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~-RESUMO -

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE PEPTIDOS TERAPEUTICOS"

Descreve~se um processo para a prepa-
ragdo de péptidos terapduticos que s3o andlogos & substincia
P que ocorre naturalmente e é bioldégicamente activa, tendo
uma localizag@o activa e uma localizag3o de fixagHo responsd
vel pela ligagdo do referido péptido a um receptor numa célu
la alvo. A referida substéncia possui um vinculo ndo péptido
em vez de um vinculo péptido entre um residuo de amino dcido
do referido ponto activo e um residuo de amino dcido adjacen
te, ou residuo de amino dcido sintético, PB-amino dcido ou
y~amino dcido, que substitui dois residuos de amino 4cido da

localizagdo activa.
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A

O presente invento refere-se a um processo parg
a preparagdo de péptidos terap@uticos, em particular andlogos
da substincia péptida P que ocorre naturalmente.

A subst@ncia P (SP) tem numerosos efeitos far-
macoldgicos, que incluem a vasodilatac3o e a hipotensdo, con-
tragdo do musculo liso vascular, estimulac3o de secrecdo sa-
livar e pancredtica, despolarizag3io de vdrios nueroes e libex

tagdo da histamina das células mamdrias. Pensa-se que a SP

quais estHo associados & indugdo da dor). Estes incluem a re
gulagdo da peristaltia e da actividade dos musculos lisos na
regido gastro-intestinal, regulagfio da secregfio salivar e panp
credtica, regulac3io da resposta inflamatdria aos ferimentos
no tecido periférico, neurotransmissfio e regulagfio da neuro-
-imunomodulagd@o. Mantyh e al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86:5193 relatam a presenga de receptores de substancia P
em pontos de ferimentos no sistema nervoso central e sugerem
que a SP pode estar envolvida na regulag3o da resposta aos
ferimentos no sistema nervoso central, bem como nos tecidos
periféricos. A substancia P é igualmente um agente prolifera
tivo, que estimula a proliferacfo de fibroblastos, linféci-
tos-T, células endoteliais, células dos musculos lisos e as-
trocitos.

A SP pertence & familia dos péptidos bioacti-
vos conhecidos por taquiquininos. A estrutura, actividade e
funcdo da SP s3do discutidas em Payan (1989) Ann.Rev.Med.
40:341. Conforme discutido em Payan, a SP partilha proprieda
des farmacoldgicas comuns e uma sequéncia terminal carboxi
conservada (Phe—X—Gly-Leu—Met—NHz, em que X é um residuo de
amino 4cido alifdtico ou aromdtico ramificado) com outros ta
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quiquininos. As actividades bioldgicas principais e a capaci
dade para se fixar a um receptor, residem na sequéncia termi
nal carboxil desses péptidos. A selectividade relativamente
a um receptor especifico de taquiquinino é determinada pela
sequéncia amino-tgrminal dos péptidos, Iverson e al., (1989)
The Tachykinin System, Resumo apresentado no 1llth American
Peptide Symposium. A conservagfo da sequéncia carboxil termi
nal prolonga-se para além da SP e de outros taquiquininos de
mamiferos, para outros péptidos biocactivos, conforme mostra-
do no Quadro 1.

Numerosos derivados da SP, feitos por modifi
cacdo lateral da cadeia e/ou substituic3io de amino 4cido-D,
revelaram actuar como antagonistas do erceptor da SP. Folker
Patente U.S.N2. 4.481.139, descreve antagonistas da substan-
cia P feitos por substituig8o de amino dcido D ou L. Estes
antagonistas incluem o andlogo undecapéptido espantido (D-
-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe—D-Trp-Leu-Leu-NHz) bem
como andlogos truncados da substancia P. Jemsen e al. (1988)
Am.J. of Physiol. 254:°G883, caracterizou a capacidade de v§
rios antagonistas da SP para inibirem a ac¢8o da bombesina.
Jensen e al., estudarem quatro andlogos da SP: Arg-D-Pro-Lys
-Pro-Gln—D—Phe-Phe-D—Trp-Leu-Met-NHz; Arg-D-Pro-Lys-Pro~-Gln-
—Gln—D—Trp—Phe—D-Trp—Leu—Met—th; D-Arg-D-Pro-Lys-Pro-Gln-
-Gln-DﬁTrp-Phe-D-Trp—Leu—Leu—NH2; e D-Arg-Pro-Lys~Pro-Gln-
-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Leu-NH,. Nenhum destes péptidos fi-
xadores de receptores é, no entanto, especifico para o recep
tor da SP. Verificou-se que todos €les inibiam a libertac#o
da amilase estimulada pela bombesina. Jewnsen e al. conclui-
ram que "a capacidade para inibir a acc¢do da bombesina é uma
propriedade geral dos andlogos da SP que também funcionam co
mo antagonistas do receptor da SP e que os antagonistas do
receptor da SP sdo cada um deles, inibidores da acgZo da bom
besina, ao funcionarem como antagonistas do receptor das bom
besina.”

Woll e al. (1988) Pro.Nat.Acad.Sci. USA 85:

Ud
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1857 verificaram que a substancia antagonista da SP D-Arg-Prg
-Lys-Pro-D—Phe-Gln-D—Trp—Phe—D—Trp—Leu—NHz~é um potente anta

Agonistas e antagonistas de largo espectro de
hormonas péptidas activas biologicamente, incluindo a substanp
cia P, foram sintetizados por meio da introdug¢do de modifica
¢8es dos vinculos péptidos da hormona péptida, vér Spatola
(1983) em Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Pepti-
des and Proteins (B.Weinstein, ed.) M-Dekker, New York e
Basel, pp. 267-357, para uma recente revista do ramo.

Abreviaturas (pouco vulgares):

ciclohexil-Ala = (Ciclohexil alanina)
Hy
C
//’ \\ grupo identificador
Hzi (|3H2 A
H CH
2 CH -~ 2

. H2 . ;

NH2 84 C02H H

Lys-e~-NHR = lisina em que o 4dtomo e-N transporta um'gruporR
(onde R é qualquer de entre H, Ci-1p2lquilo, Cs-10
fenilalquilo, COE (em que E é Ci-gp2lquilo, C,5_,jalquinilo,
fenilo, neftilo, ou C7_1Ofenilalquilo), ou C;_-Cqg acilo);

Nle = H,N-CH-COOH (norleucina)
( H2)3-CHQ; grupo identificador
Nal = naftilalanina
pGlu = HZ?--CH-COOH (dcido piroglutémico)
HZC NH

N
@
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16. 453 1020

b B
(A e

Sar _ sarcosina
Sta (estatina) =
dcido (3S,4S)-4-amino-3-hidroxi-6-metilheptandico e tem a es

trutura quimica:
CH 3
3\\ .// grupo identificador

NHZ-CH__CH-—fHZ-_COZH;
OH

AHPPA =
dcido (38,4S)-4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentandico e tem a es

trutura quimica:

i
/N

i

H
E grupo identificador

ACHPA =
4cido (3S,4S)-4-amino-5-ciclohexil~3-hidroxipentandico e tem

a estrutura quimica:
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16,450 109

. grupo identificador

NH H__CH CH —— OH;

OH
SP = Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
(substancia P).

De forma geral o presente invento refere-se a um
péptido linear (isto é, n#o ciclico) que é um andlogo da subsg
tdncia P biologicamente activa que ocorre naturalmente, com
uma localizag8o activa e uma localizagdo de fixacd3o responsd
vel pela ligagd3o do péptido a um receptor de uma célula alvo
0 andlogo tem uma das seguintes modificacdes: (a) um vinculo
ndo péptido em vez de um vinculo péptido entre um residuo de
amino 4cido da localizag¢fo activa e um residuo de amino 4éi-
do adjacente, (b) uma substituigHo de dois residuos de amino
dcidos, por exemplo estatina, AHPPA, ACHPA, um residuo P-ami
no 4cido, ou um residuo y-amino dcido, (c) um desapareciment¢
de um residuo amino 4cido na localizagfo activa e uma modifi
cagdo de um residuo amino dcido fora da localizacgdo activa,
o (d) a presenga de um residuo de amino &cido N-terminal
que ndo é o residuo de amino dcido que ocorre naturalmente
do referido péptido biologicamente activo de ocorréncia natu
ral (em que B- ou y- n#o s3o designados um amino dcido é um
alfa-amino dcido).

Em formas de realizag8o preferidas o andlogo po-
de agir como inibidor competitivo da substdncia P que ocorre
naturalmente por meio de fixag#3o ao receptor e, em virtude de¢
uma das modificacBes, deixar de exibir a actividade bioldgi-
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ca in vivo do péptido que ocorre naturalmente.

Em formas de realizagd@o preferidas a localizacg3o
activa do péptido linear é na metade carboxil terminal do pé
ptido linear. O péptido linear tem uma das seguintes modifi-
cages: (a) um vinculo n3o péptido em vez de um vinculo pé-
ptido entre um residuo amino da localizac3o activa e um resi
duo amino dcido adjacente, (b) uma substituigfo de dois resi
duos de amino dcido dentro da localizagHo activa por um resi
duo amino 4dcido sintético, por exemplo estatina, AHPPA, ACHPA
um residuo P-amino dcido, ou um residuo y- amino 4cido, (c)
um apagamento de um residuo amino dcido dentro da localiza-
Gdo activa e uma modificagfio de um residuo amino dcido fora
da localizagdo activa, ou (d) a presenga de um residuo amino
dcido N-terminal que n3o é o residuo de amino 4cido que ocor
re naturalmente do referido péptido biologicamente activo
que ocorre naturalmente. '

Em formas de realizagdo preferidas a localizagdo
activa do péptido linear é na metade carboxil terminal do pé
ptido linear. O péptido linear tem uma das seguintes modifi-
cagles, (a) um vinculo nf3o péptido em vez de um vinculo péptj]
do entre o residuo de amino 4cido terminal e o residuo amino
dcido adjacente, ou (b) um residuo de estatina ou AHPPA ou
ACHPA, B -amino 4cido, ou y-amino 4cido em lugar dos residuos
carboxil terminais e adjacentes de amino dcido.

