MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invento refere-se a um pro-
cesso para a preparacdo de conjugados de imunoglobulinas.
Estes conjugados formam-se pela reac¢do de um alcaloide indo
le-di-hidro-indole-vinca de accdo anti-neopldasica, e conten-
do um grupo hidrazida, que estd ligada no &tomo de carbono
3 ou 4 (C-3 ou C-4), com uma glicoproteina oxidada contendo
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grupos aldeido.

preparacgdo dos

em que RZ & H,CHy ou CHO; R® e R” sdo CyHg, H ou OH; R
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As imunoglobulinas sdo glico-proteinas,
isto &, elas sdo protefnas ds quais estdo ligados oligo-sacé-
ridos em varios locais. O0s didis vicinais destes oligo-saca-
ridos podem ser oxidados com per-iodatos, dando origem a di-
aldeidos, e os grupos aldeido assim formados podem ser levaw
dos a reagir com vdrias aminas e hidrazinas., obtendo-se bases
de Schiff e hidrazonas. Assim, por ex., Willan et al., FEBS
Letters, 80, 133 (1977), procederam & oxidagdo de um oligo-
sacdrido ligado a um radical de asparagina na posigdo 297
(segundo a numeracdo adoptada para a proteina Eu de mieloma
da IgGl humana), na érea CH2 da IgG de coelhos. A seguir a
sua purificacdo, este material oxidado foi levado a reagir
com o radical livre 4-amino-2,2,6,6-tetrametil-piperidin-1-
-oxilo e a imina resultante (reaccdo do grupo amino com aldei
dos de sacéridos), reduzida com NaBHBCN, formando-se uma pro-
tefna marcada com spine. Timofeev et al., FEBS Letters, 89,
191 (1978), usaram também anticorpos glicoproteicos, oxida-
dos, para a preparacdo de materiais marcados com spine. Mu-
rayama et al., Immunochemistry, 15, 523 (1978), marcaram com
compostos contendo amino, por via da formacdo de bases de
Schiff, grupos de oligo-sacéridos oxidados com per-iodato, nu
ma imunoglobulina (IgG). As "aminas" utilizadas eram o &cido
aspdrtico e peroxidase de rdbano bravo. Utilizou-se o conjun
to de base de Schiff-&cido aspértico para detectar a antigeni
cidade de IgG humana mediante contra-imunoelectroforese.
0'Shannessy et al., Immunology Letters, 8, 273 (1984), acopla
ram hidrazida de biotina com grupos aldeido de imunoglobuli-
nas oxidadas e sugeriram o emprego deste processo para a con-
jugacdo de corantes (pigmentos) fluorescentes com anticorpos

monoclonais.

Chua et al., Biochimica and Biophysica,
Acta, 800, 291 (1984), oxidaram grupos de hidratos de carbo-
no (glicidios) na &rea constante da cadeia pesada de IgM
(que tem um teor de hidratos de carbono relativamente elevado)
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formando aldefdos. Em seguida, estes grupos aldeido foram
levados a reagirem com grupos hidrazida, ligados a uma mem-

brana lipossomal. 0Os anticorpos IgM monoclonais mostravam-
-se especificos para uma proteina contendo um hapteno de
estretura 1-dimetilamino-naftaleno-5-sulfonilo.

Rothfus et al., J.B.C., 238, 1402 (1963)
lancaram mdo da oxidagdo com per-iodato, seguida da redugdo
com borohidreto para determinar a identidade do componente
sacaridea do glico-péptido da gama-globulina humana.

A ligacdo de agentes citotbxicos a imu-
noglobulinas foi novamente analisada por Blair et al., J.
Immun. Meth., 59 129 (1983) e Ghose, Blair and Kulkarni,
Methods in Enzymology, 93 280 (1983). A pdagina 130 do seu
trabalho, Blair et al indicam a possibilidade de ligar o
agente citot6xico ao oligo-sacdrio de uma Ig. No entanto,
nio se refere a oxidacdo, dando origem a um grupo aldeido, e
ligacdo do agente citotéxico ao grupo aldeido. Ghose et al
menciona a oxidacdo com per-iodato de IgG anti-BSA de coelho
contendo oligo-sacdridos para formarem grupos aldeido, e a
reaccdo destes grupos com etilenodiamina, seguida de reducdo
com borohidreto da base de Schiff, para se formarem novos
grupos amino primiria de aminoetilo, ligados a fracgdo de
oligo-sacédrio das glicoproteinas.

0 requerimento de patente europeia EPO
n? 88695 recomenda largamente os processos referidos nas pub-
licacBes atrds indicadas; isto &, a reaccdo de um aldefdo
obtido por oxidacdo de uma fracgdo de hidrato de carbono com
uma hidrazina, hidrazida ou amina ligante de um composto,
para se formar um conjugado. Aparentemente, este requeri-
mento de patente trata de grupos de acoplamento que sdo con-
jugados com o anticorpo contendo grupos aldeido, e o préprio
grupo de acoplamento estd combinado com um suporte insoldvel
ou um segundo composto. Reivindicam-se também conjugados de




anticorpos contendo qualquer composto ligado a uma fraccdo
glicidica de um anticorpo por via de uma ligacdo covalente
com hidrazona, imina ou enamina. Mais especialmente, rei-
vindicam-se agentes de acoplamento peptidicos, amino-dcidos
de acoplamento au um agente de acoplamento de férmula geral
W(CHZ)nQ’ em que W representa CGHSNH'CHZ' ou —CH2-, e Q re-
presenta um amino-dcido, péptido, agente quelante ou derivado
de um agente quelante. Medicamentos especifacamente revela-
dos para alibertagdo mediado por anticorpos, atrvés destex
sistema, incluem daunomicina, bleomicina, vinblastina, vin-
cristina e 5-fluoro-uracilo. No entanto, ndo se fornecem
pormenores sobre a maneira como devem ser ligados estes me-
dicamentos e, em especial, falta qualquer indicagcdo sobre a
forma de ligacdo de VLB ou vincristina, uma vez que nenhuma
delas contém uma funcdo hidrazida ou amina. Destaca-se o
acoplamento a fragmentos de Fab-anticorpos. Refere-se es-
pecificamente apenas o acoplamento de ALKERAN(R) (N-/bis(beta-
-cloroetil)-fenil/-alamina) e de anticorpos monoclonais con-
tra eritr6citos de ovelhas. N&o se mencionam quaisquer da-

dos in vivo.

