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RESUMO

"COMPOSTOS ANTITUMORAIS A BASE DE KAHALALIDE F"

S&o proporcionados novos anadlogos de kahalali-

de F.
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DESCRICAO

"COMPOSTOS ANTITUMORAIS A BASE DE KAHALALIDE F"

AREA DA INVENCAO

A presente invencdo ¢ dirigida a novos compostos
de kahalalide antitumorais, em particular a analogos de
kahalalide F, a composicdes farmacéuticas que os contém e a
sua utilizacdo como agentes antitumorais, antivirais,

antifingicos e no tratamento da psoriase.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Os compostos de kahalalide s&do péptidos isolados
de uma espécie marinha de molusco herbivora do Haway,
Elysia rufescens e da sua dieta, a alga verde Bryopsis sp..
O kahalalide F estd descrito em Hamann, M. et al., J. Am.

Chem. Soc., 1993, 115, 5825-5826.

Os kahalalides A-G estdo descritos em Hamann, M.
et al., J. Org. Chem., 1996, 61, ©6594-6600: "Kahalalides:
biocactive peptides from a marine mollusk Elysia rufescens e

its algal diet Bryopsis sp.".

O kahalalide H e J estdo descritos em Scheuer P.
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J. et al., J. Nat. Prod. 1997, 60, 562-567: "Two acyclic

kahalalides from the sacoglossan mollusk Elysia rufescens".

O kahalalide O estd descrito em Scheuer P. J. et
al., J. Nat. Prod. 2000, 63(1) 152-4:"A new depsipeptide
from the sacoglossan mollusk Elysia omata and the green

alga Bryopsis species".

Para o kahalalide K, ver Kan, Y. et al., J. Nat.
Prod. 1999 62(8) 1169-72:"Kahalalide K: A new cyclic

depsipeptide from the hawaiian green alga Bryopsis

species"”.

Para descricgdes relacionadas, ver também Goetz et
al., Tetrahedron, 1999, 55; 7739-71746: "The absolute
stereochemistry of Kahalalide F"; Albericio, F. et al.

Tetrahedron Letters, 2000, 41, 9765-9769: "Kahalalide B.
Synthesis of a natural cyclodepsipeptide"; Becerro et al.
J. Chem. Ecol. 2001, 27(111), 2287-99: "Chemical defenses
of the sarcoglossan mollusk Elysia rufescens e 1ts host

Alga bryopsis sp.".

Dos compostos de kahalalide, o kahalalide F é o
mais prometedor devido a sua actividade antitumoral. A sua
estrutura ¢é complexa, compreendendo seis aminodcidos como
uma parte ciclica, e uma cadeia exociclica de sete amino-
dcidos com um grupo &cido gordo terminal. Originalmente o

kahalalide F foi descrito como tendo a estrutura(l).
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No WO 04035613 estd descrito que o composto de

4(S)-metil-hexilo com a seguinte férmula(ITI).
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A actividade do kahalalide F contra culturas 1in
vitro de células de carcinoma de pulmdo humano A-549 e de

carcinoma de c¢délon humano HT-29 estd descrita na EP 610
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078. O kahalalide F também demonstrou ter actividade
antiviral e propriedades antifungicas, para além de ser

util no tratamento da psoriase.

O WO 02 36145 descreve composicdes farmacéuticas
contendo kahalalide F e novas utilizacdes deste composto na

terapéutica do cancro.

O WO 03 33012 descreve a utilizacdo clinica em

oncologia de compostos de kahalalide.

A sintese e actividades citotdéxicas de compostos
de kahalalide naturais e sintéticos estd descrito no WO 01
58934. O WO 01 58934 descreve a sintese de kahalalide F e
também de compostos com uma estrutura semelhante em que a
cadeia de acido gordo terminal esta substituida por outros

4dcidos gordos.

H4 ainda necessidade de proporcionar mais com-
postos antitumorais, em particular mais compostos de

kahalalide com propriedades melhoradas.

SUMARIO DA INVENGCAO

Foram encontrados compostos andlogos de kahala-
lide com actividade Dbioldégica melhorada. A presente
invencdo ¢ dirigida a um composto com base na estrutura do

kahalalide F e que estd de acordo com a fédrmula 1,
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excepto quanto a identidade do aminocacido L-Orn na posicéao
8 que pode estar substituido por outro aminodcido natural
ou ndo natural, e/ou estar mascarado com um OU mais grupos

orgédnicos substituintes;

e composto esse que pode, opcionalmente, diferir também da

férmula 1 pela modificacdo do grupo acilo terminal.

Também ¢ aqui descrita uma composicdo farma-
céutica ¢ compreendendo um composto tal como definido
anteriormente e um transportador, veiculo ou diluente

farmaceuticamente aceitéavel.

Os compostos da presente invencdo podem ser
utilizados num método de tratamento de qualguer mamifero,
nomeadamente um ser humano, afectado por cancro, infeccéo
viral, infeccdo fungica ou psoriase que compreende a

administracdo ao individuo afectado de uma guantidade
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terapeuticamente eficaz de um composto tal como definido

acima.

Os compostos da presente invengdo podem ser
utilizados particularmente para o tratamento de doentes com
cancros refractdrios que ndo respondem favoravelmente a
outros tratamentos. Em particular, as composicdes desta
invencdo podem ser utilizadas depois de ter sido tentada

outra quimioterapia e que ndo funcionou.

E aqui descrito o tratamento de doentes afectados
com cancro da prbstata, cancro da mama, carcinoma hepato-
celular, melanoma, cancro colorrectal, cancro do rim,
cancro do ovario, cancro NSCL, cancro epitelial, cancro do

padncreas e tumores que sobre-exprimem o oncogene Her2/neu.

Também ¢é aqui descrita a utilizacdo de um
composto tal como definido acima no fabrico de um medi-
camento. Numa forma de realizacdo preferida o medicamento é
para o tratamento de cancro, psoriase, infeccdo viral ou

infeccdo fungica.

Também s&o aqui descritos kits compreendendo
recipientes separados contendo uma composicdo farmacéutica
compreendendo um composto tal como definido acima e um
agente de reconstituicdo. Também sdo descritos métodos de

reconstituicédo.
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DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

Foram identificados andlogos de kahalalide F que
apresentam um melhoramento significativo da actividade em
relacdo ao kahalalide F. A presente invencdo ¢ dirigida a
compostos com base na estrutura de kahalalide F e que ¢é de

acordo com a fdérmula 1,

?q.w (. D:Val €3
; MH

excepto quanto a identidade do aminoacido L-Orn na posicgédo
8 que estd substituido por outro aminodcido natural ou né&o
natural, e/ou estd mascarado com um ou mais grupos

orgadnicos substituintes;

e composto esse que pode, opcionalmente, diferir também da

férmula 1 pela modificacdo do grupo acilo terminal.

Aminoacidos exociclicos

O L-Orn pode ser substituida por D-Orn, ou por
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outro aminodcido natural ou ndo natural. Por exemplo, o L-
Orn pode ser substituido por um aminodcido natural, como a
lisina; ou por um aminodcido natural protegido, tal como
arginina ou lisina com um ou mais substituintes alquilo,
fenilo ou oligometileno, por exemplo N(Me),, N'(Me),-Arg,
N (Me, Ph), N' (Me),-Arg, N (CHy) 4, N' (Me),-Arg, N (CHy) 4,

N (CH,) 4s—Arg, NS(Me)3—LyS.

O L-Orn pode estar protegido. Por exemplo, o
grupo amino do L-Orn pode ter substituintes, nomeadamente
substituintes alquilo gque ©podem estar adicionalmente
substituidos, nomeadamente com grupos heterociclicos, por
NS

exemplo (CHN (CH5) 4,N'" (CH,) 4) -Orn; ou substituintes mais

complexos como em biotinilornitina ou Orn(NSTfa).
Aminoacidos Ciclicos

Também s&do aqui descritos compostos de férmula 1
em que um ou mails aminoacidos da cadeia ciclica foram
substituidos por outros aminodcidos naturais ou né&o
naturais, foram protegidos com grupos orgdnicos ou foram

removidos.

Estes compostos incluem os com 1, 2 ou 3

aminodcidos de substituicdo na cadeia ciclica.

S&o aqui descritos compostos de fédrmula 1 em que
um ou mais aminodcidos foram substituidos por outros

aminoacidos naturais ou ndo naturais, e/ou foram protegidos
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com grupos organicos, por exemplo o aminoidcido L-Phe na

posicdo 3.

S&o aqui descritos compostos de fédrmula 1 em que

0 L-Phe na posicédo 3 foi substituido ou protegido.

O L-Phe pode ser substituido por D-Phe, ou por
outro aminodcido natural ou ndo natural. Por exemplo, o L-
Phe pode ser substituido por um aminodcido natural, tal
como tirosina; um aminoacido substituido com algquilo, tal
como N-metiltirosina; um aminodcido substituido com arilo,
tal como 2-4cido amino-3-bifenil-4-il-propidbnico, &acido 2-
amino-3-naftalen-2-il-propidnico ou dcido aminofenil-
acético; um aminodcido substituido com heterociclilo, tal
como acido 2-amino-3-tiofen-2-ilpropidnico; ou um amino-
dcido ciclico em que o grupo amino ¢ parte de um hete-
rociclo, tal como é&cido 1,2,3,4-tetraisoquinolino-3-carbo-

xi1lico ou &cido octa-hidroisoindole-l-carboxilico.

S&o aqui descritos compostos em que o L-Phe pode
estar mascarado. Por exemplo, o anel fenilo pode estar
parcialmente ou completamente saturado, e pode estar
substituido com um ou mais substituintes. Os substituintes
do anel fenilo podem ser como indicado, mas de preferéncia
sdo halogéneo ou nitro. O grupo amino pode ter 1 ou 2
substituintes, nomeadamente alquilo tal como metilo,

especialmente 1 substituintes metilo.



PE1664093 - 10 -

Grupo Acilo Terminal

Para além da modificacdo dos aminoédcidos da
cadeia exociclica e/ou da parte ciclica, também pode haver

compostos que tém uma modificac&o no grupo acilo terminal.

Por exemplo, O grupo acilo pode compreender um ou
mais substituintes, especialmente grupos aromaticos,
heterociclicos ou carbociclicos que por sua vez podem ter
um ou mais substituintes, por exemplo pode ser um Jgrupo
benzoilo que pode ter um ou mais substituintes, um
fenilalcanoilo que pode ter um ou mais substituintes ou a
cinamoilo que pode ter um ou mais substituintes. Adicio-
nalmente, o grupo acilo terminal pode ser outro &acido gordo
tipicamente um &cido gordo saturado ou insaturado com 3 a
26 atomos de carbono, mais especialmente 12 a 20 atomos de

carbono.

Grupos tipicos para adopcdo em vez do grupo acilo

terminal na férmula 1 incluem:

- Cadeia alcanoilo linear com até 26 &atomos de
carbono e com um ou mais substituintes, especialmente
substituintes escolhidos de cicloalquilo opcionalmente
substituido tal como 4-metilciclo-hexilo; algquilo, espe-
cialmente algquilo de cadeia curta tal como metilo; arilo
opcionalmente substituido especialmente fenilo tal como
difluorofenilo; halogéneo tal como fluor até perfltor; oxo;

amino; ou imino.
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- Benzoilo opcionalmente substituido tal como ©
proéprio benzoilo, acido p-metilbenzoilo, acido P-

trifluorometilbenzoilo, piperoniloilo.

- Grupo arilalcenoilo de preferéncia com dois atomos
de carbono no alcenoilo especialmente um grupo cinamoilo

tal como p-trifluorometilcinamoilo.

Além disso, o grupo acilo pode estar substituido
por outro grupo acilo, de preferéncia de fédrmula R'CO-. R!
¢ como definido e com vantagem é alquilo, alcenilo, arilo,
heterociclilo ou carbociclilo, e pode estar ele proéprio

substituido.

Os compostos em gque o L-Orn na posicdo 8 foi
substituido ou mascarado podem adoptar outras modificacbes
preferidas, incluindo um grupo 4(S)-metil-hexilo ou outro

no grupo acilo terminal.

Os compostos em que o L-Phe na posicdo 3 foi
substituido ou mascarado tal como agqui descrito podem
adoptar outras modificagdes preferidas, incluindo um grupo
4(S)-metil-hexilo ou outro no grupo terminal da cadeia

lateral.

Exemplos de grupos substituintes incluem Ci1-Cig
alquilo, C,;-Ci3 alcenilo, Cy;-Ci3 alcinilo, arilo, grupos

heterociclicos, OR', SR', SOR', SO3R', NO,, NHR', N(R'),,
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NHCOR', N(COR'"),, NHSOyR', CN, halogéneo, C(=0)R', COR',
OC(=0)R' em que cada um dos grupos R' & seleccionado
independentemente do grupo que consiste em H, OH, NO;, NH;,
SH, CN, halogéneo, C(=0)H, C(=0)alquilo, COH,;, C1-Cis
alquilo substituido ou n&o substituido, C;-C;g alcenilo
substituido ou n&do substituido, C,-Ci;s alcinilo substituido
ou nédo substituido e arilo substituido ou n&o substituido.
Os substituintes halogéneo nos compostos da presente

invencdo incluem F, Cl, Br e I.

Os grupos alquilo tém um grupo hidrocarboneto
saturado linear ou ramificado incluindo, por exemplo,
metilo, etilo, isopropilo, isobutilo, t-butilo, heptilo,
dodecilo, octadecilo, amilo, 2-etil-hexilo, 2-metilbutilo,
5-metil-hexilo, 9-metil-3-decilo, e outros semelhantes,
particularmente grupos alquilo que tém uma ramificacdo com
um grupo metilo. Com vantagem o grupo alquilo é longo e tem
1 a 20 &tomos de carbono, mais tipicamente 1 a 15 ou 1 a 10
atomos de carbono, ou pode ser curto e tem 1 a 6 ou 1 a 3
dtomos de carbono. As cadeias carbonadas longas séo

candidatas para utilizacdo no grupo &acido gordo terminal.

Os grupos alcenilo e alcinilo preferidos nos
compostos da presente invencdo tém uma ou mais ligacdes
insaturadas e de 2 a 12 &4tomos de carbono, mais prefe-
rencialmente 2 a 8 &tomos de carbono, ainda mais preferen-
cialmente 2 a 6 4tomos de carbono, e mais preferencialmente
ainda 2,3 ou 4 A&tomos de carbono. 0s termos alcenilo e

alcinilo tal como aqui utilizados referem-se a grupos tanto
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ciclicos como ndo ciclicos, embora o0s grupos ndo ciclicos
lineares ou ramificados sejam geralmente mais preferidos.
De modo geral, alcilideno estd incluido em alcenilo, sendo

ambos substituintes com uma ligacdo dupla.

Os grupos arilo adequados nos compostos da
presente invencdo incluem compostos com um ou multiplos
anéis, incluindo compostos com anéis multiplos que contém
grupos arilo separados e/ou condensados. Os grupos arilo
tipicos contém de 1 a 3 anéis separados ou condensados e de
6 a cerca de 18 &tomos de carbono no anel. Grupos arilo
especificamente preferidos incluem fenilo, naftilo,
bifenilo, fenantrilo e antracilo substituidos ou néo

substituidos.

Os grupos acilo adequados incluem grupos
alcanoilo que tém de 2 a cerca de 12 &tomos de carbono,
mais preferencialmente de 2 a cerca de 8 atomos de carbono,
ainda mais preferencialmente de 2 a cerca de 6 &tomos de
carbono, mais preferencialmente ainda 2 &tomos de carbono.
Outros grupos acilo incluem alcenilacilo, alcinilacilo,

arilacilo, heterociclilacilo.

0Os grupos heterociclicos adequados incluem grupos
heteroarométicos e heterocaliciclicos. 0Os grupos hetero-
aromaticos adequados nos compostos da presente invencéo
contém um, dois ou trés heterodtomos seleccionados de
dtomos de N, O ou S e incluem, e.g., cumarinilo incluindo

8-cumarinilo, gquinolinilo incluindo 8-quinolinilo, piri-
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dilo, pirazinilo, pirimidilo, furilo, pirrolilo, tienilo,
tiazolilo, oxazolilo, imidazolilo, indolilo, benzofuranilo
e benzotiazole. Os grupos heterocaliciclicos adequados nos
compostos da presente invencdo contém um, dois ou trés
heterodtomos seleccionados de &tomos de N, O ou S e
incluem, e.g., grupos tetra-hidrofuranilo, tetra-hidro-

piranilo, piperidinilo, morfolino e pirrolidinilo.

Os grupos acima referidos podem estar substi-
tuidos em uma ou mais posicdes disponiveis por um ou mais

substituintes.

Os aminodcidos naturais incluem alanina, glicina,
valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, tirosina, tri-
ptofano, metionina, cisteina, aspartato, asparagina, &cido
glutamético, glutamina, lisina, arginina, prolina, serina,

treonina, histidina e hidroxiprolina.

Também se faz referéncia ao WO 0158934. Esse
texto anterior proporciona orientacdes que sédo aplicaveis

aos compostos desta invencéo.

As abreviaturas utilizadas na descricdo seguinte
para aminoadcidos e as designacdes de péptidos seguem as
regras da Comiss&o da IUPAC-IUB sobre Nomenclatura

Bioguimica em J. Biol. Chem., 1972, 247, 977-983.

Utiliza-se as seguintes abreviaturas adicionais:
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aliloxicarbonilo

N(CHz)4,N’ (CHy) s—Arg,

acido 2-amino-5-[ (dipirrolidin-1-il-

metileno)-amino]-pentandico

AM Acido maslinico

A0 Acido oleandlico

Bip Acido 2-amino-3-bifenil-4-il-propid-
nico

Boc terc-butiloxicarbonilo

BTFFH Hexafluorofosfato de Dbis(tetrametile-
no)-fluoroformamidinio

t-Bu terc-Butilo

Bza-0H Acido benzdico

Cha Ciclo-hexilalanina ou acido 2-amino-3-

ciclo-hexil-propidnico

p—-CF3:Bza-OH

Acido 4-trifluorometilbenzdico

p-CF3BzAc-0H Acido 3-(4-trifluorometilbenzil)acé-
tico

p-CFsCinn-0H Acido 3-(4-trifluorometilbenzil)acri-
lico

Resina de Cl-TrtCl

Resina de cloreto de 2-clorotritilo

Dha Acido 2-aminoacrilico ou didesidroala-
nina

7Z-Dhb Acido o, P-didesidro-a-aminobutirico

DIPEA N, N-diisopropiletilamina

DMF N, N-dimetilformamida

EDC.HC1 Cloridrato de 1l-etil-3-(3'-dimetilami-

no-propil)carbodiimida

Fmoc

9-fluorenilmetoxicarbonilo
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(continuacéo)

6, 6-dFHep-0OH

Acido 6, 6-difluoro-heptandico

3,5-dFPhAc-0OH

Acido (3,5-difluorofenil)acético

4-GuBut-0H Acido 4-guanidinobutirico

GI50 Inibidor do crescimento em 50%

HAPyU Hexafluorofosfato de 0O-(7-azabenzotri-
azol-1-11)-1,1,3,3-bis(tetrametileno) -
urédnio

HATU Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzo-
triazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametilurdnio

hCh Homociclo-hexilalanina ou &acido 2-
amino-4-ciclo-hexilbutirico

Hep-0H Acido heptandico

HOAC Acido acético

HOAt l-hidroxi-7-azabenzotriazole (3-
hidroxi-3H-1,2,3-triazolo-[4,5-
blpiridina)

HOBt l-hidroxibenzotriazole

Icos-OH Acido icosandico

LC50 Concentracdo letal em 50%

Lit-OH Acido litocélico

MeHex-OH Acido metil-hexandico

MoA Hexafluorofosfato de [ (tetrametileno)-

1H-1,2,3-triazolo[4,5-blpiridino-1-

ilmetileno]-N-metilmetanaminio

(c/t-4Me-cHexa)-0OH

Acido (cis/trans)-4-metilciclo-hexano-

carboxilico

p-MeBza-0OH

Acido 4-metil-benzdico
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(continuacéo)

N(Me),, N' (Me) ;-Arg

Acido 2-amino-5-(N',N',N",N"-tetrame-

til-guanidino)pentandico

N(CHy)s,N' (Me) ,-Arg

Acido 2-amino-5-[(dimetilamino-pirro-

lidin-1-il-metileno)-amino] -pentandico

MeOH

metanol

N(Me, Ph),N' (Me) ,-Arg

Acido 2-amino-5-(N',N',N'-trimetil-N"-

fenil-guanidino)pentandico

NMM N-metilmorfolina

Mst-0OH Acido miristico ou 4&cido tetradeca-
ndéico

NaT Acido 2-amino-3-naftalen-2-il-propié-
nico

Oct-0H Acido octandico

6-0Hep-0H Acido 6-oxo-heptandico

Oic Acido octa-hidro-isoindole-1-carboxi-
lico

[NS(CH—N(CHﬁ4— Acido 2-amino-5-[ (dipirrolidin-1-il-

N' (CHy)4) -Orn

metil)amino]pentandico

Phf-0OH Acido perfluoro-heptandico

Phg Fenilglicina ou acido aminofenil-
acético

(5R) -Ph-Pro Acido 5-(R)-fenil-pirrolidino-2-carbo-
xilico

Pip Acido pipecélico

Pipe-0H Acido benzo[l,3]dioxole-5-carboxilico

SPS Sintese em fase sdélida

Tfa trifluoroacetilo
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(continuacéo)
TFA Acido trifluoroacético
TFAA Anidrido trifluoroacético
TGI Inibicdo total do crescimento
Thi ala-[3-(2-tienil)] ou &cido 2-amino-3-

tiofen-2-il-propidnico

Tic Acido 1,2,3,4-tetraisoquinolino-3-car-
boxilico
Und-OH Acido undecandico.

Os simbolos dos aminoacidos indicam a configuracdo L salvo

indicacdo em contrario.

Exemplos de compostos desta invencdo incluem os

de férmula 1 em que héa:
- Glu ou Lys em vez de L-Orn na posicédo 8;

- Icos, (c/t)-4-Me-cHexa, Und, (4R)-MeHex, (4RS)-
MeHex, (4S)-MeHex, Oct, p-MeBza, Bza, p-CFs:Bza, 3,5-dFPhAc,
Pipe, p-CF3Cinn, p-CF3PhAc, Pfh, 6-0OHep, 6, 6-dFHep, 4-
GuBut, AM, AO ou C(=N(CHs),) em vez de 5-MeHex na posicéo

14, e Lys em vez de L-Orn na posicédo 8;

- N(Me),,N'(Me),-Arg, N(Me,Ph),N'(Me),-Arg, N(CHy)g4,
N' (Me),-Arg, N(CHp)s, N'(CH)s-Arg, N°(CHN(CH)s, N' (CHp)s)-
Orn, Ngﬂkﬂ3—Lys, Orn(NSTfa) ou Orn(Biot) em vez de L-0Orn
na posicdo 8, e opcionalmente (4S)-MeHex em vez de 5-MeHex

na posicédo 14.
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Os compostos da presente invencdo tém centros
assimétricos e por isso existem em diferentes formas
enantioméricas e diastereoméricas. E aqui descrita a
utilizacdo de todos os isdmeros obpticos e estereoisdmeros
dos compostos da presente invencdo, e das suas misturas, e
de todas as composicdes farmacéuticas e métodos de

tratamento que os utilizam ou os contém.