Em formas de realizag8o preferidas a substéncia
andloga de P tem uma das seguintes modificacgBes, (a) um vin-
culo ndo pépfido em vez de um vinculo péptido entre o resi-
duo de amino dcido carboxil terminal e o residuo amino dcido
adjacente, o u (b) um residuo de estatina ou AHPPA ou ACHPA,
P -amino 4cido, ou y-amino 4cido em lugar dos residuos carbo
xil terminais e adjacentes de amino dcidos que ocorrem natu-
ralmente.

Em formas de realizagdo preferidas o péptido line
ar é um andlogo da substdncia P com uma localizac3o activa
na metade carboxil terminal do péptido linear. O andlogo da
substidncia P tem uma das seguintes modificag¢3es: (a) um vin-

3
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culo ndo péptido em vez de um vinculo péptido entre o residug

carboxil terminal amino dcido e o residuo amino dcido adjaceg

te, ou (b) um residuo de estatina ou AHPPA ou ACHPA ou B-amit

no dcido ou y-amino 4cido em lugar dos residuos carboxil ter
minais ou adjacentes de amino-dcidos.

0s péptidos lineares para os quais a introdu-
¢3o de um vinculo ndo péptido entre dois residuos de amino
dcidos, ou a substituig8o de dois residuos de amino &cido na
turais por um residuo de amino 4cido sintético, um residuo
B-amino 4cido ou um residuo de y-amino &cido, ou o apagamen-
to ("des") do residuo C-terminal de amino 4cido uteis para a
criagdo ou melhoria da actividade antagonista, sdo aqueles ef
que a actividade estd associada aos dois residuos C-terminai
de amino dcidos da cadeia de amino 4cidos. Para isso, a loca
lizag3o activa do péptido que ocorre.naturalmente de que’ oS
péptidos de acordo com o invento s3#o andlogos, incluam, pre-
ferentemente, pelo menos um residuo amino dcido na metade ca;
boxil terminal do péptido e o péptido linear de acordo com o
invento inclui esse residuo amino adcido na sua metade carbo-
xilterminal. Podem ser introduzidas modificagles na regido
envolvida na fixag3o do receptor ou numa regido de ndo fixa-
¢d3o. Por vinculo nfo péptido quer-se significar que o dtomo
de carbono que participa no vinculo entre dois residuos é
reduzido de um carbonil carbono para um metileno carbono, is
to é, CHZTNH; ou, menos preferivelmente, CHZ—S, CHZ—CHZ,
CHZ—CO ou COfCHz. (Uma discussdo detalhada da quimica dos
vinculos ndo péptidos é fornecida em Coy e al. (1988) Tetra-
hedron 44, 3:835-841, Tourwe (1985) Janssen Chim.Acta 3:3-15
17-18 e Spatola (1983) em Chemistry and Biochemistry of Ami.
no Acids, Peptides and Proteins, (B.Weinstein, ed) M.Dekker,
New York e Basel, pp 267-357, todas aqui incorporadas como
referéncias).

Preferivelmente, os andlogos do invento sdo
25% homdélogos, mais preferivelmente, 50% homélogos, aos pép-
tidos que ocorrem naturalmente. : s

L

| AR
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Uma modifiéagﬁo do péptido que ocorre natural-
mente para criar um antagonista é empregar, como residuo ami-
no terminal, um isdmero-D terminal de um amino dcido, ou um
amino dcido alquilado. (Onde "D" n#o seja designado como con

figuragdo de um amino 4cido, pretende-se que seja.L.)
Uma classe de péptido do presente invento in-
clui andlogos da substdncia P da fdérmula
Ry 8 10 11
Nalop2 g3 p4-p5-46-47- —iH—CO-Ag-NH-ﬁH-RS—R6H-Vl
R
2 3
em que
al = 0 isémero D ou L de qualquer um dos amino 4cidos Arg)|
Lys, ou Lys-e-NH-R,, (em que Rs0 é qualquer um de H,
Ci-1p2lquilo, C,_,,fenilalquilo, COR; 4 (em que Eip é
Cq.9palquilo, C3*20alcenllo, C4_9g2lquinilo, fenilo,
naftilo, ou C7_10fenilalquilo), ou Cl-Clzacilo); ou es
td ausente;
A% = 0 isémero D ou L do amino dcido Pro; ou estd ausente]
a3 = o0 isdémero D ou L de qualquer um dos amino dcidos Lys)|

ou Lys-e-NH—R22 (em que R2 é qualquer um de entre H,
Cy_108lquilo, C,_;,fenilalquilo, COE;, (em que E;, é C;_,,
alquilo, C3_20 alcenilo, C3_Zoalquinilo, fenilo, naftilo, ou
C7_10fenilalquilo) ou C;-Cy9 acilo); ou estd ausente;

A

A = 0 isémero D ou L do amino 4cido Pro; ou estd ausente;
AS = 0 isémero D ou L de qualquer um dos amino dcidos Asp)|
Gln, p-Nal, Trp, Phe, o-X-Phe ( em que X = F, Cl, Br|
NOZ’ OH ou CH3), p-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,,
0H ou CH3); ou esti ausente;
A6 = 0 isémero D ou L de qualquer um dos amino dcidos Ala

Arg, Ser, Pro, Glm, pGlu, Asn, B-Nal, Trp, Phe, 0-X-Phd
(em que X = F, C1, Br, NO2 OH ou CH3), ou p~X-Phe (em
que X = F, Cl, Br, NOZ’ OH, ou CH3);
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= o0 isdmero D ou L de qualquer um dos amino 4dcidos Val
Thr, Phe, Trp, b-Nal, o-X-Phe (em que X = F, Cl, -Br,
NOZ,'OH ou CH3) ou p-X-Phe (em que X = F, C1, Br, NO,,
OH ou CH3); ]

= o grupo identificador do isémero D ou L de qualquer
um dos amino 4cidos Gly, Val, Trp, B-Nal, Phe, o-X-Phe
(em que X = F, Cl, Br, NOz, OH ou CH3), ou p-X-Phe (em
que X = F, Cl, Br, NO,, O0H ou CH3);

= o0 isémero D ou L de qualquer um dos amino dcidos Sar
His, Gly, Trp, P-Nal, Phe, o-X-Phe (em que X = F, Cl,
Br, BOZ’ OH ou CH3) ou p-X-Phe (em que X = F, Cl, Br,

"NO,, OH ou CHj);

10

11

= o grupo identificador do isémero D ou L de qualquer
um dos amino &cidos Trp, P-Nal, Leu, Nle, Ala,ciclohe-
xil-Ala, Val, Ile, Met, Gly, Phe, o-X-Phe (em que X =
F, Cl, Br, NO,, OH ou CHB), ou p~-X-Phe (em que X = F,
ci, Br, NO,, OH ou CH3);

= o grupo identificador do isémero D ou L de qualquer
um dos -amino dcidos Trp, P-Nal, Leu, Nle, Ala, Vel,
Ile, Met, Gly, Phe, o-X-Phe (em que X = F, C1, Br, NO,
OH, ou CHS)’ ou p-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OH
ou CH3), ou p-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OH, ou
CH3); ou estd ausente; cada Ry e R,, independentemente

. é qualquer um de entre H, Cl_lzalquilo, Cs_10 fenilal-

quilo, COE;, (em que E,, é Cl_zoalquilo, CS_ZOalcenilo
C3_.20 glquinilo, fenilo, naftilo, ou Cy_qq fenilalqui-
lo, Cl—C12 acilo, ou estd ausente e Rl e R2 estﬁq li-
gados ao dtomo de alfa-amino azoto do amino dcido ter-
minal-N do referido péptido, desde que, quando um dos
Rl ou R, seja COE14, o outro- seja obrigatoriamente H;
Rq seja H ou Cy_q9 alquilo; Rg seja qualquer um de en-
tre CHZ,,-(CH,)_;~V>, CH,-NH, CH,-S, CH,~CH,, CH,=CO
ou CO-CH, (em que V° é ou

0 0 R
8
—g4O—R7 ou -Q-N’///
. \\\\R

9

-8 A=
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(em que cada um dos Ry, Rg e Ry independentemente, é H, Ci-1
alquilo, C,_;, fenilalquilo, ou Cy9_9g naftilalquilo; nl &,
ou l ou 0; e Z19 é H ou OH); Re € C ou e V© é qualquer um de

11

ou ausente (em que cada RlO’ Rll e R12 independentemente, é

H, Cl_12 alquilo, C7_10 fenilalquilo , gu 01%_20 nafta%quilo
desde que, onde Rs seja CHZlO-(CH%)nl-V s A77, Rel e V7 este

1

jam ausentes; desde que, ainda A, R6H e Vl estejam ausenr

tes, Ry seja obrigatoriamente CHZlO—(CHZ)nl-VZ; desde ainda

que, onde A5 seja Asp, A6 seja Ser, A7 seja Phe, A8 seja Val

A9 seja Gly, Alo seja Leu, A11

lo menos um dos Al, AZ, A3 ou A4 esteja obrigatoriamente pre

seja Leu e R5 seja CHZNH. pe-
sente; ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel.
OQutra classe de péptidos de acordo com o

invento inclui os andlogos da substdncia P da férmula:

Rs1 .
> A21_,22_,23_,24_
Rsp
ﬁzs l:ze . £27 Ezs 29 £30 31
X530 Rg,"R55H-Rs~Rs7H-Rgg=RggH-Rgq~Rg 1 H-Ry =Ry 3H-Re Ry sH-V
em que ,
a2l = ao isémero D ou L de qualquer um dos amino 4cidos

