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(57) Resumo: PEPTIDEOS E SEUS DERIVADOS
FUNCIONALMENTE EQUIVALENTES, COMPOSIGOES
FARMACEUTICAS E USOS DOS MESMOS. A presente invengao
refere-se a peptideos e seus derivados funcionalmente equivalentes,
em forma salificada ou n&o salificada, com a férmula geral L1-X1-X2-
X3-X4, em que: L1 é H ou adla ou qualquer aminoacido natural ou nao
natural, opelonaimente N-acilado, N-alquilado e/ou Ca-alquilado; X1 e
X3, que sao iguais ou diferentes, sdo qualquer aminoacido basico
natural ou ndo natural, opcionalmente N-alquilado e/ou Ca-alquilado;
X2 é qualquer aminoacido natural ou nao natural, opcionalmenteN-
alquilado e/ou Ca-alquilado, com a condi¢ao de que ele nao € glicina e
aminoacidos monossubstituidos sobre o atomo de carbono oo com um
grupo alquila linear ou ciclico, de 1 a 10 atomos de carbono e
aminoacidos monos- substituidos no atomo de carbono o. com um
grupo alquila linear ou ciclico contendo 4 a 10 atomos de carbono ou
aminoacidos monossubstituidos sobre o atomo de carbono o com um
grupo alquila contendo 1 a 8 atomos de carbono, opcionalmente
substituidos com um grupo carbamoila, hidroxila ou aromatico; X4 é
qualquer aminoéacido natural ou nao natural hidréfobo, opcionalmente
Co-algquilado e/ou amidado na extremidade C-terminal ou qualquer
aminoalcool hidréfobo ou uma gem-diamina hidréfoba, opcionalmente
N’-alquilada ou N’-acilada.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengéo para "PEPTIDEOS
E SEUS DERIVADOS FUNCIONALMENTE EQUIVALENTES, COMPOSI-
COES FARMACEUTICAS E USOS DOS MESMOS".

A presente invengao refere-se a peptideos lineares e a seus de-
rivados funcionalmente equivalentes, salificados ou nao salificados, conten-
do quatro ou cinco residuos de aminoacido, pelo menos um dos quais é hi-
dréfobo e pelo menos dois dos quais séo basicos, aqui a seguir denomina-
dos "PICM" (Inibidores de Peptideo de Motilidade da Célula) e as composi-
coes farmacéuticas que contém os mesmos como ingredientes ativos. Os
compostos de acordo com a invengao sao eficazes no tratamento e na pre-
vengao de tumores, especialmente aqueles que sao altamente invasivos
e@/ou propensos a metastase e no tratamento de disturbios ligados a neoan-
giogénese e neovascularizagao e aqueles associados a motilidade da célula
tais como doengas auto-imunes e disturbios inflamatérios crénicos como ar-
trite reumatdide e psoriase, distarbios granulomatosos crénicos, retinopatias,
degeneragdo macular e edema, sarcoma de Kaposi e doencas associadas
com infeccao do virus do herpes.

Fundamentos da Invencéao

Os tratamentos correntes de tumores sao limitados pela exis-
téncia de tipos de célula altamente malignos, que basicamente falham em
responder a tratamentos convencionais (gliomas, sarcomas etc) ou pelo
surgimento de vantagens seletivas, que promovem a selegao e proliferacéo
consequente de clones de tumor resistentes durante o tratamento (Woo-
dhouse, E.C. e outros, Cancer 80: 15629-1537, 1997). Os tratamentos con-
vencionais sdo principalmente projetados para inibir o crescimento do tu-
mor em vez de prevenir a sua difusdo metastatica, que ainda € a principal
causa de falhas no tratamento (Shevde LA e outros, Cancer Lett, 198:1-20,
2003).

A caracteristica geral dos tratamentos correntes para tumores
é o uso de compostos altamente citotéxicos que, embora eles ajam seleti-
vamente sobre células malignas, inevitavelmente tém efeitos sistémicos de-

vastadores sobre o corpo. O resultado é que os tratamentos correntes
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geralmente envolvem custos muito altos sociais, humanos e financeiros.

Este quadro global demonstra que: a) ha uma necessidade
premente de se desenvolver tratamentos eficazes para tumores corrente-
mente nao trataveis; b) ha uma forte necessidade de se reduzir os efeitos
colaterais que tornam inaceitavel a qualidade de vida do paciente quando
eles sdo tratados com farmacos antitumor correntes e podem até mesmo
causar a morte em pacientes debilitados; c) a eficiéncia dos tratamentos
precisa ser melhorada por utilizagado de farmacos que interferem tanto com o
processo de crescimento como com a difusdo mestastatica do tumor; d) o
custo de tratamentos do tumor precisa ser tornado mais aceitaveis.

Foi relatado recentemente que numerosas acgdes biolégicas do
peptideo Metastina, de derivagdo humana e murina (WO 00/24890, WO
01/75104, WO 02/85399) incluem um efeito na prevengédo ou no tratamento
de cancer. A WO 06/001499, que refere-se a Metastina e seus derivados,
reivindica uma série de compostos muito ampla, avaliada em mais de 10'°
estruturas diferentes, contendo 4 a 54 residuos de aminoacido, naturais e
nao naturais, para os quais € relatada uma variedade muito ampla de ativi-
dade bioldgica, tal como a inibicdo da difusdao metastatica e do crescimento
de tumores, controle da fungdo pancreatica e prevengao de pancreatite agu-
da e crbnica, controle da fungao da placenta e uso no tratamento de hipopla-
sia fetal, metabolismo anormal da glicose, anormalidades no metabolismo
dos lipideos, infertilidade, endometriose, puberdade prematura, doenga de
Alzheimer, disturbios que afetam a esfera cognitiva, obesidade, hiperlipide-
mia, diabetes mellito do tipo I, hiperglicemia, hipertensao, neuropatias dia-
béticas, nefropatias diabéticas, retinopatias diabéticas, edema, disturbios
urindarios, resisténcia a insulina, diabetes instavel, atrofia gordurosa, alergias
a insulina, arterioesclerose, disturbios trombéticos, lipotoxicidade e uso em
tratamentos para melhorar a fungdo das génadas e estimular a ovulagdo. A
existéncia simultanea de tais agdes bioldgicas diferentes para cada um des-
tes compostos certamente representa uma mais importante limitacdo, nao
uma vantagem, com um objetivo para a aplicagdo terapéutica desta classe

de moléculas. Esta ampla variedade de fungdes bioldgicas esta intimamente
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associada a interacdo de Metastina e de seus derivados com o receptor es-
pecifico da célula GPR54, também conhecido como Kiss-1R, receptor de
Kisspeptinas, receptor de Metastina, hipogonadotropina 1 ou hOT7T175
(Ohtaki T. e outros, Nature 411: 613-617, 2001, Clements M.K. e outros,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 284: 1189-1193, 2001; Muir A.l. e outros,
J. Biol. Chem. 276: 28969-28975; 2001; Kotani M. e outros J. Biol. Chem.
276: 34631-34636, 2001; Seminara S.B. e outros, N. Engl. J. Med. 349:1614-
1627, 2003; Grimwood J. e outros, Nature 428: 529-535, 2004; Colledge
W.H., Trends Endocrinol. Metab. 15: 448-453, 2004, Hori A. e outros,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 286: 958-963, 2001; Janneau J.-L.e ou-
tros, J. Clin. Endocrinol. Metab. 87: 56336-5339, 2002; Ringel M.D. e outros,
J. Clin. Endocrinol. Metab. 87: 2399-2399, 2002; de Roux N.e outros, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100: 10972-10976, 2003; lkeguchi M. e outros, J.
Cancer Res. Clin. Oncol. 129: 631-535, 2003; lkeguchi M. e outros Clin.
Cancer Res. 10: 1379-1383, 2004; Bilban M.e outros, J. Célula Sci. 117:
1319-1328, 2004; Becker J.A.J. e outros, Biochem. Biophys. Res. Commun.
326: 677-686, 2005, Semple R.K.e outros, J. Clin. Endocrinol. Metab. 90:
1849-1855, 2005).

No que refere-se a atividade antitumoral de Metastina e de seus
derivados, a WO 06/001499 relata uma atividade modesta, limitada a mode-
los animais experimentais, a dose de 70-140 ug/kg, que reduz a massa do
tumor ndo mais do que 20%. Também foi demonstrado que a administragao
a longo termo de Kisspeptin-54, um dos analogos de Metastina, causa o e-
feito adverso de atrofia nas génadas no rato (E.L. Thomson e outros, Am. J.
Physiol. Endocrinol. Metab. 291, 1074-1082, 2006).

Descricao da Invencao
Esta invengao refere-se a tetrapeptideos e a pentapeptideos e

aos seus derivados funcionaimente equivalentes, em forma salificada ou ndo
salificada, que contém pelo menos dois aminoacidos basicos e pelo menos
um aminoacido hidrofobo (aqui a seguir indicado pela abreviagdo PICM), que
inibem a migracdo da célula in vitro a concentragdes aM (107" M) e tém uma

poderosa acdo antitumoral in vivo, reduzindo a massa do tumor de 30 até
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70% a dose téo baixa quanto 15 pg/kg. Eles sdo eficazes em todos os dis-
turbios associados a neoangiogénese e neovascularizagdo e ndo apresen-
tam toxicidade aguda ou subaguda até doses em torno de 1000 vezes mais
altas do que a dose terapéutica.