Os compostos da invencdo podem estar em forma
cristalina como compostos 1livres ou como solvatos (e.g.
hidratos) e é intencdo que ambas as formas estejam dentro
do dmbito da presente invencdo. 0s métodos de solvatacéo

sdo genericamente conhecidos na arte.

A presente invencdo também inclui os compostos da
presente invencéo, e o0s seus sals farmaceuticamente
aceitaveis, em gue um ou mais atomos de hidrogénio, carbono
ou outros Aatomos estdo substituidos pelos seus isdtopos.
Esses compostos podem ser Uteis como ferramentas para
investigacdo e diagndéstico em estudos de farmacocinética do

metabolismo e em ensaios de ligacédo.

Tal como aqgqui utilizados, os compostos desta
invencdo podem ser proporcionados como 08 seus derivados ou
pro-farmacos farmaceuticamente aceitédveis. Um "derivado ou
préo-farmaco farmaceuticamente aceitével" significa qualquer
sal, éster, sal de um éster ou outro derivado farma-
ceuticamente aceitdvel de um composto desta invencdo que,

por administracdo a um quem o recebe, ¢é susceptivel de
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proporcionar (directamente ou indirectamente) um composto
desta invencdo ou um seu metabolito ou residuo. Os
derivados e pré-féarmacos particularmente preferidos sédo os
que aumentam a biodisponibilidade dos compostos desta
invencdo quando esses compostos sdo administrados a um
doente (e.g., permitindo que um composto administrado
oralmente seja mais rapidamente absorvido no sangue),
melhoram a administracdo do composto mde a um dado
compartimento bioldgico, aumentam a solubilidade ©para
permitir a administracédo por injeccéo, alteram o)

metabolismo ou alteram a velocidade de excrecéo.

Os sais dos compostos da presente invencdo podem
incluir sais de adicdo de &cidos derivados de um azoto no
composto de fédrmula 1 ou 2. A actividade terapéutica reside
na unidade derivada do composto da invencgdo tal como aqui
definido e a identidade do outro componente tem menor
importdncia embora para fins terapéuticos e profilécticos
seja, de preferéncia, farmaceuticamente aceitavel para o
doente. Exemplos de sais de adicdo de &cidos farmaceu-
ticamente aceitédveis incluem os derivados de Aacidos
minerais, tais como o0s 4cidos cloridrico, Dbromidrico,
fosférico, metafosfdrico, nitrico e sulftrico, e &cidos
orgdnicos, tais como os &cidos tartérico, acético, tri-
fluoroacético, citrico, mélico, léctico, fumdrico, benzdi-
co, glicdlico, glucdnico, succinico e metanossulfdnico e
arilsulfénico, por exemplo p-toluenossulfdédnico. 0Os sais
preferidos incluem o sal trifluoroacetato e o sal clori-

drato.
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Os compostos da presente invencdo podem ser
preparados de acordo com O processo sintético descrito no
WO 01 58934, ou de acordo com o processo melhorado tal como
aqui descrito. Portanto também estd abrangido pela invencédo
um processo para a preparacdo de um composto de acordo com

a férmula 1.

Os passos chave do processo optimizado para uma
sintese mais econdémica e segura de kahalalide F e dos seus
andlogos sdo: (i) incorporacido parcial de Fmoc-D-Val-OH na
resina de clorotritilcloro-poliestireno para uma carga
inicial de 0,5 mmol/g; (ii) wutilizacdo como método de
acoplamento de DIPCDI-HOBt, em wvez de HATU-DIPEA, para a
incorporacédo sequencial dos aminodcidos e &cidos carbo-
xilicos alifaticos protegidos; (iii) passo de ciclizacéo
com DIPCDI/HOBt/DIPEA em CH,Cl,; estas condicdes evitam
duas reaccdes secundarias: epimerizacdo do residuo Val, que
estd envolvida na activacdo; e trifluoroacetilacdo do Phe
ou do seu substituinte; (iv) utilizacdo de dietil-ditio-
carbamato de sdédio apds a remocdo de Alloc para evitar a

presenca de Pd(0) no produto final.

A sintese é de preferéncia um processo sintético

em fase sdélida.

O processo sintético estd melhor ilustrado no

Esquema 1, que ¢é dirigido a formacdo dos compostos alvo.
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Esquema 1

Como ilustrado acima no Esquema 1, o processo
para a formacdo sintética de andlogos de kahalalide F pode
basear-se numa abordagem em fase sd6lida, ver por exemplo
Lloyd-Williams, P. et al. Chemical Approaches to the
Synthesis of Peptides and Proteins. CRC Press, Boca Raton
(FL), 1997 e seguida por modificacdes do método ja descrito
para a preparacdo de kahalalide F e alguns dos seus

anadlogos (WO 01 58934).
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O processo do Esquema 1 compreende 0s passos

sequenciais de:

(a) incorporacdo de Fmoc-DVal-OH numa vresina de

clorotritil cloro, formando uma ligacdo éster;

(b) alongamento da cadeia peptidica com trés ami-
noacidos [Dalle, DaThr (OH 1livre), Dalle] utilizando uma

estratégia com Fmoc/tBu;

(c) incorporacdo de [Val(l)] wutilizando uma estra-

tégia com Alloc/tBu;

(d) alongamento da cadeia peptidica com os restantes
aminodcidos e &cidos carboxilicos alifédticos utilizando uma

estratégia com Fmoc/tBu;

(el) incorporacdo do dipéptido Alloc-Phe-ZDhb-0H, que

foi combinado e desidratado em solucédo;

(e2a) alongamento da cadeia ©peptidica com dois
aminodcidos, de preferéncia Thr e Phe. O OH de Thr né&o esté
protegido e o grupo amina de Phe, ou do seu substituto,
estd protegido com Fmoc ou de preferéncia com Alloc; em
alguns casos se estéd protegido com Fmoc, este é removido e

é introduzido Alloc em fase sdédlida;

(e2b) desidratacdo em fase sdélida para dar o dide-

sidropéptido;



PE1664093 - 24 -

(f) remocdo do grupo Alloc/Fmoc de Phe, ou do seu
substituto, enquanto o péptido ainda estd ancorado ao

suporte sélido;

(g) clivagem do péptido com a cadeia lateral prote-

gida do suporte sdlido;

(h) ciclizacédo do péptido em solucédo;

(i) remocdo dos grupos protectores da cadeia lateral

lidbeis a TFA.

(jJ) Outras modificacdes de grupos funcionais em fase

de solucéo.

O processo pode portanto ser realizado como a

seguir:

Fmoc-DVal-OH ¢é incorporado de preferéncia numa
resina de clorotritil-poliestireno, ver Barlos, K.; Gatos,
D.; Schafer, W. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991,30, 590-
593, na presenca de DIPEA mantendo o nivel de substituicéo
de aproximadamente 0,5 mmol/g. A wutilizacdo de cargas
maiores leva a presenca de péptidos terminados no produto
final, ver Chiva, C.; Vilaseca, M.; Giralt, E.; Albericio,

F. J. Pept. Sci. 1999,5, 131-140.

Todas as proporcgdes de solventes sdo volume/vo-

lume salvo indicacdo em contrario.
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A remocdo do grupo Fmoc pode ser realizada com
piperidina-DMF (2:8, v/v) (1 x 2 min, 2 x 10 min). Os
acoplamentos de Fmoc-aa-0OH (4-5 equiv) e dos &cidos na
posicdo 14 podem ser realizados com DIPCDI-HOBt (gquan-
tidades equimolares de cada um deles em relacdo ao compo-
nente carboxilico) ou PyBOP-DIPEA (quantidade equimolar de
PyBOP e dobro da quantidade de DIPEA) em DMF ou DMF-tolueno
(1:1) durante 90 min. Apds o acoplamento sdo realizados
testes com ninidrina ou cloranil e se for positivo o
acoplamento é repetido nas mesmas condic¢des, caso contrario
0 processo ¢é continuado As lavagens entre o0s passos de
desproteccdo, de acoplamento e novamente de desproteccéo
podem ser realizados com DME (5 x 0,5 min) e CHyCl, (5 x 0,5
min) utilizando por exemplo de cada vez 10 mL de solvente/g

de resina.

A incorporacdo de Alloc-Val-OH (5 equiv) pode ser
realizada com uma quantidade equimolar de DIPCDI e 10% de

DMAP. Este acoplamento é repetido pelo menos duas vezes.

A remocdo do grupo Alloc pode ser realizada com
Pd (PPh3)s (0,1 equiv) na presenca de PhSiH; (10 equiv), ver
Gomez-Martinez, P.; Thieriet, N.; Albericio, F.; Guibe, F.
J. Chem. Soc. Perkin I 1999, 2871-2874, e lavagem da resina
com dietilditiocarbamato de sédio em DMEF 0,02 M (3 x 15

min) .

O dipéptido Alloc-Phe-ZDhb-OH (4 equiv), gque foi
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preparado em solucdo a partir de Alloc-Phe-OH e H-Thr-0tBu
com EDC.HC1l, e posterior desidratacdo e tratamento com TFA,
pode ser acoplado com DIPCDI-HOAt (4 equiv de cada) durante
5 h a de um dia para o outro. A utilizacdo de outros
reagentes de acoplamento baseados em HOBt, tais como HBTU
ou DIPCDI-HOBt, levou a incorporacdes incompletas do

dipéptido.

A desidratacdo pode ser realizada em fase sdélida
com EDC.HC1l (carbodiimida soltvel em &agua, 20 equiv) na
presenca de CuCl (12 equiv) em CH,Cl,-DMF (9:1) durante 7
dias. EDC.HCl/CuCl foi wutilizado por desidratacdo em
solucdo de um residuo de Thr num fragmento de Nisin
(Fukase, K.; Kitazawa, M.; Sano, A.; Shimbo, K.; Horimoto,
S.; Fujita, H.; Kubo, A.; Wakamiya, T.; Shibe, A. Bull.
Chem. Soc. Jpn. 1992, 65, 2227-2240) e em fase sdélida para
a preparacdo de didesidropéptidos a partir de Thr, Ser e
fenilserina (Royo, M.; Jiménez, J. C.; Lopez-Macia, A.;

Giralt, E.; Albericio, F. Eur. J. Org. Chem. 2001,45-48).

A clivagem do péptido protegido da resina pode

ser efectuada por TFA-CH;Cl, (1:99) (5 x 30 s).

O passo de ciclizacdo pode ser realizado com
DIPCDI/HOBt/DIPEA em CH,Cl,. Estas condicdes evitam duas
reacgdes secundérias: epimerizacdo do residuo Val, que esta
envolvido na activacdo, e trifluorocacetilacdo do Phe ou do

seu substituto.
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A desproteccdo final pode ser realizada com TFA-

H,O (95:5) durante 1 hora.

Entender-se-4 que a escolha particular de grupos
protectores ndo é critica, e que estdo amplamente dispo-
niveis outras escolhas. Por exemplo, 0s grupos do tipo Bzl
podem substituir tBu/Boc; Boc em vez de Fmoc; Fmoc em vez

de Alloc; resina Wang em vez de resina de clorotritilo.

Mais pormenores sobre a sintese estdo apresen-

tados nos exemplos.

O processo desta invencgdo pode ser realizado a
partir de materiais de partida de forma enantiocontrolada,
estereocontrolada e répida, tirando partido da metodologia
sintética em fase sdélida, em que a molécula em construcéo
estd ligada a um suporte insoltvel durante todas as

operacdes sintéticas.

As formulacdes farmacéuticas dos compostos da
invencdo podem ser adaptadas para administracdo por qual-
quer via apropriada, por exemplo pela via oral (incluindo
bucal ou sublingual), rectal, nasal, tépica (incluindo
bucal, sublingual ou transdérmica), vaginal ou parentérica
(incluindo subcuténea, intramuscular, intravenosa ou
intradérmica). Essas formulacdes podem ser preparadas por
qualgquer método conhecido na arte da farmdcia, por exemplo
por associacdo do ingrediente activo com o ou os veiculos

ou excipientes.
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As composicdes farmacéuticas preferidas dos com-
postos da invencdo incluem liquidos (solucdes, suspensdes
ou emulsdes) com composicdo adequada para administracéo
intravenosa, e podem conter o composto puro ou em combi-
nacdo com qualquer veiculo ou outros compostos farmacologi-
camente activos. Orientacdes adicionais relativas as
composicdes farmacéuticas podem ser encontradas no WO 02

36145.

Assim, wuma combinacdo de um tensoactivo néo
iénico e um &cido orgadnico ¢ adequada para utilizacdo com
um agente de volume para dar uma forma liofilizada de um
composto da invencdo adequada para reconstituicdo. A
reconstituicdo de preferéncia é realizada com uma mistura

de solubilizador emulsionante, alcanol e agua.

A composicdo liofilizada de preferéncia com-
preende sobretudo o agente de volume, tal como pelo menos

90% ou pelo menos 95% de agente de volume.

Exemplos de agentes de volume sdo bem conhecidos
e 1ncluem sacarose e manitol. Podem ser utilizados outros

agentes de volume.

O tensoactivo nédo idénico na composicdo liofi-
lizada ¢é de preferéncia um éster de sorbitano, mais
preferencialmente um éster de polietileno sorbitano, tal

como um alcanoato de polioxietileno sorbitano, especial-
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mente um monooleato de polioxietileno sorbitano, por
exemplo polissorbato 80. O tensocactivo nédo idnico tipica-
Q

mente constitui uma pequena % da composicdo, tal como 0 a

5% da composicdo, por exemplo 2 a 3 ou 4% da composicéo.

O 4&cido orgénico na composicdo liofilizada ¢é
tipicamente um &cido alifédtico, de preferéncia um é&cido
hidroxicarboxilico e mais preferencialmente um &cido hidro-
xipolicarboxilico, nomeadamente o &cido citrico. O &cido
organico tipicamente constitui uma pequena % da composicéo,

tal como 0 a 5% da composicdo, por exemplo 2 a 3 ou 4% da

composicéo.

A quantidade do composto da invencdo na compo-

o\

sicéo liofilizada é tipicamente inferior a 1%, ou
frequentemente menos do que 0,1% da mistura. Uma gquantidade
adequada situa-se na gama de 50 a 200 pg, por exemplo cerca

de 100 pg, por 100 mg da composicéo.

O solubilizador emulsionante para o agente de
reconstituicdo compreende com vantagem um éster de poli-
etileno glicol, nomeadamente um éster de um &cido gordo,
mais preferencialmente um oleato de PEG tal como oleato de
PEG-35. O solubilizador emulsionante & com vantagem 0 a 10%
do agente de reconstituicdo, tipicamente cerca de 3 a 7%,
por exemplo cerca de 5%. O alcanol é normalmente etanol e é
com vantagem 0 a 10% do agente de reconstituicdo, tipica-
mente cerca de 3 a 7%, por exemplo cerca de 5%. 0O restante
do agente de reconstituicdo é adgua e d& uma solucgdo recons-

tituida para injeccg¢do intravenosa.
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Pode ser apropriada uma maior diluicdo da solucédo
reconstituida com soro fisioldgico a 0,9% para perfusdo do
composto de kahalalide. O eguipamento de perfusdo adequado
de preferéncia inclui um recipiente de vidro, em vez de um

em polietileno. A tubagem é de preferéncia de silicone.

O agente de reconstituicdo preferido compreende
entdo 2 a 7%, por exemplo cerca de 5%, de solubilizador
emulsionante; 2 a 7%, por exemplo cerca de 5%, de &lcool; e

o restante de &agua.

As formulacdes podem ser apresentadas em reci-
pientes de dose unitédria ou de doses multiplas, por exemplo
ampolas e frascos selados, e podem ser armazenadas em
estado liofilizado que sé requer a adicdo de transportador
ligquido estéril, por exemplo &gua para injeccbes, imedi-

atamente antes da utilizacéao.

A administracdo dos compostos ou composicdes da
presente invencdo ¢é por perfusdo intravenosa. Podem ser
utilizados tempos de perfusdo até 72 horas, mais prefe-
rencialmente 1 a 24 horas, sendo mais preferido ainda cerca
de 1 ou cerca de 3 horas. S&o especialmente desejiveis os
tempos de perfusdo curtos gque permitem que o tratamento
seja realizado sem uma estadia no hospital de um dia para o
outro. contudo, se necessidrio a perfusdo pode durar cerca

de 24 horas ou ser até mais demorada.
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A administracdo é realizada ciclos, no método de
aplicacdo preferido, ¢é administrada aos doentes uma
perfusdo intravenosa de um composto da invencdo na primeira
semana de cada ciclo, e deixa-se que os doentes recuperem
durante o resto do ciclo. A duracido preferida de cada ciclo
é¢ de 1, 3 ou 4 semanas; podem ser administrados ciclos
miltiplos consoante necessario. Num protocolo de dosagem
alternativo, o composto da invencdo é administrado durante
por exemplo cerca de 1 hora durante 5 dias consecutivos de
3 em 3 semanas. Podem ser concebidos outros protocolos como

variantes.

Sado efectuados atrasos de dose e/ou reducdes de
dose e ajustamentos do regime consoante necessario depen-
dendo da toleridncia do doente individual aos tratamentos,
em particular sdo recomendadas reducdes da dose para
doentes com niveis séricos superiores ao normal de

transaminases hepaticas ou fosfatase alcalina.

E aqui descrito um método para tratamento de um
doente ser humano afectado por cancro, compreendendo a
administracdo ao referido doente de um composto da invencéo
numa dose inferior a 1200 mcg/m?/dia, preferencialmente
inferior a 930 mcg/m’/dia e mais preferencialmente inferior
a 800 mcg/m?/dia. com vantagem a dose é de pelo menos 320
mcg/m’/dia. De preferéncia a dose estd na gama de 400-900
mcg/m?/dia, preferencialmente 500-800 mcg/m’/dia, mais
preferencialmente 600-750 mcg/m?’/dia. S&o especialmente

preferidas as doses de cerca de 650-700 mcg/m’/dia.
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Também é descrito um método para tratamento de um
doente ser humano que sofre de cancro, compreendendo a
administracdo ao referido doente de um composto da invencéo
diariamente durante 5 dias numa dose inferior a 930
mcg/m2/dia, seguido por um periodo de repouso desde 1 a 4
semanas em que ndo é administrado o composto de kahalalide.
A dose ¢é de preferéncia 650-750 mcg/m?/dia, mais
preferencialmente cerca de 700 mcg/m?’/dia. O tempo de
perfusdo de preferéncia situa-se entre 1 e 24 horas, mais
preferencialmente entre 1 e 3 horas. E especialmente
preferido um tempo de perfusdo de cerca de 1 ou de cerca de
3 horas. 0O periodo de repouso ¢ de preferéncia de 2-3

semanas, mais preferencialmente cerca de 2 semanas.

Também se descreve um método para tratamento de
um doente ser humano que sofre de cancro, compreendendo a
administracdo ao referido doente de um composto da invencédo
uma vez por semana numa dose inferior a 800 mcg/m?/dia. A
dose é de preferéncia de 600-700 mcg/m’/dia, mais prefe-
rencialmente de 650 mcg/m’/dia. O tempo de perfusdo é
preferencialmente de 1 e 24 horas, mais preferencialmente

entre 1 e 3 horas.

Embora estejam apresentadas acima orientacdes
quanto a dose, a dosagem correcta do composto ird variar de
acordo com a formulacdo especifica, o modo de aplicacédo, e
o sitio especifico, hospedeiro e tumor a ser tratado. Serédo

tidos em consideracdo factores como a idade, peso corporal,
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sexo, dieta, momento da administracdo, taxa de excrecéo,
estado do hospedeiro, associacdes de férmacos, sensibi-
lidades de reaccdo e gravidade da doenca. A administracéo
pode ser feita continuamente ou periodicamente dentro da

dose méxima tolerada.

Também é descrito um método de tratamento de uma
doenca da pele que envolve hiperproliferacdo das células da
derme num mamifero que compreende a administracdo ao mami-
fero de uma gquantidade eficaz, ndo tdéxica de um composto da
invencdo. A doenca da pele ¢é de preferéncia psoriase. A
presente invencdo é de preferéncia dirigida ao tratamento
de doentes seres humanos afectados por psoriase, em

particular psoriase grave.

Os compostos desta invencdo podem ser utilizados
com outros farmacos para proporcionar uma terapéutica de
associacdo. 0Os outros farmacos podem formar parte da mesma
composicdo, ou podem ser proporcionados como uma composicédo
separada para administracdo ao mesmo tempo ou em alturas
diferentes. A identidade do outro farmaco ndo estd parti-
cularmente limitada, embora esteja contemplada a associacédo
com outros agentes quimioterapéuticos, hormonais ou
anticorpos. As quantidades do composto da invencdo e do
outro ou outros agentes activos farmacéuticos e os momentos
relativos de administracdo serdo seleccionados de forma a

se obter o efeito terapéutico combinado desejado.
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Exemplos de Referéncia

Procedimentos Gerais.

Resina de Cl-TrtCl, derivados de aminodcidos
protegidos com Fmoc, HOBt, HOAt eram de ABI (Framingham,
MA), Bachem (Bubendorf, suica), NovaBiochem (Laufelfingen,
Suica), os derivados de 4-MeHex de Narchem, HATU e outros
derivados de guanidilacdo eram de ABI (Framingham, MA) ou
preparados como em del Fresno, M.; El-Faham, A.; Carpino,
L. A.; Royo, M.; Albericio, F. Organic Lett., 2000, 2,

3539-3542.

Os alloc-aminodcidos foram preparados essencial-
mente como descrito por Dangles et al. ver Dangles, O.;
Guibe, F.; Balavoine, G.; Lavielle, S.; Marquet. A. J. Org.
Chem. 1987, 52, 4984-4993 e Alloc-ZDhb-Phe-OH e Kahalalide
F' como descrito no WO 01 58934, DIPEA, DIPCDI, EDC HCI,
Piperidina, TFA eram da Aldrich (Milwaukee, WI). A DMF e o
CH,Cl, eram da SDS (Peypin, Franca). O acetonitrilo
(qualidade para HPLC) era de Scharlau (Barcelona, Espanha).
Todos 0s reagentes e solventes comerciais foram utilizados
tal como recebidos com excepcdo de CHyCl,, que foi passado
através de uma coluna de alumina para remover contaminantes

acidos.

