenLeu (SEQ
ID NO: 90), BAlaTirGliIle (SEQ ID NO: 97),
TieTirGliLeu (SEQ ID NO: 98), BAlaTirGliLeu (SEQ ID
NO: 99), BAlaTirFenIle (SEQ ID NO: 100),
RAlaTirAlalIle (SEQ ID NO: 101), TieTirAlaLeu (SEQ
ID NO: 102) e BAlaTirAlaLeu (SEQ ID NO: 103).

(3) eventualmente, um grupo ligante e
(4) um grupo de estabilizacdo carregado negativamente
que 1mpede a clivagem do referido oligopéptido por

meio das enzimas presentes no sangue total

em que o oligopéptido estd ligado directamente ao grupo
de estabilizacdo no terminal amino do oligopéptido e
AA" do oligopéptido estd ligado directamente ao agente
terapéutico ou estd ligado indirectamente através do
grupo ligante ao agente terapéutico num segundo sitio
de ligacdo do oligopéptido e em que o composto é
clivado selectivamente por uma enzima associada a

célula-alvo, em que o grupo de estabilizacdo se



selecciona entre: &cido succinico, é&cido diglicdlico,

dcido piroglutédmico e &4cido glutérico.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado
pelo facto de n representar um numero inteiro de 0 to

8.

3. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado
pelo facto de a célula-alvo ser uma célula de tumor ou

uma célula inflamatdria.

4. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado
pelo facto de BAA' do oligopéptido ser seleccionado
entre fenilalanina, isoleucina, alanina, glicina,

tirosina, 2-naftilalanina, serina e B-alanina.

5. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado
pelo facto de AA? do oligopéptido se seleccionar entre
leucina, tirosina, alanina, glicina, serina, 3-
piridilalanina, 2-tienilalanina, acido

aminoisubutirico, treonina e fanilalanina.

6. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de AA’ do oligopéptido se seleccionar entre

leucina, tirosina, fenilalanina, p-Cl-fenilalanina, p-

nitrofenil-alanina, valina, norleucina, norvalina,
fenilglicina, triptofano, acido tetra-
hidroisogquinolino-3-carboxilico, 3-piridilalanina,

alanina, glicina, tienilalanina, metionina, valina e

prolina.

7. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de AA" se seleccionar entre p-alanina, &acido

tiazolidino-4-carboxilico, 2-tienilalanina, 2-naftil-



8.

9.

10.

alanina, D-alanina, D-leucina, D-metionina, D-
fenilalanina, &cido 3-amino-3-fenilpropidénico, &cido y-
aminobutirico, &cido 3-amino-4,4-difenilbutirico, &acido
tetra-hidroiso-quinolino-3-carboxilico, acido 4-

aminoetilbenzdico e 4dcido aminoisobutirico.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de o grupo de estabilizacdo reduzir a
interaccdo entre o composto e as células endoteliais
que guarnecem 0s vasos sanguineos quando administradas

ao paciente.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado
pelo facto de o agente terapéutico se seleccionar entre
agentes de alquilacdo, agentes anti-proliferativos,
agentes de 1ligacdo de tubulina, alcaldéides de vinca,
enediinos, podofilotoxinas ou derivados de
podofilotoxinas, a familia de férmacos de pteridina,
taxanos, antraciclinas, dolastatinas, inibidores de

topoisomerase e cis-platinas.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de o agente terapéutico se seleccionar entre
doxorubicina, daunorubicina, vinblastina, vincristina,
calicheamicina, etopdsido, fosfato de etopdsido, CC-
1065, duocarmicina, KW-2189, metotrexato, metopterina,
aminopterina, diclorometotrexato, docetaxel,
paclitaxel, combretastatina, fosfato de combretastatina
A,, dolastatina 10, dolastatina 11, dolastatina 15,
topotecano, camptotecano, mitomicina C, porfiromicina,
5-flurouracilo, o-mercaptopurina, fludarabina,
tamoxifeno, arabindésido de citosina, arabindsido de

adenosina, colchicina, <carbo-platina, mitomicina C,



11.

12.

13.

14.

15.

bleomicina, melfalano ou o0s seus derivados e 0s seus

andlogos.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de o agente terapéutico ter um sitio

intracelular activo.