Diferentemente de Metastina e de seus derivados, a atividade
dos peptideos de acordo com a invengdo ndo esta correlacionada com o
receptor de célula GPR54, porém esta estritamente correlacionada com a
sua interag&o especifica com os receptores de célula FPR.

Alguns antagonistas receptores FPR sdo conhecidos (Edwards
e outros, Mol Pharmacol. 68: 1301-10, 2005; Karisson e outros, Biochem
Pharmacol. 71: 1488-96, 2006), todos quimicamente distintos dos PICMs.

Os PICMs portanto representam uma nova classe de constituin-
tes ativos que possuem atividades bioldgicas e farmacolégicas que sdo mui-
to mais potentes do que e diferentes daquelas de Metastina e de seus deri-
vados e dos antagonistas receptores FPR.

Na pratica clinica, os PICMs sao eficazes contra um grande nu-
mero de tumores, agem a baixas doses e ndo apresentem nem toxicidade
sistémica nem efeitos adversos.

Os PICMs também sédo eficazes no tratamento de disturbios li-
gados a neoangiogénese e a neovascularizagdo e aqueles associados com
a motilidade alterada da célula tais como doengas autoimunes e disturbios
inflamatorios crénicos como artrite reumatdide e psoriase, disturbios granu-
lomatosos cronicos, retinopatias, degeneragdo macular e edema, sarcoma
de Kaposi e doengas associadas com infec¢do do virus do herpes.

Descriciao Detalhada da Invencao

Os peptideos de acordo com a invengao e seus derivados fun-
cionalmente equivalentes, em forma salificada ou ndo salificada, tém a for-
mula geral L4-X1-X2-X3-X4, em que: Ly é H ou acila ou qualquer aminoacido
natural ou ndo natural, opcionalmente N-acilado ou N-alquilado e/ou Ca-
alquilado; de preferéncia, L € H ou acila ou Glu, GiIn, opcionalmente N-
acilado ou N-alquilado e/ou Ca-alquilado, Pro, hidroxi-Pro, tio-Pro, Azt, Pip,
pGlu, opcionalmente N-acilado e/ou Ca-alquilado, Aib, Ac3c, Ac4c, Acbc,
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Ac6c, opcionalmente N-acilado ou N-alquilado; até mesmo mais preferivel-
mente Li € H ou acila, Aib, Ac3c, Acdc, Ac5c ou Acbe, opcionalmente N-
acilado ou N-alquilado;

X1 e X3, que sdo iguais ou diferentes, sdo qualquer aminoacido
basico natural ou ndo natural, opcionalmente N-alquilado e/ou Ca-alquilado;
de preferéncia, X; e X3, que sdo iguais ou diferentes, opcionalmente N-
alquilado e/ou Ca-alquilado, sdo escolhidos entre Arg, Orn, Lys, opcional-
mente guadinilados e fenilalanina substituida nas posicdes meta ou para
com um grupo amina ou guanidina,;

Xz € qualquer aminoacido natural ou nao natural, opcionalmente
N-alquilado e/ou Ca-alquilado, com a condi¢do de que nao é glicina e ami-
noacidos monossubstituidos no atomo de carbono o com um grupo alquila
linear ou ciclico, com desde 1 até 10 atomos de carbono ou de aminoacidos
mono substituidos sobre o atomo de carbono o com um grupo alquila linear
ou ciclico que contém 4 a 10 atomos de carbono ou aminoacidos monos-
substituidos sobre o atomo de carbono a com um grupo alquila que contém
1 a 8 atomos de carbono, opcionalmente substituidos com um grupo carba-
moila, hidroxila ou aromatico; X; € de preferéncia escolhido entre Glu, Lys,
opcionalmente N-alquilado e/ou Ca-alquilado, Aib, Ac3c, Ac4c, Ac5c e Ac6e,
opcionalmente N-alquilado; mais preferivelmente, X; é escolhido entre Aib,
Ac3c, Acdc, AcSc e Acb6e, opcionalmente N-alquilado;

X4 € qualquer aminoacido hidréfobo, opcionaimente Ca-
alquilado e/ou amidado na extremidade C-terminal ou qualquer aminoalcool
hidréfobo ou qualquer gem-diamina hidréfoba, opcionalmente N'-alquilada ou
N'-acilada; X4 é de preferéncia escolhido entre Phe, h-Phe, Tyr, Trp, 1-Nal,
2-Nal, h-1-Nal, h-2-Nal, Cha, Chg e Phg, opcionalmente Ca-alquilado e/ou
amidado na extremidade C-terminal.

"Aminodacidos naturais" referem-se aos aminoacidos que consti-
tuem a proteina de organismos vivos.

"Aminoacidos nao naturais" referem-se a: a-aminoacidos ou
B-aminoacidos na série D; desidro-aminoacidos; aminoéacidos dissubstituidos

sobre o atomo de carbono a com grupos alquila ou arila que contém até 11
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atomos de carbono; aminoéacidos naturais, como definidos acima, contendo,
na cadeia lateral, grupos hidroxi, amino ou tio funcionalizados com alquilas,
acilas, arilas ou acilarilas contendo 1 a 11 atomos de carbono; aminoacidos
natural, como definido acima, contendo, na cadeia lateral, grupos carboxi
funcionalizados com aminas primarias ou secundarias ou com alcoois alifati-
cos ou aromaticos contendo até 11 atomos de carbono; aminodacidos ciclicos
tais como Azt, tio-Pro, Ac3c, Acdc, Ac5c, Acbe e acido pGlu; homoaminoaci-
dos; aminoacidos substituidos por grupos cicloalquila ou arila tais como 3-1-
naftil-alanina, B-2-naftil-alanina, homo-f-1-naftil-alanina, homo-B-2-naftil-ala-
nina, ciclohexil-alanina, ciclohexil-glicina e fenil-glicina. Outros aminoacidos
n&o naturais sdo aqueles relatados em: "Diversity of synthetic peptides", Ko-
nishi e outros, First International Peptide Symposium, Kyoto, Japao, 1997.

O termo "qualquer aminoacido basico" refere-se a qualquer a-
minoacido natural ou nao natural como definido acima, contendo pelo menos
um grupo imidazol, amino, guanidino, piridinio ou uréia na cadeia lateral.

O termo "qualquer aminoacido hidréfobo" refere-se a a-, B- e
desidro-aminoacidos na série: Leu, n-Leu, lle, allo-lle, Val, n-Val, Phe, h-Phe,
Tyr, Trp, 1-Nal, 2-Nal, h-1-Nal, h-2-Nal, Cha, Chg e Phg; aminoacidos natu-
rais e nao naturais como definido acima, contendo na cadeia lateral grupos
hidroxi, amino ou tio funcionalizados com alquilas, acilas, arilas ou acilarilas
contendo 1 a 11 atomos de carbono; aminoacidos naturais e nao naturais,
como definido acima, contendo na cadeia lateral grupos carboxi funcionali-
zados com aminas primarias ou secundarias ou com alcoois alifaticos ou
aromaticos que contenham até 11 atomos de carbono; fenilalaninas mono- e
dissubstituidos nas posigdes orto, meta e para do anel aromatico halogénios
com grupos alquila, O-alquila ou S-alquila; p-2- e B-3-tienilalanina, -2- e p-3-
furanilalanina; derivados de acido 2, 3 diamino propidnico e acido 2, 4 diami-
no butirico funcionalizado com alquilas, acilas, arilas ou acilarilas que conte-
nham até 11 atomos de carbono.

O termo "qualquer aminoalcool hidréfobo" refere-se a "qualquer
aminoacido hidréfobo" como definido acima, em que a fungdo carboxila &

substituida com um grupo OH.
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O termo "qualquer gem-diamina hidréfoba" refere-se a "qualquer
aminoacido hidroéfobo" como definido acima, em que a fungio carboxila é
substituida com um grupo NH,.

O term "acila" significa um grupo acila que contém 1 a 9 atomos
de carbono.

O termo "N-acilado" significa a introdug&o de um acila, como de-
finido acima, sobre o nitrogénio do amino terminal.

O termo "N-alquilado" significa a introdug&o de um residuo alqui-
la que contém 1 a 9 atomos de carbono sobre o nitrogénio da amida.

O termo "amidado” significa a amidagao do carboxila C-terminal
com uma amina primaria ou secundaria que contém um total de 0 a 14 ato-
mos de carbono.

O termo "Ca-alquilado” significa a introdugdo sobre o atomo de
carbono a de um residuo alquila que contém 1 a 9 atomos de carbono.