As sinteses em fase sd6lida foram realizadas em

seringas de polipropilenc (10-50 mL) adaptadas com um disco
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poroso de polietileno. 0Os solventes e reagentes soluveis
foram removidos por succdo. A remocdo do grupo Fmoc foi
realizada com piperidina-DMF (2: 8, v/v) (1l x 2 min, 2 x 10
min). As lavagens entre os ©passos de desproteccéo,
acoplamento e, de novo, desproteccdo foram realizados com
DMF (5 x 0,5 min) e CHyCl; (5 x 0,5 min) utilizando de cada
vez 10 mL de solvente/g de resina. As transformacdes da
sintese de péptidos e as lavagens foram realizadas a 25°C.
As sinteses realizadas em fase sdélida foram controladas por
HPLC dos intermedidrios obtidos apds a clivagem com TFA-H,0
(1:99) durante 1 min de uma aligquota (aproximadamente 2 mg)
da peptidil-resina. As colunas de HPLC de fase inversa
[Nucleosil-Cig 4,6 x 250 mm, 10 um (coluna A); Nucleosil-C4
4,6 x 250 mm, 10 pm (coluna B) eram de Sharlau (Espanha);
Symmetry™ Cig3 4,6 x 150 mm, 5 pm (coluna C); Symmetry300™
Cig 4, 6 x 50 mm, 5 um (coluna D) eram da Waters (Irlanda)
e Zorbax SB Cijs 4,6 x 150 mm, 3,5 pum (coluna E) era da
Agilent (EUA)]. A HPLC analitica foi realizada num instru-
mento Waters compreendendo duas bombas de distribuicédo de
solventes (Waters 1525), injector automdtico (amostrados
automatico Waters 717), detector de comprimento de onda
duplo (Waters 2487) e sistema de controlo (Breeze V3.20) e
num instrumento Agilent 1100 compreendendo duas bombas de
distribuicdo de solvente (G1311A), injector automatico
(G1329A), DAD (G1315B). A deteccédo por UV foi a 215 ou 220
nm, e utilizou-se gradientes lineares de CH3CN (+0,036% de

TFA) em H,O (+0,045% de TFA) nas seguintes condicdes:
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Tabela I

Condigdes Caudal Gradiente Tempo do ensaio

cramatograficas (mL/min) (% de CH{N) (min)
A 1,0 30 a 100 30
B 1,0 40 a 60 15
C 1,0 45 a 60 8
D 1,0 40 a 70 8
E 1,0 45 a 70 8
F 1,0 40 a 70 15
G 1,0 40 a 65 15
H 1,0 10 a 100 30
I 1,0 45 a 65 15
J 1,0 40 a 70 15
K 1,0 55 a 75 15
L 1,0 40 a 100 15
M 1,0 50 a 100 8
N 1,0 35 a 60 15
0 1,0 50 a 100 30
P 1,0 50 a 100 15
0 1,0 isocratica a 45 15
R 1,0 30 a 100 15
S 1,0 20 a 100 8
T 0,6 35 a 90 25
U 0,7 40 a 70 50
Y% 0,8 10 a 48 em 15 min 45

e isocratica 30

min
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(continuacéo)
Condigdes Caudal Gradiente Tempo do ensaio
cramatograficas (mL/min) (% de CH{N) (min)
W 1,0 10 a 70 50
X 1,0 10 a 48 em 15 min 45

e isocratica 30

min
Y 0,8 10 a 60 50
Z 0,7 15 a 70 55
AB 0,8 10 a 60 55
AC 0,8 30 a 60 45
AD 0,8 10 a 48 em 10 min 40

e isocratica 30

min
AE 1,0 45 a 90 25
AF 1,0 40 a 100 8

Foram realizadas anadlises de amostras de péptidos
por MALDI-TOF e ES-MS num PerSeptive Biosystems Voyager DE
RP, utilizando matriz de DHB, e num espectrdémetro Waters
Micromass ZQ e num Agilent Ton Trap 1100 Series LC/MSDTrap.
As amostras de péptido-resina foram hidrolisadas em HCI1
aquoso 12 N-&cido propidnico (1:1), a 155°C durante 1-3 h e
as amostras isentas de péptido foram hidrolisadas em HCI
aquoso 6 N a 155°C durante 1 h. As andlises de amino&cidos
subsequentes foram realizadas num auto analisador Beckman
System 6300. A espectroscopia de 'H-NMR [1H, NOESY, TOCSY a

(278K)] foi realizada num Varian Unity Plus (500 MHz). Os
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desvios quimicos () sdo expressos em partes por milhdo
para campo baixo em relacdo ao TMS. As constantes de

acoplamento sdo expressas em hertz.

Os nomes dos anédlogos sédo atribuidos em relacéo
ao isdmero 5S5-metil-hexilo do Kahalalide F de férmula(I),
indicando entre parénteses rectos o residuo modificado; o
sufixo "n&do" indica a eliminacdo do residuo natural da

sequéncia.

Exemplo 1

(4S) -MeHex-D-Val-ThrVal-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-Ile-
ciclo[D-allo-Thr-D-allo-Ile-D-Val-Phe-Dhb-Val], [ (4S)-

MeHex'?]-Kahalalide F (Composto 1)

Passo 1

H-D-Val-O-TrtCl-resina.

Cl-TrtCl-resina (1 g, 1,64 mmol/g) foi colocada
numa seringa de 20 mL de polipropileno adaptada com um
disco de filtracdo de polietileno. A resina foi entéo
lavada com CHyCl, (5 x 0,5 min) e adicionou-se uma solucédo
de Fmoc-D-Val-OH (238 mg, 0,7 mmol, 0,7 equiv) e DIPEA
(0,41 mL) em CHyCl, (2,5 mL) e a mistura foi agitada
durante 15 min, quando se adicionou mais DIPEA (0,81 mL,

total de 7 equiv, 7 mmol) e a mistura foi agitada durante
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45 min. A reaccdo foi terminada pela adicdo de MeOH (800
uL), apds agitacdo durante 10 min. A Fmoc-D-Val-0O-TrtCl-
resina foi submetida as seguintes lavagens/tratamentos com
CH,Cl, (3 x 0,5 min), DMF (3 x 0,5 min), piperidina como
indicado nos Procedimentos Gerais, e DMF (5 x 0,5 min). A
carga calculada por determinacdo de Fmoc era de 0,50

mmol/g.

Passo 2

Fmoc-D-allo-Ile-D-allo-Thr(Val-Alloc)-D-allo-Ile-D-

Val-O-TrtCl-resina.

Fmoc-D-allo-I1le-OH (707 mg, 2 mmol, 4 equiv),
Fmoc-D-allo-Thr-OH (grupo hidroxilo livre) (683 mg, 2 mmol,
4 equiv), e Fmoc-D-allo-Ile-OH (707 mg, 2 mmol, 4 equiv)
foram adicionados sequencialmente a H-D-Val-O-TrtCl-resina
obtida acima utilizando DIPCDI (310 pL, 2 mmol, 4 equiv) e
HOBt (307 mg, 2 mmol, 4 equiv) em DMF (2,5 mL). Em todos os
casos, apds 90 min de acoplamento, o teste da ninidrina era
negativo. A remocdo do grupo Fmoc e as lavagens foram
realizados como descrito nos Procedimentos Gerais. Alloc-
Val-OH (502 mg, 2,5 mmol, 5 equiv) foi acoplado com DIPCDI
(387 mg, 2,5 mmol, 5 equiv) na presenca de DMAP (30,6 mg,
0,25 mmol, 0,5 equiv) e DIPEA (88 uL, 0,5 mmol, 1 equiv)
durante 45 min. Este acoplamento foi repetido nas mesmas
condicdes duas vezes. Uma aliquota da peptidil-resina foi

tratada com TFA e a HPLC (tg 7,8 min, condic¢cdes S, coluna
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D) do produto em bruto obtido apds evaporacdo mostrou uma
pureza de >98%. ESMS, calculada para CssHgNsO11, 849,45,

Determinada: m/z 850,1 [M+H]".

Passo 3

Fmoc-D-Val-D-Pro-Orn (Boc) -D-allo-Ile-D-allo-Thr (Val-

Alloc)-D-allo-Ile-D-Val-O-TrtCl-resina.

O grupo Fmoc foi removido e Fmoc-Orn (Boc)-0OH (912
mg, 2 mmol, 4 equiv), Fmoc-D-Pro-OH(843 mg, 2,5 mmol, 5
equiv), e Fmoc-D-Val-OH (255 mg, 2,5 mmol, 5 equiv) foram
adicionados sequencialmente a peptidil-resina acima referi-
da (Passo 2) utilizando DIPCDI (310 uL, para 2,0 mmol e 4
equiv; e 388 uL para 2,5 mmol, 5 equiv) e HOBt (307 mg,
para 2,0 mmol e 4 equiv; e 395 mg, 2,5 mmol, 5 equiv)
durante 90 min. O teste da ninidrina apds a incorporacédo de
Orn e D-Pro foi negativo. O do cloranil apds a incorporacéo
de D-Val foi ligeiramente positivo e por isso se efectuou
um reacoplamento deste residuo com Fmoc-D-Val-OH (678 mg,
2,0 mmol, 4 equiv), DIPCDI (310 uL, 2,0 mmol, 4 egquiv) e
HOBt (307 mg, 2,0 mmol, 4 equiv) durante 90 min. Uma
aliquota da peptidil-resina foi tratada com TFA e a HPLC
(tg 10,1 min, condig¢des S, coluna D) do material em bruto
obtido apds evaporacdo apresentou uma pureza de >98%.
MALDI-TOF-MS, calculada para Ce5H97NgO1 6, 1.259,71.

Determinada: m/z 1.282,16 [M+Na]™.
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Passo 4

(4S) -MeHex-D-Val-Thr (tBu) -Val-D-Val-D-Pro-Orn (Boc) -D-
allo-Ile-D-allo-Thr(Val-Alloc)-D-allo-Ile-D-Val-O-TrtCl-

resina

O grupo Fmoc foi removido e Fmoc-Val-OH (678 mg,
2 mmol, 4 equiv), Fmoc-Thr (tBu)-OH (992 mg, 2,5 mmol, 5
equiv), Fmoc-D-Val-OH (678 mg, 2 mmol, 4 egquiv) e (495)-
MeHex-OH (195 mg, 1,5 mmol, 3 equiv) foram adicionados
sequencialmente a peptidil-resina acima referida (Passo 3)
utilizando DIPCDI (233 ulL, para 1,5 mmol e 3 equiv; 310 uL,
para 2 mmol e 4 equiv; e 388 pL, para 2,5 mmol, 5 equiv) e
HOBt (230 mg, para 1,5 mmol e 3 equiv; 307 mg, para 2 mmol
e 4 equiv; e 395 mg, 2,5 mmol, 5 equiv) durante 90 min. Em
todos os casos, apdés 90 min de acoplamento, o teste da
ninidrina era negativo. A remocdo do grupo Fmoc e as
lavagens foram realizados como descrito nos Procedimentos

Gerais.

Passo 5

(4S) -MeHex-D-Val-Thr (tBu) -Val-D-Val-D-Pro-Orn (Boc) -D-

allo-Ile-D-allo-Thr (Val-ZDhb-Phe-Alloc)-D-allo-Ile-D-Val-0O-

TrtCl-resina.

O grupo Alloc foi removido com Pd(PPhs)s (58 mg,

0,05 mmol, 0,1 egquiv) na presenca de PhSiH; (617 uL, 5
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mmol, 10 equiv) sob atmosfera de Ar e Alloc-Phe-ZDhb-OH
(666 mg, 2 mmol, 4 equiv) e HOAt (273 mg, 2 mmol, 4 equiv)
foram dissolvidos em DMF (1,25 mL) e adicionados a pepti-
dil-resina, depois adicionou-se DIPCDI (310 pL, 2 mmol, 4
equiv) e a mistura foi agitada durante 5 h, altura em que o
teste da ninidrina era negativo. Apds lavagens com DMF e
CH,Cl,, uma aliquota da peptidil-resina foi tratada com
TFA-H,O (1:99) durante 1 min e o produto foi caracterizado
por MALDI-TOF-MS, calculada para CggHi4N14021, 1.7350, 8.

Determinada: m/z 1.758,67 [M+Nal®, 1.774,62 [M+K]".

Passo 6

(48) -MeHex-D-Val-Thr (tBu) -Val-D-Val-D-Pro-Orn (Boc) -D-

allo-Ile-D-allo-Thr (Val-ZDhb-Phe-H)-D-allo-Ile-D-Val-OH.

Apbs lavagens com DMF e CH,Cl,, o grupo Alloc foi
removido com Pd(PPhs3), (58 mg, 0,05 mmol, 0,1 equiv) na
presenca de PhSiH; (617 pL, 5 mmol, 10 egquiv) sob atmosfera
de Ar. O péptido protegido foi clivado da resina por TFA-
CH,C1l, (1:99)(5 x 30 s). O filtrado foi recolhido em H,0 (4
mL) e a H,0 foi parcialmente removida num rotavapor.
Adicionou-se entdo ACN para dissolver o sdélido que apareceu
durante a remocdo da Hy0, e a solucdo foi liofilizada, para
dar 639 mg (387 umol, 77% de rendimento) do composto em

epigrafe com uma pureza de > 95% verificada por HPLC

(condig¢des R, coluna C, tyg 10,5 min).
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Passo 7

(4S) -MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-Ile-

ciclo(D-allo-Thr-D-allo-Ile-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

O péptido protegido (Passo 6) (639 mg, 387 pmol)
foi dissolvido em CH,Cl, (390 mL, 1 mM), e adicionou-se
HOBt (237 mg, 1.55 mmol) dissolvido no volume minimo de DMF
para dissolver o HOBt, DIPEA (203 uL, 1,16 mmol, 3 equiv) e
DIPCDI (240 puL, 1,.55 mmol, 4 equiv). A mistura foi deixada
com agitacdo durante 1 h, depois o decorrer da ciclizacéo
foi wverificado por HPLC. O solvente foi removido por
evaporacdo a pressdo reduzida. O péptido ciclico protegido
foi dissolvido em TFA-H,0 (19:1,85 mL) e a mistura foi
deixada com agitacdo durante 1 h. O solvente foi removido
por evaporacdo a pressdo reduzida e adiciona-se dioxano (30
mL) e o solvente ¢é removido por evaporacdo a pressdo
reduzida (o processo foi repetido trés vezes), em seguida
adicionou-se H;0 (40 mL) e 1liofilizou-se. O produto em
bruto foi purificado por HPLC (Kromasil Cg 5 um, 205 x 50
mm), isocrético 44% de acetonitrilo (+0,05% de TFA) em &gua
(+0,05% de TFA), 55 mL/h, deteccdo a 220 nm, para dar o
produto em epigrafe (192 mg, 0,13 mmol, 26% de rendimento,
92,3%). MALDI-TOF-MS, calculada para Ci5H124N14016, 1.476,93.
Determinada: m/z 1.500,12 [M+Nal’, 1.515,97 [M+K]'. O
espectro de 'H-NMR (2,5 mM, 500 MHz, H,0-D,0 (9:1) do

composto estd indicado na Tabela II).
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Tabela II
REsIDUOS N-H Ha HB OUTROS
6,63 (q, J
(Z) -Dhb 9,59 (s) - 1,19 (d, y-CHs)
=7,5 Hz)
1,25, 1,09, 0,82
D-al 8,82 (d, J=9,0
4,42 1,87 (y-CH,, y-CH,;, &-
lo-Ile 1 Hz)
CHs)
8,75 (d, J =5,5 3,08 (m) 7,31 (2H Ar, t),
L-Phe 4,63
Hz) 3,08 (m) 7,25 (3H Ar, d)
D-al- 8,67(d, J =9,0
4,64 5,05 (m) 1,21 (y-CHs)
lo-Thr Hz)
8,13 (d, J=7,5
D-Val 3 4,33 2,01 0,90 (2 y-CHs)
Hz)
1,88 (y-CHy),
8,29 (d, J =7,5 2,96 (bs, -
L-0Orn 4,31 1,66 (2H)
Hz) CHz), 7,56 (e-
NH;")
1,25, 1,09, 0,81
D-al-lo-Ile 2 7,92 (d) 4,18 1,80 (y-CH,, y-CH,;, &-
CHs)
D-Val 5 8,01 (d) 4,08 2,07 0,87 (2 y-CHs)
8,19 (d, J=7,5
L-Thr 4,29 4,14 (m) 1,13 (y-CHs)
HZ)
7,89 (d, J=7,5
D-val 2 4,32 2,11 0,78 (y-CHs)
Hz)
L-Val 4 8,04 (d) 4,10 2,07 0,90 (2 y-CHa)
7,19 (d, J=9,0 0,75 (y-CHs),
L-val 1 4,02 1,52
Hz) 0,65 (d, y-CH)
2,23, 1,99 (m, B-CH,), 1,85
D-Pro - 4,36 (m, y-CH;), 3,83 (1H, m, o-
CH,), 3,64 (1H, m, 35-CH,)
1,57 (B-CH,), 1,26, 1,10,
4 (S) -MeHex - 2,26 (2H) 1,33, 0,79 (d-CH;, O—-CH;, y-
CH, €-CH,)
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Exemplo 2

Os andlogos descritos na Tabela III foram
sintetizados seguindo procedimentos experimentais como
descrito no Exemplo 1, excepto o passo indicado na coluna
(Passo), em que o(s) residuos (A) foram substituidos por

outro(s) (B) ou removidos (nenhum).

Tabela III
Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc-Dallo-
2 Fmoc—-D-Thr-OH
Thr-OH ©
[D-Thr®] -KF 2
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-Dallo-
2 Fmoc-D-Ser-OH
Thr-OH ©
[D-Ser®]-KF 3
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc—
3 |orn (Boc)-0OH Fmoc-Glu ("Bu) -OH
[Glu®]-KF 4 8
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc—
3 |0rn(Boc)-CH Fmoc-Lys (Boc) —OH
[Lys®]-KF 5 8
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc—
Thr ('Bu) -OH Fmoc-Val-OH
[Val'?]-KF 6 4 12
(45) -MeHex
5-MeHex
14
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc—
Thr (*Bu) -OH Fmoc-D-Thr (*Bu) -OH
[D-Thr*?]-KF 7 4 12
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc-D-Cha-OH
OH 13
[D-Cha®’]-KF 8 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-hCh-0OH
11
[hch'']-KF 9 4
(45) ~-MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-hCh-0OH
11
[hch'!, D-Cha'’]l- Fmoc-D-Val-
10 4 Fmoc—-D-Cha-OH
KF OH 13
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
1 Fmoc-D-Cha-OH
OH 4
Fmoc-D-alo—
2 Fmoc—-D-Cha-OH
[D-Cha®, D-Cha’, . Ile-OH 5
D-Cha’] -KF Frmoc-D-alo-
2 Fmoc-D-Cha-OH
Ile-OH 7
(45) ~-MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-D-alo—
2 Fmoc-D-Val-OH
Ile-OH 5
[D—ValS, D- Fmoc-D-alo-
12 2 Fmoc-D-Val-OH
Val’]-KF Ile-OH 7
(45) -MeHex
4 5-MeHex

14
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Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(B)
(45) -MeHex .
[Icos']-KF 13 4 Acido icosanéico
14
(45) -MeHex
[(c/t)-4-Me- Acido cis/trans-2- (4-metil-ciclo-
14 4 14 (49)-
cHexa'*]-KF hexil)acético
MeHex 14
(43) -MeHex i
[Und**]-KF 15 4 Acido undecanéico
14
[ (4R) -MeHex'*]- (45) -MeHex )
16 4 Acido (4R)-metil hexandico
KF 14
[ (4RS) -MeHex'"] - (4S) -MeHex )
17 4 Acido (4RS)-metil hexandico
KF 14
(43) -MeHex i
[Oct!]-KF 18 4 Acido octanéico
14
(45) -MeHex )
[p—MeBzaM] -KF 19 4 Acido p—metilbenzdico
14
(45) -MeHex )
[Bzal®] -KF 20 4 Acido benzédico
14
(45) -MeHex 3
[p-CFsBza’*] -KF 21 4 Acido p-trifluorometilbenzdico
14
[3,5-dFPhAc™]- (45) -MeHex )
22 4 Acido 3,5-difluorofenilacético
KF 14
(45) ~-MeHex 3
[Pipe!*] -KF 23 4 Acido piperonilico
14
(45) -MeHex 3
[p—CF3Cinn14] -KF 24 4 Acido p-trifluorometilcinédmico
14
(45) -MeHex | |
[p-CFsPhAC**] -KF 25 4 Acido p-trifluorometilfenilacético
14
(45) -MeHex .
[Pfh!*]-KF 26 4 Acido perfluoro-heptandico
14
(45) -MeHex .
[6-OHep™*] -KF 27 4 Acido 6-oxo-heptanédico
14
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANATLOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(A)
(4S) -MeHex .
[6,6—dFHepM]—KF 28 4 Acido 6,6-difluoro-heptandico
14
(48) -MeHex Acido 4-
[4-GuBut'*]-KF 29 4
14 ([amino (imino)metil]amino)butandico
Fmoc—
[Lys®, (48)-
30 3 |Orn(Boc)-CH Fmoc-Lys (Boc) —CH
MeHex*] -KF
8
Fmoc-Val-OH
3 nenhum
11
Fmoc-
[noValH, 4 nenhum
Thr (tBu) -12
noThrm, noD- 31
15 Fmoc-D-Val-
Val”]-KF 4 nenhum
OH 13
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
4 nenhum
11
Fmoc—
[noValn, 4 nenhum
Thr (tBu)-12
noThr*?, noD- 32
Fmoc-D-Val-
val®®, Mst'‘]-KF 4 nenhum
OH 13
(45) -MeHex | |
4 Acido miristico (tetradecandico)
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc-Gly-OH
OH 13
[Gly"]-KF 33 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc-D-Ata-0OH
OH 13
[D-Ala*]-KF 34 4
(45) -MeHex

14

5-MeHex
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc-D-Val-
Fmoc-D-Leu-0OH
OH 13
[D-Leu*’] -KF 35 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc—-D-Phe-OH
OH 13
[D-Phe*®]-KF 36 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc—-D-Pro—-OH
OH 13
[D-Pro*’]-KF 37 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc-Val-OH
OH 13
[Vall’]-KF 38 4
(45) ~-MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc-D-G1lu-OH
OH 13
[D-Glu®’]-KF 39 4
(45) ~-MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Fmoc-D-G1n-OH
OH 13
[D-G1n**]-KF 40 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
Frmoc-D-Thr-OH
OH 13
[D-Thr*’]-KF 41 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Gly-OH
11
[Gly*']-KF 42 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Phe-0OH
11
[Phe'']-KF 43 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Ala-OH
11
[Ala't]-KF 44 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Leu-OH
11
[Leu''] -KF 45 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-D-Val-OH
11
[D-Val'!]-KF 46 4
(45) ~-MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Pro-OH
11
[Pro'!]-KF 47 4
(45) ~-MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-G1ln-OH
11
[G1n!]-KF 48 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Orn-0OH
11
[Oorn*]-KF 49 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Thr-0OH
11
[Thr'']-KF 50 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
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Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc-Val-OH
Frnoc-G1lu-0OH
11
[Glu'']-KF 51 4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Thr-0OH
Fmoc-Ala-OH
[Ala'?, noD- 12
52 4
val’1-KF Fmoc-D-Val-
nenhum
OH 13
(45) -MeHex
5-MeHex
[G1ly*?, noD- 14
53 4
val'’1-KF Fmoc-Thr-OH
Fmoc-Gly-OH
12
Fmoc-D-Val-
nenhum
[LeU* noD- OH 13
54 4
val’]-KF (45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-Thr-OH
Fmoc-Pro-OH
[Pro?, noD- 12
55 4
Val’1-KF Fmoc-D-Val-
nenhum
OH 13
(45) -MeHex
4 5-MeHex
[Glu'?, noD- 14
56
val’]-KF Fmoc-Thr-CH
Fmoc-Glu-OH
12
Fmoc-Thr-OH
Fmoc-Orn-0OH
[0rn'?, noD- 12
57 4
val’1-KF Fmoc-D-Val-
nenhum
OH 13
Fmoc-L-Thr-
Fmoc-G1ln-OH
[G1n'?, noD- OH 12
58 4
Val”’1-KF Fmoc-D-Val-