Arg, Lys ou Lys-e-NH-Rg, (onde Rg, é qualquer um de
entre H, C;_;, alquilo, C,;_;, fenilalquilo, COEyy (em
que EZO é Cl—ZO alquilo, C3_20alcenilo, C3—ZO alquini
lo, fenilo, naftilo, ou C7-10 fenilalquilo), ou
Cl--C12 acilo; ou estd ausente;

>
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22

23

24

25

26-

27

28

29

30

31

16 450.°9)

= a0 isbémero D ou L do amino 2%acido Pro; ou es

sente; :

= ao isdémero D ou L. de qualquer um dos amino &dcidos

Lys ou Lys-e-NH-Rg, (em que Rgs é qualquer um de en
tre H, Cy_q5 alquilo, C,_;, fenilalquilo, COE, (on-
de E,y é C1-20 alquilo, C3_20 alquinilo, fenilo, naf;
tilo, ou Cs_10 fenilalquilo), ou Cl-C12 acilo); ou
estd ausente;

= a0 isémero D ou L do amino 4dcido Pro; ou estd au-
sente;

= ao grupo identificador do isdémero D ou L de qual-
quer um dos amino &cidos Asp, Gln, p-Nal, Trp, Phe,
0-X-Phe (onde X = ¥, Cl, Br, NOZ’ OH ou CH3); ou es
td ausente;

= ao- grupo identificador do isdémero D ou L de qual-
quer um dos amino &cidos Arg, Sar, Pro, Gln, pGlu,
Phe, Trp, cilcohexil-Ala, ou Asn;

= ao grupo identificador do amino &cido D-Trp; ou o
grupo identificador do isdmero D ou L de qualquer
um de entre Leu, Phe ou ciclohexil-Ala; ou estd au-
sente; _

= ao grupo identificador do isdmero D ou L de qual-
quer um dos amino &cidos Val, p-Nal, Phe, o-X-Phe,
(onde X = F, C1, Br, NO,, OH ou CH3); ou estd ausen
te;

= ao grupo identificador do amino dcido D-Trp; ou o
grupo identificador do isémero D ou L de qualquer
um de entre Leu, Phe, Phe ou ciclohexil-Ala;

= a0 grupo identificador do isémero D ou L de qual-
quer um dos amino écidqs Leu, Nle, Ala, ciclohexil-
-Ala, Val Ile, Met, Gly, Phe, Trp, B-Nal, o-X-Phe
(onde X = F, C1, Br, NO,, OH ou CH,); ou estd ausen
te;

= ao grupo identificador do isdémero D ou L de qual-
quer um dos amino dcidos Trp, B-Nal, Leu, Nle, Ala,
Val, Ile, Met, Gly, Phe, 0-X-Phe (onde X = F, C1,

Br, NO,, OH ou CHj3), ou p-X-Phe (onde X = F, Cl, Br|,

- 10 -
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NO,, OH ou CH3); ou estd ausente;

cada R51 e R52 independentemente, € qualquer um de entre H,
Ci-12 alquilo, C4_jq fenilalquilo, COE,, (onde Ey, € Ciog
alquilo, 03 20 alcenilo, C 3= 20 alquinilo, fenilo, naftilo,
ou C7 ~10 fenilalquilo), C C12 acilo, ou estd ausente e R51

Rsy estdo liagdos ao atomos de alfa-amino azoto do amino
écido N-terminal dos referidos péptidos, desde que, quando
um dos Rsy Ou Rgy foér COE,,, 0 outro seja obrigatoriamente
H; Rgg é C, au estd ausente; cada Rgs @ Ry é, independente-
mente, C; cada R57, R59, R63 e R65’ independentemente, sdo
o C ou estdo ausentes; Rsg, é CO-NH, CO-NCH4 ou estd ausente;
cada Rge @ Ress independentemente, é qualquer um de entre
H ou OH), CHZ—NH, CHZ—S, CHZ—CHZ, CHZ—CO ou CO-CHZ; R58 é

qualquer um de entre_CO—Nng(ém que R69 é H ou Cl-12 alquilo

CHZZO-(CHZ) lO—CO-NH CHZ-NH CHZ-S CHZ-CHz, CHZ—CO CO—GH2

ou ausente; R60 ¢ CO-NH ou ausente, R64 é qualquer um de en-
12

tre CO-NH, CHZ 20 (CHZ)nIO V==, %2 s CH2 S, CH2 CHZ’

CHZ-CG Co- CH2 ou ausente (onde V

ﬁ -ﬂ_N”/’R7l

-C-0-R;, ou

R79

(onde cada R7O’ 71 © Roy independentemente, é H, C} 2alqul

lo, Cs_q9 fenilaquilo ou C12 20 naftllalqullo) 0

qualquer um dos

N

ﬁ Rg7
-£-0-R,,, -C-N g
66 N

Res

ou ausente (onde cada Reg> Rg7 © Rgg independentemente, é H,

- 11 -
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VL AC

Cl—lZ alquilo, C-/_10 fenilalquilo, ou C12-20 naftilalquilo)
desde que, pelo menos um de entre R56’ RSB’ R6é ou R64 seja
diferente de CO-NH ou CO—NRgg; desde ainda que, onde Rge se-
ja CHZ,~(CH,) ; -CO-NH, A*®, RooH e Rgg estejam obrigatoria
mente ausentes; desde ainda que, onde A", R59H e R6O este-
jam ausentes, R58 seja obrigatoriamente CHZZO—(CHZ)nlO—CO-NH
desde ainda que, onde Rgo seja CHZZO—(CHZ)nlo—CO-NH; desde
ainda que, onde Rg, seja CHZZO—(CHz)nlO-CO—NH, A", ReqH e
R§6 estejam obrigatoriamente ausentes; desde ainda que, onde
AT, R63H e R64 estejam ausentes, R62 seja obrigatoriamente
CHZZO—(CHz)—CO—NH; desde ainda que, onde R¢, seja CHZZO—(CH2

nlo"vlz’ A31, R65H e Vlo estejam obrigatoriamente ausentes;

desde ainda que, onde A31, R65H e VlO estejam ogrigatoriamen
te ausentes , Ry, seja obrigatoriamente'CHZZO;(CHZ)nlovlz;
ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel.

Exemplos de péptidos preferidos s3o:
Arg—Pro—Lys—Pro-Gln—Gln—Phe-Phe~G1y—LeuL[tH2—NH ]Leu—NHz; D-
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp Phe-D-Trp" [CH,~NH JLeu-Nle-NH,}
ou D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu® [CH,-
NH_]Nle—NHz. (Vinculos n3o péptidos em que o vinculo péptido
é reduzido sdo aqui simbolizados por "[CHZ-NH4]“ ou "L" 7.

Um outro aspecto do invento apresenta uma
subst8ncia P agonista da fdérmula:

Arg—Pro-Lys—Pro—Gln—Gln-Phe-Phe-GlyL [CHZ-NH_]Leu-Leu-NHZ.

7 Os antagonistas da SP do presente invento
sdo dteis no tratamento de um paciente que sofra de doengas
que envolvam inflamagfo neurogénia, por exemplo, artrite reu
matéide, colite ulcerativa, eczema e doenga de Crohn. Os an-
tagonistas da SP do presente invento sdo dteis como agentes
antiproliferativos, por exemplo, no tratamento do carcinomna
das células pequenas do pulm3o ou em desordens que envolvam
a proliferagdo de fibroblastos. As propriedades antiprolife-
rativas dos antagonistas da SP do invento também permite o
seu uso na prevencdo das cicatrizes de gliomas (facilitando

- 12 -
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s

assim a regeneragdo dos nervos). A ac¢do dos antagonistas de
acordo com o invento na neurotransmissdo permite o seu uso cg
mo analgésico n#o apidceos pode permitir a restauragio da reg
posta opidcea. Os antagonistas do invento sdo também dteis
como agentes anti-secretdérios, actuando, por exemplo, sobre
as glandulas salivares ou sobre o pancreas.

Nas férmulas genéricas fornecidas acima, quandg
qualquer um de Rl’ RZ' R7—R13, RSl’ RSZ’ R66_R68 ou R7O—R7O
é um grupo aromdtico, lipofilico, a actividade in vivo pode
ser de longa duracgdo e a administracdo dos compostos do inven
to ao tecido alvo pode ser facilitada.

0 grupo identificador de um alfa-amino dcido
(para o caso do piroglutamato v&r abaixo) é o dtomo ou grupo
de 4tomos , diferente do dtomo alfz-czrbonil carbono, do
dtomo alfa-amino azoto ou do dtomo de H, ligado ao dtomo al-
fa-carbono assimétrico. Para ilustrar.por meio de exemplos,
o grupo identificador da alanina é CH3, o grupo identificadoxy
da valina é (CH3)ZCH, o grupo identificador da lisina é
H3N+(CH2)4 e o grupo identificador para a fenilalanina é
(C6H6)CH2. 0 grupo identificador de um B~ ou y-amino dcido é
o 4tomo ou grupo de 4dtomos andlogo ligado respectivamente ao
dtomo de carbono B- ou y-. Onde o grupo identificador de um
amino dcido n3o é especificado, ele pode ser alfa, beta ou
gama. No caso do piroglutamato o grupo identificador consis-
te em -NH-CO-CH,-CH,-.

. Outras caracteristicas e vantagens do invento
serdo aparentes a partir da descrigdo seguinte de formas de

realizagdo preferidas e das reivindicacgdes.

Descricdo de Formas de Realizacdo Preferidas

Em primeiro lugar descrevemos resumidamente os
desenhos.