O termo "derivados funcionalmente equivalentes” significa deri-
vados dos compostos com férmula geral | caracterizados por modificagdos
estruturais convencionalmente usados na quimica de peptideos para modu-
lar as suas propriedades farmacodindmicas ou farmacocinéticas. Estes in-
cluem pseudopeptideos em que uma ou mais ligagbes de peptideo sao
substituidas por ~CH,-NH- (Guichard G e outros, J Biol Chem.; 270: 26057-
9 1995), derivados com uma ou mais ligagdes de peptideo invertidas (Carotti
A. e outros, Biopolymers 60, 322-332, 2001; Chorev, M. e outros, Science
204, 1210-1212 1979, Pallai, P. e outros, Biochemistry 24, 1933—-1941.
1985; Rodriguez M. E. e outros, J. Med. Chem. 30, 758-763 1987), deriva-
dos de B-peptideo (Horne W.S. e outros, J. Am. Chem. Soc. 129 4178-4180
2007), em que sao formadas uma ou mais ligagoes de peptideo pelo menos
por um pB-aminoacido e derivados que contém um ou mais desidro-
aminoacidos (Busetti V. e outros, Int. J. Biol. Macromol. 14, 23-28 1992). Os
derivados com elongacdo da cadeia do lado N-terminal também sao deriva-
dos funcionalmente equivalentes.

As abreviagbes a seguir sdo as abreviagdes convencionais usa-

das para alguns dos aminoacidos ndo naturais que podem ser incluidas nas
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formulas dos peptideos de acordo com a invengao:

Azt = acido azetidinico, Pip = acido pipecdlico, Aib = acido a-
amino-isobutirico, Ac3c = acido 1-aminociclopropan-1-carboxilico, Ac4c =
acido 1-aminociclobutan-carboxilico, Ac5¢ = acido 1-aminociclopentan-1-
carboxilico, Ac6c = acido 1-aminociclohexan-1-carboxilico, Abu = acido a-
amino-n-butirico, n-Leu = norleucina, n-Val = norvalina, h-Phe = homofenila-
lanina, 1-Nal = p-1-naftil-alanina, 2-Nal = B-2-naftil-alanina, h-1-Nal = homo-
B-1-naftil-alanina, h-2-Nal = homo-B-2-naftil-alanina, Cha = ciclohexil-alanina,
Chg = ciclohexil-glicina, Phg = fenil-glicina, pGlu = acido piroglutdmico, Dap
= acido2, 3 diamino-propidnico, Dab = acido 2, 4 diaminobutirico, N(Me)Arg
= N-metil-arginina, a(Me)Phe = C-alfa-metil-fenilalanina.

De preferéncia, L1 é acetil, Glu, pGlu, acetil-Aib, X1 é Arg ou
N(Me)Arg, X2 é Glu, Aib, Ac5c, X3 é Arg, N(Me)Arg e X4 é Phe-NH;, Tyr-
NHz, Trp-NH2, a(Me)Phe-NH;, Phe-OH, Tyr-OH, Trp-OH.

Os peptideos particularmente preferidos de acordo com a inven-
¢do sado escolhidos entre: Ace-Arg-Glu-Arg-Phe-NH;; Ace-Arg-Glu-
N(Me)Arg-Phe-NH;; Ace-Arg-Aib-Arg-Phe-NH,; Ace-Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-
NH2; Ace-Arg-Ac5c-Arg-Phe-NH;; Ace-Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Phe-NH,; Ace-
N(Me)Arg-Aib-Arg-Phe-NH;;  Ace-N(Me)Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH,; Ace-
Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH;; Ace-Arg-Aib-Arg-a(Me)Phe-NHjy; Ace-
N(Me)Arg-Aib-Arg-o(Me)Phe-NH;; Ace-N(Me)Arg-Aib-N(Me)Arg-a(Me)Phe-
NH; Ace-Arg-Aib-N(Me)Arg-a(Me)Phe-NH..

Os peptideos de acordo com a invengdo podem ser sintetizados
com as varias técnicas relatadas na literatura; ver, por exemplo, Schroeder e
outros, "The Peptides” vol 1, Academic Press, 1965; Bodanszky e outros,
"Peptide Sintese Interscience Publisher, 1966; Barany & Merrifield, "The
peptides; Analysis, Sintese, Biology", 2, Capitulo 1, Academic Press, 1980.
Estas técnicas incluem a sintese de peptideo em fase sdlida, a sintese de
peptideo em solugdo, processos de sintese de quimica orgéanica ou qualquer
combinagdo das mesmas. O processo de sintese escolhido ira obviamente
depender da composigédo do peptideo em particular. De preferéncia, os pro-

cessos usados serdo baseados em combinagdes apropriadas de técnicas
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em fase sdlida e de processos classicos em solugédo, que envolvem baixos
custos de fabricagado, especialmente em escala industrial. Em detalhe, estes
processos envolvem: i) sintese em solugio de fragmentos da cadeia de pep-
tideo através de acoplamento sucessivo de aminoacidos N-protegidos ade-
quadamente ativados a um aminoacido ou a uma cadeia de peptideo C-
protegida, com isolamento dos intermediarios, desprotecdo seletiva subse-
quente das extremidades N e C-terminais dos ditos fragmentos e, quando
necessario das cadeias laterais, até que seja obtido o peptideo desejado; ii)
sintese em fase sélida da cadeia de peptideo da extremidade C-terminal até
a N-terminal em um meio de polimero insolivel. O peptideo é removido da
resina por hidrélise com acido fluoridrico anidro ou acido trifluoroacético na
presencga de agentes de expulsao adequados.

Os peptideos de acordo com a invengao sao ativos em relagao
a muitos tipos de tumores em seres humanos € em animais, evitando o seu
crescimento e a sua difusdo metastatica.

Os compostos de acordo com a invengao sdo vantajosos, espe-
cialmente comparados com Metastina e com os peptideos correlacionados
relatados na WO 06/001499, em termos de efeito antitumoral e doses efica-
zes. Os peptideos de acordo com a invengao induzem uma resposta muito
mais eficaz na redugdo de tumores (20% de redugdo por derivados de Me-
tastina, 70% de redugao pelos produtos de acordo com a invengao), a con-
centragbes mais baixas.

Para os usos terapéuticos propostos, os peptideos de acordo
com a invencgdo podem ser formulados como tal ou na forma de sais, em
composigdes farmacéuticas para administragdo oral, parenteral, topica, por
spray ou transdermal, possivelmente em associagdo com outros ingredientes
ativos. As doses unitarias em seres humanos podem variar dentro de uma
ampla faixa, tipicamente desde 0,1 pg até 1 g por dose e de preferéncia en-
tre 0,1 mg e 100 mg, que podem ser facilmente determinadas por um perito
na técnica de acordo o disturbio a ser tratado, com a sua gravidade e com o
peso, 0 sexo e a idade do paciente.

Os exemplos a seguir ilustram a invengdo com mais detalhe.
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EXEMPLO 1

Preparagdo de PICM1, um composto com formula | em que: L1
€ Ace, X1 e X3 sao Arg, Xz € Glu e X4 é Phe-NH,. A formula % de PICM1 é
portanto Ace-Arg-Glu-Arg-Phe-NH,.

Um sintetizador automatico de peptideo partindo de 2,5 g de re-
sina Rink-amida (0,2 mEq/g) igual a 0,5 mmol de grupos amina é usado para
a sintese. O grupo Fmoc é hidrolisado em duas fases sucessivas com 30%
de piperidina em DMF durante 3 minutos e 7 minutos. Os compostos a se-
guir sdo entao reagidos, na ordem relacionada: Fmoc-Phe-OH (0,581 Q),
Fmoc-Arg(Pbf)-OH (0,974 g), Fmoc-Glu(OtBu)-OH (0,638 g), Fmoc-Arg(Pbf)-
OH (0,974 g) e acido acético (0,090 g).

A duragao das acilagoes é de 1 hora; a resina é entdo lavada e
a reagao testada com ensaio de nihidrina de Kaiser. Se a resposta for nega-
tiva, o grupo Fmoc é hidrolisado como descrito acima antes de o préximo
aminoacido for acoplado. Todos os aminoacidos sdo acoplados dissolvendo
1,5 mmol de aminoacido em 4 ml de DMF e adicionados a resina desprote-
gida com uma mistura de ativadores que consistem em uma solugdo de
0,780 g de PyBop em 2 ml de DMF, 0,230 g de HOBT em 2 ml de DMF e
250 ml de DIEA. Para o destaque do peptideo da resina e a desprotegao
concomitante das cadeias laterais, a resina seca é colocada em um reator
ao qual sdo adicionados 20 ml de uma solugao de TFA, tioanisol, mercaptoe-
tanol e anisol, na proporgao de 9: 0,5: 0,3: 0,2 em peso. A mistura da reagao
€ mantida sob agitacdo durante 2 horas. O filtrado é reduzido a um pequeno
volume e o peptideo é extraido por precipitagdo com éter. O precipitado é
dissolvido com agua e seco por congelamento. Finalmente, o peptideo é pu-
rificado por cromatografia de fase reversa e caracterizado por HPLC analiti-
ca, usando uma coluna Vydac C18 com 0,46 x 25 cm eluida com um gradi-
ente linear em acetonitrila que contém 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético
(fase B) em relacdo a 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético aquoso (Fase A),
de 5 a 70% em B em 35 minutos a uma vazdo de 1 ml/minuto, com detecgao
em UV a 210 nm. Tempo de retencado (Rt) = 11,8 minutos; pureza cromato-
grafica > 99%. FAB-MS: (MH)" = 650.
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EXEMPLO 2

Preparacdo de PICM2, um composto com formula | em que L1 é
pGlu, X1 e X3 sdo Arg, X; € Glu e X, é Tyr. A % da formula de PICM2 é por-
tanto pGlu-Arg-Glu-Arg-Tyr-OH.