CH 13

nenhum
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANALOGO " PASSO(Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
[Prog,(4S)— Fmoc-D-Pro-—
59 4 Fmoc-Pro-OH
MeHex*] -KF OH 9
[D—Pipg, (48) - Fmoc-D-Pro-
60 4 Fmoc-D-Pip-OH
MeHex!*] -KF OH 9
[D-Tic®, (48)- Fmoc-D-Pro-
[ 4 Fmoc-D-Tic-OH
MeHex*] -KF OH 9
[(5R)—Ph—Pro% Fmoc-D-Pro-
62 4 Fmoc- (5R) -Ph-Pro-OH
(4S) -MeHex ] -KF OH 9
Fmoc-L-Val-
4 Fmoc-L-Val-dg—-OH
OH 11
[L-Val-ds'']-KF 100
(45) -MeHex
5-MeHex
14
(45) -MeHex
[AMM]-KF 101 4 AM
14
(45) ~-MeHex
[AO"]-KF 102 4 )Xo
14
[[C(=N(CHs),) "]~ (45) -MeHex
103 4 C(=N(CHs) )
KF 14
Fmoc-D-
2 allo-Ile-OH Fmoc-D-1ie-OH
[D-Ile’]-KF 104 7
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Frmoc-D-
2 allo-lie-OH Fmoc-D-Val-OH
[D-Val’]-KF 105 7
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-L-Orn-—
Fmoc-D-0Orn-CH
OH 8
3
[D-Orn®, I- Frioc-D-Pro-
106 Fmoc-L-Pro-OH
Pro’] -KF OH 9
(45) -MeHex
4 5-MeHex

14
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANATOGO " PASSO|Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc-D-
2 atllo-Ile- Fmoc-D-Cys (Trt) -OH
OH 7
[D-Cys’, L-
107 Fmoc-L-Val-
Ccys']-KF Frmoc-L-Cys (Trt) -OH
OH 11
4
(45) -MeHex
5-MeHex
14
Fmoc-D-
2 allo-Ile-OH Fmoc-D-Cys (Trt) -OH
7
[D-Cys’, D-
108 Fmoc-D-Val-
Cys'’]-KF 3 Fmoc-D-Cys (Trt) —~OH
OH 10
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-D-
2 atto-0Oe-OH Fmoc-D-homoCys (Trt) -OH
7
[D—homoCys7, D-
o 109 Fmoc-D-Val-
homoCys™ ] -KF 3 Fmoc-D-homoCys (Trt) -OH
OH 10
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Alloc-L-
[D-VaI']-KF 110 2 Alloc-D-Val-OH
Val-OH 1
Fmoc—
4 [Thr (tBu)-OH Fmoc-Gly-0OH
[Gly*?] -KF 111 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-
4 Thr (tBu) -OH Fmoc-Ala-OH
[Ala*?]-KF 112 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex

14
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(continuacéo)
Residuo
3 COMPOSTO
ANALOGO " PASSO(Substituido Residuo Incorporado (B)
(3)
Fmoc—
4 Thr (tBu) -OH Fmoc-Leu-OH
[Leu']-KF 113 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-
4 Thr (tBu) -OH Fmoc-Phe-0OH
[Phe'?]-KF 114 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-
4 [Thr (tBu)-OH Fmoc-Glu-OH
[Glu'?]-KF 115 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc—
4 Thr (tBu) -OH Fmoc-Orn—-OH
[Orn*?]-KF 116 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-
4 Thr (tBu) -OH Fmoc-Pro-OH
[Pro*?]-KF 117 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc-D-Val-
4 Fmoc—-D-Orn—-OH
OH 13
[D-Orn'’] -KF 118
(45) -MeHex
4 5-MeHex
14
Fmoc—
4 Thr (tBu) -OH Fmoc-G1ln-OH
[G1n*]-KF 119 12
(45) -MeHex
4 5-MeHex

14
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Exemplo 3

5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-Ile-
ciclo[D-allo-Thr-D-alo-Ile-D-Val-hCh-(Z)-Dhb-Val] (Composto

63)

Procedimentos experimentais como descritos no
Exemplo 1, excepto que no passo 4 (4S)-MeHex foi substi-
tuido por 5-MeHex e o passo 5 fol realizado de acordo com ©

seguinte procedimento experimental:

O grupo Alloc de 5-MeHex-D-Val-Thr (tBu)-Val-D-
Val-D-Pro-Orn (Boc)-D-allo-Ile-D-alo-Thr (Val-Alloc)-D-allo-
Ile-D-Val-0-2-Clorotritil-Ps (250 mg, carga inicial = 0,5
mmol/g de resina) foi removido como acima com Pd(PPhs)s na
presenca de PhSiH; em atmosfera de Ar. Fmoc-Thr-OH (grupo
hidroxilo livre) (213,2 mg; 0,63 mmol; 5 equiv) e Fmoc-hCha-
OH (254,0 mg; 0,63 mmol, 5 equiv) foram adicionados
sequencialmente a peptidil-resina acima referida utilizando
DIPCDI (96,8 mg; 0,63 mmol; 5 equiv) e HOBt (85 mg; 0,63
mmol; 5 equiv) em DMF. Apds lavagens extensas com DMF (5 x
30 s8), a peptidil-resina foi tratada com EDC-HC1 (479 mg,
2,5 mmol, 20 equiv), CuCl (184 mg, 1,5 mmol, 12 equiv) em
CH,Cl,-DMF (1: 9) for 6 dias. Apds lavagens extensas com
DMF, CH,;Cl, e DMF, seguiu-se o0s protocolos experimentais

como descrito no exemplo 1 para obtencdo do andlogo de KF.
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Exemplo 4

Os anédlogos descritos na Tabela IV foram sinte-
tizados seguindo procedimentos experimentais como @ 0S
descritos no Exemplo 1, excepto que no passo 4 (4S)-MeHex
foi substituido por 5-MeHex; o passo 5 foi realizado como
descrito no Exemplo 3, mas incorporando Fmoc-Phe-OH em vez
de Fmoc-hCh-0OH, e no passo indicado na coluna (Passo), o ou
0s residuos (A) foram substituidos por outros (B) ou
retirados (nenhum). Nos andlogos 64-66, a reaccdo de
desidratacdo ndo foi wutilizada, porgque os anadlogos sé&o

hidrogenados.

Tabela IV

Analogo Composto #|Passo|Residuo Substituido (A)|Residuo Incorporado (B)

[D, L-Ser?] -KF 64 5 Frmoc-Thr-OH 2 Fmoc-Ser-OH
[Gly?]-KF 65 5 Frnoc-Thr-OH 2 Frioc-Gly-OH
[Aib?]-KF 66 5 Fmoc-Thr-OH 2 Frioc-Aib-OH
[Dha’] -KF 67 5 Fmoc-Thr-OH 2 Fmoc-Ser-OH

[Trp’] -KF 68 5 Fmoc—-Phe-OH 3 Fmoc-Trp-OH
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(continuacéo)
Residuo Residuo
Composto
Analogo " Passo| Substituido Incorporado
(B) (B)
2 Alloc-Val-OH 1|Alloc-D-Val-OH
5 Frnoc-Phe-OH 3 | Fmoc-D-Phe-OH
Fmoc-D-Val-OH
1 Fmoc-Val-OH
4
Fmoc-D-allo- |Fmoc-allo-Ile-
2
Ile-OH 5 OH
Fmoc-D-allo- |Fmoc-allo-Thr-
2
Thr-0H © OH
Fmoc-D-allo- |Fmoc-allo-Ile-
2
[D-vVal!, D-Phe’, Val?, alo-Ile®, Ile-OH 7 OH
alo-Thr®, alo-Ile’, D-Orn®, Pro°, 69 Fmoc-Orn (Boc) - Fmoc-D-
3
vall®, D-vall!, D-Thr'?, val®®] KF OH 8 Orn (Boc) -OH
Fmoc-D-Pro-OH
Fmoc—-Pro-0H
9
Fmoc-D-Val-OH
3 Fmoc-Val-OH
10
4 Fmoc-Val-OH 11| Fmoc-D-Val-OH
Fmoc-Thr (tBu) - Fmoc-D-
4
OH 12 Thr (tBu-OH
Fmoc-D-Val-OH
4 Fmoc-Val-OH
13
Exemplo 5
Os analogos descritos na Tabela \Y foram

sintetizados seguindo procedimentos experimentais como oS

descritos no Exemplo 1,

como descrito no Exemplo 3,

(Passo) o ou os residuos

(A)

excepto gque o passo 5 foi realizado
e no passo indicado na coluna

foram substituidos por outros
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(B) . Além disso, antes da desidratacdo em fase sdélida, o
grupo Fmoc foi removido como descrito em Procedimentos
Gerais, e em seguida o grupo amina foi protegido na forma
de Alloc por reaccdo com Alloc-0Su (5 equiv) na presenca de
DIPEA (5 equiv) utilizando DMF como um solvente (2 horas).
Tabela V
Composto Residuo Residuo
Analogo Passo
# Substituido (A) Incorporado (B)
[Phe(3,4—Clg3, (4S) - Frnoc-Phe (3,4-Cl,) -
70 5 Fmoc—-hCh-OH 3
MeHex!'!]-KF OH
[Phe (F5)°, (4S)-MeHex'*]-
71 5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc—-Phe (F5) ~OH
KF
[Phe (4-1I)3, (4S)-
72 5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc—Phe (4-1)-OH
MeHex*]-KF
[Phe (4-NO,) 3, (4S)-
73 5 Fmnoc-hCh-OH 3 Frnoc-Phe (4-NO,) —-OH
MeHex!!]-KF
[Phe (4-F)°%, (48)-
74 5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc-Phe (4-F) -OH
MeHex!*] -KF
[Tyr (Me)’, (4S)-MeHex'"]-
75 5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc-Tyr (Me) —~OH
KF
[Thi®, (4S)-MeHex'*]-KF 76 5 Frnoc-hCh-OH 3 Fmoc-Thi-OH
[Tic®, (4S)-MeHex'*]-KF 77 5 Fmoc-hCh-OH 3 Frmnoc-Tic-OH
[Tyr’, (48)-MeHex'']-KF 78 5 Frnoc-hCh-OH 3 Frioc-Tyr (tBu) —OH
[0ic?, (4S)-MeHex'*]-KF 79 5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc-0Oic-OH
[NMePheB, (48) -MeHex1 -
80 5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc—-NMe-Phe-OH
KF MeHex'']-KF
4 (45) -MeHex 14 5-MeHex
[Phe (2-C1)°]-KF 81
5 Fmoc—-hCh-OH 3 Fmoc—-Phe (2-C) -OH
(45) -MeHex 14 5-MeHex
[Phe (3-C1) °]-KF 82
5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc-Phe (3-C1) -OH
4 (45) -MeHex 14 5-MeHex
[Phe (4-C1)°]-KF 83

(&3}

Fmoc-hCh-OH 3

Fmoc-Phe (4-C1) -OH
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(continuacéo)
Composto Residuo Residuo
Andlogo Passo
# Substituido (A) Incorporado (B)
4 (45) -MeHex 14 5-MeHex
[Phe (3, 4-F,)°]-KF 84
5 Fmoc-hCh-OH 3 Fmoc-Phe (3,4-F,) -OH
4 (45) -MeHex 14 5-MeHex
[Nal’]-KF 85
5 Fmoc-hCh-OH 3 Frmnoc-Nal-OH
4 (45) -MeHex 14 5-MeHex
[Bip]’-KF 86
5 Fmoc-hCh-CH 3 Fmoc-Bip-OH
4 (45) -MeHex 14 5-MeHex
[Phg’] -KF 87
5 Fmoc—-hCh-OH 3 Fmoc-Phg-OH
4 (45) -MeHex 14 p-CF;Cinn-OH
[Phe (3,4-Cl,)°, p-
88 Fmoc—-Phe (3, 4-C1,) -
CF,Cinn™]-KF 5 Frioc-hCh-OH 3
OH

Exemplo 6

[N(Me),,N' (Me),-Arg®] -Kahalalide F (Composto 89)

DIPEA (1,73 uL; 10,17 pmol) e HATU (3,86 mg;
10,15 pmol) foram adicionados a Kahalalide F (10,0 mg; 6,76
pmol) dissolvido em DMF (5 mL). A reaccdo foi acompanhada
por HPLC e apds 4 h, a DMF foi removida a pressdo reduzida
e o0 residuo foi dissolvido em CH3CN-H,0-AcOH (4,5:4,5:1,20
mL), liofilizado e purificado por HPLC semi-preparativa

para dar o andlogo em epigrafe (4,5 mg, 40%).
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Exemplo 7

[N(Me,Ph) ,N' (Me),-Arg®]-Kahalalide F (Composto 90)

Procedimentos experimentais como descritos no
exemplo 6, mas utilizou-se HAPyU (4,87 mg; 10,15 pumol) em

vez de HATU: 1,63 mg, 12%.

Exemplo 8

[N(CH;)4,N' (Me) ,-Arg®] -Kahalalide F (Composto 91)

Procedimentos experimentais como descritos no
exemplo 6, mas utilizou-se M)A (4,2 mg; 10,14 pmol) em vez

de HATU: 5,2 mg, 46%.

Exemplo 9

[N(CH,)4,N' (CH,) s-Arg®] -Kahalalide F (Composto 92a) e

[N° (CHN (CHz) 4, N'(CH)4)-Orn®]-Kahalalide F (Composto 92b)

Procedimentos experimentais como descritos no
exemplo 6, mas utilizou-se BTFFH (contendo uma impureza de
aprox. 50% de 1,1'-(fluorometileno)dipirrolidina) (3,16 mg;
10,16 pmol) em vez de HATU. Obteve-se dois produtos, 92a e
92b, e nédo foi possivel separéd-los (4,0 mg da mistura numa

proporcdo de 1:1, 35,06%).
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HPLC (Cond. A, coluna A), tg: 20,8 min (92b) 45%
e ty: 20,9 min (43a) 46%. EM (MALDI-TOF, m/z): (92a)
calculada 1,62705; determinada 1.630,8 [M+H]T; 1.652,606

[M+Na] ™. (43b) calculada 1.629,06; determinada 1.632,7

[M+H]"; 1.670,6 [M+K]"'.

Exemplo 10

[N°- (Me) 5-Lys®, (4S) -MeHex'*] -KF (Composto 93)

DIPEA (10 uL, 58,8 pmol) e MeI (6 pL, 0,100 mmol)
foram  adicionados a [Lys®, (4S) -MeHex'*]-Kahalalide F
(Composto 30) (5,0 mg; 3,35 pmol) dissolvido em DMF/DCM
(1:1, 5 mL). A reaccdo foi acompanhada por HPLC e apds 12
h, os solventes foram removidos a pressdo reduzida e o
residuo foi dissolvido em CH3CN-H,0-AcOH (4,5:4,5:1,20 mL),
liofilizado e purificado por HPLC semi-preparativa para dar

o analogo em epigrafe (2,2 mg, 44%).
Exemplo 11
[Thr (OTfa)'?, 4(S)MeHex'’]-Kahalalide F (Composto 94)
[4 (S)MeHex™"]-Kahalalide F (Composto 1; 10,0 mg;
6,7 pmol) foi dissolvido em TFA-DCM (1:1, 20 mL) e deixado

com agitacdo durante 3 dias a temperatura ambiente. Em

seguida, o solvente foi removido a pressdo reduzida e o
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residuo foi dissolvido em H,0-CH3CN (1:9) e purificado
imediatamente minimizando o tempo em que a amostra esteve
dissolvida em H,0. As fraccdes correspondentes ao analogo
em epigrafe foram recolhidas num bald&o de fundo redondo

mergulhado em N, liquido e liofilizadas (2,5 mg; 25%).

Exemplo 12

[Orn (N°Tfa)®, Thr (OTfa)'?, 4 (S)MeHex'*] -Kahalalide F (Com-

posto 95)

[ (45) -MeHex'*]-KF (Composto 1; 10 mg; 6,7 pumol)
foi dissolvido em DCM (8 mL); adicionou-se TFAA (18,9 uL;
134 pmol) e DIPEA (22,8 upL; 134 umol) e deixou-se reagir
durante 12 h. Em seguida, o solvente foi removido a presséo
reduzida e o residuo foi redissolvido em H;0-CH3CN (1:1) e

purificado imediatamente (2,0 mg, 20%).
Exemplo 13
[Orn (N°Tfa)®, 4(S)MeHex'‘]-Kahalalide F (Composto 96)
Procedimentos experimentais como descritos no
exemplo 12, mas antes da purificacdo o andlogo foi

dissolvido em H,0-CH3CN (1:1), deixado em solucdo durante 2

h e purificado (4,3 mg, 43%).
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Exemplo 14

[Thr (OTfa)'?,Lit (OTfa) ') -Kahalalide F (Composto 97)

Procedimentos experimentais como descritos no
Exemplo 1, excepto que no passo 4 (4S)-MeHex foi substi-
tuido por Lit-OH e no passo 7, o péptido ciclico foi
dissolvido em TFA-DCM (1:1, 20 mL) e foi deixado com
agitacdo durante 3 dias a temperatura ambiente. Apds este
periodo, o solvente foi removido a pressdo reduzida de uma
aliquota (10%) e o residuo s6lido foi dissolvido em H0-
CH5CN (1:9) e purificado imediatamente minimizando o tempo
em que a amostra esteve dissolvida em Hy0. As fraccdes
correspondentes ao anadlogo em epigrafe foram recolhidas num
balé&o de fundo redondo submerso em Ny liquido e
liofilizadas (5,6 mg; 6% de rendimento com base na resina

de partida).

Exemplo 15

[noS—MeHex“—N—(Hep)z-D—ValB]—Kahalalide F (Composto

98)

Procedimentos experimentais como descritos no
Exemplo 1, excepto que no passo 4, heptanaldeido (60,65 uL;
0,75 mmol; 5 equiv) dissolvido em DMEF-AcOH (99:1; 2 mL) foi

adicionado a H-D-Val-Thr (*Bu)-Val-D-Val-D-Pro-0Orn (Boc)-D-



PE1664093 - 64 -

allo-Ile-D-alo-Thr(Val-Alloc)-D-allo-Ile-D-Val-0-2-Cloro-

tritil-Ps (300 mg; carga inicial = 0,5 mmol/g de resina) e
apbés 5 min, adicionou-se NaBH3CN (28,28 mg; 0,45 mmol; 3
equiv) dissolvidos em DMF-AcOH (99:1; 1 mL) e a mistura foi
deixada reagir durante 2 h. Esse tratamento foi repetido

mais duas vezes monitorizando a reacgdo por HPLC.

Exemplo 16

[Orn(Biot)B]—Kahalalide F (Composto 99)

Kahalalide ¥ (150,0 mg; 94,3 upmol), d-biotina
(37,0 mg, 151,5 pmol) e HATU (114,0 mg, 299,8 umol) foram
dissolvidos em DCM anidro (6,0 mL) em atmosfera de Ar e
adicionou-se NMM (58 pL, 524,0 umol). A mistura foi deixada
com agitacdo durante 30 horas. Em seguida, o solvente foi
removido a pressédo reduzida e o residuo foi dissolvido em
MeOH e purificado. As fraccdes correspondentes ao analogo

em epigrafe foram liofilizadas (74,0 mg; 43%).

Caracterizagdo dos andlogos de Kahalalide F

A caracterizacdo estd apresentada na Tabela VI e
VII. EM na Tabela VI corresponde a MALDI-TOF e a massa
exacta foi calculada por Chemwind 6.0, e EM na Tabela VII

corresponde a APCI em modo positivo.
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Tabela VI
Cromatografia
Enalogo Composto § t; (min) | Massa exacta Encontrado

Cond, | Coluna
[(45) -Heex*] -£F 1 N C 10,22 1476,93 1500, 1/1516,0
[D-The"] k7 2 F C 7,75 1476,90 1477,5/14995/1515, 4
[D-Ser']-KF 3 F C 7,26 1462, 1463, 4/1485, 4/1501, 4
[61]-1F 4 X A 19,30 1491, 90 1514,4/153),4
[Lys’]-KF 5 X A 18,00 1490, % 1491, 8/1513,7/1529,6
[Val“)-kF 6 I C 12,48 1474, 9% 1496, 8/1513, 8
[D-Thr]-4F 7 B C 10,21 1476,93 1476,6/1498,6/1514,5
[D-Cha '] &F B I C 10,28 1,50,% 1532, 0/1533,0/1569, 0
[heh™-F j J C 1,79 1544,99 1 544,6/1566,3/1582,3
[hch, D-Cha"")-kF 10 K C 9,77 1599, 04 1599, 2/1621,3/1637,3
[D-Cha', D-Cha’, D-Cha']-kF 11 M E 6,44 1611, 04 1612,1/1633,1/1649,1
D-Val’, D-al'|-F 12 B A 8,56 1448, 90 1448, 5/1470, 5/1486, 4
[Tcos'"]-kF 13 A B 23,40 1639, 14 1662, 8/1683,7/1699, 7
[(c/t)-4-Me-cHexa' ] -KF 14 A A 18,80 1488, 93 1490, 9/1513,5/1528, 9
[Und]-%F 15 A A 23,60 1532, % 1535,5/155,5/1572,3
[(£R) -Heflex '] 1T 16 J C 7,30 1476,93 1477,8/1499,8/1515,7
[(4RS) -Hehex'"] -kF 17 J C 7,29 1476,93 1478, 5/1500, 5
[0ct")-1E 18 3 A 12,11 1490, % 1491, 4/1512,4/1508, 3
[p-HeBza] k7 19 A A 16,70 1482, 88 1484, 6/1,506,6/1522, 6
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(continuacdo)
Cromatografia
Andlogo Composto # tz (min) Massa exacta Encontrado