Desenhos

A figura 1 é constituida por um par de grdficos

- 13 -
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que ilustram o efeito de pseudopéptidos de espantido, D-Arg-
—Pro—Lys—Pro—Gln—D—Trp-Phe—D-Trp-Leu—Leu—NHz, (painel da es-
querda) e da SP, Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-
-NH,, (painel da direita) sobre a libertagio da amilase esti
mulada pela SP pelos acinos do pancreas.

A Figura 2 é um grdfico que mostra o efeito do
Arg-—Pro—Lys-Pro-Gln--Gln—Phe-Phe-Gly-LeuL[CHZ-NH_]Leu--NH2 so-
bre a libertacdo da amilase estimulada pela SP dos dcinos
pancredticos. '

A Figura 3 é um par de gréficos que ilustram a
capacidade de vdrias SP e pseudopéptidfos de espantida para

125

inibirem a fixac#3o da substdncia P I-BH aos &4cinos pancre;

ticos.

A Figura 4 é um grdfico que mostra a capacidade
da SP e dos pseudopéptidos de espantida para inibirem a fixa
¢do da bombesina 1251-[Tyr4] aos dcinos pancredticos.

Descrevem—se agora a estrutura, sintese e uso de
formas de realizagdo preferidas do invento.

Estrutura

Os péptidos de acordo com o invento té&m todos mo
dificagBes, por exemplo, um vinculo ndo péptido em pelo meno
uma das posig¢Oes indicadas, em que o dtomo de carbono que
participa no vinculo entre dois residuos é reduzido a partir
de um 4dtomo carbonilo para um metileno carbono. 0 método de
redugdo do vinculo péptido que proporciona este vinculo ndo
péptido estd descrita em Coy e al., pedido de patente U.S.,
No. de Série 879.348, atribuido aos cessiondrios do presente
pesido, aqui incorporado como referé&ncia. Os péptidos do pre
sente invento podem ser proporcionados sob a forma de sais
farmaceuticamente aceitdveis. Exemplos de sais preferidos
sdo os que té&m 4cidos orgldnicos terapeuticamente aceitdveis,
por exemplo, dcidos acético, latico, maleico, citrico, mali-
co, ascdrbixo, succinico, benzdico, salicilico, metanosulfé-
nico, toluenosulfdnico ou pamdico, bem como dcidos poliméri-

cos tais como dcido tAnico ou carboxiemtil celulose e sais

e

U
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com dcidos inorgdnicos tais como os dcidos hidro-hdlicos, por
exemplo, dcido cloridrico, 4dcido sulfurico ou &cido fosfdri-

co.

Sintese dos Andlogos da Substincia P

Segue—-se a sintese do antagonista da substincia
P Arg-Pro—Lys—Pro-Gln—Gln—Phe—Phe-Gly-LeuLZBHZNH_]Leu-NHz.
Qutros andlogos da substdncia P podem ser preparados fazendo
~-se as modificagBes apropriadas ao seguinte processo sintéti
co.

0 primeiro passo é a preparacdo da resina de
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Léu" [CH,~NH JLeu-benzi-
drilamina, como segue.

Resina de benzidrilamina-polistireno (Vega Bio-
chemicals, Inc.) (0,97 g, 0,5 mmole) sob a forma de iao clo-
rado é colocada no vaso de reacgfo de um sintetizador de pép
tidos Beckman 990B programado para executar o seguinte ciclo
de reacgfo: (a) cloreto de metileno; (b) dcido trifluoroicé-
tico a 33% (TFA) em cloreto de metileno (2 vezes por 1 e-25
minutos cada); (c) cloreto de metileno; (d) etanol; (e) clo-
reto de metileno; e (f) trietilamina em clorofdrmio a 10%.

A resina neutralizada é agitada com alfa-t-buto
xicarbonil(Boc)-leucina e diisopropilcardiimida (1,5 mmoles
cada) em cloreto de metileno durante 1 hora e a resina de
amino dcido resultante é ent3o ciclada através das fases (a)
a (f) no programa de lavagem acima.indicado. Aldeido de Boc-
-leucina (1,25 mmoles), preparados pelo método de Fehrentz e
Castro,Synthasis, p.676 (1983), é dissolvido em 5 ml de di-
metilformamida seca (DMF) e adicionado 3 suspens3o salina de
resina TFA, seguida pela adig3o de 100 mg (2 mmoles) de cia-
noborohidreto de sédio (Sasaki e Coy, Peptides 8: 119-121
(1987); Coy e al., id.). Depois de se agitar durante 1 hora,
verifica-se que a mistura de resina é negativa a eraccdo com
nihidrina (1 min.), indicando a completa derivagdo do grupo

amino livre.

_15-.
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Os amino 4dcidos seguintes (1,5 mmole) s3o
entdo sucessivamente reunidos em presenca de diisopropilcar-
bodiimida (1,5 mmole) e a resina de amino 4cido resultante &
ciclada através de fases de lavagem/desbloqueamento (a) a (f)
pelo mesmo processo indicado acima: Boc-Gly (Boc-Gly é acres
centado sob a forma de um excesso de 6M do p-nitrofenilester)
Boc-Phe, Boc-Phe, Boc-Gln, Boc—-Gln, (Boc-Gln é acrescentado
sob a forma de um excesso 6M do p-nitrofenilester), Boc-Pro,
Boc-Lys, Boc-Pro e Voc-Arg. A resina completa é ent3o lavada
com metanol e secada ao ar.

A resina acima descrita (1,6 g, 0,5 mmole)
é misturada com anisolo (5 ml) e fluoreto de hidrogénio ani-
dro (35 ml) a 0¢C e agitada durante 45 min. 0 excesso de flug
reto de hidrogénio é evaporado rapidamente sob uma corrente
de azoto seco e o péptido livre é precipitado e lavado com
éter. O péptido bruto é dissolvido num volume minimo de 2 M
dcido acético e purificado numa coluna (2,5 x 90 cm) de
Sephadex G-25 que é eluida com 2 M de 4cido acético, segui-
do por cromatografia preparatdria a press3o média numa colu-
na (1,5 x 45 cm) de silica Vydac Cig (10-15 pm) que é eluida
com gradientes lineares de acetonitrilo em dcido trifluoro-
acético a 0,1% utilizando-se um controlador de graduacdo
Eldex Chromatrol (ritmo de fluxo 1 ml/min.). Onde necessdrio
os andlogos s#o ainda mais purificados por recromatografia na
mesma coluna, com ligeiras modificagBes ds condic¢Bes de gra-
duagdo quando necessdrio. A homogeneidade dos péptidos foi
avaliada por meio de cromatografia de camada fina e cromato-
grafia liquida analitica de fase invertida a alta pressio e
a pureza foi de 977 ou superior. A andlise de amino 4cidos
forneceu os rdcios esperados de amino dcidos. A presenga do
vinculo péptido reduzido foi demonstrada por meio de espectrg
metria de massa por bombardeamento atémico rdpido. cada um
dos andlogos forneceu uma boa recuperacfio de ifio molecular
correspondente 3 massa molecular calculada.

Um residuo de estatina, AHPPA, ACHPA, P -ami

- 16 -
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no acido ou y;amino dcido é adicionado da mesma forma que um
residuo de alfa-amino 4dcido natural, por meio de acrescenta-
mento sob a forma de um Boc-amino 4cido. A estatina ou a
Boc-estatina podem ser sintetizadas de acordo com o processo
de Rich e al., 1978, J.Org.Chem. 43; 3624; Rich e al. (1988)
J.0rg.Chem. 53:869; e Rich e al., J-Med.Chem. 23:27. AHPPA
pode ser sintetizada de acordo com o processo de Hui e al.,

1987, J.Med.Chem. 30:1287. ACHPA pode ser sintetizada de acor

do com o processo de Schuda e al., 1988, Journal of Organic
Chemistry 53:873. Amino dcidos Boc-reunidos sintéticos podem
ser obtidos junto de Nova Biochemicals (Suiga), Bachem (Tor-
rance, Californis) e CalBiochem (San Diego, California).

Outros compostos podem ser preparados conforme
acima e ensaiados quanto & sua eficdcia como agonistas ou an
tagonistas no seguinte programa de emsaio.

Fase 1 - Libertacdo da Amilase dos Acinos Pancredticos

A SP estimula a libertag¢8o da amilase nos 4ci-
nos pancredticos. A estimulac3o ou inibig3o da libertacdo da
amilase pelos dcinos pancredticos é utilizada como uma medi-
da de, respectivamente, a actividade agonista ou antagonista
de um péptido. Acinos dispersos do pancreas de uma nimal s3o
suspensos em 150 ml de solucdo de incubag3o normalizada. A
libertagdo da amilase é medida conforme anteriormente descri
to (Gardner e al. (1977) J.'Physiol. 270:439). A actividade
da amilase é determinada pelos processos de Caska e al. (Ces
ka e al. (1969) Glin.Chim.Acta. 265:437 e Ceska e al. (1969)
Clin.Chim.Acta. 26:445) utilizando-se o reagente de Phadebas
A libertag3o da amilase é calculada como a percentagem da
actividade de amilase nos dcinos no inicio da incubag¢fo, que
foi libertada para o meio extracelular durante a incubagio.

125

Fase 2 - Inibic83o Competitiva do Vinculo I-Bolton-Hunter-

SP

125 125

A ligacdo da I-Bolton-Hunter-SP (~“~I-BH-SP)
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aos dcinos pancredticos sispersos é medida conforme descrito
anteriormente (Jensen e al. (1984) Biochem.Biophys.Acta

804:181 e Jensen e al. (1988) Am.J.Physiol.254:G883). As in-

1251 -BH-SP e 0,1 % de bacitracina

em tampdo de incubagdo normalizado e estiveram durante 30 mi
125

cubag¢les contem 0,125 nM

nutos a 372C. A ligacd3o n3o saturdvel da I-BH-SP € a quan

tidade de radioactividade associada com os dcinos quando a

incubag¢do contem 0,125 nM 125

I-BH-SP mais 1lpM de SP nZo mar-
cada. Todos os valores fornecidos sdo para a ligac¢3o saturd-
vel, isto é, ligag8o medida apenas com a 1 I-BH~-SP (ligacdo
total). Em todas as experiéncias a ligag¢#o ndo saturdvel foi

{30% .da ligacdo total.