Um sintetizador automatico de peptideo partindo de 2,5 g de re-
sina Fmoc-Tyr(tBu)-Novasyn-TGA (0,2 mEg/g), igual a 0,5 mmol de grupos
amina, € usada para a sintese. O grupo Fmoc € hidrolisado em duas fases
sucessivas com 30% de piperidina em DMF durante 3 minutos e 7 minutos.
Os aminoacidos a seguir sdo entdo reagidos na ordem relacionada: Fmoc-
Arg(Pbf)-OH (0,974 g), Fmoc-Glu(OtBu)-OH (0,638 g), Fmoc-Arg(Pbf)-OH
(0,974 g) e Fmoc-pGlu-OH (0,638 g).

A duragéo das acilagbes é de 1 hora; a resina € entdo lavada e
a reagao testada com o ensaio de nihidrina de Kaiser. Se a resposta for ne-
gativa, o grupo Fmoc € hidrolisado como descrito acima antes de o préximo
aminoacido ser acoplado. Todos os aminoacidos sdo acoplados dissolven-
do-se 1,5 mmol de aminoacido em 4 ml de DMF e adicionados a resina des-
protegida com uma mistura de ativadores que consiste em uma solugao de
0,780 g de PyBop em 2 mi de DMF, 0,230 g de HOBT em 2 ml de DMF e
250 ml de DIEA. Para o destaque do peptideo da resina e a desprotegao
concomitante das cadeias laterais, a resina seca € colocada em um reator
ao qual sao adicionados 20 ml de uma solugcao de TFA, tioanisol, mercaptoe-
tanol e anisol, na proporgao de 9: 0,5: 0,3: 0,2 em peso. A mistura da reagao
€ mantida sob agitagdo durante 2 horas. O filtrado é reduzido a um pequeno
volume e o peptideo é extraido por precipitagdo com éter. O precipitado é
dissolvido com agua e seco por congelamento. Finalmente, o peptideo € pu-
rificado por cromatografia em fase reversa e caracterizado por HPLC analiti-
ca, usando uma coluna Vydac C18 de 0,46 x 25 cm eluida com um gradiente
linear em acetonitrila contendo 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (fase B)
contra 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético aquoso (Fase A), de 5 a 70% em
B em 35 minutos a uma vazao de 1 ml/minuto, com detecgdo em UV a 210
nm. Tempo de retencdo (Rt) = 12,8 minutos; pureza cromatografica > 99%.
FAB-MS: (MH)" = 589.
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EXEMPLO 3

Sequéncias e dados de caracterizagcao de peptideos sintetiza-
dos com os métodos descritos nos exemplos 1 e 2.

A Tabela 1 apresenta as sequéncias e dados de caracterizagao
de uma série de peptideos sintetizados com os processos descritos no e-
xemplo 1, que consistem em PICM3 a PICM39 e PICM54 a PICM67 e no
exemplo 2, consistindo em PICM40 a PICM53, adequadamente adaptados
para as sequéncias especificas de acordo as metodologias comuns de sin-
tese de peptideos.
Tabela 1: Exemplos das sequéncias de peptideo de acordo com a invengao

e caracterizagdo das mesmas

Nome L1 X1 X2 X3 X4 Rt(min) | MH+
PICM3 Glu Arg Glu Arg Phe-NH2 12,6 736
PICM4 Ace Arg Glu Arg Tyr-NH2 13,1 666
PICM5 Ace Arg Glu Arg Trp-NH2 14,3 689
PICM6 Ace Arg Glu N(Me)Arg Phe-NH2 12,9 664
PiICM7 Ace Arg Glu N(Me)Arg Tyr-NH2 13,4 680
PICMS8 Ace Arg Glu N(Me)Arg Trp-NH2 14,6 703
PICM9 pGlu Arg Glu N(Me)Arg Phe-NH2 12,7 732
PICM10 | pGlu Arg Glu N(Me)Arg Tyr-NH2 13,2 748
PICM11 pGlu Arg Glu N(Me)Arg Trp-NH2 14,4 771
PICM12 | pGilu Arg Glu Arg Phe-NH2 12,4 718
PICM13 pGlu Arg Glu Arg Tyr-NH2 12,8 734
PICM14 | pGlu Arg Glu Arg Trp-NH2 14,0 757
PICM15 Ace Arg Aib Arg Phe-NH2 15,5 606
PICM16 Ace Arg Aib Arg Tyr-NH2 15,2 622
PICM17 Ace Arg Aib Arg Trp-NH2 16,4 645
PICM18 | Ace-Aib Arg Aib Arg Phe-NH2 17,3 694
PICM19 Ace Arg Aib N(Me)Arg Phe-NH2 18,3 620
PICM20 Ace Arg Aib N(Me)Arg Tyr-NH2 18,1 636
PICM21 Ace Arg Aib N(Me)Arg Trp-NH2 19,3 659
PICM22 pGlu Arg Aib N(Me)Arg Phe-NH2 14,5 688
PICM23 pGlu Arg Aib N(Me)Arg Tyr-NH2 14,2 704
PICM24 | pGlu Arg Aib N(Me)Arg Trp-NH2 16,0 727
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Nome L1 X1 X2 X3 X4 RY(min) | MH+ |
PICM25 | pGlu Arg Aib Arg Phe-NH2 15,4 674
PICM26 | pGlu Arg Aib Arg Tyr-NH2 15,2 690
PICM27 | pGlu Arg Aib Arg Trp-NH2 16,6 713
PICM28 Ace Arg Ac5c Arg Phe-NH2 18,5 632
PICM29 Ace Arg Ac5c Arg Tyr-NH2 18,2 648
PICM30 Ace Arg Ac5c Arg Trp-NH2 19,4 671
PICM31 Ace Arg Ac5c N(Me)Arg Phe-NH2 19,3 646
PICM32 Ace Arg Ac5c N(Me)Arg Tyr-NH2 19,1 662
PICM33 Ace Arg Ac5c N(Me)Arg Trp-NH2 20,7 685
PICM34 | pGlu Arg Ac5c N(Me)Arg Phe-NH2 17,6 714
PICM35 pGlu Arg Ac5c N(Me)Arg Tyr-NH2 17,4 730
PICM36 pGlu Arg Ac5c N(Me)Arg Trp-NH2 18,4 753
PICM37 | pGlu Arg Ac5c Arg Phe-NH2 16,2 700
PICM38 pGlu Arg Ac5c Arg Tyr-NH2 16,0 716
PICM39 pGlu Arg Ac5c Arg Trp-NH2 171 739
PICM40 Ace Arg Glu Arg Phe-OH 11,7 651
PICM41 Ace Arg Glu Arg Tyr-OH 11,5 667
PICM42 Ace Arg Glu Arg Trp-OH 12,6 690
PICM43 Ace Arg Glu Arg(Me) Tyr-OH 12,3 681
PICM44 | pGlu Arg Glu Arg(Me) Phe-OH 12,9 733
PICM45 pGiu Arg Glu Arg Trp-OH 14,5 572
PICM46 Ace Arg Aib Arg Phe-OH 15,7 607
PICM47 Ace Arg Aib Arg(Me) Phe-OH 16,6 621
PICM48 | pGlu Arg Aib Arg(Me) Tyr-OH 14,6 705
PICM49 | pGlu Arg Aib Arg Trp-OH 13,5 714
PICM50 Ace Arg Ac5c Arg Phe-OH 19,1 633
PICM51 Ace Arg Ac5c Arg(Me) Tyr-OH 18,9 663
PICM52 pGlu Arg Ac5c Arg(Me) Trp-OH 21,1 754
PICM53 | pGlu Arg Ac5c Arg Trp-OH 20,3 740
PICM54 Ace |N(Me)Arg| Aib Arg Phe-NH; 16,5 618
PICM55 Ace |[N(Me)Arg| Aib N(Me)Arg Phe-NH; 21,2 632
PICM56 Ace Arg Aib N(Me)Arg Phe-NH, 16,6 618
PICM57 | Ace Arg | Aib Arg oMe)Phe- | 143 | 618

NH;
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Nome L1 X1 X2 X3 X4 Rt(min) | MH+

PICM58 | Ace |N(Me)Arg| Aib Arg “(M:;Phe' 152 | 632
2

PICM59 Ace |N(Me)Arg!| Aib N(Me)Arg a(M:':Phe- 18,3 646
2

PICM60 | Ace Arg | Aib | N(Me)Arg “(M::iphe' 191 | 632
2

PICM61 | Ace-Aib | N(Me)Arg| Aib Arg Phe-NH, | 20,6 | 703

PICM62 | Ace-Aib |N(Me)Arg| Aib | N(Me)Arg | Phe-NH, | 215 | 717

PICM63 | Ace-Ab| Arg | Ab | N(Me)Arg | Phe-NH, | 205 | 703

PICM64 | Ace-Aib| Arg | Aib Arg O‘(M;;Phe' 153 | 703
2

PICM65 | Ace-Aib |N(Me)Arg | Aib Arg O‘(M:':Phe‘ 16,2 | 717
2

PICM66 | Ace-Aib |N(Me)Arg| Aib | N(Me)Arg O‘(M::iphe' 174 | 731
2

PICM67 | Ace-Ab| Arg | Ab | N(Me)Arg O‘(Ms:rhe' 17.8 | 717
2

EXEMPLO 4

Inibigdo dependente da dose de migragao de célula exercida por
PICM57.