Cond. | Coluna
[Bza"]-KF 2 Aloa | 1710 1468,87 1470,5/1492,5/1508, 5
[p-CE:Bza”'|-4F 21 Bl 199 1536, 86 1538, 1/1560,0/1576,0
[3,5-dFPhAc™ ] -k 2 Aloa |13 1518,87 1520, 6/1542,6/1538, 6
[Pipe”'] EF 23 iR | 17,20 | 1512,86 1514,2/1537,2/1 55,1
[p-CEcinn']-kF 2 B | R | 8,17 | 1562,87 1564,3/1586,2/1 602,
[p-CE.PaAc™ ] -KF 25 Alor | 1670 1550, 87 1551,4/1574,4/150, 4
[Ph*]-kF 26 Al | 20,00 1710, 81 1712,3/1734,3/1730,3
[6-Okep™] -k 7 Alor | 1380 1490, 91 1492,6/1514,6/1531,6
[6,6-dFHep™]-KF 28 LR |9 112,61 1514,5/1536,4/1552, 4
[4-GuBut ] -kF 29 Al oa |17 1451, 90 1493, 311516,3/1532,3
[Lys’, (4)-MeHex™] -1 0 0| ¢ | 90 1490, 95 1492, 5/1513,6/1529, 5
noVal", nofhr”, nod-val"]-KF i Aoloa |1 1,177,75 117,75 1180,9/1202, /1218, 8
noVal”, nohr”, nod-val”, Mst™-47 | 32 Aoloa | 204 175,86 1279,0/1301,0/1317,0
[61y"]-4F 3 T | B |17 1434, 8 1436, 5/145, 0171
[D-Als"]-£7 3 T | B | 13,50 1,448,90 1450,5/1472,0/725,7
[D-Leu"| &7 3 T | B | 1570 1,490,% 1492, 8/1514,9/746,8
[D-Phe”"|-£F 3% T | B | 1570 154,93 1526,5/1548,9/763, 9
[D-Pro”')-K7 it T | & | 1460 1474,52 1476, 6/1498,1/739,0
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(continuacdo)
Cromatografia
Andlogo Composto # ta (min) | Massa exacta Encontrado
Cond. | Coluna
[Val~]-kF % T E 14,70 1476,93 1478,5/1500,9/739,9
[D-Clu] &7 % T E 12,9 1506,91 1508, 8/754, §
[D-Gln-]-&F 0 T E 12,10 1505, 92 1506,6/1328, 6
[D-Thr]-&F | ) E 18,50 1,478,91 1480,6/1502,8/741,0
[l ]-kF g T E 12,70 1434,89 1436,4/1458,9
[Phe-']-KF K i E 39,70 154,93 1526,6/1547,6
BEgE 44 T E 13,50 1448,90 149, 6/1471, 6
[Leur'] K 15 0 ) 25,70 140,95 1491,7/1513, 6
[D-Val]-kF 4 v R 26,50 1476,93 1477,6/1499, 6
[pro™']kF 1 X R 2,20 1474,92 1475,6/1497,6
[l ']k 1 i E 26,50 1505, %2 1507,0/1528,9/754, 4
[0c']-£F 19 i E 3,70 1491, 94 1493,4/1515,1/147,5
[Thr']-4F ) 1B E 16,20 147,91 1480, 4/1501,7/740, 9
[elu']-F 51 ] D 7,4 150,91 1508,5/754, §
[2la”, noD-Val"]-kF 5 i y 37,00 147,85 1348,6/1370,6
61y, noD-Val"|-kF 5 i E 3,60 1333, 84 1335,4/1397,1
[Leu?, noD-Val“|-kF 5 i y 10,80 1389,90 1391,5/1413,2
[Pro”, nob-Val"]-EF % i E 39,50 1373,87 1375,4/1397,1
[61u, nob-Val"]-kF 5% i E 36,10 1405, 86 1406,6/1428, 6
[0, nob-Val”]-kF 57 W ) 3,30 1390, 90 1392,8/1414,1/697,1
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Composto (Cromatografial t; | Massa
Andlogo Encontrado
¥ |Cond.|Coluna| (min) | exacta
(61", noD-Val”]-&F B W | E | 35,20 1404,87 1406,0/1426, 0
[Pro’, (45)Hehlex |7 %9 | R| €| 7,68 | 1476,83 |1477,3/1496,3/1515,2
[D-Pip’, (45)-lieHex'"]-kF 0 | R|C | 7,45 1490,95 |1492,2/1514,2/1530,2
[D-Tic’, (4)-MeHex' -k 50| R | C | 817 15%,% 1540,1/1562,1
[(%R)-Ph-Pro’, (45)-teHex™!]-£F | R | ¢ | 8,15 15%,% 1554,2/1, 576,
[hCh']-KF 63 | 6| C |13,20 145,99 |1562,0/1584,0/1600,0
[0, L-Ser’] KF 60 | B | C |10,15] 1480,93 1481, 1/1503,1
[61]-kF 65 | C | E | 4,27 1450,9 [1450,5/1472,5/1488,
[2k]-KF 6 | D | B |59 | 146,95 [1478,2/1500,2/1516,0
[Tha]-KF 61 | B | B | 4,43 | 146,92 |1463,3/1485,3/1503,
[Tep’]-4F 6 | B | C |10,21 1515,% [1516,8/1538,8/1554,7
D-val', D-Phe’, Val', allo-11¢, allo-Th’, allo-Ile', D-0rt,
A 9 | F| C | T30 147,93 1499, 3/1515,3
pro’, Val", D-Val”, D-Tar”, val) K7

[Phe(3,4-C1,)°, (45)-VeHex -k 0| RO|C | 8,52 | 1544,85 |1545,7/1567,6/1583, 6
[Phe(Rs)°, (48)-lieHex"]-KF M| R | €| 8,46 | 1566,88 |1567,6/1589,6/1605,6
[Phe(d-1)°, (48] -lieHex"]-KF | RO|C | 8,32 | 1602,86 |1603,6/1625,6/1641,6
[Phe(4-0,), (45) Hehex '] £F ol R ] C | T4 15,9 1528, 8/1545, 8
[Phe(4-F)7, (48] -ieex"]-KF WOl R | C | 7,53 | 1494,9 |1495,8/1517,9/1533,9
[Tyr(He)®, (49)-YeHex'™]-KE 5] R | C | 7,36 | 1506,9 [1508,4/1530,4/1546, 4




PE1664093 - 69 -
(continuacdo)
Cromatografia
Andlogo Composto # ty (min) | Massa exacta Encontrado

Cond, | Coluna
[Thi’, (45)Vehex'"] k7 % R C 740 1482, 89 1482,9/1504, /1520, 4
Tic', (45) Vehex'"] -1 M R C 7,85 148,93 1489,4/1511,4/1527, 4
[Tyr', (45) Yehex'"] -5 1 R C 6,44 1492,93 1493,7/1515,7/1531, 7
[0ic’, (45) Vehex""] £ 79 R C 7,9 1480, %6 1481, 4/1503,4/1519, 4
[HiePhe’, (4)-MeHer '] -k 80 R C 8,26 1490, %5 1491,6/1513,5
[he (2-C1)°) -k Bl R C 7,9 1510,89 1512, 3/153¢, 3/1550,2
[Phe(3-CL)"]KF 8 R C 7,9 1510,89 1512, 1/153¢, 0/1550,0
[Phe (4-C1) ) -KF 8 5 C 6,75 1510,89 1512, 3/1534, 3/1550, 3
[Phe (3, 4-F,) ] -F B R C 7,70 1512, 51 1514,3/1536,3/1532,3
[Nal’]-kF 85 R C 8,07 126,93 1528,3/1550,2/1566,2
[BiP']-KF B R C 8,70 1532, % 1554, 3/1576,3/15%2,3
[Py’ ] -KF 87 R C 7,23 1,462,9 1464, 2/1486,2/1502,1
[Phe(3,4-CLy)°, p-CELCim)-KF 0 R C 5,00 1630,79 1632,
[H(te);, 1 (He) Reg’]-KF 89 A o] 19,60 1575, 02 1577,3/1599, 3/1615,3
[H{tie, Ph), W' () -Reg] -KE 9 A Lo a0 1637,03 1639, 4/1661,3/1676,3
[N(CHy) ¢, I (Me),-Beg’)-KE 9 A Lo o2,00 | 1,600,03 1602, 7/1623,6/1640,6
H(CH) g I (CEy) -Rrg ] KF 9 A o208 1629, 06 1630,8/1632,7/1
[N (CH(CH,) 4, " (CHy) ) -Orn’] -KF 20,90 162705 632,6/1670,6
[1F (ie) -Lys®, (4] -MeHex™] -7 93 R ¢ 7,66 1,534,00 1534, 36
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(continuacdo)
Composto (Cromatografia
Andlogo Massa exacta Encontrado
¥ |Cond. [Coluna| (min)
, ) 157,91
[Thr (OTFA), (48] -MeHiex "] -KE o || |68 1468, 7/151¢,7/1
594,6/1612,5
0 (PTER), Thr (0TFR) ", (45)-
| 5 | L | ¢ |13 1668, 90 1670,0/1677,0/1693,0/ 1574,0/15%,0
Mefiex'*) kT
o (FTFR), (45)Mehex1-KF | %6 | L | € |1L& 157,91 1574,0/1596,0/1612,0
ﬂ , 1916, 5/1638,6/1820, 3/
[Thr (OTFR)™, Lit (OTFR)-]-kF o7 | P | 14,5 1915, 09
1842,4/1724,6/1746,5/ 1762, 5
[no S-Mehlex™, NiHep)Val")]-kF | 96 | & | & |69 1406, 85 1407,8/1429,8/1446, 8
[0m (Biot)*] -Kahalalide 7 9 | 1| E |16 1703,01 1704,6/1727,0
[L-Val-d; ] -kF 00 | & | ¢ |10,68 1484, 98 1508,3/1,524,2
[AH)-xr 00 | 2] ¢ |89 1,819,20 1820,2/1841,5/1857,9
0]k 00 | » | ¢ |1L,0 1803, 19 1803,9/1825,8/1841,8
[C(=(CH) ) 5P 03 | R| ¢ |42 1462,93 1464,2/1486,2/1503,2
[D-11e']-4F 06 | 3| ¢ |73 1476,93 1478,5/1500,5/1517,
[D-Val ]-kF 05 | R | ¢ |74 1462,90 1464,2/1486,1/1502,1
[0-0rr’, 1-Pro’)-EF 06 | R | ¢ | 7K 1476,90 1477,7/1499,7/1515,7
D-Cys', L-Cysth]-KE 07 | R | ¢ |6% 1470, 80 1471, /1493,
D-Cys', D-Cys™']-KF 08 | 2| ¢ |64 1470, 80 1471,9/1493,/1510,9
D-homeCys’, DrhomoCys™ K | 109 | R | ¢ | 6% 1498, 80 1499,9/1521,5/1538, 9
[D-Val']-kF 10 | R | ¢ |73 146,90 1473,
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Table VII
Andlogo Exemplo# Massa exacta Encontrado
[G1y*] -KF 111 1432,91 1434,1/1456,0
[Ala®?]-KF 112 1446, 92 1447,4/1449,4
[Leu'?] -KF 113 1488,97 1490,2/1512,311529, 2
[Phe'?] -KF 114 1522,95 1524,1/1546,2
[Glu®?]-KF 115 1504,93 1506,2/1528,3
[Orn'?] -KF 116 1489, 96 1491,1/1513,2/1526,1
[Pro?]-KF 117 1472,94 1474,3/1496,0
[D-0rn'’]-KF 118 1491, 94 1493,4/1515,3
[G1ln™]-KF 119 1503, 94 1505,2/1527,2

Exemplo 17

Actividade biolégica

A Dbioactividade dos compostos aqui descritos é
demonstrada pelos resultados nas tabelas seguintes obtidos

com a metodologia descrita a seguir:

A finalidade deste ensaio & interromper o
crescimento de uma cultura de células tumorais in vitro por
meio de uma apresentacdo continuada das células a amostra a

ser testada.
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Linhas celulares
NOME N° ATCC ESPECIE TECIDO CARACTERISTICAS
A-549 CCL-185 humana pulmdo carcinoma do pulmdo
"NSCL"
SK-MEL-28 HTB-72 humana melanoma melanoma maligno
HT-29 HTB-38 humana cdlon adenocarcinoma do
cdlon
LoVo CCL-229 humana cdlon adenocarcinoma do
cdlon
LoVo-Dox humana cédlon adenocarcinoma do
cbdlon (MDR)
DU-145 HTB-81 humana prostata carcinoma da prdstata,
sem receptores de
androgénios
LNCap CRL-1740 humana prbéstata carcinoma da préstata,
com receptores de
androgénios
SK-BR-3 HTB-30 humana mama adenocarcinoma da
mama, Her2/neut,
(efusdo pleural)
IGROV-1 humana ovario adenocarcinoma do
ovario
IGROV-ET humana ovario adenocarcinoma do
ovario, caracterizado
como células
resistentes a ET-743
SK-0OV-3 HTB-77 humana ovario adenocarcinoma do
ovario (ascite
maligna)
Hela CCL-2 humana colo do Utero | carcinoma epiteldide
do colo do utero
HelLa-APL CCL-3 humana colo do UGtero | carcinoma epiteldide
do colo do utero,
caracterizado como
células resistentes a
aplidina
K-562 CCL-243 humana medula Ossea leucemia mielogénea
crbnica
PANC-1 CRL-1469 humana péncreas carcinoma epiteldide
do pancreas
HMEC-1 humana endotélio
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Um ensaio de tipo colorimétrico, utilizando a
reaccdo da sulforrodamina B (SRB) foi adaptado para uma
determinacdo quantitativa do crescimento e viabilidade
celular [seguindo a técnica descrita por Philip Skehan et
al. (1990), ©New colorimetric cytotoxicity assay for
anticancer drug screening, J. Natl. Cancer Inst., 82:1107-

1112].

Esta forma do -ensaio wutiliza microplacas de
cultura de células com 96 pocos de 9 mm de didmetro
(Faircloth, 1988; Mosmann, 1983). A maioria das 1linhas
celulares s&do obtidas da American Type Culture Collection

(ATCC) derivadas de diferentes tipos de cancros humanos.

As células sdo mantidas em RPMI 1640 com FBS a
10%, suplementado com 0,1 g/L de penicilina e 0,1 g/L de
sulfato de estreptomicina e depois incubadas a 37°C, 5% de
CO0, e 98% de humidade. Para as experiéncias, as células
foram colhidas de culturas subconfluentes utilizando
tripsina e ressuspensas em meio fresco antes de serem

colocadas nas placas.

As células s&o cultivadas em placas de
microtitulacdo com 96 pocos, a 5 x 10° células por poco em
aliquotas de 195 puL de meio, e deixa-se que se fixem a

superficie da placa por cultura em meio isento de farmaco
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durante 18 horas. Em seguida, as amostras sdo adicionadas
em aliquotas de 5 npL numa gama de 10 a 10-8 ng/mL,
dissolvidas em DMSO:EtOH:PBS (0,5:0,5:99). Apods uma
exposicdo de 48 horas, o efeito antitumoral ¢é medido pela
metodologia de SRB: as células s&o fixadas por adicdo de 50
nL de &cido tricloroacético (TCA) a 50% (p/vol) frio e
incubacdo durante 60 minutos a 4°C. As placas sé&do lavadas
com é&agua desionizada e secas. Cem pL de solucdo de SRB
(0,4% p/vol em &cido acético a 1%) sdo adicionados a cada
poco da placa de microtitulacdo e incubadas durante 10
minutos a temperatura ambiente. O SRB ndo ligado é removido
por lavagem com acido acético a 1%. As placas sdo secas ao
ar e o corante ligado ¢é solubilizado com tampdo Tris. AS
densidades épticas sédo lidas num leitor espectrofotométrico
de placas automatizado num sé comprimento de onda de 490

nme.

Calcula-se os valores da média + DP dos dados de
pocos em triplicado. Podem ser calculados alguns parametros

de respostas celulares: GI = inibicdo do crescimento, TGI =

inibicdo total do crescimento (efeito citostatico) e LC

morte celular (efeito citotdxico).

As Tabelas VIII e IX apresentam dados sobre a

actividade bioldgica dos compostos da presente invencéo.
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Tabela VIII:

Dados de

Actividade (Molar)

DU-145 | LN-caP | SKOV-3 | IGROV | IGROV-ET | SK-BR-3 | MEL-28 | H-MEG-1
1{GI50 | 3,27E-07 | 9,00E-07 - 1,58E-07 | 1,35E-07 | 4,34E-08 | 3,15E-07 :
TGl | 8,80E-07 | 2,14E-06 - 3,19-07 | 2,89E-07 | 9,27E-08 | 4,10E-07 -
LC50 | 2,54E-06 | 5,08E-06 - B,41E-07 | 6,19E-07 | 4,69E-07 | 2,10E-08 -
2| GI50 | 5,20E-06 | 2,13E-06 - 1,09E-06 | 1,60E-06 | 4,47E-06 | 6,77E-06 :
TGl | 6,77E-06 | 6,77E-06 - 5,33E-06 | 3.80E-06 | 6.77E-06 | 6,77E-06 -
Lcs50 | 6,77E-06 | 6,77E-06 - 6,77€-06 | 6,77€-06 | 6,77E-06 | 6,77E-06 .
3[GI50 | 8,33E-07 | 3,72E-07 . 4.55E-07 | 2,64E-07 | 4,06E-07 | 1,57E-06 :
TGl | 1,69E-06 | 1,12E-06 - 1,27E-06 | 6,38E-07 | 6,23E-07 | 2,66E-06 .
LC50 | 3.44E-06 | 2,94E-06 - 3,16E-06 | 2,11E-06 | 2,45E-06 | 4,53E-06 -
4| GI50 | 1,03E-06 | 3.71E-07 | 1,85E-07 | 4,90E-07 | 8,17E-O7 - 2,95E-06 R
TGl | 2,00E-06 | 1,19E-06 | 5,85E-07 | 1,29E-06 | 1,69E-06 . 6,70E-06 -
Lc50 | 3,88E-06 | 3,62E-06 | 2,26E-06 | 3,31E-06 | 3,52E-06 - 6,70E-06 .
5|GI50 | 1,81E-08 | 1,42E-08 | 1,96E-07 | 1,83E-07 | 2,40E-07 | 1,69E-07 | 8,11E-07 | 1,56E-08
TGl | 3,20E-08 | 2,61E-08 | 4,08E-07 | 3,71E-07 | 4,88E-07 | 3,06E-07 | 1,87E-06 | 2,63E-08
Lc50 | 5,69E-08 | 4,79E-08 | 1,49E-06 | 1.23E-06 | 2.83E-06 | 5.54E-07 | 4.30E-06 | 4.46E-08
6|GI50 | 1,65E-07 | 3,13E-07 . 1,50E-07 | 1,54E-07 | 1,02E-07 | 1,75€-07 :
161 | 2,94E-07 | 1,00E-06 - 2,99E-07 | 2,91E-07 | 2.22E-07 | 2,94E-07 -
Lcso | 5,23E-07 | 2,78E-06 . 598E-07 | 549E-07 | 4,82E-07 | 4,92E-07 .
7| G150 ] 6,77E-06 | 6,04E-06 - 6,77E-06 | 6,77E-06 | 6,77E-06 | 6,77E-086 -
161 | 6,776-06 | 6,77E-06 . 6,77E-06 | 6,77E-06 | 6,77E-06 | 6,77E-06 .
Lcso | 6,776-06 | 6,77E-06 - 6,77€-06 | 6,77€-06 | 6,77E-08 | 6,77E-08 -
8| GI50 | 1,33E-06 | 2,79E-08 - 1,04E06 | 6,52E-07 | 4,84E-07 | 1,45E-06 -
TGl | 2,38E-06 | 6,53E-06 - 2,11E-06 | 1,44E-06 | 1,25E-06 | 2,42E-06 .
LC50 | 4,26E-06 | 6,53E-06 - 4,29E-06 | 3,16E-06 | 3,17E-086 | 4,02E-06 -
9[GI50 | 4,55E-07 | 9,256-07 . 2.37E-07 | 2.78E-07 | 1,49E-07 | 3,21E-07 n
TGl | 1,24E-06 | 2,33E-06 - 7,76E-07 | B09E-07 | 3,66E-07 | 9,44E-07 -
LC50 | 3,28E-08 | 5,85E-06 - 3,31E-06 | 294E-08 | 1,366-06 | 2,62E-08 -
10| GI50 | 4,20E-06 | 4,80E-06 . 1,00E-06 | 2,23E-06 | 1,31E-06 | 3,10E-06 n
TGl | 6,25E-06 | 6,25E-06 - 3,84E-06 | 4,56E-06 | 2,32E-06 | 6,25E-06 -
LC50 | 6,25E-06 | 6,25E-05 - 6,25E-06 | 525E-06 | 4,16E-08 | 6,25E-06 -
11| GI50 | 2,20E-07 | 6,45E-07 - 1,00E-07 | 1,33E-07 | 1,06E-07 | 4,55E-07 .
TG | 8,56E-07 | 1,40E-06 - 567E-07 | 3,03E-07 | 2,52E-07 | 1,28E-08 -
LC50 | 2,64E-06 | 3,01E-06 - 2,99E-06 | 120E-08 | 5,99E-07 | 3,03E-06 -
12| GI50 | 1,61E-06 | 2,80E-06 n 1,85E-06 | 1,79E-06 | 1,74E-06 | 1,68E-06 -
TG | 2,82E-06 | 3,79E-06 - 3,01E-06 | 297E-068 | 3,06E-06 | 3,12E-06 -
LC50 | 4,92E-06 | 5,14E-08 - 4,93E-06 | 4,93E-06 | 5,38E-06 | 5,78E-06 -
13[GI50 | 1,28E-06 | 1,21E-06 . 1,36E-06 | 166E-06 | B,61E-07 | 1,25E-06 .
TGl | 2,28E-06 | 2,39E-06 . 2,52E-06 | 2,81E-06 | 1,86E-06 | 2,21E-08 -
LC50 | 4,04E-06 | 4,73E-06 - 4,68E-06 | 4,79E-06 | 3,99E-06 | 3,93E-06 -
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GI50
TG
LC50

6,12E-07
1,48E-06
3,36E-06

1,34E-06
2,87E-06
6,11E-06

3.82E.07 | BA4GE-07 | 1526-07
12206 | 1.946-06 |3.47E-07
347608 | 447608 |6.57E-07

8,86E-07
1,89E-06
4,01E-06

Tabela VIII:

Dados

de Actividade (Molar)

(cont.)