Além disso, VLB, vincristina e outros
medicamentos de accdo antineoplésica tém sido acoplados a
imunoglobulinas ou outras proteinas.

0 requerimento de patente Britdnica n¢
2.090.837 a revela conjugados de imunoglobinas, ligados por
covaléncia a uma fraccdo de pervinca, mediante formacdo de
uma amida. A ligacdo amidica prépriamente dita, forma-se
pela reaccdo de um alcaloide de pervinca de indole-dihidro-
-indole, tal como 4-desacetil-VLB, por intermédio de um gru-
po carboxazida em C-3, com um grupo amino livre de uma imu-
noglobina ou um fragmento de uma imunoglobulina. Prepara-
-se a azida a partir de 4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida
que, por sua vez, & obtida pela accdo de hidrazina sobre VLB.
A ligacdo covalente formada entre a frac¢do de pervinca e a




imunoglobulina geralmente ndo é reversfivel; isto é, a ligacdo
ndo estd sujeita a cisdo hidrdlitica (quimica), em presenca
de um pH fisiolbgico.

A parente norte-americana n? 4.203.898
(Cullinan I) revela e reivindica 3-carboxi-azidas de pervin-
ca-alcal6ides de indole-dihidroindole, tais como VLB, vincris
tina, etc. Estas azidas foram utilizadas para a preparagdo
dos conjugados de imunoglobulinas, ligados por covaléncia,
mencionados no requerimento anterior. A azida prepara-se a
partir de uma 4-desaceti1-3-carboxi-hidrazida'de um alcalédide
de indole-dihidroindole. Estas hidrazidas sdo também revela-
das e reivindicadas na referida patente.

A patente norte-americana n? 4.166.810
(Cullinan II) revela uma série de derivados de 4-desacetil-
-VLB-3-carboxihidrazida, inclusivé derivados N,N-dialquilo.
0s compostos sdo preparados pela formacdo de uma hidrazona,
por reaccdo do grupo amina sec. com um aldefdo, ou uma cetona,
seguida da reducdo da enamina resultante.

Neuss et al., Tetrahedron Letters, 783
(1968), revelam a leurosina hidrazida.

Barnett et al., J. Med. Chem., 21, 88
(1978), revelam também as hidrazidas de VLB e derivados de in
dole-dihidro-indole relacionados.

Conrad et al., ibid., 22, 391 (1979) dis
cutem, de maneira gendrica, as amidas de VLB e as suas acti-
vidades como agentes anticancerfgenos. Revelam-se também as
mesmas amidas, atrds discutidas, em relacdo com Cullinan I.
Além disso, preparou-se uma ponte de dissulfureto, em que o
grupo carboxamida foi ligada a um agrupamento de etilditio-
etilcarboxamida. Revelam-se também radioimunoensaios para




VLB e vincristina. 0 radioimunoensaio foi realizado pelo aco
plamento de azida de 4-desacetilvinblastinéico (4-desacetil-
-VLB-3-carboxazida) com BSA. Este antigénio foi utilizado
para a producdo de anticorpos em coelhos, que, em seguida,
iriam captar a fracgio de VLB do antigénio. A quantidade de
antigénios foi determinada mediante VLB marcado com tritio--
[ Root et al., F.A:C.S.S., 2nd National Meeting, October 6-10,
1975, Abstract 183.7

Hargrove, nas patentes norte-americanas
nos. 3.392.173 e 3.387.001, revela novos ésteres em C-4 de
VLB, vincristina, leurosidina, etc: Entre os referidos éste-
res encontra-se um éster de cloroacetilo, derivado esse que
se empregou na EPO 124.502 para o acoplamento com uma protei-
na. Hargrove (II) fez reagir este éster de 4-cloroacetilo
com aminas para a preparacdo, por ex., de um éster de N,N-di-
metil-glicina--vingticinato.

Langone et al., Anal. Biochem., 95, 214
(1979) idealizaram radioimunoensaios para vinblastina e vin-
cristina. Os antigénios utilizados foram preparados pela oxi
dacdo de VLB, formando-se um &cido dicarboxflico e, em segui-
da, procedeu-se ao acoplamento deste produto com um reagente
carbodiimida de ligacdo.

Teale et al., Brit. J. Clin. Pharm., 4,
169 (1977) idealizaram também radioimunoensaios para vinblas-
tina e vincristina. 0 alcalbéide de pervinca conjuga-se com
a albumina mediante uma reaccdo de Mannich, usando um grupo
amina na proteina (BSA), formaldefdo e vinblastina. No en-
tanto, ndo se indica o ponto de liga¢do do alcaléide de per-
vinca, vinblastina ou vincristina.




Johnson et al., Brit. J. Can. 44, 372

(1981) revelam a preparacdo de vindesina ligada a anti-CEA-
-imunoglobulina, por meio de uma azida. H& que sublinhar-se
de que a azida de desacetil-VLB e o an-alogo de azida da vin
desina sdo idénticos, dado que os compostos apenas se distin
guem na parte de C-3 do &cido carboxflico, e esta parte (és-
ter ou amina) desaparece apés a reacgdo de acoplamento. Des
cobriu-se que estes conjugados sdo citotbéxicos para as célu-
las tumorais humanas, in vitro. A patente britdnica n? GB
2.090.837 (inventores: Rowland e Simmonds) trata do mesmo as
sunto.