Foi testado o efeito de PICM57 descrito no exemplo 3 sobre a
migracao de célula das célula de fibrosarcoma HT1080 humano. Foi usada
uma camara de Boyden equipada com filtros de policarbonato, tendo poros
com um didmetro de 8 um (Nucleopore), livres de polivinilpirrolidona e reves-
tida com 5 ug/ml de vitronectina (Promega), como relatado na literatura (Car-
riero e outros, Cancer Res. 59, 5307, 1999). Foram depositadas 3 x 10* célu-
las, em DMEM livre de soro (Meio de Eagle Modificado por Dulbecco), no
compartimento superior da camara de Boyden. A camara inferior foi rechea-
da com DMEM contendo 10% de FBS (Soro Fetal Bovino) como uma fonte
de quimiotacticos, na presenca de concentragdes crescentes de PICM57. As
células foram incubadas durante 4 horas a 37°C em ar umidificado contendo
5% de CO,. Depois da incubacéo, as células que aderem & superficie inferi-
or do filtro foram removidas mecanicamente e as células migradas que ade-

rem a superficie inferior do filtro foram fixas em etanol, coradas com hema-
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toxilina e contadas a 200x em 10 campos/filtro escolhido aleatoriamente. A
migragao direcional em resposta a FBS na auséncia de PICM57 foi conside-
rada como 100% e o efeito de PICM57 sobre a migragao da célula foi avali-
ado em termos de percentagem. Os dados representam a média de trés ex-
perimentos independentes conduzidos em duplicata. O efeito antagonistico
de PICM57 na migragdo de células HT1080 para FBS é dependente da dose

(Tabela 2). Ele inicia a concentractes de 1 aM, atinge 50% de seu valor ma-

ximo a concentragdes de 1 fM e alcanga o seu efeito maximo a concentra-

¢oes de 10 fM (66% de inibigdo).
A mobilidade induzida por FBS na presenga de Metastina [45-

54] foi avaliada sob as mesmas condi¢des experimentais (Tabela 3). Os da-

dos demonstram que as concentragdes de Metastina [45-54] 1.000 vezes

maiores do que PICM57 (Metastina [45-54] 10 nM vs. PICM57 10 fM séao
necessarias para se obter niveis comparaveis de inibicdo de migragao dire-
cional para FBS.

Tabela 2: Efeito de inibicdo de PICM57 sobre a migragao direcional de cé-
lulas de fibrosarcoma HT1080 humano induzida por FBS a 10%,
calculado como uma percentagem das células migradas para
FBS a 10% apenas (considerado 100%)

Concentragéao 0] 1 10 {100 | 1 10 {100 | 1 10 {100 1 10 | 100
de PICM57 aMm/ aMjaMm M | M| M| pM|{pM|pM | M | nM | NM

Migracao da
CélulaparaFBS {100 | 69 | 54 | 63 | 43 | 30 | 35 | 37 | 41 | 33 | 37 | 32 | 34

a 10% (%)
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Tabela 3: Comparagéo dos efeitos inibidores de PICM57, PICM1 e Metas-
tina [45-54] sobre a migragado direcional de células HT1080 in-
duzida por FBS a 10%, expressos como uma percentagem das

células migradas comparadas com o controle (FBS a 10%)

Concentragao Metastina [45-54] PICMA1 PICM57
0 100 100 100
1aM 100 99 70
10aM 83 70 54
10fM 73 56 39
10pM 53 46 36
10nM 56 35 32

EXEMPLO 5
Inibicdo da motilidade da célula induzida por PICM1 indepen-

dentemente da espécie ou da origem histogenética das linhagens de célula.
As linhagens de célula de origem humana ou murina, derivadas
de varios tecidos, foram sujeitas a testes de migragao direcional in vitro que
empregam cémaras de Boyden como descrito no exemplo 4 e que usam
FBS a 10% como fonte de quimiotactico, na presenga/auséncia de PICM1
100 pM. A migracéao direcional em resposta a FBS na auséncia de PICM1 foi
considerada como 100% e o efeito de PICM1 sobre a migragao da célula foi
avaliado como uma percentagem do dito valor. Os dados representam a
meédia de dois experimentos independentes conduzidos em duplicata. Em
todas as linhagens de célula testadas, foi observado um efeito inibidor de
PICM1 sobre a migragao da célula (Tabela 4). Embora a extensao da inibi-
¢ao difira entre as linhagens de célula usadas, esta nunca era menor do que
50% e também foi observada em células de melanoma B16 murino, que nao
sao sensiveis a Metastina (Ohtaki, T. e outros, (2001) Nature 411, 613-617).
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Tabela 4: Efeito inibidor de peptideo PICM1 sobre a motilidade de varias
linhagens de célula de tumor de origem humana ou murina indu-
zido por FBS a 10%, expresso como uma percentagem das célu-

las migradas comparadas com o controle (FBS 10%)

; * . A FBS 100 PM a
Origem ™) Histogénese 10% PICM1
Humana MCE-7 Céancer de mama 37
Humana MDA-MB-231 Cancer de mama 47
Humana A431 Cancer de pele 49
Humana Hela Adenocarcinoma cervical 48
Humana U937 Leucemia monocitica 39
Humana M14 Melanoma 59
Humana HT1080 Fibrossarcoma 34
Humana Saos2 Osteossarcoma 43
Murina B16 Melanoma 50

(™) Nome da linhagem da célula
(**) PICM1 100 pM em FBS a 10%.
EXEMPLO 6

Inibicdo de motilidade de células pré-incubadas com PICM57.

Células de fibrosarcoma HT1080 humano foram incubadas com
DMEM ou com DMEM contendo PICM57 100 pM, durante 0, 15, 30, 60 ou
120 minutos. As células foram: a) lavadas com PBS (Soro Fisiologico Tam-
ponado com Fosfato); b) lavadas durante 5 minutos a 23°C com tampao de
glicina-HCI 50mM pH 3,0 para remover os peptideos da superficie da célula
(Carriero e outros, Clin. Cancer Res. 8,1299-1308,1997) e entdao com PBS.
As células foram ressuspensas em DMEM e sujeitas a testes de migragao
da célula em camaras de Boyden como descrito no exemplo 4, que usa FBS
a 10% como um "atraente quimico”. Os resultados (Tabela 5) sdo expressos
como uma percentagem das células que migraram na auséncia de FBS (mi-
gracio basal), considerado como 100%. Os dados representam a media de
dois experimentos independentes conduzidos em duplicata. A pré-incubagao
simples das células a PICM57 reduz drasticamente a sua capacidade de
migrar para FBS. Uma exposigdo de 15 minutos é suficiente para a inibi¢ao

se tornar comparavel aquela descrita no exemplo 4. O tratamento acido de-
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pois da exposi¢do das células a PICM57 100 pM durante 15 ou 30 minutos

elimina inteiramente os efeitos inibidores do PICM57 sobre a motilidade de

célula.

Tabela §: Efeito inibidor de peptideo PICM1 sobre a motilidade de células
de fibrosarcoma HT1080 humano pré-incubadas com with
PICM57 e expostas a um gradiente de FBS a 10%.

Pre-incubagéao Migragao da Célula
(min) (% de migracéo basal)
Sem Lavagem com Acido | Com Lavagem com Acido

0 100 100

0 393 362

15 98 367

30 103 350

60 112 ND
120 120 ND

EXEMPLO 7

A inibigdo exercida por PICM57 sobre a motilidade da célula é
mediada por FPR, o receptor com alta afinidade para fMLP.

O efeito do peptideo PICM57 sobre a migragao da célula foi tes-
tado em uma camara de Boyden como descrito no exemplo 4, usando célu-
las basofilicas de leucemia RBL-2H3 de rato em que falta o receptor com
grande afinidade para o peptideo formilado de origem bacteriana fMLP (N-
formyl-Met-Leu-Phe) (Le, Y., Gong, W., Tiffany, H.L., Tumanov, A., Nedos-
pasov, S., Shen, W., Dunlop, N.M., Gao, J.L., Murphy, P.M., Oppenheim,
J.J., Wang, J.M. Amyloid (beta)42 activates a G-protein-coupled chemoat-
tractant receptor, FPR-like-1. J. Neurosci. 21, RC123, 2001) 50 Cg/ml de
fibronectina ou fMLP 10 nM foram usados como atraente quimico. Os resul-
tados sdo expressos como a percentagem de células que migraram na au-
séncia de FBS (migracao basal), considerados como 100%. Os dados repre-
sentam a média de dois experimentos independentes conduzidos em dupli-
cata. De acordo com as descobertas relatadas na literatura, as células RBL-

2H3 migram para a fibronectina porém néo para fMLP. A adicdo de PICM57
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100 pM ao gradiente quimiotactico ndo reduz da migragdo da célula depen-
dente da fibronectina (Tabela 6). Reciprocamente, as células RBL-2H3 trans-
fectadas estavelmente com o cDNA de FPR (RBL-2H3/ETFR) adquirem a
capacidade de migrar em um gradiente constituido de fMLP 10 nM. A adigdo
ao gradiente quimiotactico de PICM57 100 pM n&o reduz a migragdo da cé-
lula dependente da fibronectina, porém reduz a migracdo da célula para f-
MLP a niveis basais (Tabela 6). A demonstracdo definitiva de que o alvo de
PICM57 é FPR deriva da observagdo de que em ensaios de ligagao, a liga-
¢ao do peptideo fluoresceinado formil-Nle-Leu-Phe-Nle-Tyr-Lys (Sondas mo-
leculares) a superficie das células RBL-2H3/ETFR ¢é especificamente reduzi-
da por 60% por pré-incubagdo das células com PICM57 a 10 uyM. A pré-
incubagao das ceélulas com Metastina [45-54] 10 uM ndo modifica a ligagao
do derivado peptideo formil-Nle-Leu-Phe-Nle-Tyr-Lys a superficie das célu-
las RBL-2H3/ETFR.