A-549

K-562

PANC-1

HT-29 LOVO

LOVO-DOX

HELA

HELA-APL

GI50
TGl
LC50

8,07E-07
2,05E-06
4,63E-06

1,62E-06
2,96E-08
5,40E-08

GI50
TGl
LC50

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-08

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-068

1,82E-06
3,66E-06
6,77E-08

9,54E-08 | 1,16E-07
2,18E-07 | 2,42E-07
4,98E-07 | 5,02E-07

6,36E-08
229E-07
1,43E-08

2,54E-07
7,38E-07
2,56E-06

§,56E-07
1,52E-05
3,81E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06 ] 6,77E-06
6,77E-06 | 6,77E-06

6,77E-06 | 6,77E-06 |

3,06E-08
6,77E-08
6,77E-08

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-08
6,77E-08
6,77E-06

GI50
TG
LC50

1,36E-06
2,46E-06
4,47E-06

5,08E-08
6,83E-06
6,83E-06

3,08E-06
6,83E-08
6,83E-06

3,78E-07 | 1,89E-07
1,22E-06 § 3,64E-07
3,52E-06 | 7,58E-07

1,79€-07
3,37E-07
6,37E-07

1,35E-06
2,64E-06
5,21E-06

1,37E-08
2,28E-06
3,78E-06

Gl50
TG
LCS0

1,77E-08
4,02E-08
6,70E-06

2,11E-06
5,10E-06
6,70E-06

1,82E-06
3,46E-06
6,60E-06

8,84E-07 | 3,48E-07
2,00E-06 | 6,45E-07
4,55E-06 ] 2,65E-08

757607
1,77E-06
4,15E-06

GI50
TGI

1,29E-07
2,75E-07

7,71E-07
1,65E-06

1,14E-06
2,37E-08

1,58E-07 | 1,55E-07
2,81E-07 | 2,71E-07

1,62E-07
2,98E-07

LC50

5,82E-07

3,55€E-06

4,92E-06

4,98E-07 | 4,78E-07

§,52E-07

GIs50
TGl
LC50

2,57e-07
8,54E-07
2,36E-06

6,61E-07
1,44E-06
3,07E-06

1,02E-06
1,96E-06
3,80E-05

1,48E-07 | 1,33E-07
2,68E-07 | 2,48E-07
4,85E-07 | 4,63E-07

1,59E-07
2,83E-07
5,03E-07

1,44E-07
2,63E-07
4,80E-07

3,79E-07
1,04E-06
3,11E-06

G150
TGI
LCso

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6.77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06 | 6,77E-06
6,77E-06 | 6,77E-06
6,77E-06 | 6,77E-06

5,14E-06
6,77E-06
6,77E-08

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

G150
TG!
LC50

1,97E-06
4,18E-06
6,53E-06

1,93E-06
4,92E-06
6,53E-06

6,53E-06
6,53E-06
6,53E-06

9,92E-07 | 1,01E-06
1,99E-06 | 1,96E-06
3,99E-06 | 3,82E-06

9,86E-07
2,09E-06
4,43E-06

1,40E-06
2,30E-06
3,80E-06

1,70E-06
2,87E-06
4,86E-06

G150
TGl
LCs50

1,84E-07
4,48E-07
1,64E-06

1,72E-06
3,39E-06
6.47E-06

2,25E-08
5,27E-08
6,47E-06

8,60E-08 | 9,57E-08
1,82E-07 | 1,93E-07
4,29E-07 | 3,90E-07

5,07E-08
1,30E-07
3,05E-07

3,56E-07
1,12E-06
2,92E-06

3.91E-07
1,20E-08
2,75E-06

10

GIs0
TGl
LC50

3,56E-06
6,25E-06
6,25E-06

6,25E-06
6,25E-06
6,25E-06

1,06E-06 | 1,12E-06
1,86E-06 | 2,27E-06
3,58E-06 | 4,59E-06

5,37E-07
1,30E-06
2,94E-06

2,67E-06
6,25E-06
6,25E-06

3,67E-06
6,25E-06
6,25E-06

11

G150
TGH
LC50

1,32E-07
2,60E-07
5,11E-07

1,58E-06
2,56E-06
4,14E-06

1,43E-06
2,74E-06
5,25E-06

9,74E-08 | 9,74E-08
1,91E-07 | 1,99E-07
3,77E-07 | 4,08E-07

8,19E-08
1,64E-07
3,26E-07

2,23E-07
8,93E-07
2,55E-06

2,11E-07
8,31E-07
2,32E-06

12

GIs0
TGl

2,17E-06
6,68E-06

3,19E-06
5,46E-06

4,67E-06
6,90E-06

1,29E-08 | 1,26E-06
2,51E-06 | 2,28E-06

9,52E-07
1,97E-06

1,75E-06
2,98E-06

3,02E-06
6,01E-06
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LCS0

6,90E-06

6,90E-06 | 6,80E-06

4,88E-05

4,13E-06| 4,08E-06

5,07E-05| 6,90E-06

13| GI50
TG
LCS0

1,18E-06
2,13E-08
3,82E-08

1,23E-06 } 2,02E-08
2,42E-06 | 5,48€-06
4,71E-06 | 6,02E-06

1.26E-05
2,32E-06
4,28E-06

9,03E-07 -
1,79F-06 .
3,58E-06 -

1,40E-06| 1,25E-06
2,71E-06] 2,23E-08
5,25E-06| 3,98E-06

14| GIS0
TGl
LC50

0,336-07
2,15E-06
4,95E-06

2,02E-06 | 2,01E-08
3,58E-06 | 6,71E-08
6,32E-06 | 6,71E-06

1,89E-07
4,22E-07
1,83E-08

9,93E-08] 1,44E-07
2,34E-07| 2,88E-07
550E-07| 5,76E-07

7.79e-07 | 6,11E-07
1,84E-08| 1,72E-08
437E-06| 4,56E-06

Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)

DU-145 | LN-caP | SKOV-3 | IGROV |IGROV-ET | SK-BR-3| MEL-28

15[ GI50 | 1,62E-07 | 5,29E-07 - 1,58E-07| 2,35E-07 | 2,67E-08] 1,69E-07

TG |3,53E-071,44E-06 - 3,72E-07| 8,41E-07 | 7,43E-08{ 4,45E-07

LC50 | 1,04E-06 | 3,4BE-06 - 1,54E-06 | 3,34E-05 |4.68E-07|2,04E-06

16 | GI50 | 1,20E-06 | 1,50E-06 - 9,41E-07| 8,05€-07 [1,25E-08] 1,14E-06

TGl |2,14E-06 | 2,46E-06 - 1,81-06| 1,62E-06 |2,20E-06] 2,09E-08

LC50 | 3,82E-08 | 4,04E-05 - 3,50E-06 | 3,26E-08 | 3,86E-06] 3.80E-06

17 | GI50 | 2,52E-07 | 9,34E-07 - 1,85E-07 | 2,09E-07 | 1,62E-07 | 1,30E-06

TGl |8,39E-07 | 2,10E-06 - 3,96E-07 | 4,24E-07 |3,14E-07| 2,54E-06

LC50 | 2,65E-06 | 4,75E-06 - 1,49E-06 | 1,84E-06 |6,06E-07 | 4,86E-06

18| G150 | 1,49E-07 | 4,02E-07 - 1,68E-07 | 1,47E-07 |1.21E-07]6,70E-07

TGl |6,70E-07 | 1,34E-06 - 3,02E-07 | 3,02E-07 | 3,02E-07| 1,14E-08

LCS50 | 1,47E-06 | 3,35E-06 - 1,07E-06 | 2,01E-08 | 5,36E-07 | 1,68E-06

{19 Giso | 7,756-07 | 1,02E-06 - 3,43E-07 | 4,39E-07 | 1,70E-07 | 1,16E-06 |

TGl |1,73E-06 | 2,55E-06 - 1,37E-08| 1,44E-06 |3,77E-07 | 2,24E-06

LC50 | 3,87E-06 | 6,42E-05 - 4,23E-06 | 4,07E-08 | 1,40E-06 | 4,31E-08

— $20]GI150 ] 9,39E-07 ] 1,18E-08 - 7,44E-07 | 7 55E-07 | 3,20E-07 | 1,20E-06

TGl |1,99E-06 | 2,87E-06 - 1,73E-06 | 1,78E-06 {1,16E-06 | 2,26E-08

LC50 | 4,25E-06 | 6,80E-06 - 4,20E-06| 4,20E-06 | 3,38E-06 | 4,23E-08

21| GI50 | 2,41E-07 | 3,39E-07 - 1,77E-07 | 1,69E-07 |1,11E-07[8,97E-07

TG1 |1,22E-06 | 1,30E-08 - 7,22E-07 | 7,61E-07 |2,46E-07 | 1,85E-06

LC50 | 3,28E-06 | 3,52E-06 . 3,45E-06 | 2,83E-06 |5,43E-07 | 3,80E-06

22 | GI50 | 1,43E-06 | 1,64E-06 - 9,80E-07 | 1,07E-06 | 4,64E-07 | 2,50E-06

TG! |6,58E-06 | 6,58E-06 - 2,12E-06 | 2,32E-06 | 1,45E-06 | 6,58E-06

Lcs0 | 6,58E-06 | 6,58E-06 - 4,57E-06 | 5.01E-06 | 3,64E-06 | 6,58E-06
23|Gio| - - : - . N X
TG! - - . - - - -
LC50 - - - - - - -

24 | GIS0 | 4,77E-08] 9,78E-08 | 5,95E-08 | 9,98E-08 | 3,32E-08 - 1,89E-07

TG! |1,30E-07|2,65E-07 | 1,52E-07 | 2,39E-07 | 6,29E-08 - 3,98E-07

LC50 | 3,41E-07 | 1,25E-08 | 3,70E-07 | 5,70E-07 | 2,92E-07 - 1,63E-08

25| GI50 | 2,51E-07 | 3,20E-07 | 1,26E-07 | 2,52E-07 | 2,00E-07 - 1,40E-06
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161 [7,86E-07
LC50 | 2,38E-06

1,19E-06 | 3,29E-07
3,66E-08 | 1,13E-06

4,54E-07
1,96E-06

3,23E-07
5,21E-07

- 2,14E-05
- 4,06E-08

26

GI50 | 5,96E-07
TGl {1,41E-06
LC50 | 3,35E-06

9,00E-07 -
1,72E-06 -
3,28E-06 -

6,48E-07
1,48E-06
3,36E-06

1,99E-07
5,14E-07
2,04E-06

1,44E-07 | 7,54E-07
4,92E-07 | 1,50E-06
2,18E-06} 2,96E-06

27

GI50 | 6,70E-06
TGl |6,70E-06
LC50 | 6,70E-06

6,70E-06 -
6,70E-08 -
6,70E-06 -

6,70E-06
6,70E-06
6,70E-06

6,70E-06
6,70E-08
6,70E-06

3,16E-06| 6,70E-06
6,70E-08| 6,70E-06
6,70E-06 | 6,70E-06

28

GIs0 | 2,15E-07
TGl |5.59E-07
LC50 | 2,09E-06

3,63E-07 | 1,45E-07
1,09E-06 | 3,36E-07
3,10E-06 | 1,01E-06

3,34E-07
7,86E-07
2,55E-06

2,28E-07
3,59E-07
5,68E-07

- 1,47E-06
- 2,55E-08
- 4,41E-08

Tabela VIII:

Dados de Actividade (Molar)

(cont.)

A539 | K562 | PANC-1| HT-20 | LOVO |LOVO-DOX| HELA |HELA-APL
15| GI50 | 1,436-07| 1,15E-06 | 1,23E-06 | 1,27E-07 | 1,17E-07| 4,08E-08 | 1,20E-07 | 2,29E-07 |
TGl |3,39E-07}2,18E-06 | 2,28E-05 | 2,70E-07 | 2,67E-07 | 1,65E-07 |2,65E-07| 8,47E-07
LC50 | 1,69E-06 | 4,10E-06 | 4,20E-05 | 5,74E-07 | 6,04E-07| 4,78E-07 |5,88E-07| 3,55E-08
16 | GI50 | 1,20E-06 | 3,73E-06 | 4,70E-06 | 7,38E-07 | 2,48E-07 | 2,88E-07 |1,05E-06| 1,56E-06
TGl |2,26E-08|6,77E-06 | 4,24E-05 | 1,54E-06 | 7,78E-07| 7,71E-07 | 1,93E-08] 347608
LC50 | 4,24E-06 | 6,77E-06 | 4,24E-06 | 3,226-06 | 2,28E-06| 2,19E-06 |3,55E-06| 6,77E-08
17 | GI50 | 2,40E-07 | 2,37E-06 | 3,82E-06 | 1,47E-07 | 1,41E-07| 1,80E-07 | 7,44E-07 | 7,58E-07
TGl |7.51E-07 | 4,07E-06 | 6,77E-06 | 2,84E-07 | 2,67€-07| 3.66E-07 |1,71E-06| 1,85E-06
LC50 | 2,89E-06 | 6,77E-06 | 6,77E-06 | 5,50E-07 | 5,03E-07 | 1,27E-06 |3,92E-08| 4,50E-06
18 | GI50 | 1,34E-07 | 2,41E-06 | 2,01E-06 | 2,01E-07 | 1,88E-07 | 1,07E-07 | 2,88E-07| 5,36E-07
TG! [2,82E-07 | 3,02E-06 | 3,35E-06 | 3,22E-07 | 2,686-07| 1.68E-07 |8,04E-07| 1,07E-06
LC50 | 1,21E-06 | 4,02E-06 | 6,03E-06 | 5,36E-07 | 4,02E-07| 3,35E-07 | 1,68E-06| 3,356-08
19| GI50 | 7,75E-07 | 7,62E-07 | 2,06E-06 | 3,14E-07 | 1,20E-07 - 8,49E-07| 923E-07
TG! |1,71E-06|2,01E-06 | 6,74E-06 | 1.12E-06 | 2,35E-07 - 1,95E-06| 2,00E-06
LC50 | 3.76E-06 | 5,30E-06 | 6,74E-06 | 3.42E-06 | 4,58E-07 . 4.48E-06| 4.36E-06
20 [ GI50 | 9,52E-07 | 3,05E-07 | 3,79E-06 | 6,94E-07 | 1,28E-07 : 1,11E-06| 1,01E-06
TGl |1,956-06 | 2,12E-06 | 6,80E-06 | 1,64E-06 | 3,03E-07 - 2,30E-06] 2,08E-05
LCS0 | 3,97E-06 | 6,80E-06 | 8,80E-06 | 3,88E-06 | 8,10E-07 - 4,76E-06{ 427E-08
21| GI50 | 1,46E-07 | 6,50E-06 | 1,30E-06 | 1,14E-07 | 9,17E-08 . 3,10E-07| 5,04E-07
TGl |4,06E-07|6,50E-06 | 3,11E-06 | 2,59E-07 | 1,92E-07 - 1,28E-06| 1,48E-08
LC50 | 1,68E-06 | 6,50E-06 | 6,50E-06 | 5,85E-07 | 4,04E-07 - 3,91E-06| 367E-06
22| GI50 | 1,17E-06 | 6,56E-06 | 5,45E-06 | 8,88E-07 | 2,88E-07 . 1,29E-06| 1,96E-06
TGl |2,16€-06 | 6,58E-06 | 6,58E-06 | 1,94E-06 | 1,08E-06 . 3,28E-06| 6,58E-06
LC50 | 3,99E-06 | 6,58E-06 | 6,58E-06 | 4,25E-06 | 3,11E-06 . 6,58E-06| 6,58E-06
23| GI50 | 6,61E-07 - - 1,32E-07 - - - -
TG1 |198E-08 - - |330E07| - - - -
Lcso| 4626068 - - |s28807| - - - -
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24| GI50 | 1,20E-07 | 8,82E-07 | 1,32E-06 [ 1,38E-07 | 1,12E07] 5,73E-08 - -
TGl |3,73E-07 | 1,84E-06 | 2,34E-06 | 2,54E-07 | 2,25E-07| 1,81E-07 - -
LC50 | 4,02E-05 | 3,80E-06 | 4,16E-06 | 4,69E-07 | 4,54E-07 | 5,67E-07 - -
25| GI50 | 2,97E-07 | 1,42E-06 | 1,58E-06 | 5,55E-07 | 2,03E-07| 1,76E-07 - -
TGl |9,67E-07 | 3,06E-06 | 3,07E-05 | 1,41E-06 | 4,59E-07| 3,92E-07 - -
LC50 | 3,24E-06 | 6,44E-06 | 5,96E-06 | 3,32E-06 | 1,61E-06| 1,43E-06 - -

26 | GIS0 | 6,84E-07 | 1,33E-06 | 2,01E-06 | 2,03E-07 | 6,54E-07 | 1,31E-07 |7,01E-07| 4,55E-07

16! |1.486-06 | 2,33E-05 | 5,50E-06 | 4,556-07 | 1,38E-06| 2,52E-07 |1,57E-06] 1,33E-08

Lcs0] 3.19E-05 | 4,07E-06 | 5,84E-06 | 1,89E-06 | 2,99E-06 | 4,84E-07 |351E-05| 3,52E-08

27 | GI50 | 6,70E-05 | 6,70E-08 | 6.70E-06 | 6,70E-06 | 3,50E-06| 2,14E-06 |6,70E-06] 6,70E-06

TGl |6.70E-05 | 6,70E-08 | 6.70E-05 | 6,70E-06 | 6,70E-06| 6,70E-06 |6,70E-05| 6,70E-06

Lcso0 | 6.706-05 | 6,705-08 | 6.70E-06 | 6.70E-06 | 6,70E-06 | 6.70E-06 |6.70E-08 | 6.70E-08
28 [GI50 | 3.28E-07 | 1,88E.06 | 1,48E-06 | 6,49E-07 | 1,85E.07| 1,72E-07 . -
TGl |{1,04E-05)2,99E-04 | 2,52E-06 | 1,54E-06 | 3,70E-07| 3,18E-07 - -
1L.C50 | 4,25E-05 | 4,75E-06 | 4,30E-06 | 3,63E-06 | 8,72E-07| 5,86E-05 - -

Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)

DU-145 | LN-caP | SKOV-3 | IGROV [IGROV-ET | SK-BR-3| MEL-28

29 | G150 | 6,70E-06 | 3,91E-06 - 5,70E-06 | 6,70E-06 |6,70E-06| 6,70E-06

TGl |6,70E-06 | 6,70E-08 - 6,70E-06 | 6,70E-06 |6,70E-06] 6,70E-06

LC50 | 6,70E-06 | 6,70E-06 - 6.70E-06| 6,70E-068 |6,70E-06 | 6,70E-06

30 | G150 | 3,29E-07 | 8,04E-07 - 2,05E-07| 1,92E-07 | 1,59E-07| 1,19E-06

TGl |1,15E-06 | 1,72E-06 - 3,87E-07| 3,50E-07 |3,04E-07} 2,39E-06

LC50| 4,20E-06 | 3,68E-06 - 1,08E-06| 6,37E-07 |5,79E-07 | 4,78E-06

31| G150 | 3,30E-05 | 1,94E-06 | 2,21E-06 | 2,69E-06 | 2,69E-06 - 4,21E-06

TGl {6,37E-06 | 3,79E-06 | 5,03E-06 |4,10E-06 | 4,07E-06 - 8,49E-06

LC50] 8,49E-06 | 7,39E-06 | 8,49E-06 | 6,25E-06 | 6,1BE-06 - 8,49E-06

32 GI50 | 2,12E-06 [ 1,42E-06 | 2,34E-06 | 2,29E-06 | 2,06E-06 - 2,08E-06

TGl | 3,80E-06 | 3,08E-06 | 6,27E-06 | 3,56E-06 | 3,26E-06 - 3,63E-06

LC50] 6.81E-06 | 6,67E-08 | 7,83E-06 | 5,51E-06 | 5,16E-06 - 6,34E-06

33| GI50 | 6,96E-06 - - 6,96E-06 | 5,27E-06 - 6,32E-06

TGl |6,96E-08 - - 6.96E-05 | 6,95E-06 - 6,96E-06

LC50} 6,98E-06 - - 6,96E-06| 6,96E-08 - 6,96E-06

34| GI50 | 2,21E-06 - - 1,41E-08| 1,58E-06 - 1,81E-06

TGl |3,26E-06 - - 2,38E-06| 2,56E-06 - 3,01E-06

LC50 | 4,79E-08 - - 4,03E-06 | 4,14E-06 - 5,00E-06

35 | GIs0 | 9,05E-07 - - 7.17E-07 | 6,84E-07 - 1,17€-08

TGl |1,79E-06 - - 1,53E-06| 1,49E-06 - 2,10E-06

{.C50| 3,53E-06 - - 3,24E-06| 3,26E-06 - 3,79E-06

36| GI50 | 2,66E-07 - - 1,44E-07 | 8,52E-07 - 1,54E-07

TGl |6,75E-07 - - 9,90E-07 | 1,74E-06 - 7.21E-07
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LCS0|2,49E-068| - - 2,50E-06| 3,55E-06 - 2,20E-06
37| GI50 | 2,28E-07 N - 1,65E-07 | 1,21E-06 - 7,66E-08
TGl |581E-07 . . 8,27E-07 | 2,24E-06 - 2,76E-07
LC50 | 1,96E-08 - - 2,55E-06 | 4,15E-06 - 1,30E-06
38 [GI50 | 1,66E-05 R - 1,01E-06| 1,97E-06 - 8,05E-07
TGl |2,65E-06 . - 1,89E-06 | 2,97E-06 - 1,68E-06
LC50 | 4,22E-06 - - 3,53E-06 | 4,49E-06 - 3,55E-06
39|GIS0 |348E06| - - 1,33E-06 | 1,29E-06 - 3,39E-06
TGl |663E-06| - . 2,33E-06 | 2,29E-06 - 6,63E-06
LC50 | 6,63E-06 - - 4,11E-06 | 4,09E-06 . 6,63E-06
40[GI50 | 1,79E-05| - . 1,04E-06 | 1,31E-06 - 1,22E-06
TG! |3,06E-06 - - 1,94E-06 | 2,24E-06 - 2,27E-06
LC50 | 5,24E-06 - - 3,62E-06| 3,79E-06 - 4,20E-06
41] G150 | 1,00E-06 | 2,28E-06 - 7,77€-07 | 5,15E-07 - 1,23E-06
TG! |1,93E-06|6,76E-06| - 1,56E-06 | 1,35E-06 - 2,20E-06
LC50 | 3,73E-06 | 6,76E-06| - 3,13E-06 | 3,16E-06 - 3,96E-06
42| GI50 | 6.96E-06 | 3,03E-06 - 4,61E-06 | 6,96E-06 | 6,96E-06 | 6,96E-06
TGl |6,96E-06|696E-08| - 6,96E-06 | 6,96E-06 | 6,96E-05 | 6,96E-08
LC50 | 6,96E-06 | 6,96E-06 6.95E-06 | 6,96E-06 | 6,96E-05 | 6,96E-06
Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)
A-549 K-562 | PANC-1 HT-29 LOVO |LOVO-DOX| HELA | HELA-APL
29| GI50 |6,70E-06 | 6,70E-05 | 6,70E-06 | 6,70E-06 | 5.45E-06 - 6,70E-06 | 6,70E-08
TGI q.70E-0€~ 6,70E-06 | 6,70£-06 | 6,70E-06 | 6,70E-06 - 6,70E-06] 6,70E-08
LC506,70E-06 | 6,70E-06 | 6,70E-D6 | 6,70E-06 | 6,70E-06 - 6,70E-06} 6,70E-08
30| GI50 | 1,04E-06 | 1,02E-062,17E-06 | 1,73E-07 | 1,35E-07| 1,64E-07 }2,12E-07| 6,77E-07
TGl |2,24E-06 | 2,28E-06 | 5,28E-06] 2,99E-07 | 2,45E-07| 3,24E-07 |5,42E-07| 1,76E-06
LC50 | 4,81E-06 | 5,07E-06 | 6,70E-06 | 5,17E-07 | 4,44E-07| 6,39E-07 |2,47E-06| 4,58E-06
31| GI50 | 5,91E-06 | 2,21E-06 | 2,12E-06 | 8,49E-06 | 8,49E-06| 2,38E-06 - -
TGl |8,49E-06 | 4,26E-06 | 3,63E-06 | 8,49E-06 | 8,49E-06| 4,00E-06 - -
LC50 8,495-06 8,18E-06 | 6,23E-06 | 8,49E-06 | 8,49E-08] 6,75E-06 - -
32| GI50 | 5,19E-06 | 1,91E-06| 1,78E-06 | 7,66E-06 | 7,83E-06| 2,15E-06 - -
TGl |7,83E-06|4,21E-06|3,12E-06 | 7,83E-06 | 7,83E-06| 3,66E-06 - -
LC50(7,83E-06 | 7,83E-06 | 5,49E-06 | 7,83E-06 | 7,83E-06| 6,21E-06 - -
33| GI50 | 9,82E-07 | 6,96E-05 | 3,85E-07 | 4,51E-06 | 3,.99E-06] 4,85E-06 |9,54E-07| 6,96E-06
TG! |3,08E-06 | 6,96E-05] 1,70E-06 | 6,96E-06 | 6,96E-06| 6,96E-05 |3,22E-06| 6,96E+06
LC50 | 6,96E-06 | 6,96E-06 | 5,04E-06 | 6,96E-06 | 6,96E-06| 6,96E-06 |6,95E-06| 6,95E-06
34 GI50 | 1,98E-06 | 1,34E-05| 1,28E-06 | 1,25E-06 | 9,04E-07] 3,50E-07 | 1,46E-06 1,59E-06
TG! |3.20E-06 | 2,66E-06 | 2,58E-06 | 2,32E-06 | 1,77E-06| 9,73E-07 |2,43E-08 2,63E-06
LC50 | 5,17E-06 | 5,25E-06 | 5,21E-06 | 4,30E-06 | 2,98E-068| 2,48E-05 |4,06E-06] 4,34E-06
35| GI50 | 1,24E-07 | 1,23E-06}7,51E-07 | 7,71E-07 | 2,00E-07| 1,58E-07 |8,78E-07| 1,33E-08
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TG
LC50