Rowland et al., Cancer Immnology and

Immunotherapy, 19 1 (1985), discutem as propriedades antitu-
morais de conjugados de vindesina-anticorpos monoclonais (de
rivados de 4-desacetil-VLB conjugados através do C-3 do gru-
po carboxiazida, tal como se descreve na patente britdnica
n? 2.090.837 A, e em Johnson et al.). Ensaiaram-se 4 conju-
gados relativamente a enxertos heterfldgos tumorais,humanos,
em ratos atimicos, tendo demonstrado todos alguma acgdo anti
tumoral. Em relacdo ao mesmo tumor, vindesina mostrou-se
inactiva, quando administrada em doses ndo-tdxicas.

A EPO 124502 revela conjugados preparados
a partir de uma imunoglobulina e um 4-desacetil-VLB ou vin-
desina, ou uma outra 4-desacetil-VLB-3-carboxamida, ligada
por meio de um 4-succinato; isto é, um grupo ligante ou uma
ponte entre o grupo 4-hidroxi e a protefna. 0 grupo de pon-
te desta estrutura pode ser CO-CH2 (de um grupo 4-cloroaceti
lo) ou CO(CHZ)n-CO(écido succinico ou glutérico). O0s mesmos
derivados de 4-succinilo vém revelados no requerimento de pa
tente britdnica n? GB 2.137.202, e os conjugados formados a
partir destes derivados estdo referidos em GB 2.137.210.




Bumol et al., Proc. Am. Assn. Cancer

Research, 25 356 Abstract 1410 (1984) (Bumol I), analisam as
caracteristicas de um conjugado preparado seyundo a patente
GB 2.137.210; isto &, um conjugado de 4-desacetil-4-succino-
il1-VLB com um anticorpo monoclonal para um adenocarcinoma
humano (KS1/4). Bumol et al., Federation Proceedings, 44
1864 Abstract 8484 (1985) (Bumol II) discutem um conjugado
semelhante com um anticorpo monoclonal para um melanoma hu-
no. Bumol et al., J. Cellular Biochemistry, Supplement 9A
Abstract 0124 (1985) (Bumol III), discutem ainda trabalhos
posteriores sobre o conjugado de 4-desacetil-4-succinoil-VLB

para KS1/4 (adenocarcinoma).

No entanto, nenhum dos trabalhos refe-
renciados atréds revela ou sugere a conjugagdo de um derivado
aminado ou de hidrazida de um alcal6ide de indole-dihidro-in
dole, dimero, de acc¢do antineoplésica, com um glicido oxida-
do (oxidado para um ou mais grupos aldefdo), na superficie
de um anticorpo monoclonal, que é igualmente uma glicoprotef

na.

0 presente invento refere-se a conjugados
formados pela reac¢do de uma glicoproteina oxidada, conten-
do um ou mais grupos aldeido, com uma hidrazida de vinca.

0 grupo hidrazida pode ser uma carboxi-hidrazida em C-3 (co-
-R na férmula I) ou um éster contendo o grupo hidrazida em
C-4, ligado (R6 tal como se define atréds) por meio de uma
cadeia de hidrocarbonetos.

A fraccdo vinca do conjugado do presente
invento vem caracterizada pela férmula I, adiante apresenta-
da. Os conjugados do presente invento sdo formados pela
reac¢do de um grupo aldeido de uma glicoproteina com um com-
posto de estrutura I:
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em que R2 representa hidrogénio, metilo ou aldefido (CHO);

quando R4 e R5 sdo considerados separadamente, R5 representa

H, e um dos simbolos R3 e R4 representa etilo e o outro sim-
bolo representa H ou OH; e, quando R4 e R5 sdo considerados
em conjunto com os &tomos de carbono, aos quais estdo liga-
dos, eles formam um anel de oxirano, sendo que, neste caso,

R3 representa etilo; R representa -NHNHZ,

Cco
NH/\
'N\ /(CHz)n
Co




-O(C1-3-a1quil), NH2, -NH(C1-3-a1quil), -NH-CHZCHZ-Y, 1- pir-
rolidinilo ou 1-piperridinilo, onde n € igual a 2 a 4, e Y
representa Cl, -OCH3 ou —SCH3; Ry representa H, (C1-C3—alquil)
-C0, substituido por cloro ou R6’ onde R6 representa -COXCON-
HNH2, onde X representa C1—C4—a1cileno de cadeia linear, C2-
-C8-a1cileno de cadeia ramificada, C2—C4—a1cenileno, C3—C4-
-alcinileno, C3—C6-cicloalcileno, fenileno, C1-C4-a1cileno
substituido por hidroxi, ou uma ligagdo directa; sendo que

R ndo poderd ser NHNH2, se R1 for R6
se R for NHNH

, @ R1 ndo poderd ser R6,

2.

0 simbolo X representado nas férmulas
atrds referidas inclui grupos, tais como metileno, etileno
propileno, butileno, vinilo, propileno, butenileno, butini-
leno, propinileno, hidroxietileno, 1,2-dihidroxietileno,
1,2-dimetileno, 1,2,3,4,-tetrahidroxibutileno, 3,4-dimetilbu-
tileno, 1,4-ciclohexileno, 1,4-fenileno, 1,2-fenileno, e
grupos similares.

Os alcaloides de indole-dihidro-indole
que sdo fteis para a preparacdo das hidrazidas intermédias
que formam os conjugados do presente invento, podem represen-
tar-se pela férmula II:
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em que RZ a R° tém os significados atrés referidos.

Na férmula II, representa-se VLB (vin-
blastina), quando R2 significa metilo, R3 significa hidroxi,
R4 denota etilo e R5 assinala H; quando R2 representa formilo
RS representa hidroxi, R* denota etilo e R® & H, entdo a estru
tura apresentada corresponde d vincristina (VCR); quando R?
representa metilo, R3 denota etilo, R4 representa hidroxi
e R5 representa H, a estrutura corresponde d leurosidina;
quando R2 representa metilo ou formilo, R3 representa etilo
e R3 representa etilo e R4 e R5, em conjunto com os &tomos
de carbono aos quais estdo ligados, formam um anel de alfa-
-epbxido, entdo a estrutura apresentada corresponde & leu-
rosina e leuroformina, respectivamente; quando R2 representa
metilo, R3 denota etilo e R4 e R5 sdo H, a estrutura repre-

sentada corresponded desoxi-VLB 'B' (4'-desoxi-leurosidina




ou 4'-epidesoxi-VLB); quando R2 representa metilo, R4 repre-

senta etilo e R3 e R5 sdo hidrogénio, a estrutura apresentada
equivale & desoxi-VLB 'A' ou 4'-desoxi-VLB; e quando R2 re-
presenta CHO, R3 significa etilo, R4 e R5 denotam hidrogénio
entdo a férmula representada significa a 4'-epidesoxi-vincris-
tina (1-férmula-1-desmetil-4'-desoxi-leurosidina).