Tabela 6: Inibicdo exercida por PICM57 sobre a motilidade das células

RBL-2H3/ETFR fMLP-dependentes

Migragao da célula (% de migragao basal)
L RBL-2H3/
Quimiotactico RBL-2H3 RBL-2H3/
RBL-2H3 ETFR
PICM57 ETFR
PICM57

- 100 100 100 100

fMLP 10 nM 103 102 270 99
50 pyg/ml de

272 275 220 215
fibronectina

EXEMPLO 8

Efeito de PICM57 sobre a proliferagcéo da célula.

Células de fibrosarcoma HT1080 humano (1 x 10° células/pogo)
foram aplicadas em DMEM FBS 10% usando placas de 96 pogos na presen-
ga/auséncia de PICM57 100 pM ou 100nM. Nos tempos 24, 48, 72 ou 96
horas as células ndao aderentes foram removidas e depois de repetidos en-
xagues com PBS, as células que aderem a placa foram fixadas entao cora-

das com uma solugao estéril que contém 1 mg/ml de MTT (brometo de 3-(4,
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5-dimetiltiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolio) durante 4 horas a 37°C. A mancha foi
entdo removida com 100 pi de sulféxido de dimetila e a densidade Optica
correspondente foi lida espectrofotometricamente a 540 nm. A presenga de
PICM57 em ambas as concentragdes ndo modificou o indice de proliferagao
(tempo de duplicagdo aprox. 18 horas) das células HT1080 em qualquer um
dos tempos examinados (Tabela 7). O mesmo resultado foi obtido em expe-
rimentos paralelos, quando o meio foi removido e foram adicionadas reagoes
novas de FBS/PICM57 10% as células todo dia durante 4 dias consecutivos.
Tabela 7: Efeito de peptideo PICM57 sobre a proliferacdo de células de

fibrosarcoma HT1080 humano dependentes de FBS, avaliadas

por leitura espectrofotométrica de densidade optica (1: 540 nm)

FBS/ PICM57 | FBS/100 pM PICM57 | FBS/100 nM | © £9/100 M
Tempo | FBS _ PICM57 Atingida
100 pM Atingida a cada 24 PICMS57
(h) (OD) a cada 24 horas
(OD) horas (OD) (OD)
(OD) ]

48 0,5 0,45 0,51 0,53 0,56

72 | 094 0,92 1,07 1,05 1

96 2.1 2,02 2,3 2,18 2,2
|
EXEMPLO 9

Efeito de PICM1 e PICM57 sobre a invasividade de células de
fibrosarcoma HT1080 humano.

Os testes de invasdo de célula in vitro foram conduzidos com
camaras de Boyden, usando filtros livres de polivinilpirrolidona, que tém po-
ros com um didmetro de 8 um (Nucleopore), revestidos com 70 pgffiltro de
matrigel e DMEM contendo 10% de FBS como atraente quimico (Silvestri e
outros, Int. J. Cancer 102, 562-571, 2002). As celulas de fibrosarcoma
HT1080 humano (2 x 10° células/amostra) foram depositadas no comparti-
mento superior da cdmara em um meio de cultura livre de soro. O comparti-
mento inferior da camara continha DMEM com a adigdo de FBS 10% como
fonte quimiotactica e os peptideos a serem dosados, testados a concentra-
cao indicada. As camaras, assim reunidas, foram colocadas a 37°C em um
ambiente umidificado que contém 5% de CO;. Depois de 18 horas, as célu-

las que tinham cruzado o matrigel € aderido & superficie inferior dos filtros
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foram fixas, coradas e contadas. Os dados representam a média de dois
experimentos independentes conduzidos em duplicata. Os resultados, apre-
sentados na Tabela 8, sdo expressos como a percentagem de células que
invadem o matrigel na presenga de FBS, porém na auséncia de peptideo
(100%). O efeito inibidor de PICM1 e PICM57 sobre a invasividade das célu-
las HT1080 é dose dependente.
Tabela 8: Efeito inibidor dose-resposta de PICM1 e PICM57 sobre a inva-
sao pelas células de fibrosarcoma HT1080 humano induzidas
por FBS a 10%

Invasao da Célula para FBS 10% (%)
Concentragao de peptideo PICM1 PICM57

0 100 100

1 aM 100 69

10 aM 101 59

10 fM 62 41

10 pM 55 37

10 nM 44 31

EXEMPLO 10

Efeito inibidor de PICM1 e PICM57 sobre a neoangiogénese in
vitro.

Os testes de neoangiogénese in vitro foram conduzidos por ex-
ploragdo da capacidade das células endoteliais se formarem, na presenca
de fatores pré-angiogénicos, cordées que se estendem para formar um reti-
culado de microtubulos sobre uma camada de matrigel polimerizado. Para
este tipo de ensaio, 5 x10* células HUVEC (Células Endoteliais de Veia Um-
bilical Humana) por pogo foram aplicadadas em placas com 24 pocgos, em
que 300 pl de matrigel foram deixados se polimerizar na presenga de 40
ng/ml de VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular), usado como
agente pro-angiogénico e os peptideos indicados, a diferentes concentra-
g6es. A formacgado de tubulo foi avaliada depois de uma incubagéo de 18 ho-
ras a 37°C em CO, a 5%, pela contagem do niumero de estruturas tubulares

em pelo menos 5 campos, escolhido aleatoriamente, com um microscopio
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invertido. O efeito dos peptideos sobre a atividade de formagédo de tubulo
dependente de VEGF ¢é calculada como uma percentagem do numero de
estruturas tubulares contadas na presenga de VEGF (considerado como
100%). Os dados (Tabela 9) representem a média de dois experimentos
conduzidos em duplicata. O efeito antagonistico de PICM1 e PICM57 sobre
a neoangiogénese in vitro € dependente da dose. Este efeito comega a con-
centragbes de aM e alcanga a agdo de pico a uma concentragdo de pM
(20% do numero de estruturas tubulares contadas); 50% do efeito maximo &
alcangado a concentragdes de fM. O efeito antiangiogénico exercido por 50
nM de endostatina e o baixo efeito inibidor exercido pela metastina [45-54]
sao apresentados para fins de comparacgéo.
Tabela 9: Efeito inibidor dependente da dose de PICM1 e PICM57 sobre a
atividade de formagao de tubulo dependente de VEGF de célu-
las endotelias HUVEC

Atividade de formagao de tubulo dependente de VEGF (%)
Concentragao Metastina
PICM57 PICM1 Endostati
de peptideo CMS ndostatina [45-54]
0 100 100 ND 100
1 aM 96 104 ND ND
10 aM 75 77 ND ND
10 fM 53 65 ND 90
10 pM 23 30 ND 63
10 nM 19 22 30 65
EXEMPLO 11

Toxicidade de PICM57.

Testes de toxicidade aguda de PICM57 no camundongo de-
monstram uma LD50 de 30 mg/Kg, aglomerada no intervalo entre 28 mg/Kg
(todos os animais vivos) e 32 mg/Kg (todos os animais mortos). Os testes de
toxicidade aguda de PICM57 no rato demonstram uma LD50 de 65 mg/Kg,
aglomerada no intervalo entre 58 mg/Kg (todos os animais vivos) e 70 mg/Kg

(todos os animais mortos).
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EXEMPLO 12
Efeito antimetastatico in vivo.