Composto de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado
pelo facto de BA' do oligopéptido estar directamente

ligado ao agente terapéutico.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de AA' da sequéncia do oligopéptido estar
indirectamente ligado ao agente terapéutico no segundo
sitio de ligacdo do oligopéptido por via de um grupo
ligante, seleccionando-se o grupo ligante entre acido
amino-caprdico, grupo hidrazida, um grupo éster, um

grupo éter e um grupo sulfidrilo.

Composicdo farmacéutica caracterizada pelo facto de

compreender:

(1) um composto de acordo com uma qualquer das
reivindicacgdes anteriores e
(2) um veiculo aceitdvel sob o ponto de vista

farmacéutico.

Processo in vitro para diminuir a toxicidade de um
agente terapéutico em que o agente terapéutico se
destina a ser administrado a um paciente, processo esse

caracterizado pelo facto de compreender:



a formacdo de um pré-fadrmaco por ligacgdes covalentes,
por meio da ligacdo de um oligopéptido com uma

férmula (AA),-AA*-AA°-AA°-AA', em que:

cada AA representa, independentemente, qualqguer
aminodcido codificado sob o ponto de vista
genético,

n representa um numero inteiro de 0 a 12,

AA" representa um aminodcido ndo codificado sob o
ponto de vista genético,

e cada AR', An? e AR’ representa qualquer

aminoéacido,
em que o oligopéptido se selecciona entre: D-
AlaTiepBAlaPBAlaLeulAlaleu (SEQ ID NO: 1)
TieRAlaBAlaLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 2),

RBAlaRAlal.euAlalLeu (SEQ ID NO: 3), BRBAlaAlaAlaIle (SEQ
ID NO: 4), BAlaAlaAlaleu (SEQ ID NO: 5),
RAlaFenTirLeu (SEQ ID NO: 6), BAlaFenTreFen (SEQ 1ID
NO: 7), BAlaFenGliIle (SEQ ID NO: 8), BAlaFenGliLeu
(SEQID NO: 9), RAlaFenFenFen (SEQ ID NO: 10),
RAlaFenFenlIle (SEQ ID NO: 11), BAlaFenFenLeu (SEQ ID
NO: 12), BAlaFenAlaIle (SEQ ID NO: 13), RAlaFenAlaleu
(SEQ ID NO: 14), TioGliAlalLeu (SEQ ID NO: 15),
NalGliAlaLeu (SEQ ID NO: 16), BAlaLeuTirLeu (SEQ 1ID
NO: 17), BAlaLeuTioLeu (SEQ ID NO: 18), BAlaLeuTreFen
(SEQ ID NO: 19), BAlaLeuTrelIle (SEQ ID NO: 20),
RAlaLeuTrelLeu (SEQ ID NO: 21), BAlaLeu (SerLeu (SEQ
ID NO: 22), BAlaleuPirLeu (SEQ ID NO: 23), RAlaleuleu
(SEQ ID NO: 24), RAlalLeuGliFen (SEQ 1ID NO: 25),
RAlaLeuGliIle (SEQ ID NO: 26), TioLeuGliLeu (SEQ 1ID
NO: 27), RAlalLeuGliLeu (SEQ ID NO: 28), AibLeuGliLeu
(SEQ ID NO: 29), BRBAlaleuFenIle (SEQ ID NO: 30),
BAlaLeuFenLeu (SEQ ID NO: 31), BAlalLeuAibLeu (SEQ 1ID