Na literatura cientifica existem dados
os alcaloides de vinca progenitores (II) nas seguintes pa-
tentes; leurosina( patente norte-americana n® 3.370.057 ),
VLB (patente norte-americana n? 3.097.137), leurosidina
(vinrosidina) e leurocristina (adiante referenciadas sob a
designacdo de vincristina) (ambas na patente norte-americana
n? 3.205.220), desmetil-VLB (patente norte-americana n@
3.354.163), 4'-epivincristina (patente norte-americana n®
4.143.041), leuroformina,formil-leurosina (patente norte-
-americana n? 4,279.816) e desoxi-VLB 'A' e 'B' (Tetrahedron
Letters, 783 (1958)).

As hidrazidas que sd@o apropriadas pa-
ra a formag¢do dos conjugados do presente invento sdo prepa-
rados de maneira diferente, consoante o grupo hidrazida es-
teja ligado ao C-3 ou ao C-4. As hidrazidas em C-3 preparam-
-se através do processo divulgado na patente norte-americana
n? 4,203.898, coluna 12, linha 65 e seguintes, e no exemplo
pratico 3, col. 18. De acordo com este processo de sintese
faz-se reagir uma hidrazina anidra com um alcaloide de vinca
de férmula II, em etanol, num tubo hermeticamente fechado
a cerca de 60° Cc. 0 produto desta reaccdo é uma 4-desacetil-
-3-carboxi-hidrazida, porque o grupo acetoxi em C-4 sofre
hidr6lise nas condi¢Bes bdsicas da reaccdo. Caso haja van-
tagem em preparar um éster em C-4 (R1 na férmula I representa
(C1-C3—alquilo)-CO ou (C1-C3-a1quilo)-CO, substituido por Cl),
a carboxi-hidrazida em C-3, segundo a férmula I, em que R1
representa hidrogénio, serd preciso primeiro protegida pela
reacgdo com acetona, formando um derivado de N,N-propilideno.




Uma vez o0 grupo NH2 acildvel da hidrazida protegido segura-
mente contra uma eventual acilacdo, este derivado "protegido"
pode entdo ser acilado, de maneira usual, com um haleto de
acilo (cloreto de cloroacetilo, por ex.,) ou um anidrido de
dcido (anidrido propiténico, por ex.,). Em seguida, o grupo
protector pode ser removido mediante tratamento com um &cido.
Se a acilacdo se verificar também no hidroxilo em C-3, o que
acontece normalmente, este grupo acilo em C-3 poderd ser re-
movido, de preferéncia, mediante tratamento com sflica-gel
h-umido (cf. Hargrove, patente norte-americana n¢ 3.392.173).

Quando o grupo hidrazida faz parte de uma
cadeia de C-4 (isto é,.faz parte de R6, na férmula I), os ma
teriais de partida de 4-desacetilo sdo preparados da seguinte
formna, consoante a natureza do grupo em C-3: quando C-3 & um
grupo éster, o derivado de 4-desacetilo & preparado mediante
o processo segundo Hargrove, patente norte-americana n? 3.392.
173, exemplos prdticos 1 a 5; quando C-3 & um grupo amida, O
derivado de 4-desacetilo & preparado pelo processo segundo
Conrad et al. supra, ou Cullinan, patente norte-americana n®
4,203.898. Este processo implica a preparagdo de uma carbo-
xihidrazida em C-3, acompanhado por hidrélise em C-4. Em
sequida, a hidrazida é transformada na azida e a azida é le-
vada a reagir com aménia ou uma amina primdria de fdérmula
NHZ-(C1-C3-a1quilo), ou com NHZ-CHZ-CHZ-S-CH3, NH2-CH2-CH2-Q-
-CH3, pirrolidina, piperidina ou NHZ-CHZ-CHZ-CI. Um proces~-
so preferido para a- preparacdo deste Gltimo composto, ou se-
ja, cloroetilamida, para se obter o desejado derivado de car
boxamida em C-3 e de hidroxi em C-4, consiste na decomposigdo
de uma 3'' -(beta-cloroetil)-3-spiro-5''-oxazolidino-2'",
4''-diona de um alcaléide de pervinca, segundo a f6érmula II,
atrds referenciada. A preparacdo destes derivados de oxazo-
lidina-diona descreve-se na patente norte-americana RE n230.
560, Miller e Gutowski. A prepara¢do da beta-cloroetilamida
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a partir da oxazolidinodiona, atrds mencionada, descreve-se
no exemplo 1 da patente norte-americana n? 4.357.334 (Miller
e Gutowski). (Exemplo 2, da mesma patente, prepara-se a mes
ma beta-cloro etilamida, mediante o processo tradicional com
azida). A amida primdria (R, na férmula I, representa NHZ)’
pode também ser preparada mediante amondlise directa ou por
reducdo da hidrazida com nfiquel de Raney (cf., também, a pa-
tente norte-americana n? 4.203.898. Por dltimo, quando R,
na férmula I, for

co

/ \
-NE-N  (CH,)_
\ /

Co

onde n & igual a um ndmero inteiro de 2 a 4; isto &, uma adi
pimida, glutarimida, succinimida ciclicas, respectivamente,

os derivados de 4-hidroxi serdo preparados através do proces
so descrito no requerimento co-pendente de Cullinan, n? 745,
562, e que corresponde ao requerimento europeu n? 86304522.5.