O poder antimetastatico de PICM1 foi avaliado em um modelo
animal. 2 x 106 células de fibrosarcoma HT1080 humano, que provocam
metastase pulmonar no modelo experimental (Schweinitz A e outros, J. Biol.
Chem. 279: 33613, 2004), foram suspensas em solucgdo de soro fisioldégico e
injetadas na veia caudal de vinte camundongos CD1 sem pelo de 7 semanas
de idade. 24 horas depois da inoculagdo das células de tumor, grupos 10
animais foram tratados com uma injecao lenta de 3 mg/Kg de PICM1, dissol-
vidos em 100 pl de solugao de soro fisiolodgico, a cada 48 horas, com o ani-
mal imobilizado. Os 10 animais de controle receberam o mesmo tratamento
por injegdo, porém unicamente com a solugado de soro fisiolégico. Cada ani-
mal foi pesado e inspecionado para dispnéia todo dia. Os animais de contro-
le apresentaram sinais evidentes de dificuldade de respiragdo depois de 22
dias. Todos os animais tratados e de controle foram sacrificados e foi condu-
zida uma autépsia. Os pulmdes, o figado, o bago e o coragao foram sujeitos
a analise macroscopica e microscopica. Nenhum dos 6rgdos examinados,
dos animais controlados ou tratados, apresentaram quaisquer alteragoes
histomorfologicas, com a exceg¢do dos pulmdes. No entanto, a analise ma-
croscopica dos pulmdes indicou neoformagdes subpleurais extensivas nos
animais de controle, muitas vezes com caracteristicas necréticas e hemorra-
gicas, que nao foram observadas nos animais tratados. No nivel microscépi-
co, as segOes em série das bidépsias pulmonares dos animais de controle
demonstraram que 45% da area parenquimal em média foram ocupados por
nodulos metastaticos, muitas vezes perivasculares, com uma area central
necrotica. Reciprocamente, em observagao microscopicas os animais trata-

dos com 3 mg/Kg de PICM1 nao exibem a presenca de metastase.
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1 5
<210> 37

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> ..
<223> pGlu
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3)..3
<223> Ac5c
<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)..(5
<223> AMIDAGAO
<400> 37

Xaa Arg Xaa Arg Trp
1 5
<210> 38

<211> 4
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<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

50

PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
..
ACETILATACAO
38

Arg Glu Arg Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

39

4

PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
D..D
ACETILATACAO
39

Arg Glu Arg Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

40

4

PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
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51

<222> D..D

<223> ACETILATACAO
<400> 40

Arg Glu Arg Trp

1

<210> 41

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> D..D
<223> ACETILATACAO
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..03
<223> N(Me)Arg

<400> 41

Arg Glu Xaa Tyr

1

<210> 42

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (D..D
<223> pGlu
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<220>

<221> MOD_RES
<222> 4..4)
<223> Arg(Me)
<400> 42

Xaa Arg Glu Xaa Phe
1 5
<210> 43

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (D..D
<223> pGlu

<400> 43

Xaa Arg Glu Arg Trp
1 5
<210> 44

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> ACETILATACAO
<220>

<221> MOD_RES

52
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

53

(2)..(2
Aib
MOD_RES
(3)..(3
Arg(Me)
44

Arg Xaa Xaa Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

45

4

PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
(..
ACETILATACAO

MOD_RES

2>..(
Aib

MOD_RES
3)..03)
Arg(Me)
45

Arg Xaa Xaa Phe

1
<210>
<211>

46
5
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54

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> D..D
<223> pGlu
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..03
<223> Aib
<220>

<221> MOD_RES
<222> ..
<223> Arg(me)

<400> 46

Xaa Arg Xaa Xaa Tyr
1 5
<210> 47

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (L..@
<223> pGlu
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3)..3
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<223>
<400>

Aib
47

Xaa Arg Xaa Arg Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

5
48
4
PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
..M
ACETILATACAO
MOD_RES
(2)..(2)
Ac5c

48

Arg Xaa Arg Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

49

4

PRT
Artificial

peptideo sintético
MOD_RES

L..D
ACETILATACAO
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56

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2
<223> Ac5c
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..(3
<223> Arg(Me)

<400> 49

Arg Xaa Xaa Tyr

1

<210> 50

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> ..M
<223> pGlu

<220>

<221> MOD_RES
<222> 3)..03)
<223> Ac5c
<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..04)
<223> Arg(Me)

<400> 50
Xaa Arg Xaa Xaa Trp
1 5

<210> 51
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57

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (L..M
<223> pGlu
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3)..3
<223> Ac5c

<400> 51

Xaa Arg Xaa Arg Trp

1 5

<210> 52

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> ACETILATACAO
<220>

<221> MOD_RES
<222> (..M
<223> N(Me)Arg
<220>

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

58

(2)..(2)
Aib
MOD_RES
..
AMIDACAO
52

Xaa Xaa Arg Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

53

4

PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES

..
ACETILATACAO

MOD_RES
..
N(Me)Arg

MOD_RES

(2>..(@2)
Aib

MOD_RES

(3..03
N(Me)Arg
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<221>
<222>
<223>
<400>

59

MOD_RES
@..4»
AMIDACAO
53

Xaa Xaa Xaa Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

54
4
PRT

Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
(..
ACETILATACAO

MOD_RES
(2)..(@2)
Aib

MOD_RES

3..03)
N(Me)Arg

MOD_RES
4)..4
AMIDACAO
54

Arg Xaa Xaa Phe

1
<210>

55
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

4
PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES

..V
ACETILATACAO

MOD_RES

(2)..(2
Aib

MOD_RES
(4)..04)
alpha(mMe)Phe

MOD_RES
4)..4
AMIDACAO
55

Arg Xaa Arg Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

56

4

PRT
Artificial

peptideo sintético

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

61

(L..D
ACETILATACAO

MOD_RES
..M
N(Me)Arg

MOD_RES

(2)..(2
Aib

MOD_RES

3)..03)
N(Me)Arg

MOD_RES
4..4D
alpha. (Me)Phe

MOD_RES
..
AMIDACAO
56

Xaa Xaa Arg Xaa

1

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

57

4

PRT
Artificial

peptideo sintético
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<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

MOD_RES
(D..D
ACETILATACAO

MOD_RES
(D..D
N(Me)Arg

MOD_RES

(2)..(
Aib

MOD_RES
3)..03)
N(Me)Arg

MOD_RES

@..@»
alpha(Me)Phe

MOD_RES
4)..4»
AMIDACAO
57

Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

58

4

PRT
Artificial

peptideo sintético

62
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

MOD_RES
..M
ACETILATACAO

MOD_RES
(2)..(2
Aib

MOD_RES
3)..03
N(Me)Arg

MOD_RES

4)..4
alpha(Me)Phe

MOD_RES
@D..
AMIDACAO
58

Arg Xaa Xaa Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

59

5

PRT
Artificial

peptideo sintético

MOD_RES
..

63
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64

<223> ACETILATACAO
<220>

<221> MOD_RES
<222> (..M
<223> Aib
<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> N(Me)Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..03)
<223> Aib
<220>

<221> MOD_RES
<222> 4)..4d)
<223> AMIDACAO

<400> 59

Xaa Xaa Xaa Arg Phe

1 5
<210> 60

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (..M
<223> ACETILATACAO
<220>

<221> MOD_RES
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65

<222> (L..D
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> N(Me)Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..3
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES
<222> 4)..4
<223> N(Me)Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> AMIDACAO
<400> 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Phe
1 5
<210> 61

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> ..M
<223> ACETILATACAO

<220>
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66

<221> MOD_RES
<222> L..D
<223> Aib
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3)..3
<223> Aib
<220>

<221> MOD_RES
<222> 4)..(4
<223> N(Me)Arg

<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> AMIDACAO
<400> 61

Xaa Arg Xaa Xaa Phe
1 5
<210> 62

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (..

<223> ACETILATAGAO
<220>
<221> MOD_RES

<222> (L..DM
<223> Aib



10

15

20

25

30

<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..3
<223> Aib
<220>

<221> MOD_RES
<222> ..
<223> alpha(Me) Phe
<220>

<221> MOD_RES
<222> 4)..04)

<223> AMIDACAO
<220>
<221> misc_feature

<222> (5)..(5

<223> Xaa pode ser qualquer aminoacido que ocorre na-

turalmente
<400> 62
Xaa Arg Xaa Arg Xaa
1 5
<210> 63
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..M
<223> ACETILATACAO
<220>

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

..
Aib

MOD_RES
(2)..(2
N(Me)Arg

MOD_RES

3)..(3
Aib

MOD_RES
(5)..(5
alpha(me)Phe

MOD_RES
(5)..(5
AMIDACAO
63

Xaa Xaa Xaa Arg Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

5
04
5
PRT

Artificial

peptideo sintético

MOD_RES

..M
ACETILATACAO

68
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<221> MOD_RES
<222> ..V
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES
<222> 2)..(
<223> N(Me)Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> 3..03)
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..04)
<223> N(Me)Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)..(5
<223> alpha(Me)Phe
<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> AMIDACAO
<400> 64

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 65

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> peptideo sintético

69



10

15

20

25

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

MOD_RES
..M
ACETILATAGAO

MOD_RES

..
Aib

MOD_RES

3..03)
Aib

MOD_RES
(4)..(4)
N(Me)Arg

MOD_RES

(5)..(5)
alpha(Me)Phe

MOD_RES
(5)..(5)
AMIDACAO
65

Xaa Arg Xaa Xaa Xaa

1

5

70
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REIVINDICAGCOES

1. Peptideos e seus derivados funcionalmente equivalentes, em
forma salificada ou nao salificada, caracterizados pelo fato de que apresen-
tam a formula geral L1-X1-X2-X3-X4, em que:

L1 é H ou acila, Glu, GIn, opcionalmente N-acilado ou N-
alquilado e/ou Ca-alquilado, Pro, hidréxi-Pro, Azt, Pip, pGlu, opcionalmente
N-acilado e/ou Ca-alquilado, Aib, Ac3c, Acdc, Ac5c ou Ac6Be, opcionalmente
N-acilado ou N-alquilado;

X1 e X3, que séo iguais ou diferentes, opcionalmente N-alqui-
lados e/ou Coa-alquilados, sdo selecionados entre Arg, Om e Lys, opcional-
mente guanidilados e substituidos por fenilalanina nas posi¢gdes meta ou pa-
ra com um grupo amina ou guanidina;

X2 é escolhido entre Glu, Lys, opcionalmente N-alquilado e/ou

' Ca-alquilado, Aib, Ac3c, Ac4c, Ac5c ou Ac6e, opcionalmente N-alquilado;

X4 é escolhido entre Phe, h-Phe, Tyr, Trp 1-Nal, 2-Nal, h-1-Nal,
h-2-Nal, Cha, Chg e Phg, opcionalmente amidado e/ou Ca-alquilado.