125

Fase 3 - Inibic83o Competitiva da Fixacdo da I-[Tyr%] Bom-—

besina -

1251—[Tyr%] bombesina (2200 Ci/mmol) é prepara

da utilizando-se uma modificagdo do processo descrito anteri
ormente (Jensen e al. (1978).Pro.Natl.Acad.Sci.USA 75:6139)
Iodo-Gen (mg) é dlssolv1do em 5 ml de clorofdérmio e 5pl de
KH,PO,, (pH 7,4), 6 pg [Tyr ]bombe51na em 5 pl dessa solugdo
(1 pg de Iodo-Gen) s3o transferidos para um frasco sob uma
corrente de azoto. AdlClona-se a esse frasco 50 pl de K0, PO,
(pH 7,4) , 6 pg [Tyr ]bombe31na em 5 pl de d4gua e 1 mCi
Na125
4eC, altura em que a mistura de iodizac¢3o é adicionada a um
frasco de 1 M ditiotreitol e incubada a 80°C durante 60 min.

I é adicionado, misturado e incubado durante 6 min a

A mistura de iodizag@o é ent3o carregada num cartucho Sep-Pa
e eluida com 0,25 M de fosfato de tetra-etilamdénio (TEAP)
seguido por acetonitrilo-0,25 M TEAP 50% (vol/col). A 1251-
—[Tyr%]bombesina é purificada utilizando-se cromatografia

liquida de fase invertida de alto rendimento (HPLC) e eluidal

Resultados das Andlises dos Péptidos Ensaiados

Um certo numero de andlogos da substidncia P ou
da espantida antagonista de substdncia P, cada um deles con-

tendo um vinculo n3o péptido, podem ser sintetizados e ensai,

- 18 -
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dos num ou mais dos ensaios descritos nas Fases 1-3 acima
descritos. A estrutura da substf@ncia P é Arg-Pro-Lys-Pro-Gln
—Gln~Phe—Gly—Leu—Met—NH2. A espantida é um andlogo da SP. A
estrutura da espantida é D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe
-D-Trp-Leu-Leu—NHz. A estimulagdo ou inibigdo da libertacgdo
da amilase de 4cinos pancredticos dispersos foi utilizada co
mo ensaio para actividade agonista ou antagonista da SP res-
pectivamente. A uma concentragdo de 10 uM, 9 de 10 mpseudo~

péptidos derivados da espantida n#o conseguiram estimular a

libertagdo da amilase quando presentes isoladamente (Quadro

2). Um péptido, Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe- GlyL[CHZ—NE
Leu-Leu—NHz. (10 pM) tinha uma actividade agonista que pro-

vocava um aumento de 3 vezes na libertacfo da amilase (Qua-

dro 2). Cada um dos 9 pseudopéptidos sem actividade agonista
foi examinado quanto a actividade como antagonista da SP. A

uma concentrag¢io de 10 uM, cada um .dos andlogos pseudopépti-
dos derivados da espantida inibiram a libertagd@o 1 nM-SO-es-
timulada da amilase .(Quadro 2). Tré&s pseudopéptidos SP, Arg
-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe4Phe-Gly-LeuL[CHz—NH,]Leu—NHZ, Arg-

-Pro-—Lys-Pro-Gln—Gln-Phe-—PheL['CHZ-NH_]Gly-Leu-Leu-NH2 e Arg-
—Pro—-Lys—Pro—Gln—Gln—L[EHZ—NH,]Phe—Phe--Gly-—Leu—Leu—NH2 cau-

saram inibic¢8o (Quadro 2).

As capacidades relativas de cada um dos pépti]
dos para inibir a libertac#o estimulada pela SP da amilase,
foi determinada pelo efeito da dose de péptido sobre a amila
se. Foram efgctuados estudos dose inibi¢Ho para cada um dos

9 pseudopéptidos, utilizando-se uma concentragdo de SP (1nM)

que provoca uma estimulagfo semi-mdxima. (Fig. 1). Os resul-

tados para os 5 pseudopéptidos derivados da espantida estdo
representados na Fig 1, painel da esquerda. D-Arg~-Pro-Lys-
—Pro~-Gln-—Gln--D—Trp—Phe-D—Trp-LeuL['CHZ—NH_]Nle--NH2 foi equi-
potente relativamente a espantida, provocando uma inibigdo
detectdvel a 0,03 uM e inibig3o semi-mdxima a 1,8 pM (Quadro
3). D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp" [CH,-NH JLeu-
—Nle—NH2 foi duas vezes menos potente (IC503,5 uM. Quadro 3)

- 19 -
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do que a espantida. D—Arg-Pro—Lys-Pro—Gln-GlnL[CHZ—NH]D-Trp-
-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH, foi 2,6 vezes (ICg5y 4,7 pM)menos poten
te do que a espantida. D—Arg-Pro-Lys-Pro—Gln—Gln—D-TrpL[CH24
-NI-I]Phe—D—Trp-Leu—Nle—NH2 foi 3,5 vezes (ICSO, 6,4-pM) menos
potente e D—Arg—Pro-Lys-Pro-Gln-Gln—D—Trp—PheL[CHZ-NH]D-Trp-
~Leu-Nle-NH, foi 17 vezes (ICSO’ 30 pM) menos potente do que
a espantida (Quadro 3).

Os resultados para os andlogos de pseudopépti
dos da SP estdo representados na Fig. 1 painel da direita.
Arg--Pro—Lys-Pro—Gln-Gln—Phe-Gly—LeuL['CHZ—NH]Leu—NH2 foi o de
rivado da SP mais potente provoncando uma inibig3o detectd-
vel a 0,3 pM de inibigdo semi-mdxima a 7,1 pM (Quadro 3, di-
reita). Arg—Pro-Lys—Pro—Gln—Gln-Phe—PheL[CHZ-NH7Gly-Leu—Leu—
-NH, e Arg—Pro—Lys-Pro—Gln—GlnL[sz—NH]Phe—Phe-Gly-Leu—Leu—
-NH, foram menos eficazes, provocando uma inibigHo detectdvel
a lo pM. Eles s3oj respectivamente, 7 vezes e 46 vezes menos
potente do que Arg-Pro-Lys-Pro—Gln—Gln—Phe—Phe-Gly-LeuL[CHZ—
—NHYLeu—NHZ (Quadro 3, direita). Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe
L[CHZ—NﬁfPhe-GIYfLéu—Leu-NHZ ndo. exibiu qualquetr actividade
inibitéria a concentrag¢des t3o elevadas como 30 pM (Fig. 1,
direita). O derivado mais potente do pseudopéptido antagonig
ta da SP foi a Arg—Pro-Lys—Pro-Gln-Gln—Phe—Phe-Gly—LeuL[CHZ-
—NHJLeu--NH2 (Fig. 1, Quadro 2).

Os efeitos inibitdrios do derivado do pseudo-
péptido antagonista da SP, Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-
-Gly—LeuL[CHZ-NHJLeu—NHZ, estdo representados na Fig. 2. Fo-
ram incubados d4cinos com concentragdes crescentes de SP. A
libertagdo da amilase foi detectdvel com 0,1 nM de SP , foi
semi-mdxima com 1 nM SP2 e foi mdxima com 10 nM (Fig. 2). A
adigdo de Arg-Pro-Lys—Pro-Gln—Gln—Phe-PherGly—LeuL[CHZ-NH]—
Leu-NH2 provocou um desvio paralelo para a direita na curva
de resposta & dose para a libertac3io de amilase estimulada
pela SP. 0 desvio foi proporcional & concentragfo de Arg-Pro
-Lys-Pro—Gln-Gln—Phe—Phe—Gly—LeuL['CHZ-NH]Leu—NH2 adicionada
mas ndo houve modifica¢des na resposta mdxima (Fig. 2). D-
-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu" [CH,-NH]Nle-NH,
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n

deram resulatdos semelhantes (dados n#o represnetados).

- A interacgd@o entre os andlogos derivados da
SP e da espantida com os receptores da SP dos 4cinos pancred
ticos foi medida pela capacidade de um péptido para inibir a

fixacgdo de 125

I-BH-SP aos dcinos. (Vér Quadro 3 e Fig. 3).
0Os pseudopéptidos derivados da espantida mos-
tram uma gama de potencias. D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-
-Phe-D-Trp-LeuL[CHZ-NH]Nle—NH2 é aproximadamente equivalente
em poténcia a espantida provocando uma inibigHo detectdvel a
0,03 uM e semi-mdxima a 2,2 pM (Fig. 3, esquerda, Quadro 3).
D—Arg—Pro-Lys—Pro—Gln-Gln-D—Trp—Phe—D—TrpL[CHZ—NH]Leu-Nle—
-NH, e D—Arg-Pro-Lys-Pro—Gln-GlnL[CHZ-NH]D—Trp—Phe—D—Trp—Leg
—Nle-NH2 sdo duas vezes menos potentes do que a espantida.
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp™[CH,-NH/ Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH
foi trés vezes menos potente (Ki, 6,3 pM) menos potente do
que a espantida. D—Arg—Pro-Lys-Pro—Gln—Gln—D—Trp—PheL[CHZ—NH
D-Trp-Leu-Nle—NH2 foi sete vezes (Ki, 14,7 pM) menos potente
do que a espantida (Fig. 3, Quadro 3).