A seguinte lista contém alguns dos deri-
vados de pervinca, de férmula I, que podem ser utilizados no
dmbito do presente invento, indicando-se também os respecti-
vos nomes genéricos pelos quais se conhecem neste ramo da
Quimica:

4-Desacetil-VLB-3-carbixihidrazida (fér-

1 5 2

nula I, R R! = R°: hidrogénio; R% = metilo; RS = hi

droxi; R

NHNHZ;
etilo.

S

4-Desacetil-VLB=4-hemi-succinato-hidra-
zida (R = OCH,; R'! = COCH,CH, CONHNH.,: R® = metilo; R° = hi-
3 5 272 2

droxi; R4 = etilo; RY = hidrogénio).
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A-Desacetil-VLB-3-carboxihidrazida-N,N-
succinimida-4-hemi-succinato-hidrazida

0
Il
o—o 1
(R = NH-N ; R = COCH,CH,CONHNH,;
\
@ ——®
Il
0
R% = metilo: RS = hidroxi; R} = etilo; R® = hidrogénio).

4-Desacetil-VLB~-3-carboxiamida-4-hemi-

-succinato-hidrazida (R = NHZ; R1 = COCHZCHZCONHNHZ; R2 = me

tilo: RS = hidroxi; R = etilo; R® = hidrogénio).

4-Desacetil-VLB-4-hemi-glutarato-hidrazi
= COCH,CH,CONHNH,; R = metilo; R = hidroxi
= hidrogénio).

R

da (R = OCH,;
35

RY = etilo:; R

4-Desacetil-VCR-4-hemi-succinato-hidrazi
da (R = OCH,; R = COCH,CH,CONHNH,; R® = CHO; RS

RY = etilo; R° = hidrogénio):

= hidroxi;

A-Desacetil-4'-epidesoxi-VLB-4-hemi-suc-

= 0CHg; R = COCH.CH.CONHNH,: RZ

oCHy 23 = metilo

cinato-hidrazida (

R
RS = etilo:; RY = R® = hidrogénio):
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4-Desacetil-VLB-3-carboxihidrazida-N,N-
glutarimida-4-hemi-succinato-hidrazida

0
I
*——=8
\
(R = nHn 7 o . R! = COCH,CH,CONHNH,;
2CHy 2
/
*o——o
I
O
R2 - metilo: R3 = hidroxi: R* = etilo; R® = hidrogénio).
4-Desaceti1-VCR-3-carboxihidrazida
(R = NHNH,: R' = R® - hidrogénio; R? = CHO; RS = hidroxi;
RY = etilo).

4-Desacetil-4'-epidesoxi-VLB-3-carboxi-

hidrazida (R = NHNH; R! = R* = R® - hidrogénio; R® = metilo;
RS = etilo).

4-Desacetil-VLB-3-etilcarboxamida-4~hemi
succinato-hidrazida (R = NHCH,CHa; R! = COCH,, CH,CONHNH,;
2 3 o 5
R = hidroxi; R

= metilo; R = etilo; R = hidrogénio).

4-Desacetil-VLB-3-metoxietilcarboxamida-
1

4-hemi-succinato-hidrazida (R = NHCHZCHZOCHgg R = COCHZCH2
CONHNH, ; R2 - metilo: RS = hidroxi; RY = etilo; R° = hidro-
génio).

4-Desacetil-VLB-4-propionil-3-carboxi-
hidrazida (R = NHNHZ; R1 = COCHZCH3; R2 = metilo; R3 = hidro

R4 = etilo; R5 = hidrogénio):
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Algumas das amidas ciclicas e de seus
sais (Requerimento de Patente Europeia n? 86304522.5, atras
referido) sdo preparadas da seguinte forma:

PREPARAGAQ 1

A-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carbo-
xi-hidrazida-N,N-succinimida

Prepara-se uma solucdo a partir de 1320
mg de 4'-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carboxi-hidrazida,
em 25 ml de piridina.

Juntam-se depois 175 mg de anidrido suc-
cinico e agita-se a mistura reaccional, & temperatura ambien-
te, numa atmosfera de azoto, durante cerca de 24 horas. Em
seguida, removem-se 0Ss componentes volétéis da mistura reac-
cional, num vécuo, e o residuo obtido & dissolvido em cloreto
de metileno, e metanol suficiente para dissolver todo o resi-
duo. Lava-se (2x) a fase orgdnica com volume igual de dgua
e, em seguida, seca-se a fase orgdnica. A evaporacdo dos com
ponentes volateis, num vicuo, deu origem a um residuo conten-
do N,N-succinoil-4'-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carboxi-
hidrazida, residuo que & dissolvido seguidamente em 25 ml de
piridina, & qual tinham sido adicionados 350 mg de anidrido
acético; forma-se um anidrido misto dos é&cidos succinico e
acético, que, espontdneamente, se transforma numa estrutura
ciclica, obtendo-se 4'-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carbo-
xihidrazida-N,N-succinimida. A mistura reaccional é evapora-
da, até & secagem, num vécuo, e o residuo é dissolvido em di-
cloreto de metileno. 0 extracto de dicloreto de metileno &
lavado duas vezes com um volume igual de &gua e, em seguida,
é seco.
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A evaporacdo do dicloreto de metileno deu origem & formacédo

de 4'-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carboxi-hidrazida-N,N-
succinimida,que foi submetida a cromatografia sobre silica-

-gel, utilizando como sistema eluente, acetato de etilo con-
tendo volumes crescentes ( 0 a 50%) de metanol. As fracgdes
que, segundo TLC (cromatografia em camada fina), continham

o desejado derivado de succinimida, foram reunidas e o soli-
do foi separado, por evaporagdo, num vécuo. Obtém-se 190 mg
de 4'-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carboxi-hidrazida-N,N-
-succinimida com as seguintes constantes fisicas:

Espectro do infra-vermelho (em cloroférmio): picos a 3470,

1736, 1615 e 1572 cm™ .