2. Peptideos de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizados
pelo fato de que os residuos acilantes e alquilantes contém 1 a 9 atomos de
carbono, o residuo de amidagao C-terminal contém 0 a 14 atomos de carbo-
no e o residuo de Ca-alquilagédo contém 1 a 9 atomos de carbono.

3. Peptideos de acordo com a reivindicagao 1, caracterizados
pelo fato de que os residuos acilantes e alquilantes contém 1 ou 2 atomos
de carbono e o residuo de amidagdo C-terminal contém 0 a 5 atomos de
carbono.

4. Peptideos de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1
a 3, caracterizados pelo fato de que apresentam a sequéncia: Ace-Arg-Glu-
Arg-Phe-NH2; pGlu-Arg-Glu-Arg-Tyr-OH; Glu-Arg-Glu-Arg-Phe-NH2; Ace-
Arg-Glu-Arg-Tyr-NH2;  Ace-Arg-Glu-Arg-Trp-NH2;  Ace-Arg-Glu-N(Me)Arg-
Phe-NH2; Ace-Arg-Glu-N(Me)Arg-Tyr-NH2; Ace-Arg-Glu-N(Me)Arg-Trp-NH2;
pGlu-Arg-Glu-N(Me)Arg-Phe-NH2; pGlu-Arg-Glu-N(Me)Arg-Tyr-NH2; pGlu-
Arg-Glu-N(Me)Arg-Trp-NH2; pGlu-Arg-Glu-Arg-Phe-NH2; pGlu-Arg-Glu-Arg-
Tyr-NH2; pGlu-Arg-Glu-Arg-Trp-NH2; Ace-Arg-Aib-Arg-Phe-NH2; Ace-Arg-
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Aib-Arg-Tyr-NH2; Ace-Arg-Aib-Arg-Trp-NH2; Ace-Aib-Arg-Aib-Arg-Phe-NH2;
Ace-Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH2; Ace-Arg-Aib-N(Me)Arg-Tyr-NH2; Ace-Arg-
Aib-N(Me)Arg-Trp-NH2;  pGlu-Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH2;  Glu-Arg-Aib-
N(Me)Arg-Tyr-NH2;  pGlu-Arg-Aib-N(Me)Arg-Trp-NH2;  pGlu-Arg-Aib-Arg-
Phe-NH2; pGlu-Arg-Aib-Arg-Tyr-NH2; pGlu-Arg-Aib-Arg-Trp-NH2; Ace-Arg-
Ac5c-Arg-Phe-NH2;  Ace-Arg-Ac5c-Arg-Tyr-NH2;  Ace-Arg-Ac5c-Arg-Trp-
NH2; Ace-Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Phe-NH2; Ace-Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Tyr-NH2;
Ace -Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Trp-NH2; pGlu-Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Phe-NH2; p-
Glu-Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Tyr-NH2; pGlu-Arg-AcS5c-N(Me)Arg-Trp-NH2; pGlu -
Arg-Acbc-Arg-Phe-NH2; pGlu-Arg-Ac5c-Arg-Tyr-NH2; pGlu-Arg-Ac5c-Arg-
Trp-NH2; Ace-Arg-Glu-Arg-Phe-OH; Ace-Arg-Glu-Arg-Tyr-OH; Ace-Arg-Glu-
Arg-Trp-OH; Ace-Arg-Glu-N(Me)Arg-Tyr-OH; pGlu-Arg-Glu-N(Me)Arg-Phe-
OH; pGlu-Arg-Glu-Arg-Trp-OH; Ace-Arg-Aib-Arg-Phe-OH; Ace-Arg-Aib-

.N(Me)Arg—Phe-OH; pGlu-Arg-Aib-N(Me)Arg-Tyr-OH; pGlu-Arg-Aib-Arg-Trp-

OH; Ace-Arg-Ac5c-Arg-Phe-OH; Ace-Arg-Ac5c-N(Me)Arg-Tyr-OH; pGlu-Arg-
Ac5c-N(Me)Arg-Trp-OH; pGlu-Arg-Ac5c-Arg-Trp-OH; Ace-N(Me)Arg-Aib-Arg-
Phe-NH2; Ace-N(Me)Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH2; Ace-Arg-Aib-N(Me)Arg-
Phe-NH2; Ace-Arg-Aib-Arg-a(Me)Phe-NH2; Ace-N(Me)Arg-Aib-Arg-
a(Me)Phe-NH2; Ace-N(Me)Arg-Aib-N(Me)Arg-a(Me)Phe-NH2; Ace-Arg-Aib-
N(Me)Arg-a(Me)Phe-NH2; Ace-Aib-N(Me)Arg-Aib-Arg-Phe-NH2; Ace-Aib-
N(Me)Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH2; Ace-Aib-Arg-Aib-N(Me)Arg-Phe-NH2;
Ace-Aib-Arg-Aib-Arg-a(Me)Phe-NH2; Ace-Aib-N(Me)Arg-Aib-Arg-a(Me)Phe-
NH2; Ace-Aib-N(Me)Arg-Aib-N(Me)Arg-a(Me)Phe-NH2; Ace-Aib-Arg-Aib-
N(Me)Arg-a(Me)Phe-NH2.

5. Composigdes farmacéuticas, caracterizadas pelo fato de que
compreendem um dos compostos como definidos em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 4, em associagdo com veiculos ou excipientes adequados.

6. Uso dos compostos como definidos em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que & usado para preparar pro-
dutos medicinais para a prevengao e o tratamento de disturbios associados
com migragao da célula alterada.

7. Uso de acordo com as reivindicagdes 5 e 6, caracterizado pe-
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lo fato de que é para a prevencgéo e o tratamento de invasao local e metasta-
tica por tumores malignos.

8. Uso de acordo com as reivindicagdes 5 e 6,caracterizado pelo
fato de que é para a prevengéo e o tratamento de disttrbios associados com
neoangiogénese, inclusive vasculopatias da retina, retinopatias, degenera-
¢ao macular e edema e sarcoma de Kaposi.

9. Uso de acordo com as reivindicagdes 5 e 6,caracterizado pelo
fato de que é para a prevengao e o tratamento de distarbios auxiliados pela
migragéo da célula e associados com inflamag&o crénica, inclusive doengas
autoimunes, artrite reumatoide, psoriase e disturbios granulomatosos créni-
cos.

10. Uso de acordo com as reivindicacées 5 e 6, caracterizado

‘pelo fato de que é para a prevengao e o tratamento de doencas associadas

com infecgao do virus do herpes
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RESUMO
Patente de Invencdo: "PEPTIDEOS E SEUS DERIVADOS FUNCIONAL-
MENTE EQUIVALENTES, COMPOSICOES FARMACEUTICAS E USOS
DOS MESMOS".

A presente invengéo refere-se a peptideos e seus derivados
funcionalmente equivalentes, em forma salificada ou nao salificada, com a
formula geral L1-X1-X2-X3-X4, em que:

L1 € H ou acila ou qualquer aminoacido natural ou ndo natural,
opcionalmente N-acilado, N-alquilado e/ou Ca-alquilado;

X1 e X3, que s&o iguais ou diferentes, sdo qualquer aminoacido
basico natural ou nao natural, opcionalmente N-alquilado e/ou Ca-alquilado;

X2 é qualquer aminoacido natural ou ndo natural, opcionalmente

-N-alquilado e/ou Ca-alquilado, com a condigéo de que ele ndo é glicina e
aminoacidos monossubstituidos sobre o atomo de carbono o com um grupo

alquila linear ou ciclico, de 1 a 10 atomos de carbono e aminoacidos monos-
substituidos no atomo de carbono o com um grupo alquila linear ou ciclico
contendo 4 a 10 atomos de carbono ou aminoacidos monossubstituidos so-
bre o atomo de carbono a com um grupo alquila contendo 1 a 8 atomos de
carbono, opcionalmente substituidos com um grupo carbamoila, hidroxila ou
aromatico;

X4 é qualquer aminoacido natural ou n&o natural hidréfobo, op-
cionaimente Ca-alquilado e/ou amidado na extremidade C-terminal ou qual-
quer aminoalcool hidréfobo ou uma gem-diamina hidréfoba, opcionalmente

N'-alquilada ou N'-acilada.
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