NO: 32), BAlaLeuAlaAla (SEQ ID NO: 33),
BAlalLeuAlaBAla (SEQ ID NO: 34), BAlaLeuAlaFen (SEQ ID
NO: 35), RAlalLeuAlaGli (SEQ ID NO: 36), RAlalLeulAlalle
(SEQ ID NO: 37), RBAlalLeuAlaleu (SEQ ID NO: 38),
TicLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 39), TizLeuAlalLeu (SEQ 1ID
NO: 40), TielLeuAlaleu (SEQ ID NO: 41), NalleuAlaleu
(SEQ ID NO: 42), NAALeuAlaleu (SEQ ID NO: 43), D-
LeulLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 44), D-AlalLeuAlalLeu (SEQ 1ID
NO: 45), D-MetLeuAlaleu (SEQ ID NO: 46), APPLeuAlaleu
(SEQ ID NO: 47), AmbLeuAlalLeu (SEQ ID NO: 48),
BAlaleuAlaNal (SEQ ID NO: 49), BAlalLeuAla (Ser (SEQ
ID NO: 50), BAlaLeuAlaTir (SEQ ID NO: 51),
RAlaMetTirFen (SEQ ID NO: 52), BAlaMetTirLeu (SEQ ID
NO: 53), RBAlaMetGliIle (SEQ ID NO: 54), TieMetGliLeu
(SEQ ID NO: 55), PBAlaMetFenFen (SEQ ID NO: 50),
BAlaMetFenIle (SEQ ID NO: 57), TicMetAlalLeu (SEQ 1ID
NO: 58), NalMetAlaleu (SEQ ID NO: 59), NAAMetAlalLeu
(SEQ ID NO: 60), RAlaMetAlalLeu (SEQ ID NO: 61),
APPMetAlalLeu (SEQ ID NO: 62), BAlaNleTirIle (SEQ 1ID
NO: 63), BAlaNleTirLeu (SEQ ID NO: 64), BAlaNleTrelle
(SEQ ID NO: ©6b5), BRAlaNleTrelLeu (SEQ ID NO: ©66),
BAlaNleGliFen (SEQ ID NO: 67), BAlaNleGliIle (SEQ ID
NO: ©68), BAlaNleGlilLeu (SEQ ID NO: 69), RAlaNleFenIle
(SEQ ID NO: 70), RBAlaNleAlaIle (SEQ 1ID NO: 71),
RAlaNleAlalLeu (SEQ ID NO: 72), RBAlaNleAlaFen (SEQ ID
NO: 73), BAlaNvaAlaleu (SEQ ID NO: 74), BAlaFenTirIle
(SEQ ID NO: 75), TieProGliLeu (SEQ ID NO: 706),
TieProAlalLeu (SEQ ID NO: 77), NalProAlaLeu (SEQ 1ID
NO: 78), BAlaProAlaleu (SEQ ID NO: 79), RAlaFen (Cl),
Alaleu (SEQ ID NO: 80), BAlaFen (NO2), AlaIle (SEQ ID
NO: 81), RAlaFen (NOjy), Alaleu (SEQ ID NO: 82),
BAlaFenAlalLeu (SEQ ID NO: 83), BAlaPirAlalLeu (SEQ 1ID
NO: 84), TicTreGliLeu (SEQ ID NO: 85), RAlaTieGliIle
(SEQ ID NO: 86), RAlaTieAlaleu (SEQ 1ID NO: 87),



BAlaTicAlaIle (SEQ ID NO: 88), RAlaTicAlaLeu (SEQ ID
NO: 89), RAlaValAlaLeu (SEQ ID NO: 90), RAlaTrpAlalLeu
(SEQ ID NO: 91), RAlaTirTirFen (SEQ 1ID NO: 92),
BAlaTirTirIle (SEQ ID NO: 93), BAlaTirTirLeu (SEQ ID
NO: 94), RAlaTirTrelLeu (SEQ ID NO: 95), RAlaTirFenLeu
(SEQ ID NO: 96), RBAlaTirGliIle (SEQ 1ID NO: 97),
TieTirGliLeu (SEQ ID NO: 98), RBRBAlaTirGliLeu (SEQ 1ID
NO: 99), BAlaTirFenIle (SEQ ID NO: 100),
BAlaTirAlaIle (SEQ ID NO: 101), TieTirAlaLeu (SEQ ID
NO: 102) e BAlaTirAlaLeu (SEQ ID NO: 103).

com um grupo de estabilizacdo carregado negativamente
no primeiro sitio de ligacdo do oligopéptido e ligado
directa ou indirectamente ao agente terapéutico, num
segundo sitio de ligacdo do oligopéptido,

em que o grupo de estabilizacdo se selecciona entre:
4dcido succinico, &cido diglicdédlico, &cido maleico,
acido piroglutédmico e acido glutéarico,

providenciando assim 0 pré-farmaco uma menor
toxicidade do agente terapéutico quando administrado

ao paciente.

l6. Processo de acordo com a reivindicacéo 15,
caracterizado pelo facto de o pré-fadrmaco permitir a
administracdo, ao paciente, de uma dose maior de agente
terapéutico, comparada com a dose do agente terapéutico

sem a ligacdo de um pré-féarmaco.

17. Pré-farmaco formado pelo processo de acordo com a

reivindicacdo 15.