RMN (CDCIB): § em 10,90; 7,88; 7,49; 7,12
6,48; 6,05; 5,80; 4,10; 3,76; 3,56; 2,82; 0,93; 0,85.

Prepara-se o sal sulfato, dissolvendo a
base livre em etanol anidro, a pH =«8,0. Em seguida, o pH
& ajustado a cerca de 3,9 pela adi¢do de uma solugdo recen-
te de &cido sulfdrico, etanélico, a 2%. Apds evaporagdo da
mistura reaccional, até 3 secagem, obtém-se o sulfato de 4'-
desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-carboxihidrazida-N,N-succini
midio.

Seguindo o processo atrds descrito, dis-
solve-se 4-desacetil-VLB-hidrazida (2,4 g) em 125 ml de pi-
ridina, juntando-se 385 mg de anidrido glutarico. A N,N-glu
tarofl-4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida, assim formada, &
isolada através do processo descrito atrds, e é purificada
mediante cromatografia de silica-gel, utilizando o mesmo sis
tema eluente. Faz-se reagir o composto de glutaroflo com
anidrido acético, obtendo-se o anidrido misto, que se trans-
formou espontdneamente numa estrutura ciclica, dando origem
3 formacdo de 4-desacetil-VLB-3-carboxihidrazida-N,N-gluta-
rimida. 0 composto é purificado por meio de cromatografia




sobre silica-gel, utilizando-se o0 mesmo sistema eluente que
o empregado atrds. Obtém-se 460 mg do derivado de N,N-gluta
rimida, que apresenta as seguintes constantes fisicas:
Espectro de massa m/e = 864 (C48H60N609)'

Espectro do infra-vermelho (CHCIS): picos a 3475, 1714, e

1616 cm™ .

pKa (DMF aquosa, a 66%) = 5,1; 7,4; 12,9.
RMN (CDCIB): em 9.96; 8,91; 8,04; 7,52;

7,14; 6,58; 6,08; 5,83; 4,15; 3,78; 3,69; 3,61; 2,86; 0,93;
0,89.

Prepara-se o sal sulfato pelo processo
atrds referido; rendimento = 210 mg, de 290 mg de material de
partida.

Adoptando o processo atrds indicado, mas
substituindo de novo 4'-desoxi-4-desacetil-leurosidin-3-car-
boxi-hidrazida por 4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida, e
utilizando cloreto de acetilo em vez de anidrido acético, ob
tém-se N,N-succinoil-4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida.
Cromatografia da succinimida obtida forneceu duas fraccdes,
uma das quais & a 4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida-N,N-
succinimida esperada e a outra fraccdo constitui o seu deri-
vado de 4-acetilo, que se formou como produto secunddrio du-
rante o processo de ciclizacdo.

4-Desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida-N,N-
-succinimida apresenta as seguintes constantes fisicas:
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Espectro de massa m/e = 850 (C47H50N609).

Espectro de infra-vermelho (KBr): picos a

3480, 1734 e 1616 cm™ .

RMN (CDC13): em 9,69; 9,47; 8,22; 7,49;
7,12; 6,53; 6,07; 5,82;-5,71; 4,01; 3,77; 3,63; 3,59; 2,84;
2,82; e 0,89.

Prepara-se o sal sulfato segundo o proces
so descrito atrés; rendimento = 250 mg, de 350 mg do material
de partida.

A preparacdo dos derivados em C-4 dos re-
feridos alcalbéides de indole-dihidro-indole, dimeros, substfi
tuidos de vdrias maneiras na &tomo de carbono 3 (C-3) (cf. R
na férmula I), realiza-se pela reaccdo de compostos de foér-
mula I, em que R1 representa H e R e R2 a R5 tém os signifi-
cados indicados, no dmbito de um processo de varias etapas,
tal como se indica na patente britdnica GB 2.137.202 A (jé
citada), ou na patente norte-americana n? 745.562 (Cullinan)
( jd citada), (Exemplo 4). De acordo com estes processos,
faz-se reagir um anidrido ciclico de férmula

em que X tem o significado atrés referido, com o composto de
férmula I, em que R1 significa hidrogénio. 0 produto desta
reaccdo & um semi-&ster de acido de férmula




V-C-X-COOH

N
0,

em que V' representa o alcaléide de pervinca de 4-desacetilo,
de férmula I, ligado por meio do hidroxilo em C-4. Em segui
da, o grupo de acilacdo substitui o "OH! do &cido carboxili-
co (COOH).

0 cloreto de acilo é um grupo acilante
muito eficaz. Segundo um processo alternativo, pode usar-se
um anidrido misto, preparado pela reacgdo sucessiva de N-me-
tilmorfolina e um cloroformato de alquilo com ogrupo de &ci-
do carboxflico livre do hemi-é&ster-&cido. Este &cido carbo-
xflico "activado"

V-C-X-C0Cl

¥
0

faz-se reagir, por ex., com hidrazida, para se formar a hi-

drazida desejada, V-CO-X-CONHNHZ. Segue-se a Preparacdo II,
que vai ilustrar este processo.

PREPARACAQ II

Prepara-se uma soluc¢do, dissolvendo 2,5 g
de 4-desacetil-VLB-4-hemi-succinato (4-succinoil-VLB) do
Exemplo 1 (GB 2.137.202 A), em 50 ml de cloroférmio. Juntam-
-se, em seguida, 870 mg de N-metilmorfolina. Depois da dis-
solucdo total, a mistura reaccional & arrefecida, num banho
de gelo, deixando passar uma corrente de azoto. Juntam-se
985 mg de cloroformato de isobutilo e a mistura reaccional
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é agitada, a 0° C, durante cerca de 45 minutos. Adiciona-se
1 ml de hidrazina anidra e agita-se a mistura reaccional du-
rante cerca de 10 minutos. Em seguida, extrai-se a mistura
reaccional com &gua, separa-se o extracto de &dgua e rejeita-
-se este extracto aquoso; seca-se a fase orgdnica. A evapo-
racdo do solvente forneceu um resfiduo contendo 4-desacetil-
-VLB-4-hemi-succinato-hidrazida. Uma solucdo de dicloreto de
metileno do resfduo & cromatografada sobre slica-gel, utili-
zando-se acetato de etilo/metanol (100/0 a 50/50) como eluen
te. As fraccgles apropriadas forneceram 950 mg de 4-desace-
til-VLN-4-hemi-succinato-hidrazida purificada; m/e = 882.