Os pseudopéptidos derivados da SP mostram tam
bém uma variacdo de pot@ncias. Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-
—Phe-—Gly-LeuL['(IHZ--NH]Leu-NH2 provoca uma inibigdo detectdvel
a 0,1 pM e semi-mdxima a 3 pM. Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-
—Phe-GlyL[?ZHZ-NH]Leu—Leu-—NH2 é 1,5 vezes inferior em potén-
cia, Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe™/CH,-NH/Gly-Leu-Leu-NH, &
20 vezes menos potente e Arg-Pro—Lys—Pro—Gln-Gln—PheL[CHz—Ng
Phe-Gly-Leu-Leu-NH, e Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln"/CH,-NH/Phe-Ph|
—Gly—Leu-Leu—-NH2 sdo mais de 62 vezes menos potentes do que
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe~Gly-Leu’ [CH,-NH]Leu-NE, .

Ao contrdrio de andlogos de SP anteriormente
estudados os péptidos do invento s3o especificos para o re-
ceptor SP. Arg-Pro-Lys—Pro-Gln-Gln—Phe-Phe—Gly—LeuL[CHz-NH]—
Leu—NH2 foi ensaiado quanto & sua capacidade para inibir a

J libertacdo da amilase produzida por diversos secretagogos

pancredticos (Quadro 4). Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly
—LeuL['CHZ-NHJLeu—NH2 (20 uM) inibiu a libertacfio da amilase

<

]

[
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A

estimulada pela SP mas n3do alterou a libertacgd3o da amilase
estimulada pelas bombesina, CCK-8, carbacol, VIP, escretina,
CGRP A23187 ou TPA.

Os mais potentes receptores do antagonis
ta foram ensaiados quanto a sua capacidade para inibir a fi-
xacdo de 1ZSI.ZTyrlf]bombesina aos receptores de bombesina dos
dcinos pancredticos. A espantida inibia a fixac8o de 1255
-[Tyré] bombesina conforme anteriormente comunicado (Jensen
e al. (1988) Am;J.Physiol. 254:G883) produzindo inibigdo se-
mi-mdxima a 100 uM (Fig. 4). D—Arg—Pro-Lys—Pro-Gln-Gln—D—Tr%
—Phe—D—Trp-—LeuL['CHZ-NH]Nle—NH2 inibia a fixac#o da 125I£Tyr i
bombesina mas era 3 vezes menos potente do que a espantida
provocando a inibigHo semi-mdxima aos 10 pM (P<0,05 ao compa
rar-se com a espantida) (Fig. 4). Arg-Pro-Lys—-Pro-Gln-Gln-
-Phe—Phe—Gly-LeuL[CHZ-NH]Leu—NH2 ndo causou inibigHo detectd
vel até uma concentracgdio superior a 30 pM e tiveram um K, caj
culado de 300 + 20 pM. Espantida e D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln
-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu" [CH,-NH/Nle-NH, tinham uma afinidade in
ferior tripla a decupla para a inibigdo da fixagdo da 1251—
1257 _pg-sp.

A capacidade do Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-

--Phe-Phe-—Gly-LeuL['CHZ-NHJLeu--NH2 para inibir a fixacdo da
125 '

[Tyr%] bombesina, quando comparada com a

I—[Tyré]bombesina foi 70 vezes inferior & sua capacidade
para inibir a fixacdo da 1291-pH-3p. '

Utilizac3o

O0s péptidos do invento podem ser adminis
trados a um mamifero, particularmente um humano, de uma das
formas tradicionais (por exemplo, oralmente, parentericamen-
te, transdermicamente ou através das mucosas, numa formula-
3o de libertagdo retardada que utiliza um polimero biodegra
ddvel biocompativel, ou por administrag3o local por meio de
micélios, geleias e lipossomas.

" 0s péptidos podem ser administrados a um
paciente humano numa dosagem de 0,5 pg/Kg/dia a 5 mg/Kg/dia.

- 22 -
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Quadro 1. Os cinco residuos carboxil-terminais de uma varie
dade de péptidos bioactivos.

Péptido . Sequencia carboxil terminal
Bombesina —Val-Gly—His—Leu—Met—NH2
Neuromedina-p —Thr-Gly—His-Phe-Met—NH2
Neuromedina-C -Val-Gly-His—Leu—Met—NHz
Litorina , -Val—Gly-His-—Phe-Met--‘IH2
Neuroquinina-A -Phe-—Val-Gly--Leu—Leu—NH2
Neuroquinina-B -Phe-Val—Gly—Leu—Met—-NH2
Substdncia P —Phe—Phe—Gly—Leu-Met—NH2

Sequéncia Taquiquinina Prototipica -Phe~X-Leu-Met-NH,
(onde X = a residuo amino
dcido ramificado alifético
ou aromdtico)

_23_-,
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Quadro 2. Efeito dos vdrios pseudopéptidos derivados da espo
amitida e da substdncia SP sobre a libertag3o basal e estimu
lada pela SP da amilase.

Libertagdo da Amilase (percent.to

Mod. 71-10000 ex. - 89/07

10

15

20

25

30

35

tal)

Péptido Adicionado Isolada SP (1 nM)
Nenhuma 3.4 + 0.5 6.6 + 0.
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe~ 3.1 + 0.7 4.3 + 0.5
Phe-Gly-Leu" [CH,~NH/Leu-NH,
(10uM)
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe~ 10.4 + 1.0 % NT-agonista
Phe-Gly" [CH,-NH/Leu-Leu-NH,
(10uM)
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe- 3.1 + 1.0 5.4 + 0.7 =
Phe® [CH,-NHJ Gly-Leu-Leu-NH,
(10 pM) _
Arg—Pro-Lys—Pro-Gln~G1n-€“;f:'35811 6.7 6.4 + 0.3
Phe?[tﬂz;NH]Phe-Gly-Lég—Leu-
-NH, (10 pM) '
Arg—Pro—Lys—Pro-Gln—Gln—L[CHZ-B.1 + 0.9 6.1 + 1.0
—NH._ZPhe-Phe-Gly-Leu—Leu—NH2
(107puM) .
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D- 3.8 + 0.05 3.6 + 0.1 =
Trp-Phe-D-Trp-Leu” [CH,~NHT -
Nle—NHz (10.uM)
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D- 3.9 + 0.8 4.2 + 0.2 =
Trp-Phe-D-Trp" [CH,~NH]Leu-Nle-NH,
(10 uM)
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D~ 4.0 * 0.5 5.6 + 0.8 =
Trp—PheL[bHZ—NH]D—Trp-Leu-Nle—NHz
(16 uM) -
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D- 4.1 + 0.5 4.8 + 1.2 =
TrpL[CHz—NH]Phe-D—Trp—Leu—Nle—NHz
(10 uM)
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln—GlnL »7.3.8 + 0.3 4.5 + 0.8 =

{CH,-NH/D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH,

(107uM)

- 24 -
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Y
7

* significativamente menos do que apenas SP p 0,05

#x Significativamente maior do que nenhumas adigGes p <0,01
Os 4cinos foram incubados a 37°C durante 30 minutos com 1 nM
SP e 10 uM de concentragdes dos vdrios andlogos pseudopépti-~
dos de SP e espantida, tanto sés como em combinagdo. A liber
tacdo da amilase foi expressa como percentagem da actividade
da amilase em 4cinos no inicio da incubacfo que foi libertads
para o meio extracelular durante a incubagdo. Os valores sdo
mddias + 1SEM de pelo menos 5 experiéncias diferentes. Em ca
da experiéncia cada um dos valores foi determinado em dupli-
cado. Abriviaturas; NT-agonista = n3o tstado como antagonis-
ta porque era um agonista.
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Quadro 3. Capacidade dos SP, espantida e pseudopéptido para

inibir a fixacdo da 125I—BH—SP ou a libertagdo estimulada pe

la SP da amilase.

Inibigdo da Libegp
tacdo da Amilase
Estimulada por
I-BH-SP 1Nmsp

Fixacdo da

Péptido 125

Ki ou Kd(pM) ICSO (M)
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp- '
Phe-D-Trp-Leu-NH, (Espantida 2.1 + 0.6 1.8 + 0.1

D-Arg-Pro-Lys_pro-Gln-Gln-D-Trp-

Phe—D—Trp—LeuL[CHZ—NH]Nle-NH2 2.2 + 0.4 1.8 + 0.25
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-

Phe-D-Trp" [CH,-NH/Leu-Nle-NH, 3.6 * 0.7 3.5 + 0.6
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-

Phe® [CH,-NH/D-Trp-Leu-Nle-NH, 14.7 * 2.0 130 +'5.0
D-Arg—Pro-Lys-Pro—Gln-Gln-D—TrpL
[CH,-NH]Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH, 6.3 + 3.3 6.4 + 1.4
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln”

[CH,-NH/D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-

NH,” ' 4.3 + 1.1 4.7 + 1.3

Arg-Pro-Lys—~Pro-Gln-Gln-Phe-

Phe-Gly-Leu-Met-NH, (SP) 0.0025 + 0.0005  Nao-Agonista
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-

Phe-Gly-Leu™/CH,~NH/ Leu-NH, 5.3 + 0.3 7.1 + 0.9
Arg-Pro-Lys-Pro~Gln-Gln-Phe-

Phe—-GlyL['CHz-NH_JLeu-NH2 5.6 + 2.2 Mio-Agonista
Arg-Pro-Lys~-Pro-Gln-Gln-Phe

Phe™ [CH,~NH/Gly-Leu-Leu-NH, 61.3 +16.7 >30
Arg-Pro—Lys-Pro-Gln-Gln-PheL _ . _
[CHZ-NH]Phe-Gly-Leu—Leu—NHz 265.0 +89.0 >30

Ar —Pro—Lys-Pro-Gln-GlnL[CHz-

NH/Phe-Phe-Gly-Leu-Leu-NH, 310.0 +88.0 >30
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Libertagdo da Ami Leull, L10—11-SP