Lisboa, 8 de Junho de 2010.
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(AAT T AATY 1AM ] (AAY | (AR | (AAY} 1 (AATY
'No: | P3 ¥4 | P3 P2 3 Pr | P2 | SEQIDNO:
i i D-Ala| Thi | BAla | PAla | Len Ala | Len | SEQIDNO:]
2 e Thi | pala | Al Leu Ala | Leu | SEQIDNOIZ
R & | fAla | PAla Leu Ala | Leu | SEQIDNO:3
4 %] & & | BAla Als Ala | lle | SEQIDNG4
5 & @ | & | PAl Ala Ala | Lem | SEQIDNO-S
3 ] % @ 1 pAls Phe Tyr | Leu | SBQIDNO!6
7 3 1 %] & | pala Phe Thr | Phe | SBHQIDNO:7
8 @ 7] @ | PAl Phe Gly | He | SEQIDNO-§
) @ @ @ | BAR Phe Gly | Leu | SEQIDNG: 9
0| @ @ @ | pAla Phe Phe | Phe | SEQ 1D NO: 10
i1 o & & BAla Phe Phe fle } SEQIDNO: IT |
iz & ] %] BAla Phe Phe Leu | SEQIDNO: 12
31 © & & | fAla Phe Ala | Tk [ SEQIDNOTY
1 | o & & | pAla Phe Al | Lew | SEQIDNO: 14
15 1 @ | @ | @ | Th Gly | Ala | Lew | SEQIDNO: 15
16 | @ 1) & | Nal Gly Ala | Lev | SEQIDNO:16
17 © @& | © | pAla Leu Tyr | Leu | SEQIDNG: 17
18| B ] @ | pAl Leu Thi | Leu | SBQID NG 1§
191 @ %] & | Al Leu Thr | Phe | SEQID NO: 19
01 @ 7] & | pAla Leu Thr | U | SEQID NO: 20
21 @ & & | pAla Len Thr | Len | SEQID NO: 21
G %) & | PAla Leu Ser | Leu | SEQIDNO: 22
23| © & @ | BAla Leu Byr | Leu | SEQ ID NO: 23
W o & @ | pAla Leu Teu | Leu | SBQIDNO: 24
25| B | B J | Al Leu Gy | Phe ] SEQTDNG: 33
W% D 7] 2 | PAla | Leu Giy | lie | SEQIDNOTZ6
27| O & g | Th Leu Gly | Lew | SEQID NO: 27
28 & & & fala Leu Giy Leun | SEQIDNO' 2R
W8 | @ | @ | Ab Leu Gly | Len | SEQIDNOI
EENINZ & & | PAla Leu Phe | e | SEQIDNOG:30
NN & < %) fala Leu Phe | Leu | SEQIDNOG: 31
32| & ] & | BAla Leu Aib | Len | SEQIDNO: 32
3@ @ S | BAla | Leu Ala | Ala | SEQIDNO:33
34 @ 7 @ | pAla Leu Ala | BAla | SEQIDNO: 34
3] 2 @ & | pAla Leu Ala | Phe | SEQIDNO: 35
3% | @ & 2 | BAla Leu Ala | Gly | SEQIDNO I8
370 2 ] @ | pAla Leu Ala | He | SEQIDNO:37
38 g | g i BAla Leu Ala | Leu | SEQIDNO:38
3% & 4] & Tie Leu Ala Leu | SEQIDNO: 38
40 | @ & @ | Thz Leu Alz | Len | SEQIDNO: 40
FIG. 10A
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(ALY | (AAD TIAAD | (AA) 1 (AA) | (AAY J(AAY
Na: { PS P4 PP P2 Pi Py PY SEQ D NO:
41 @ | @ | @ | Ih Leu Ala | Leuw | SEQID NO: 41
42 %] 72 @ | Nal Leu Ala | Len | SEQIDNO:42 |
43 7] & @ | NAA Lew Ala | Leu | SEQID NO: 43
44 @ [} & | D-Leu| Leu Ala | Leu | SEQID NQ: 44
45 & %] @ | D-Ala Leu Ala | Leu | SEQID NO:43
46 7] %) @ {D-Met| Leu Ala | Les | SEQIDNO:46
47 & @ | @ APP Leu Ala Leu | SEQID NO: 47
48 o ) @ | Amb Leu Ala | Len | SEQIDNOGT48
49 @ 2] © | BAla Leu Ala | Nal | SEQIDNO: 49
50 & & &1 pAla Leu Ala | Ser | SEQIDNO: 50
511 @ @ | @ | pala Leu Ala | Tyr | SEQIDNO: 51
52 % %] & | BAla Met Tyr | Phe | SEQ D NO: 52
53 % %] @ | pAla Met Tyr | Leu | SEQIDNO: 33
54 & % @ | BAla | Met Gly | lie | SEQIDNO: 54
55 & @ @ | Th Met Gly | Leu | SEQIDNO: 53
56 @ & 2 | BA Met Phe | Phe | SEQ ID NO: 96
571 & @ | @ | pAla Met Phe | lie | SBEQIDNO: 357
581 @ ] g | T Met | Ala | Leu | SEQIDNO: 38
59 & @ o Nal Met Ala | Leu | SEQID NO: 39
60 & %] @ | NAA Met Ala | Lew | SEQIDNOGI&0
61 @ & 2 | BAla Met Als | Lew | SEQIDNO: 61
62 %] 7 @ | APP Met Als | Lew | SEQIDNO: 62
63 1% & @ | Al Nie Tyr | e | SEQIDNO: 63
64 1% & & BAla Nle Tyr Lew | SEQIDNO:64
&3 %] %] & | PAla Nie The 1 T T SEQTHNGES
66 @ | B €] BAla Nle Thr | Leu | SEQIDNO: 66
57 1 @ @ | @ | pAla | Nk Gly | Phe | SEQIDNO:67
68 & & & | BAla Nie Gly | He | SEQIDNO: 68
69 | o @ | & | paAla | Nle | Gly | Leu | SEQIDNO:&Y
76 %] & & | pAla Nie Phe | e | SEQIDNO:70
71 &g | @ | @ Bala Nie Al | lle | SEQIDNO 7
72 7] a & | pAla Nie Aln | Les | SEQIDNO: 72
73 2 @ @ | pAla Nie Ala | Phe | SEQID NO: 73
74 & @ @ | BAla Nva Ala | Leu | SEQIDNO: 74
75 & & & | pAla Phe Tyr | He | SEQID NO: 73
76 7] & 2 | Thi | Pro Gly | Len | SEQIDNO:76
77 & & @ | Thi Pro Ala | Leu | SEQIDNO:77
78 @ | @ | @ | Na Pro | Ala | Let | SEQIDNO: 78 |
79 & @ @ | pAla Pro Ala | Len | SEQIDNO: 79
80 & & & | BAla | Phe(Cl) | Als | Lew | SEQIDNO: R0
FI1G, 108
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TAAT | (AAY) [ (AAY) {AAﬁ {AA”) {AA%) 1{AAY)