9,58E-07
2,65E-06

2,30E-06
4,28E-06

1,87E-06
4,67E-06

1,62E-06 | 8,04E-07
3,39E-06 | 2,28E-06

3,46E-07
8,71E-07

1,74E-07| 1.31E-06
3,43E-06| 6,70E-06

36

Gis0
TGl
LC50

4,81E-09
5,14E-08
9,90E-07

4,20E-07
1,25E-06
2,90E-06

6,62E-09
2,73E-08
9,76E-07

3,98E-07 | 1,36E-07
1,21E-06 | 9,63E-07
2,84E-06 | 2,44E-06

3,00E-07
9,63E-07
2,15E-06

7.86E-09] 8,19E-08
9,50E-08| 6,55E-06
7.01E-07| 6,55E-06

37

GI50
TGl
LCS50

1,74£-08
3,90E-08
B,13E-07

6,84E-07
1,48E-06
3,20E-06

1,54E-08
3,12E-08
6,28E-08

3,91E-07 | 1,14E-07
6,78E-06 | 1,02E-08
6,78E-06 | 2,97E-06

1,78E-06
4,30E-06
6,78E-06

1,29E-08| 8,88E-07
2,83E-08] 2,01E-06
6,20E-08| 4,55E-06

38

Gis0
TGI
LC50

3,07E-07
9,88E-07
2,44E-06

1,28E-06
2,28E-06
4 05E-06

2,54E-08
1.20E-07
9,88E-07

1,16E-06 | 1,29E-06
2,12E-06 | 2,40E-06
3,88E-06 | 4,47E-06

1,92E-06
1,94E-06
3,36E-06

4,60E-08) 1,85E-06
1,65E-07 | 2,88E-06
5,83E-07| 4,49E-06

39

Gis0
TGl
LCS50

4,41E-06
6,63E-06
6,63E-06

1,27E-06
2,47E-06
4,82E-06

4,10E-06
6,63E-06
6,63E-08

1,20E-06 | 8,89E-07
2,16E-06 | 1,72E-06
3,87E-06 | 3,34E-06

8,89E-07
1,70E-06
3,26E-06

4,18E-06| 2,75E-06
6,63E-06| B,63E-06
6,63E-06| 6,63E-086

GI50
TGI
LC50

3,18E-07
7,83E-07
2,45E-06

1,23E-06
2,34E-06
4,42E-06

1,30E-07
3,01E-07
8.63E-07

9.49E-07 | 6,64E-07
1,87E-06 | 1,41E-06
3,69E-06{2,98E-08

2,67E-07
8,23E-07
2,23E-06

6,42E-07 | 2,28E-06
1,58E-06] 5,94E-06
3,86E-06 | 6,64E-06

41

GIs0
TG!
LC50

1,63E-06
2,72E-06
4,53E-06

5,85E-06
6,76E-06
6,76E-06

2,69E-06
6,76E-06
6,76E-08

7,30E-07 | 1,65E-07
1,57E-05 | 7,236-07
3,41E-06 | 2,90E-06

1,26E-07
2,53E-07
§,09E-07

1,02E-06| 1,24E-06
2,00E-06] 2,15E-06
3,94E-06] 3,74E-06

42

Gi50
TGl
LCS50

6,96E-06
6,96E-06
6,96E-06

1,82E-06
4,37E-08
6,96E-06

5,08E-06
6,96E-08
6,96E-06

6,96E-06 | 3,87E-06 -
6,98E-06 | 6,96E-06 -
6,96E-06 | 6,96E-06 -

6,95E-06 | 6.96E-06
6,96E-06 | 6,96E-08
6,96E-06 | 6,96E-06

Tabela VIII:

Dados de

Actividade (Molar)

(cont.)

DU-145

LN-caP | IGROV

IGROV-ET

SK-BR-3

MEL-28

GI50
TGl
LCS0

4,76E-07
1,34E-06
3,22E-08

8,52E-07 | 2,41E-07
1,97E-06 | 7,67E-07
4,55E-06 | 3,68E-06

2,33E-07
6,28E-07
2,53E-06

1,198-07
2,75E-07
6,34E-07

7,80E-07
1,66E-08
3,57E-06

GIs0
TGl
LC50

3,03E-06
6,90E-06
6,90E-06

2,78E-06 | 1,43E-06
6,90E-06 | 2,86E-06
6,90E-06 | 5,72E-06

1,50E-06
2,95E-06
5,77E-06

1,19E-06
2,52E-08
5,30E-06

3,69E-06
6,80E-06
6,90E-06

a5

Gi50
TGI
LC50

7,31E-07
1,61E-06
3,54E-06

1,02E-06 | 3,32E-07
2,35E-06 | 1,23E-06
5,44E-06 | 4,02E-06

4,21E-07
1,30E-06
3,69E-06

1,63E-07
4,10E-07
1,68E-06

1,03E-06
2,05E-06
4,11E-06

GI50
TGl
LC50

2,43E-06
6,77E-06
6,77E-06

2,42E-06 | 1,50E-08
6,77E-06 | 3,55E-06
6,77E-06 | 6,77E-06

1,67E-06
3,62E-06
6,77E-06

1,35E-06
2,75E-06
5,62E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

47

GI50
TGI
LC50

6,78E-06
6,78E-06
6,78E-06

3,45E-06 | 6,78E-06
6,78E-06 | 6,78E-08
6.78E-06 | 6,78E-06

6,78E-06
6,78E-06
6,78E-06

6,78E-06
6,78E-06
6,78E-06

6,78E-06
6,78E-06
6,78E-05
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48| GI50 | 6,64E-06 { 3,10E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-05 | 6,64E-06 | 6,64E-06
TGl |6,64E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-06| 6,64E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-06
LC50 | 6,64E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-06 | 6,64E-06
49| GI50 | 1,09E-06 | 2,20E-06 | 1,27E-06] 1,91E-06 | 1,94E-06 | 1,33E-06
TGl |250E-06}6,70E-06{2,75E-06| 5,15E-06 | 5,57E-06 | 2,50E-06
LC50|5,75E-06 | 6,70E-06 | 5,97E-06 | 6,70E-058 | 6,70E-05 | 4,69E-06
50| GI50 §6,70E-06 | 6,76E-06 | 3,76E-06 | 2,70E-05 | 8,99E-07 | 6,76E-06
TGl |6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 ] 6,76E-06 |2,58E-06 | 6,76E-06
LC50|6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06| 6,76E-05 | 6,76E-06 | 6,76E-06
81| GI50 | 6,63E-06 | 6,63E-06 | 6,63E-06 | 6,63E-06 |6,63E-06 | 6,63E-06
TGl |6,63E-06 | 6,63E-06 | 6,63E-06| 6,63E-06 | 6,63E-06 | 6,63E-06
LC50] 6,63E-06 | 6,63E-06 | 6,63E-06} 6,63E-06 |6,63E-06 | 6,63E-06
52| GI50 | 7,41E-06 - 741E-06| 3,67E-06 - 7,41E-06
TGl |7,41E-06 - 741E-06| 7,41E-06 - 7,41E-06
LC50{7,.41E-06 - 741E-06| 7.41E-056 - 7.41E-06
§3| GI50 | 7,49E-06 - 749E-06| 3,31E-08 - 7,49E-06
TGl |7.49E-06 - 749E-06| 7.49E-06 - 7,49E-08
LC5017.49E-06 - 749E-06] 749E-06 - 7,49E-06
54| GI50 | 1,49E-06 - 1,11E-06| 1,45E-06 - 1,24E-06
TGl |2,62E-08 - 2,09E-068} 2,57E-06 - 2,20E-06
LC50]4,61E-08 - 3,92E-06| 4,57E-06 - 3,90E-06
85 GI50 | 7,27E-08 - 7,27E-06| 7,27E-06 - 7,27E-06
TGl |7,27E-06 - 7.27E-06| 7,27E-06 - 7,27E-06
LC50(7,27E-06 - 7.27E-06| 7,27E-06 - 7,27E-06
56| GI50 | 1,95E-06 - 2,78E-06| 1,39E-06 - 7,11E-06
TGl |7,11E-06 - 7,11E-06| 7,11E-06 - 7,11E-08
LC50(7,11E-06 - 7,11E-06| 7,11E-06 - 7,11E-06

Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)
A-549 K-562 | PANC-1 HT-29 LOVO {LOVO-DOX| HELA |HELA-APL

43| GI50 | 5,21E-07 | 1,23E-06 | 1,79E-06 | 1,41E-07 | 1,056-07 3,97E07| 7,93E-07
TGl |1,40E-06 | 2,185-06| 4,86E-06 | 2,73E-07 | 2,22E-07 1,32E-06| 1,77E-06
LC50 | 3,41E-06 | 3,85E-06 | 6,55E-08 | 5,31E-07 | 4,71E-07 3,95E-06| 3,93E-06
44| GI50 [ 2,69E-06 | 3,06E-06 | 6,90E-06 | 1,34E-06 | 9,73E-07 2,85E-06| 3,18E-06
TG! |6,90E-06 | 6,90E-06 | 6,90E-06 | 2,61E-06 | 2,03E-06 6,90E-06| 6,90E-05
LC50 | 6,90E-06 | 6,30E-06 | 6,90E-06 | 5,08E-06 | 4,23E-06 6,90E-06| 6,90E-05
45| GI50 | 9,25E-07 | 1,49E-06 | 2,32E-06 | 3,16E-07 | 1,13E-07 9,38E-07 | 9,12E-07
7G| |1.90E-06 | 3.10E-06| 6,70E-08 | 1,17E-06 | 2,32E-07 2,16E-06| 1.94E-06
LC50 | 3,93E-06 | 6,.40E-06 | 6,70E-06 | 3,66E-08 | 4,76E-07 4,98E-05| 4,13E.05
46| GIS0 | 3,67E-06 | 3,04E-06 | 3,12E-06 | 2,50E-06 | 1,20E-06 4,61E-06] 3,30E-06
TGl |6.77E-06| 6,77E-06 | 6,77E-06 | 6,77€-06 | 2,30E-06 6,77E-08| 677E-06
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LC50]6,77E-06

6,77E-06 | 6,77E-06

6,77E-06

4,40E-06

6,77E-06

6,77E-06

47

GISO {6,78E-06
TGl |6,78E-06
LC50| 6,78E-06

6,78E-06 | 5,63E-06
6,78E-06 | 6,78E-08
6.78E-06 | 6,78E-06

6,78E-06
8,78E-06
6.78E-06

5,85E-06
6,78E-06
6,78E-06

6,78E-06
6,78E-06
6,78E-06

6,78E-06
6,78E-06
6,78E-08

GI50 | 5,82E-06
TGl |6.64E-06
LC50 | 6,64E-06

6,64E-06 | 5,10E-06
6,64E-06 | 6,64E-06
6,64E-06 { 6,64E-06

6,64E-08
6,64E-06
6,64E-06

5,17E-06
6,64E-06
6,64E-06

6,64E-08
6,64E-08
6,64E-06

6,64E-06
6,64E-08
6,64E-06

=0 A AN

rY.y=3

P YT Y-}

Ty

PP Y

G150 12,61E-06
TGl |6,70E-06
LC50 | 6,70E-06

4 N7
WUE=U7

1,67E-06 | 3,09E-06
6,70E-06 | 6,70E-06

1. 31E-06

1,.58E-06
3,74E-06
6,70E-06

1,47E-06
3,80E-06
6,70E-06

3,226-06
6,70E-06
6,70E-06

1,10E-06
2,20E-06
4,40E-06

1,07E-06
2,52E-06
5,95E-06

50

GI50 | 6,76E-06
TGl |6,76E-06
LC50 | 6,76E-06

6,76E-06 | 4,16E-06
6,76E-06 | 6,76E-06
6,76E-06 | 6,76E-06

3,76E-06
6,76E-06
6,76E-06

1,21E-06
2,80E-06
6,47E-06

1,27E-06
2,54E-06
5,10E-06

5,58E-06
6,76E-06
6,76E-06

6,76E-06
6,76E-08
6,76E-06

51

GI50 | 6,63E-06
TGl |6,63E-06
LC50 | 6,63E-06

6,63E-06 | 6,63E-06
6,63E-06 | 6,63E-06
6.63E-06 | 6,63E-06

6,63E-06
6,63E-06
6,63E-06

6,63E-06
6,63E-06
6,63E-06

6,63E-06
6,63E-06
6,63E-06

6,63E-06
6,63E-06
6,63E-06

6,63E-06
6,63E-08
6,63E-06

52

GI50 | 7,41E-06
TGl |7.41E-06
LC50|7,41E-06

7,41E-06 | 6,64E-06
7.41E06| 7 41E-06
7,41E-06] 7,41E-08

7,41E-06
7.41E-06
7.41E-06

7,41E-06
7,41E-06
7,41E-06

741E-08
7,41E-08
7.41E-08

6,18E-06
7.41E-08
7.41E-06

1,79E-08
7,41E-06
7.41E-06

53

GI50 | 7,4SE-06
TGt |7,48E-06
LC50|7,49E-06

7,49E-05 | 4,17E-06
7,49E-06 | 7,49E-06
7.49E-06 | 7,49E-06

7.49E-06
7,49E-06
7,49E-06

5,20E-08
7,49E-06
7,49E-06

7,49E-06
7,49E-06
7,49E-06

7.49E-08
7.49E-08
7,49E-06

7,49E-06
7,49E-06
7,49E-06

GI50 | 1,14E-06
TGl |2,19E-06
LC50 | 4,23E-06

1,31E-06 | 8,63E-07
2,40E-06 | 2,01E-06
4,41E-06 | 4,68E-06

6,55E-06

1,88E-06
3,51E-06

1,08E-06
2,14E-06
4,21E-06

1,556E-06
2,88E-06
5,37E-06

8,41E-07
1,73E-08
3,54E-06

55

GI50 | 7,27E-06
TGl }7,27E-06
LC50|7,27E-06

7,27E-06 | 7,27E-06
7,27E-06 | 7,27E-08
7.27E-06 | 7,27E-06

7.27E-06
7.27E-06
7.27E-06

7,27E-06
7,27E-06
7.27E-06

7.27E-06
7,27E-06
7.27E-06

7,27E-06
7.27E-06
7.27E-08

1,086-06
2,04E-06
3,88E-06

7.27E-06

7,27E-06
7,27E-06

56

GI5S0 | 1,68E-07
TG} }7,11E-08
LC50(7,11E-06

7,11E-06 | 1,18E-07
7,11E-06| 7,11E-08
7,41E-06 | 7.11E-08

7.11E-06
7,11E-08

7,11E-06

‘7,11E-08

2,22E-06

7,11E-06

7.11E-06
7,11E-06
7,11E-06

3,70E-07
7,11E-08
7,11E-08

7,11E-06
7,11E-06
7.11E-06

Tabela VIII:

DU-145

LN-caP

IGROV

IGROV-ET

Dados de Actividade (Molar)

SK-BR-3

MEL-28

57| GI50
TGl
LC50

7,18E-06
7,18E-06
7,18E-06

7,18E-06
7,18E-06
7.18E-06

7,18E-06
7.18E-06
7.18E-06

7,18E-06
7.18E-06
7.18E-06

58 | GIS0
TGI
LC50

7,11E-06
7,11E-06
7,11E-06

7.11E-06
7,11E-06
7,11E-06

7,11E-08
7,11E-06
7,11E-08

7,11E-08
7.11E-06
7.11E-08

7.11E-06
7,11E-08
7.11E-06

7,11E-06
7,11E-06
7,11E-06

64| GI50

6,75E-06

1,80E-06

6,75E-06

6,75E-06

6,75E-06

6,75E-06

(cont.)
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[ ] Tal

LCS50

6,75E-06
6,75E-08

3,99E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06

6,75E-06 | 6,75E-06
6,75E-06 | 6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06

65

Gi50
TG)

1,17E-06
2,28E-06
LC50| 4,44E-06

3,48E-08
6,89E-06
6,89E-06

1,44E-06
2,67E-06
4,96E-06

8,06E-07 | 1,16E-06
1,69E-06 |2,21E-06
3,56E-06 |4,19E-06

1,43E-06
3,39E-06
6,89E-06

66

GI50
TGI
LCs0

1,36E-0B
2,73E-08
5.45E-06

4,63E-06
6,76E-06
6.76E-06

1,57€-06
2,82E-06
5,05E-06

1,21E-06 | 1.49E-06
2,43E-06 | 2,67E-06
4,89E-06 | 4,77E-06

2,24E-06
6,14E-08
6.76E-08

67

GI50
TGl
LC50

9,15E-07
1,77E-08
3,40E-08

1.83E-06
4,60E-06
6,83E-08

5,53E-07
1,58E-06
4,59E-06

3,00E-07 | 3,20E-07
1,33-06 | 5,56E-07
4,53E-06 | 2,21E-06

1,13E-06
2,25E-08
4,61E-08

68

GI50
TG
LC50

4,70E-07
1,21E-06
2,85E-06

1,05E-06
2,36E-06
5,29E-06

8,70E-08
1,98E-07
4,53E-07

-1,50E-07 } 1,50E-07
2,73E-07 {3,13E-07
4,99E-07 | 6,55E-07

1,25E-06
2,17E-06
3,77E-06

69

GlI50
TGl
LC50

6,77E-06
6,77E-08
6,77E-06

oYY

-3
(=1

G150
TGl
LC50

1T 42E-07]
2,57E-07
4,65E-07

2,35E-06
8,77E-06
6,77E-06

4,37TE-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06 | 6,72E-06
6,77€-08 | 6,77E-06
6,77E-06 |6,77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,66E-08]
2,08E-07
6,47E-06

2,97E-07
4,B7E-07

2,09£-07 | 1,18E-08
3,87E-07 | 2,99E-07

1,20E077
2,39E-07
4,75E-07

M

Gi50
TGl
LCS0

1,22E-06
2,11E-06
3,64E-06

3,94E-07
1,12E-06
2,70E-06

5,26E-07
1,21E-06
2,72E-08

4,43E-07 |2,28E-07
5,35E-07 | 3,56E-07
8,48E-07 | 5,54E-07

1,52E-06
2,40E-06
3,80E-06

72

Gl50
TGl
LC50

1,32E-07
2,37E-07
4,25-07

2,70E-07
8,42E-07
2,38E-06

1,70E-07
2,74E-07
4,43E-07

2,59E-07 | 1,25E-07
3,84E-07 | 2,28E-07
5,70E-07 |4,16E-07

1,90E-07
4,05E-07
1,20E-06

73

GI50
TGl
LCS0

2,33€-07
6,57E-07
2,04E-06

3,77€-07
8,41E-07
2,32E-06

1,73E-07
'2,90E-07
4,88E-07

2,29E-07 |1,50E-07
3,26E-07 | 2,94E-07
4,67E-07 |5,74E-07

2,23E-07
4,71E-07
1,48E-06

74

G150
TGl
LCS50

7,96E-07
1,61E-06
3,25E-06

4,02E-07
1,02E-06
2,59E-06

2,06E-07
3,88E-07
9,43E-07

2,12E-07 | 2,13E-07
3,18E-07 | 3,24E-07
4,77E-07 |4,95E-07

8,29E-07
1.64E-06
3.23E-06

75

"jLCs0

GI50
TGl

7,49E-07
1,54E-08

3,50E-07
8,36E-07

3,16E-086

2,36E-06

3,80E-07 |2,51E-07
9,09E-07 |6,03E-07
2,41E-06 |2,38E-06

9,75E-07
1,82E-06
3,40E-06

Tabela VIII:

Dados de Actividade

(Molar)

(cont.)

A-549

K-562

PANC-1

HT-29

LOVO | LOVO-DOX

HELA

HELA-APL

57

GI50
TG!
LC50

7,18E-08
1,18E-08
7,18E-08

7,18E-06
7.18E-06
7.18E-06

3,88E-06
7,18E-06

7.18E-06
7.18E-06

7.18E-06

7,18E-06

7,18E-06| 7,18E-08

7,18E-06

7,98E-08| 7,18E-06 |7,18E-06
7.18E-06| 7,18E-06 |7,18E-06

7,18E-06
7,18E-06
7,18E-06
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58

GiI50
TGl
LCs50

7.11E-06
7,11E-06
7,11E-06

7,11E-06
7.11E-06
7,11E-08

7,11E-06
7,11E-06
7,11E-06

7,41E-06
7,11E-06
7,11E-06

7.11E-086
7,11E-06
7,11E-08

7,11E-06
7,11E-06
7,11E-06

7,11E-06
7,11E-06
7,11E-08

7,11E-06
7,11E-08
7,11E-05

GIs0
TGl
LC50

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

6,75E-08
6,75E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-08

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

65

GI50
TGl
LCS50

1,95E-06
4,99E-06
6,89E-06

3,00E-06
6,89E-06
6,89E-06

66

GIs0
TG
LC50

4,96E-06
6,76E-06
6,76E-05

6,76E-05
6,76E-08
6,76E-08

6,89E-06
6,89E-06
6,89E-06

1,23E-06
2,54E-06
5,28E-06

1,03E-06
1,98E-06
3,81E-06

5,57E-07
1,53E-06
3,81E-06

1,21E-08
1,99E-06
3.26E-06

2,23E-06 |
6,89E-05
6.89E-05

6,76E-06
6,76E-05
6,76E-06

1,28E-06
2,54E-06
5,06E-06

1,30E-06
2,47E-06
4,71E-06

1,07E-06
2,26E-08
4,80E-06

3,17E-06
6,76E-06
6,76E-06

341E-06
6,76E-06
6,76E-06

67

GIS0
TG
LC50

1,44E-06
2,70E-06
5,06E-06

2,02£-08
6,83E-06
6,83E-06

6,83E-06
6,83E-06
6,83E-06

3,47E-07
9,63E-07
4,17E-08

1,73E-07
3,40E-07
6,69E-07

2,64E-07
5,61E-06
2,47E-06

1,15E-06
2,15E-06
4,00E-06

1,09E-06
2,03E-05
3,75E-06

68

GIS0
TGI
LC50

1,56E-06
2,83E-06
5,12E-06

3,70E-06
6,59E-06
6,59E-08

6,59E-06
6,59E-06
6,59E-06

5,12E-07
1,40E-05
3,66E-06

3,37E-07
9,49E-07
2,62E-06

2,81E-07
6,47E-07
2,53E-06

1,03E-06
2,05E-06
4,04E-06

9,43E-07
1,90E-05
3,82E-06

69

GIS0
TGl
LC50

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6,77E-06

6,77E-06
6.77E-06
6,77E-06

6,77E-06
6,77E-06
6.77E-06

6,77E-08
6,77E-08
6,77E-08

6,77E-06
6,77€-06
6,77E-06

6,77E-06
6,77E-08
6.77E-06

70

G150
TGI
LCS0

1,83E-07
3,326-07
6,04E-07

1,00E-C6
1,85E-06
342E-06

1,11E-07
2,13E-07
4,12E-07

6,85E-08
4,11E-07
1,73E-06

2,85E-08
8,15E-08
8,12E-07

1,25E-07
2,22E-07
3,97e-07

2,59E-07
7.63E-07
2,24E-06

K4

GIs0
TGI
LCS50

1,75E-06
2,62E-06
3,92E-06

1,56E-06
4,41E-06
6,38E-06

3,30E-07
9,82E-07
2,67E-07

1,66E-07
2,77€E-07
4,62E-07

1,84E-07
2,90E-07
4,56E-07

8,36E-07
1,63E-08
3,16E-06

1,33E-06
2,22E-08
3,70E-06

72

GIs0
TGl
LCS0

2,14E-07
3,47E-07
5,58E-07

8,85E-07
1,68E-06
3,20E-06

1,20E-07
2,30E-07
4,41E-07

1,29E-07
2,35E-07
4,28E-07

4,98E-08
1,23E-07
2,74E-07

1,33E-07
2,24E-07
3,79E-07

2,87E-07
7,73E-07
2,28E-08

73

GI50
TGI
LCSo

5,32E-07
1,24E-06
2,76E-06

9,52E-07
1,85E-06
3,58E-06

1,27€-07
2,32E-07
4,26E-07

74

GI50
TGl
LC50

9,56E-07
1,76E-06
3,23E-06

1,08E-06
1,98E-06
3,60E-06

1,37E-07
261E-07
4,99e-07

1,12E-07
2,04E-07
3,72E-07

1,39E-07

2,35E-07
3,95E-07

3,35E-08
9,46E-08
2,55E-07

1,53E-07

3,09E-07
6,24E-07

1,73E-07
2,80E-07
4,50E-07

5,21E-07
1,30E-08
2,95E-06

2,14E-07
3,78E-07
6,86E-06

6,75E-07
1,46E-06
3,15E-06

75

GI50
TGl
LC50

1,03E-06
1,91E-08
3,55E-08

5,33E-07
2,15E-06
6,63E-05

1,70E-06
3,08E-08
5,59E-06

1,58E-07
2,80E-07
4,95E-07

1,26E-07
2,22E-07
3,91e-07

1,37E-07
2,27E-07
3,79€-07

§,08E-07
1,18E-06
2,50E-06

9,42E-07
1,78E-06
3,38E-06

Tabela VIII:

Dados de Actividade (Molar)

(cont.)
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DU-145 | LN-caP | SKOV3 | IGROV |IGROV-ET | SK-BR-3 | MEL-28
76 [ GI50 | 1,20E-06| - - 1,18E-06| 1,00E-06 |3,13E-07 | 1,54E-06
TGl [2,12E-06| - - |2.14E-08] 1,85E-06 |8,26E-07 | 2,52E-08
Lcso|3,75E-08| - - |387E-08| 3.41E-08 | 2,04E-06 | 4.14E-05
77|GI50 | 3,63E-06| - - |1.61E06| 1,42E-06 |8,73E-07 | 1,58E-06
TGl |e71E-08| - - |262E-08| 2,34E-06 | 2,19E-06 | 3,41E-06
Lcso|6,74E-08| - - la26E-08| 3,86E-05 |5,51E-06|6,71E-06
781 G150 | 1,27E-06 - - 8.77E-07 | 9,30E-07 | 2,66E-07]1,12E-06
TGl [218E-08| - - {1,71€-06| 1,79E-06 | 1,02E-08 | 2,01E-06
Lcs0|3,76E-06| - - |333E-06| 3.426-06 |2,58E-06 | 3,59E-06
79| GI50 [6,01E-06| - - |1.91E-06| 1.98E-06 |7.86E-07 | 2,31E-06
TG |6756-08| - - |3.25E-08| 4,28E-06 | 1,65E-06 | 6.75E-06
Lcso|6,75E-06| - - |555E-06| 6,75E-06 |3.43E-08|6,75E-06
80| GI50 [1,07E-06] - - |4.16E-07 | 5,83E-07 [1,23E-07 | 1,32E-06
TGl {197€08| - - |1.17e-08] 1,39E-08 |3,20E-07]2,25E-06
Leso|3e2e08| - - |2,82E-08| 3,04E-06 |1,43E-06 | 3,84E-06
89| GI50 - - - B . . -
TG - - - - - - -
Leso| - - - - - - -
80(GIS0 [ - - - - N - -
TGl - - . - - - -
Leso| - - - - - - -
91| GI50 - s . - - - .
TGI - - . - - . -
LC50
92| GISO | 1,22E-07 | 4,02E-07 | 1,57E-07 | 2,39E-07 | 2,11E-07 | 1,58E-07 | 1,00E-06
TGl |3.32E-07 | 1,44E-08 | 4,18E-07 | 7.68E-07 | 5,41E-07 |3,01E-07 | 2,00E-06
LC50 | 1,29E-06 | 4,19E-06 | 1,76E-06 | 2,87E-06 | 2,84E-06 |5,72E-07 | 3,98E-06
93 [GI50 |6,21E-08|7,95607| -  |2,14E-07 | 2,66E-07 -~ |3,20E-07
TGl |1.66E-08|216E08] - |3,00E-08{ 7,17E-07 - |9,51E-07
Lcso0 | 4,40E-08|588E08] -  |8.66E-07| 2,49E-08 - |2.60E-08
94 | GIS0 | 7,18E-07 [1,65E-06] -  |3.43E-07 | 2,08E-07 |2,26E-07 | 7,43E-07
TGI |1,51E-08|4926-06| - |6,11E-07| 4,00E-07 |3,75E-07 1,50E-06
Lcso|3,18e-05|635-08| -  |3.05E-08| 1,58E-06 |6,25E-07 | 3,01E-06
95 | GI50 | 8,92E-07 | 1,70E06] - |1,78E-07 | 2,19E-07 | 7,31E-08 | 1,03E-06
TGl [1,736-06]599E-06| -  |3,13E-07| 3,77E-07 |1,95E-07 | 1,84E-06
Lcs0|3,38E-05|599E-08] -  [5,50E-07| 9,16E-07 |5,20E-07 | 3,28E-06
96 | GI50 | 9,85E-07 | 1,73E-06| - | 1,B4E-07 | 1,78E-07 |6,48E-08 | 1,22E-06
TGl [1.84E08]460E08| -  |3,34E07| 3,326-07 |1,91E-07|2,15E-06
LCS0|381E-06|635E06] -  |6,07€-07| 6,19E-07 |5,60E-07 | 3,77E-06
97| GI50 | 5,17E-07 | 8.66E07| -  |2,44E-07| 2,32E-07 |4,55E-08 | 1,28E-07
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TGI
LC50

1,21E-06
2,81E-08

1,81E06
3,77E-08

_87_

4,64E-07
2,20E-06

2,38E-06

4,57E-07 J 1,17E-07

3,24E-07

2,21EQ
3,84E-0

i

Tabela VIII:

Dados de Actividade

(Molar)

(cont.)

H-MEC-1

A-549

K-562

PANC-1

HT-29

LOVO

LOVO-DOX

HELA

HELA-APL

76

1,53E-06
2,60E-06
4,43E-06

1,71E-06
4,01E06
6,74E-06

5,93E-06
6,74E-06
6,74E-06

8,42E-07
1,74E-06
3,59E-06

2,43E-07
7.21E-07
2,16E-06

1.47E-07
2,61E-07
4,63E-07

1,18E-08
2,01E-08
3,45E-08

1,35E-06
2,28E-086
3,86E-06

1,52E-06
2,58E-05
4,40E-06

1,70E-06
3,99E-06
6,71E-06

6,74E-06
6,74E-06
6,74E-06

1.23E-06
2,21E-06
3,97E-06

9,13E-07
1,76E-06
3,40E-06

2, 71E-07
8,32E-07
2,14E-08

1,43E-08
2,29E-08
3,66E-06

1,57E-06
2,53E-06
4,07E-06

78

1,27E-06
2,23E-06
3,92E-06

1,65E-06
3,78E-06
6,69E-06

2,56E-06
6,68E-06
6,69E-06

1,08E-06
1,99E-06
3,70E-06

3,90E-07
1,16E-06
2,71E-06

1,35E-07
2,89E-07
6,21E-07

1,16E-06
1,97E-06
3,36E-06

9,64E-07
1,81E-06
3,42E-06

79

4,42E-06
6,75E-06
6,75E-06

1,71E-06
4,02E-06
6,75E-06

6,75E-06
6,75E-06
6,75E-06

1,44E-06
2,43E-06
4,09E-06

5,91E-07
1,40E-06
3,02E-05

3,.87E-07
1,15E-08
2,56E-06

2,69E-06
6,75E-08
6,75E-06

4,80E-06
6,75E-06
6,75E-06

80

1,13E-06
2,03E-06
3,67E-06

7.44E-07
1,62E-06
3,54E-06

1,90E-06
3,82E-06
6,70E-06

1,78E-07
4,03E-07
1,20E-06

1,25€-07
2,61E-07
5,45E-07

1,20E-07
2,08E-07
3,58E-07

3.92E-07
1,19E-06
2,51E-08

8.45E-07
1,64E-06
3,19E-06

89

3,176-07
4,44E-07
6,35E-07

6,35E-08
3,17E-07
5,71E-07

90

3,05E-07
4,27E-07
6,11E-07

6,11E-08
3,05E-07
5,49E-07

91

3,12E-07
4,37E-07
6,24E-07

6,24E-08
3,12E-07
§,62E-07

92

9,77E-07
1,93E-06
3,83E-06

1,33E-07
2,91E-07
7,06E-07

1,55E-06
2,84E-05
5,20E-06

3,62E-06
6,14E-06
6,14E-06

1.48E-07
3,08E-07
7.80E-07

1,26E-07
2,44E-07
4,74E-07

1,43E-07
2,84E-07
5,66E-07

93

1,86E-07
6,97E-07
2,44E-06

1,49E-06
2,72E-06
4,94E-06

1,11E-06
2,08E-08
3,90E-06

1,68E-07
2,72E-07
4,39E-07

8,08E-08
2,08E-07
5,37E07

7.82E-08
1,82E-07
4,26E-07

4,91E-07
1,25E-06
3,25E-06

6,51E-07
1,43E-06
3,15E-06

94

1,12E-06
2,28E-06
4,66E-06

1,84E-06
3,75E-06
6,35E-06

2,86E-06
6,35E-06
6,35E-06

1,63E-07
3,43E-07
1,14E-06

1,68E-07
3,26E-07
6,32E-07

1,62E-07
3,55E-07
1,32E-08

4,13E-07
1,16E-06
3,02E-06

5,93E-07
1,65E-08
3,92E-06

1,15E-06
2,29E-06
4,55E-06

3,57€-06
5,99E-06
5,99E-06

3,58E-08
5,89E-06
5,99E-06

8,62E-08
1,93E-07
4,32E-07

1,25E-07
2,34E-07
4,37E-07

1,24E-07
2.41E-07
4,71E-07

1,62E-07
3,06E-07
5,79E-07

6,17€-07
1,52E-06
3,74E-06
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_89_

Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)
DU-145 | LN-caP | IGROV | IGROV-ET | SK-BR3| MEL-28

98| GI50 | 6,40E-06 | 3,25E-06| 3,90E-05 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06
TGl | 6,40E-06 | 6,40E-06| 6,40E-06 | 6,40E-06 |6,40E-06| 6,40E-06
LC50 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 640E-06 |6,40E-06| 6,40E-06

99| GI50 | 7.57E-07 [ 1,02E-06] 2,68E-07 | 8,74E-07 | 1,40E-07 | 8,39E-07
TGl | 1.57E-05|1.99E-06| 898E-07 | 1,88E-06 |2,84E-07| 1.73E-06
LC50 | 3,26E-06 | 3,80E-06| 2,69E-06 | 4,04E-06 |5,75E-07| 3,54E-06

63| GIS0 | 1,19E-07 | 3,36E-07 | 1,28E-07 | 7,61E-08 | 7,48E-08 | 8,28E-07
TGl | 4,25E-07]1,21E-08| 4,20E-07 | 2,01E-07 |1,86E-07| 1,77E-06
LC50 | 1,55E-08 | 2,85E-06 | 2,00E-06 | 5,20E-07 |4,65E-07| 3,79E-08

62| GI50 |6,43E-06)2,19E-06| 6,43E-06 | 4,13E-06 - 6,43E-06
TGl | 6,43E-06 [6,43E-06| 6,43E-06 | 6,43E-06 - 6,43E-06
LC50 |6,43E-06 | 6,43E-05| 643E-06 | 6,43E-05 - 6,43E-06
61|GI50 | 1,72E-05 | 9,21E-07 | 1,36E-06 | 1,44E-06 - 3,79E-06
TGl | 4,24E-06 | 2,40E-06 | 2,86E-06 | 3,30E-06 - 6,49E-06
LC50 | 6,49E-06 | 6,26E-05 | 598E-06 | 6,49E-06 - B,49E-06

60| GI50 | 1.64E-06 | 1,23E-06| 1,24E-06 | 1,21E-06 - 1,66E-08
TGl | 3,17E-06 | 2,59E-05 | 2,79E-06 | 2,68E-06 - 3,07E-06
LC50 |6,16E-06 |543E-06| 6,286-06 | 595E-06 - 5,68E-06

59| GI50 | 6,76E-06 | 4,50E-08 | 6,76E-068 | 6,76E-08 - 6,76E-06
TGl | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 - 6,76E-06
LC50 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 - 6,76E-06
100 GISO | 5.44E-07 - 7.81E-07 | 3.99E-07 |3.48E-07| 9.63E-07
TGl | 9.69E-07 - 1.16E-06 | 7.63E-07 |8.19E-07 | 1.46E-06
LC50 | 1.59E-06 - 1.73E-06 | 1.75E-06 |1.45E-06| 1.88E-06

111 GIS0 | 7.25E-07 | 4.00E-07 | 1.67E-07 | 2.64E-07 |4.10E-07 | 2.50E-07
TGI | 2.53E-06 | 6.97E-06 | 3.72E-07 | 1.00E-06 | 1.54E-06| 6.31E-07
LC50 |6.97E-06 |6.97E-06 | 1.33E-06 | 6.97E-06 |5.94E-06| 2.90E-06
112| GI50 | 1.34E-06 | 1.19E-06 | 1.31E-06 | 1.51E-06 |3.97E-06] 1.39E-06
TGl | 2.82E-06|2.64E-06| 3.09E-08 | 3.44E-06 |5.84E-06| 2.74E-06
LC50 |5.91E-06|585E-06 | 6.91E-06 | 6.91E-06 |6.91E-08| 543E-06
113| GI50 | 9.06E-07 [ 9.06E-07 | 4.15E-07 | 9.26E-07 |292E-07| 1.42E-06
TGl |2.14E-06 | 2.20E-06 | 1.70E-08 | 2.48E-06 |6.13E-07| 2.77E-06
LCS0 | 5.00E-06 | 5.32E-06 | 6.71E-06 | 6.62E-06 |6.71E-06| 5.37E-08
114| GI50 | 1.80E-07 | 5.30E-08 | 1.14E-07 | 3.01E-07 |2.07E-07 ] 1.70E-07
TGl | 3.75E-07 | 3.00E-07 | 3.10E-07 | 8.40E-07 |4.62E-07| 3.36E-07
LC50 | 1.73E-06 | 4.70E-06 | 6.56E-06 -| 6.38E-06 |6.56E-06| 7.48E-07
115 GI50 | 3.25E-06 | 1.28E-068 | 1.54E-08 | 1.67E-06 | 1.35E-08| 6.50E-08 |
TGl |6.64E-06 | 2.54E-06| 3.59E-06 | 3.12E-06 |3.01E-08| 6.64E-06
LC50 |6.64E-06 | 5.01E-06 | 6.64E-06 | 5.83E-06 |6.64E-06| 6.54E-05
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Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)
A-549 | Ks62 | PANC-1| HT-20 | Lovo Lg;:' HELA | HELA-APL
98| GI50 | 6,40E-06 | 6,.40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 1,36E-06 | 1,66E-06
TGl | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 2,43E-06 | 3.46E-06
LC50 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 | 6,40E-06 { 6,40E-06 | 6,40E-06 | 4,35E-06 | 6,40E-06
99| GI5SD | 8,86E-07 | 3,30E-06 | 1,50E-06 | 1,24E-07 | 1,29E-07 [ 1,39E-07 | 3.29E-07| 9,51€-07
TGl | 2,05E-06 | 5,87E-06 | 3,50E-06 | 2,41E-07 | 2,53E-07 | 3,10E-07 | 1,19E-06 | 2,10E-06
LCS0 | 4,76E-06 | 5,87E-06 | 5,87E-05 | 4,67E-07 | 4,056-07 | 3,936-08 | 3,51E-06 | 4,65E-06
63| GISD | 7,28E-07 | 1,48E-06 | 1,05E-06 | 1,32E-07 | 1,22E-07 | 1,30E-07 | 1,75E-07 | 2,92E-07
TGl | 1,60E-06 | 2.63E-06 | 2,10E-06 | 3,22E-07 | 2,40E-07.| 2,56E-07 | 4,99E-07 | 1,09E-08
LC50 | 3,48E-06 | 4,69E-06 | 4,21E-06 | 1,13E-06 | 4,69E-07 | 5,02E-07 | 2,06E-06| 3,23E-06
62| GI50 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 4,55E-06 | 6,43E-06 | 3,36E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6.43E-06
TGl | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,436-05 | 6,43E-08 | 6,43E-06 | 6,43E-05
LC50 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06 | 6,43E-06
61| GI50 | 2,87E-06 | 6,49E-06 | 6.49E-06 | 1,18E-06 | 1,20E-06 | 1,17E-06 | 3,48E-06 | 4,93E-06
TG 6,40E-06| 6,40E-06-[ 6,49E-06| 2,25E-06-| 2,65E-06| 2,71E-06 | 6,49E-0616,49E-06—
LC50 | 6,49E-06 | 6,49E-06 | 6,49E-06 | 4,26E-06 | 5,83E-06 | 6,28E-06 | 6,49E-06 | 6,49E-05
60 | Gi50 1,61E-06 | 5,30E-06 | 6,70E-05 | 1,04E-06 | 1,03E-06 | 6,24E-07 | 3,15E-06 | 2,05E-06
TGl | 3,66E-06 | 6,70E-06 | 6,70E-05 | 2,16E-06 | 2,44E-06 | 1,98E-06 | 6,70E-06 | 4,42E-06
Lcso | 6,70E-06 | 6,70E-08 | 6,70E-05 | 4,47E-06 | 5,77E-06 | 6,14E-06 | 6,70E-06 | 6,70E-05
59| GI50 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 5,28E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06| 6,76E-06
TGl | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-058 | 6,76E-05
LC50 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-05 | 6,76E-06 | 6,76E-06 | 6,76E-06
Tabela VIII: Dados de Actividade (Molar) (cont.)
100| GIS0 | 1.88E-06 | 1.8BE-08 | 1.88E-06 | 3.18E-07 | 1.81E-07 | 1.23E-07 | 6.81E-07 -

TGl | 1.88E-06 | 1.88E-06 | 1.88E-05 | 6.50E-07 | 6.38E-07 | 6.88E-07 | 1.15E-05 -
Lcs0 | 1.88€-06 | 1.88E-06 | 1.88E-05 | 1.18E-06 | 1.26E-06 | 1.38E-05 | 1.88E-05 -
111[GI50 | 1.09E-06 | 1.44E-07 | 4.53E-07 | 5.11E-07 T | 3.24E-07 [ 1.26E-05| 3.55E-07
TGI | 2.59E-08 | 3.68E-07 | 1.71E-08 | 2.59E-06 - 1.24E-06 | 2.04E-05| 1.21E-08
Lcs0 | 6.16E-06 | 2.06E-06 | 5.81E-06 | 6.97E-06 - | 4.39E-06 | 6.86E-08] 3.51E-08
112|GI50 | 1.45E-06 | 2.79E-06 | 1.91E-06 | 1.15E-06 1.11E-06 | 7.39E-07 | 1.42E-06

TG | 2.87E-06 | 5.62E-08 | 5.43E-06 | 2.26E-08 - |2.76E-06 | 241606 2.85E08
LC50 | 5.64E-06 | 6.91E-06 | 6.91E-06 | 4.45E-06 - |6.85E-06 | 6.91E-06| 5.75E-06
113 | G150 1.44E-06 | 1.84E-06 | 1.82E-06 | 6.91E-07 - 2.26E-07 | 1.91E-07 1.19E-06
TGl 2.95E-06 | 3.24E-06 | 4.89E-06 | 1.76E-06 - 6.11E-07 | 4.95E-07| 2.59E-06
LC50 | 6.04E-06 | 5.72E-05 | 6.71E-06 | 4.50E-06 - 6.71E-06 | 5.79E-06 5.66E-06
114 | GISO | 1.57E-07 | 7.87E-08 | 2.33E-07 | 1.57E-07 B 1.80E-07 | 2.59E-07 | 1.43E-07
TG jasoEor fsTeor|visEos|anearf - 304807 § 25807} se8E07
LSO | 140808 | 4.006-08 | 6.56E-08 sosgor]| - | 4.276.06 | 5.0B08] 200808
TH5|GIB0  [4.10E00 | B.OAE06 | 4B DN | TSRO | = | 102608 | S4B 08| FORER
TG [ 584506 | S.0ME08 | §.84E.06 | 280508 - I00E08 { $64E-05 | BAIE0S
LOS0 | 864800 | 609808 | 8.548.08 | 500808 - S.005-05 | 6.64E-08 | G.54E-08
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Tabela VIII:

Dados de Actividade (Molar)
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REIVINDICAGCOES

1. Composto baseado na estrutura de kahalalide

F e que estéd de acordo com a fédrmula 1,

Daildle ¥ MR!H&E 8

Dalte-Thr &
LVl 1H

_.,ni

Thr ’$3
HN

=0
DVal 13
NH
&

{1}

excepto quanto a identidade do aminoacido L-Orn na posicgéo
8 que pode estar substituido por outro aminodcido natural
ou ndo natural, e/ou estar mascarado com um ou mais grupos

orgadnicos substituintes;

e composto esse que pode, opcionalmente, diferir também da

férmula 1 pela modificacdo do grupo acilo terminal

ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

2. Composto de acordo com a reivindicacédo 1, em

que o aminodcido na posicdo 8 e um L-Orn mascarado.
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3. Composto de acordo com a reivindicacédo 2, em
que o L-0Oxn na posicdo 8 estéd mascarado com um ou mais
substituintes seleccionados do grupo gque inclui grupos

alquilo e grupos heterociclicos.

4, Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em
que o L-Orn na posicdo 8 foi substituido por outro

aminodcido natural ou ndo natural.

5. Composto de acordo com qualquer das
reivindicacgc®es anteriores, em que o acilo terminal esté

modificado.

6. Composto de acordo com a reivindicacdo 5, em

que o acilo terminal é (4S)-metil hexilo.

7. Composto baseado na estrutura do kahalalide
F de fédrmula 1 designado KF, e seleccionado de: [Glug]—KF,
[Lys?]-KF, [Lys®, (49)-MeHex'?]-KF, [N(Me),, N'(Me),-Arg8]-KF,
[N (Me, Ph),N' (Me) ,-Arg®]-KF, [N(CH,)4,N' (Me),-Arg®]-KF, [N(CH,) .,
N' (CHz) s~Arg®]-KF, [N&(CHN (CH,)4s-N' (CHy).)-0rng]-KF, [Ne(Me)s-
Lys®, (4S)-MeHex']-KF, [Orn (NSTFA)®, (4S) -MeHex'*] -KF, e

[Orn (Biot) ?]-KF,

em gue o aminodcido ou grupo indicado entre parénteses & a

modificacdo introduzida na estrutura do kahalalide F.

Lisboa, 28 de Julho de 2008
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