Escretagogo _ lase Isolada (ZO‘uM)
Nenhuma . C.T2.7 + 0.4 2.3 + 0.3
Substancia P (1 nM) 8.7 + 1.8 4.3 + 0.5
CCK-8 (0,1 nM) . - 19.7 * 4.2 21.6 + 4.9
Bombesina (0,3-nM) ~ = -14.8 + 4.1 14.3 + 3.1
.Carbacol (10 uM).- - 22.7 + 4.1 20.7 + 4.3
VIP (0,3 nM) - . 20.5 + 3.5 18.9 + 4.2
Escretina (0,1 uM)’ 18.9 + 3.6 18.8 + 4.1
CGRP (0,1 uM) 12.1 + 3.3 12.0 + 3.9
A23187 (0,1 uM) ) 9.9 + 1.5 11.6 + 1.6
TPA (0,1 uM) 32.2.+ 5.7 30.2 + 5.6

62.583
Ref: BIOMEASURE-BOMBESIN CIP8 (00537/009008)

Os valores s#o médias + 1SEM. 0S valores Kd para a SP sdo

obtidos da andlise Scatchard de estudos de fixag#3o da SP ro-

1254

tulada com , 0s valores Ki para agonista e antagonistas

125I=BH-—SP foram obtidos de acordo com

a equagdo: K, = (R/1-R) (SB/S+A) R é a fixagH3o saturdvel
i . §

de estudos de fixacd3o

observada da 51-BH-SP em presenga do antagonista (B) ex-
pressa como uma fraccdo da obtida quando B n#o estd presentef
1251 _py-sp (0,125 nM). B é a concentra
¢30 de antagonista, S é o Ky da SP determinada pela andlise
de Scatchard. N3o agonista = péptido n#o testado quanto a

A é a concentragfo de

actividade de inibig#o devido & actividade agonista quando
presente isolado.

Quadro 4. Capacidade do
Arg—Pro—Lys—Pro-Gln—Gln-Phe—Phe-—Gly-LeuL[CHZ--NH]Leu—NHz pa-
ra afectar a libertag3o da amilase estimulada por vdrios es-
cretagogos. .

(Percent Total)

* Significativamente menos do que apenas o escretagogo p
< 0,001
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Os dcidos foram incubados durante 30 minutos a
27°2C com diversos escretagogos isolados ou com Aré—Pro-LYS*
Pro—Gin—Gln—Phe—Phe-Gly-LeuL[sz—NH]Leu—NHZ. Em cada experi-
éncia, cada um dos valores foi determinado em duplicado e os
resultados fornecem médias + 1SEM de pelo menos quatro expe-
riéncias diferentes. Abreviaturas: CCK-8, COOH- octapéptido
terminal de colecistoquinina; VIP, péptido intestinal vaso-
constritor, respectivamente; CGRP, péptido relacionado com o
gene da calcitonina; A23187 e TPA, 1,2-o-tetradecanoilofor-
bol-1,3~acetato. '

~-REIVINDICAGOES-

12, - Processo para a preparag¢io de péptidos
terap@uticos, caracterizado pelo facto de estes serem andlo~
gos a subst@ncia P que ocorre naturalmente e é biologicaments
activa, tendo uma localizag3o e uma localizacdo de fixagdo
do referido péptido a um receptor numa célula alvo, tendo o
referido andlogo uma das seguintes modificacdes: (a) um vin-
culo ndo péptido em vez de um vinculo péptido entre um resi-
duo de amino 4cido da referida localizag3o activa e um resi-
duo de amino dcido adjacente, (b) um residuo de estatina ou
AHPPA ou ACHPA ou P-amino ou y-amino dcido, em lugar de dois
residuos de amino 4¢éido gerados naturalmente da referida lo-
calizag8o activa, (c) um apagamento de um residuo de amino
dcido no interior da localizagHo activa e uma modificagdo de
um residuo de amino dcido fora da localizag3o activa, ou (d)
a presenga de um residuo N-terminal de amino 4cido do referi
do péptido biologicamente activo, gerado naturalmente.

28_, - Processo para a preparagdio de péptidos
terap8uticos, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo facto de o referido andlogo ser capaz de se ligar ao re
ferido receptor, de forma a poder actuar como um inibidor
compatitivo do referido péptido que ocorre naturalmente, por
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meio da ligacgdo ao referido receptor e, em virtude de uma dasg
modificagBes referidas, sem apresentar in vivo a actividade
do referido péptido natural.

38, - Processo para a preparacgdo de péptidos
terap@uticos, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo facto de a referida localizagdo activa do referido pépti
do linear ser na metade carboxil terminal do referido péptid$
linear, tendo o referido péptido linear uma ou mais das se-
guintes modificagdes: (a) um vinculo n3o péptido em vez de un
vinculo péptido entre um residuo de amino dcido da referida
localizag8o activa e um residuo de amino 4dcido adjacente, (b
um residuo de estatina ou AHPPA ou ACHPA ou p-amino dcido ou
y~-amino 4cido em lugar de dois residuos de amino dcido natu-
ralmente gerados da referida localizagd3o activa, (c¢) um apa-
gamento de um residuo de amino 4cido na localizagdo activa ef
uma modificac3o de um residuo de amino 4cido fora da locali-
zag3o activa, ou (d) a presenca de um residuo N-terminal de
amino dcido que n3o seja o residuo N-terminal de amino &cido
natural do referido péptido biologicamente activo que ocorre
naturalemnet.

42, - Processo para a preparacdo de péptidos
terapéuticos, de acordo com a reivindicag8o 1, caracterizado
pelo facto de a referida localizag8o activa do referido pé-
ptido linear ser na metade terminal carboxil do referido pé-
ptido linear, tendo o referido péptido linear uma ou mais
das seguintes modificagSes: (a) um vinculo n3o péptido em
vez de um vinculo péptido entre o residuo carboxil terminal
do amino 4cido e o residuo de amino 4cido adjacente, ou (b)
um residuo de estatina ou AHPPA ou ACHPA ou B-amino adido
ou y-amino dcido em lugar dos residuos carboxil terminal e
amino 4cido adjacente de ocorréncia natural.

52, - Processo para a preparagdo de pépti-
dos terap&uticos, de acordo com a reivindicagdo 1, caracteri
zado pelo facto de ser um andlogo da substdncia P biologica-
mente activa que ocorre naturalemnet, tendo o referido andlo

go uma das seguintes modificagBes: (a) um vinculo n3o pépti-
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do em vez de um vinculo péptido entre um residuo de amino
dcido da referida localizagdo activa e um residuo de amino
dcido adjacente, ou (b) um residuo de estatina ou AHPPA ou
ACHPA ou B-amino dcido ou y-amino dcido em lugar de dois re-
siduos de amino &cido naturalmente gerados da referida loca-
lizacd3o activa.

62, - Processo para a preparagido de péptidos
terapéuticos, de acordo com a reivindicagdo 5, caracteriza-
do pelo facto de o referido andlogo ser pelo menos 257 homd-
logo com a subst@ncia P que ocorre naturalmente.

78. - Processo para a preparagdo de péptidos
terapéuticos, de acordo com a reivindicac8o 5, caracterizado
pelo facto de o referido andlogo ser pelo menos 50% homdlogo
com a subst8ncia P que ocorre naturalmente .

82. - Processo para a preparagio de péptidos
terapéuticos, de acordo com a reivindicagfo 5, de férmula:

R 8 10 11

> at- AZ-A3-A‘*—A5-A6—A7-T-IH-CO-Ag-NH—tH—RS—li6Hevl

kg Ry

caracterizado pelo facto de

Al = isémero D ou L de qualquer um dos amino 4dcidos Arg,

Lys, ou Lys~- Q—NH-RZO (em que Roo é qualquer um de H, Ci-12

alquilo, C7_10fenilalquilo, COE10 (em que E10 é Cl_zoalquilo
Cq_ggalcenilo, C4_s4alquinilo, fenilo , naftilo ou Cs_10fe-

n%lalquilo), ou Cl—C12 acilo); ou estd anulado;

A

A3

ou Lys- €—NH--R22 (em que Rys é qualquer um de H, Cl_lzalquilc

isémero D ou L de amino dcido Pro; ou estd anulado;

isémero D ou L de qualquer um dos amino 4dcidos Lys,

C7_10fenilalquilo, COE, (em que E1g é C;-9palquilo, C3_9gal
cenilo, C3_20alquinilo, fenilo, naftilo, ou C7_lofenilalquil<
ou G;-C;, acilo); ou estd anulado;

4

A = iséemro D ou L de amino 4cido Pro; ou estd anulado;

AS = iséemro D ou L de qualquer um dos amino 4dcidos Asp,
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15 060 19d
"
Py /‘

Gln, B-Nal, Trp, Phe, o-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OHj
ou CH3), p-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OH,.ou CH3); ou
estd- anulado;

A6 = isémero D ou L de qualquer um dos amino &4cidos Ala,
Arg, Ser, Pro, Gln, pGlu, Asn, B-Nal, Trp, Phe, o0-X-Phe (em
que X = F, Cl, Br, NOZ’ OH ou CH3);

A7 = isémero D ou L de qualquer um dos amino dcidos Val,
Thr, Phe, Trp, B-Nal, o-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OH
og CH3) ou p-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OH ou CH3);

A
um dos amino 4cidos Gly, Val, Trp, B-Nal, Phe, p-X-Phe (em
que X = F, C1, Br, NO,, OH ou CH3) ou p-X-Phe (em que X = F,
Cl, Br, NOZ’ OH, ou CH3;

A9 = isémero D ou L de qualquer um dos amino 4cidos Sar,
His, Gly, Trp, B-Nal, Phe, o-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,
0H, ou CH3), ou p~X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,, OH, ou
CH,);