No: P5 P4 P3 P2 P1 P {1 PY SEQ ID NO:
81 7] & @ BAla | Phe(NOy) | Al fle | SEQIDNO: 81
82 & & & BAla | Phe(NOy) | Ala Len § SEQIDNO: 82
83 @ & & BAla Phi Ala Leu | SEQIDNG: 83
34 & ] ] BAla Pyr Ala | Leu | SEQIDNO: 84
85 | @ @ @ | Tic Thr Gly | Teu | SEQID NO: 83
86 %) 1%} %] BAla Thi Gly lle | SEQIDNO: 86

R pAla Thi Ala Leu | SEQIDNO; 87
88 & %] 2 BAla Tic Ala fle | SEQIDNO: 88
59 %] & & fAla “Tie | Al Leu | SEQIDNO: 8%
a0 & & %] BAla Val Ala Leu | SEQIDNO: S0
91 | @ 1 @ @9 BAla Trp Als Len | SEQIDNO: 91

%2 17 @ < BAla Tyr Tyr | Phe | SEQIDNO:92
93 | & & @ | BAla Tyr Tyr | lle | SEQID NG 93
94 & & ] SAla Tyr | Tyr | Leu | SEQIDNO:9%4
95 1% ) & BAla Tyr Thr Lew | SEQIDNO: 95
26 & @ & BAla Twr Phe Leu | SEQIDNO: 96
97 73 & &) BAla Tyr Gly lie | SEQIDNO:97
98 & @ @ | Thi Tyr Gly | Leu | SEQIDNO:98
99 <) 1) & | BAl Tyr Gly | Lex | SEQIDNO: 9%

R & @ | BAla Tyr Phe He {SEQIDNO:100
101 & %] & | BAla Tyr Ala Ile | SEQIDNO: 101
2 1% & & | Thi | Tyr Ala Leu | SEQIDNO: 102
103 g 1 g 1 & | BAla Tyr Ala Leu | SEQIDNO: 103

FIG. 16C
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