0 sal sulfato & preparado, dissolvendo a
base livre em etanol anidro (25 ml),.ajustando o pH a cerca
de 4, pela adigdo de &cido sulfdrico etan6lico, a 2% (24,5 g
de etanol anidro; 0,5 g de H2504 18M) e separando os solven-
tes, num vacuo.

Espectro de infra-vermelho: picos em 3400,
3009,.1738, 1680, e 1616 cm'1.

RMN (CDCI3) em 9,9; 8,35; 8,05; 7,55;
7,10; 6,85; 6,10; 5,85; 5,45; 5,30; 3,80; 3,70;-3,60; 2,70;
0,90; 0,85,

0s novos conjugados do presente invento
compreendem uma glicoproteina oxidada, de preferéncia, uma
imunoglobulina e, desta classe de compostos, de preferéncia,
um anticorpo monoclonal (MoAb), que & uma gama-globulina, tal
como IgG ou IgM. Fragmentos de imunoglobulinas (Ig) conten-
do hidratos de carbono,tal como sucede na imunoglobulina pro
genitora, a partir da qual estes fragmentos derivam, podem
também usar-se para a formacdo de novos conjugados do tipo
revelado na presente meméria descritiva.




A classe preferida de glicoproteinas, as
imunoglobulinas, sdo aquelas capazes de reagirem com antigé-
nios, ou capazes de reconhecerem antigénios, na célula alvo
desejada, isto &, estas globulinas conseguem "detectar" os an
tigénios que invadem um organismo. Preferem-se sobretudo aque
las glicoproteinas que sejam capazes de identificarem os an-
tigénios na superficie da célula-alvo desejada (isto &, que
se pretende proteger).

Conhecem-se muito bem as técnicas para a
preparacdo destas imunoglobulinas a partir do soro de animais
imunizados, ou por cultivo de hibridomas que segregam produ-
tos monoclonais. Vd., por ex., Kohler e Milstein, Nature,
256, 495 (1975). O tipo de anticorpo preferido, utilizado no
dmbito do presente invento, é uma imunoglobulina sob a forma
de uma gama-globulina. Preferem-se especialmente as sub-clas
ses de globulinas IgG, IgA, IgE, IgM. Algumas imunoglobulinas
representativas sdo as seguintes:

Anticorpos mono- ou poli-clonais para

(i) antigénios associados com tumores em ani
mais ou humanos;

(ii) antigénios para B- e T-células humanas;
(iii) antigénios para Ia humano;
(iv) antigénios de origem viral, flngica e bac

teriana; e

(v) células implicadas nas reaccles alérgi-
cas ou inflamat6rias em humanos.
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Podemos referir entre os anticorpos pre-

feridos para os antigénios associados com tumores em animais

ou humanos, os seguintes tipos:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(vi)

(vii)

(viii)

Ig de cabras ou ovelhas, imunizadas com
antigénio embriocarcinogénico;

Ig de soro anti-agudo de coelhos contra
a leucemia linfoblastica;

Ig obtido de vérios anti-soros de prima-
tas contra leucemia de linfoblastos agu-
da, leucemia de mieloblastos aguda, leu-
cemia de linfoblastos crénica e leucemia
de granulécitos crénica;

Ig obtido de cabras ou ovelhas imuniza-
das com células de carcinoma pulmonar,
ou fraccdes celulares;

Ig monoclonal obtida de hibridomas de ra
tos que segregam anticorpos contra o car
cinoma colo-rectal humano;

Ig monoclonal obtida de hibridomas de ra
tos que segregam anticorpos contra o me-
lanoma humano;

Ig monoclonal obtida de hibridomas de ra
tos que segregam anticorpos que reagem
com células da leucemia humana;

Ig monoclonal de hibridomas de ratos, que
segregam anticorpos que entram em reacc¢do
com células de neuroblastomas humanos;




(xi)

(xii)

(xiii)

(xiv)
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Ig monoclonal de hibridomas de ratos,
que segregam anticorpos que reagem com an
tigénios do cancro da mama em seres huma
nos;

Ig monoclonal de hibridomas de ratos, que
segregam anticorpos que reagem com célu-
las do carcinoma ovdrico humano;

Ig monoclonal de hibridomas de ratos, que
segregam anticorpos que reagem com célu-
las do osteosarcoma humano, com células
do carcinoma pancredtico humano, com célu
las do carcinoma da préstata de humanos,
etc.;

Ig monoclonal de hibridomas de ratos, que
segregam anticorpos para adenocarcinomas,
inclusivé adenocarcinomas pulmonar, renal,
torécico e pancredtico;

Ig monoclonal de hibridomas de ratos, que
segregam anticorpos, que entram em reac-
cdes com células de carcinomas escameos
humanos;

Ig monoclonal de hibridomas humanos (hi-
bridomas que segregam anticorpos para o
antigénio associado com tumores em huma-
nos, incluindo, embora ndo se limitando
aos exemplos atrds referidos, os anticor
pos monoclonais atréds indicados);




(xv) qualquer anticorpo ou fragmento deste,
contendo carbohidratos, quer na cadeia
de baixo peso molecular, quer na cadeia
de elevado peso molecular;

(xvi) Ig monoclonal de ratazanas, cobaias, ou
outras espécies de mamiferos, que ndo
vém referidas especificamente atrés, e
obtida de hibridomas, que segregam anti
corpos para antigénios associados com tu
mores humanos, incluindo (embora ndo se
limitando aos exemplos apresentados)
aqueles referidos atrés.