Al = grupo identificador do isémero D ou L de qualquer
um dos amino 4cidos Trp, 2-Nal, Leu, Nle, Ala, ciclohexil-Ala
Val, Ile, Met, Gly, Phe, 0-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO,,
OH ou CH3), ou p-X-Phe (em que X = F, Cl1l, Br, NO,, OH, ou
CH,); ' _

Ali = grupo identificador do isdmero D ou L de qualquer
um dos amino &cidos Trp, B-Nal, Leu, Nle, Ala, Val, Ile, Met
Gly, Phe, o-X-Phe (em que X = F, Cl, Br, NO, , OH ou CH3), ou
p-X-Phe (em que X = F,Cl, Br, NO,, OH, ou CH3); ou estd anu-
lado; o ‘

cada um dos Rl e R2 é, independentemente, qualquer um de H,

= grupo identificador do isémero D ou L de qualquer

Ci-19 alquilo, C4_;4 fenilalquilo, COE;, (em que Eqp é C3_90
alcenilo, C3__20 alquinilo, fenilo, naftilo ou C7—10 fenilal-
quilo, (l—C12 acilo, ou estd anulado e R1 e R2 estdo ligados
ao dtomo de a-amino azoto do amino dcido N-terminal do refe-
rido péptido, desde que, quando um dos Ry ou R2 seja COElA'
o outro seja obrigatoriamente H, R3 é H ou Cl_12 alquilo; al
quilo; Rg é qualquer de CHZIO-(CHZ)nl—VZ, CH,-NH, CH,-S,
CHZ-CH2 CHZ-CO, ou CO—CH2 em que V~ é qualquer um dos
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—C—O—R7 ou

(em que cada R;,;Rg e Ry é, independentemente, II, Ci.1g alqus
lo, C7_10 fenilalquilo, C7_lofenilalquilo, ou Clz_zo'naftil-
alquilo); nl é ou 1 ou 0; e Z10 é ou H ou 0OH); Rg d Coue
vt é qualquer um de

11

@ I
-C-0-R, - -C-N

////’
10 ﬂ\\\\\

R
Ry

ou anulado (em que cada RlO'Rll e Rqyy é, independentemente,
H, C1—12 alquilo, C7—10 fenilalquilo, ou 012220 giftilalqui-
lo); desde que, onde Rs seja CHZlO-(CHz)nl—V ,» A77, ReH e Vi
estejam obrigatoriamente anulados; desde ainda que, onde Al
R6H e Vl estejam anulados, R5 seja obrigatoriamente CHZlO-

(CHz)n}-Vz; desde ainda que, quando A5 seja ASP, A6 seja
7 11

4

Ser, A" “seja Phe, A8 seja Val, A9 seja Gly, A10 seja eu, A
seja Leu e R5 seja CHZNH, pelo menos um dos Al, Az, A3 ou A
estaja obrigatoriamente presente; ou um seu sal farmaceutica
mente aceitdvel. '

98, - Processo para a preparagio de péptidos
terapéuticos de acordo com a reivindicagd3o 5 de férmula:

26 27 28 29 30 31

14:25 A E A A A

- 53H‘Rs4'L5SH‘Rse"Rs7H'R58‘ 59H‘Reo‘L61H"R6zH'LesH‘R64‘R6sH"
10

v
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caracterizado pelo facto de:

= isémero D ou L de qualquer um dos amino &4cidos
Arg, Lys, ou Lys- -NH-Rg, (em que Rgg é qualquer um de H,
Cl—ZO alquilo, C7-10 fenilalquilo, COE20 (em que EZO é Cl—ZO
alquilo, C3_20 alcenilo, C3_Zoalquinilo, efnilo, naftilo ou
Cs_10 fenilalquilo), ou Cl—C12 :@acilo); ou estd anulado;
&22

isémero D ou L do amino 4cido Pro; ou estd anulag
do _
A23 = igdémero D ou L de qualquer um dos amino écidos'
Lys, ou Lys- -NH-Rg, é qualquer um de H, C1-12 alquilo, C7_1(
fenilalquilo, COE,, (em que Eoy é C1-20 alquilo, C3.90 alqui+
nilo, fenilo, naftilo, ou C7_10 fenilalquilo), ou Cl-C12 acit
lo); ou estd anulado; ’

A24 = isémero D ou L do amino dcido Pro; ou estd anu-
lado; 7
A25 = grupo identificador do isémero D ou L de qual-

quer um dos amono 4dcidos Asp, Gln, »-Nal, Trp, Phe, o-X-Phe
(em que X = F, C1, Br, NO,, OH ou CH3); ou estd anulado;

A26 = grupo identificador do isdmero D ou L de qual-
quer um dos amino 4cidos Arg, Sar, Pro, Gln, pGlm, Phe, Trp,
ciclohexil-Ala ou Asn;

A27 = grupo identificador do amino dcido D-Trp; ou o

grupo identificador do isdémero D ou L de qualquer um dos Leu
Phe, ou ciclohexil=-Ala; ou estd anulado; '

A28 = grupo identificador do isdémero D ou L de qual-
quer um dos amino 4dcidos Val, B-Nal, Phe, o-X-Phe (em que X
= F, Cl, Br, NOZ’ OH, ou CH3), ou p~X-Phe (em que X = F, Cl,
Br, NOZ’ OH, ou CH3); ou estd anulado; ' ‘

A29 = grupo identificador do amino dcido D-Trp; ou o

grupo identificador do isémero D ou L de qualquer um dos Leu
Phe, ou ciclohexil-Ala;

A30 = grupo identificador do isdémero D ou L de qual-
quer um dos amino 4cidos Leu, Nle, Ala, ciclohexil-Ala, Val,
Ile, Met, Gly, Phe, Trp, P -Nal, o-X-Phe (em que X = F, Cl1,

Br, NOZ’ OH ou CH3), ou p~X-Phe (em que X = F, Cl1, Br, NOZ’
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OH, ou CH3) ou estd anulado;
31 = grupo identificador do isdmero D ou L de qual-
quer um dos amino adidos Trp, ©B-Nal, Leu, Nle, Ala, Val, Ild
Met, Gly, Phe, o-X-Phe (em que X = F, C1, Br, NO,, OH ou CH3)
ou p-X-Phe, (em que X'= F, Cl, Br, NO,, OH, ou CH3); ou esté
anulado;
cada R51 e RSZ’ independentemente, é qualquer um de H, Cl-lZ
alquilo, Cs_10 fenilalquilo, COE,, (em que Eoy é Ci_gqp alce-
nilo, C 3 -20 alquinilo, fenilo, naftilo, ou'c7_lo fenilalqui-
lo), €,-C;, acilo, ou estd anulado, e Rgy @ Rgy estdo ligadod
ao atomo a-amino de azoto de amino 4dcido N-terminal do refe
rido péptido , desde que, quando dos Rg; ou Re, é COEy,, ©
outro seja obrigatoriamente H; R53 é C, ou estd anulado; cadd
um dos RSS e R61’ independentemente, é C; cada um dos Ress
59, 63’ R65’ independentemente, é ou C ou anulado; R54
CO-NCH4, ou estd anualdo; cada um dos Rse © Ry, independentg
mente, é qualquer um de CO-NH, CHZZO—(CHz)nlO—CO—NH (em que
nl0 é ou 1 ou 0; e Z20 é ou H ou OH), CHZ-NH, CHZ-NH, CHZ-S
CHZ-CHZ, CHZ—CO, ou CO—CHZ; R58 é qualquer um entre CO-NR69
(em que Rgg é H ou C;_;, alquilo), CHZ,,-(CH,)n10-CO-¥H,
CHZ—NH CHZ-CHZ, CHZ-CO CO-CHZ, ou anulado; R6O é CO—NHizou
anulado, Res € qualquer um entre CO-NH, CHZZO-(CH )nl0-v
% -NH, CH -S, CH2 CHZ’ CH2 co, Co- CHZ’ ou anulado (em que

1 é ou de

==0
—_—C
=e]

-

[ ad

- -O-R7O ou ~-C-N

(em que cada R,,, R, e R-,, independentemente, é H, C
70 71 72

1-13%

quilo, C 7-10 fenilalquilo, ou C12-20 naftilalquilo); e V7~ é
qualquer um dos
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ou anulado (em que cada um dos R66' R67 e R68 independente-

mente, e H, C1 1 alquilo, C7__10 fenilalquilo, ou C12_20 naf-

56' Rsg Rgo
desde ainda que,

tilalquilo); desde que, pelo menos um dos R ou

R64 seja diferente de ou CO-NH ou CO—NR69;
onde A27, R57H e R58 estejam anulados, R56 seja obrigatoria-

mente CHZZO—(CHz) —CO—NH;desde ainda que, onde R

seja
n1028 58
CHZzéCHz)n1O—CO-NH! A™T, R5 g e R60 estejam obricatoriamente
anulados; desde ainda que, onde A", R59H e R60 estejam anulados; desde

ainda que, onde A?S, R59H e R60 estejam anulados, R58 seja obriqatoria—

mente CHZ..-(CH.,) -CO-NH; desde ainda que, onde R
20 2'n10 30 62
CHZZO-(CHz)n1O—CO—NH, AT, R63H e R64 estejam obrigatoriamen

te anulados; desde ainda que onde A30 . R63H e Rey estejam

2 31 65 10
64 2)n10-v s A, RR"H eV 21
estejam obrigatoriamente anulados; desde ainda gue, onde 2

seja

anulados, R62 obrigatoriamente CHZzO—(CH
ainda que, onde R seja CHZZO(CH
R65H e V10 estejam anulados, R64 seja obrigatoriamente

CHZ (CHZ)nm—V12 ou um seu sal farmaceuticamente aceitavell.

20"
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