Tal como se refere atréds, o conjugado
poderéd também ser preparado com fragmentos de imunoglobulinas
Ig', também designados por Fab, Fab', F(ab')2 e monbmero de
IgM, derivado de um anticorpo, por ex., mediante digestdo en-
zimdtica de proteinas ou alquilacdo redutora. Estes materiais
e 0S processos da sua preparac¢do sdo bem conhecidos. 0 pro-
cesso preferido para a preparacdo destes fragmentos consiste
na utilizacdo de enzimas proteoliticas, tais como pepsina e
papaina. Para uma visdo genérica, cf. Parham, J. Immunology,
131, 2895 (1983); Lamoyi et al., J. Immunology Methods, 56,
235 (1983); Parham, id., 53, 133 (1982); e Matthew et al.,
id., 50, 239 (1982).

Existem MoAb's especificos que interfe-
rem com vérios tumores; estas imunoglobulinas apropriadas no
dmbito do presente invento, e que estdo associadas com anti-
génios, ou que identificam antigénios, na superficie de célu-
las tumorais, incluem os seguintes, embora ndo se limitem 4
lista apresentada:




Tumor

Pulmonar

Cancro pulmonar
escdmico

Cancro pulmonar

de células pequenas
pavimentosas

Célon

QUADRO I
MoAb

KS1/4

534,F8;604A9

G1, LuCa2,
LuCa3, LuCa4

TFS-2

11.285.14
14.95.55

NS-3a-22,NS-10
NS-19-9,NS-33a
NS-52a,17-1A
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Melanoma
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Cancro da mama

Sarcoma
Osteogénico

Leucemia

Ovérico

Prostdtico

Renal
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Conjugados preferidos sdo aqueles que se
preparam a partir de anti-corpos monoclonais, nomeadamente
aqueles que conseguem 'identificar' células tumorais humanas
tais como :adenocarcinomas, carcinomas de células escameas de
células epiteliais pavimentosas, melanomas, neuroblastomas
carcinomas de células esféricas, pequenas, leucemia, linfomas
e sarcomas.

Uma glicoprotefna (GP) do tipo atrds in-
dicado, pode ser oxidada com per-iodato ou por outro agente
oxidante apropriado, de forma que seja cindida uma ligacdo
entre diéis vicinais, na drea superficial de um carbohidra-
to, formando-se grupos aldeido em qualquer um dos lados da
ligacdo original.

— ..._—/' o *

| * . . l . * . .
H-C-OH °. CHO ~.

| .GP _[0] | _+GP
H-C-OH. ° CHO .

-

l 4
.
.

produto da reacgdo:

—hidrato
carbo di-aldeido

estrutura parcial

Como os técnicos irdo facilmente com-
preender, o nGmero de unidades de dialdefido obtidas depende
dos seguintes factores:

Quantidade do per-iodato empregada, con-
dicBes reaccionais gerais da oxidagdo (por ex., duracdo,
temperatura, solvente, concentracdo. etc,),.nlmero de uni-
dades de carbo-hidratos com dif6is vicinais presentes na pro-
tefna, e facilidade com que entram em reaccdo com o reagente




per-iodato (factores estéreo).

Num processo alternativo, ou em associa-
¢3o com a oxidacdo por per-iodato, atrés referida, pode-se
utilizar a oxidacdo enzimdtica, por ex., com galactose-oxi-
dase. Esta enzima representa um reagente mais selectivo
que cataliza a transformacdo da posicdo 6—CH20H de radicais
de galactose, nas cadeias glicidicas da glicoproteina, numa
funcdo aldefo. Para permitir uma oxidagdo eficaz, este gru-
po 6-CH20H deve estar insubstituido. A libertacdo de um
grupo protegido, tal como um grupo ao qual esteja ligado um
radical de 4cido sidlico, poderd realizar-se com a enzima
neuraminidase. Tal como se indica acima, o nGmero de grupos
ou unidades de aldefo obtido depende de vérios factores.

Em seguida, as mucoproteinas contendo
grupos aldeio (OCH)m—GP, sdo conjugadas com apervinca-hidra-
zida, V'-3-CONHNH2 ou V-4-0-C0-X-CONHNH2, para se formar
uma hidrazona, (V'-3-CONHN=CH)-GP ou (V—4-O-COX-CONHN=CH)m-GP
em que V' representa o radical de pervinca, defenido na
férmula I, menos o radical -COR na posicdo 3, e m representa
0 nGmero de grupos aldeio ou de pervinca, ligados & glico-
proteina. Estes conjugados sdo objectos do presente invento
e vém definidos pelas férmulas Ia e Ib, respectivamente:
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De uma maneira geral, o ndmero represen-
tado por m & uma funcdo do ndmero de grupos aldefo formados
pelos processos de oxidacdo, atrds descritos. Observaram-
-se conjugados contendo um nGmero méximo de cerca de 25 ra-
dicais de pervinca por anticorpo. As proporcdes médias
(nGmero de pervinca por anticorpo) variam entre 1 a 10 (isto
&, m & igual a 1 a 10), e preferem-se as proporc¢des de cerca

de 4 a 10.

A conjugacdo das hidrazidas de pervinca
com glicoproteinas oxidadas realiza-se mediante processos
usuais, bem conhecidos dos técnicos. Geralmente, uma so-
lucdo do composto de pervinca, num solvente miscivel com a
dgua, tal como dimetilformanida, & adicionada a uma solugdo
conjelada, tamponada, aquosa, da glicoproteina oxidada.
adoptam-se, geralmente, temperaturas entre cerca de 0 e 8%c
e utiliza-se um tampdo de cerca de s6dio 0, 1N.

Com vantagem, a reacg¢do realiza-se ao
abrigo da luz e numa atmosfera de um gdz inerte. Geralmente
a reaccdo termina ap6s cerca de 10-24 horas, e o conjugado
resultante poderd ser purificado mediante processos usuais,
tal como cromatografia numa coluna de Sephadex.

Apresentam-se, a seguir, 0S processos
de oxidagdo e conjugacdo de MoAb's especificos.

Preparagdo III

Conjugados com MoAb de X-63AG8-Sl.

Prepara-se uma solucdo, dissolvente Z2oo0
mg de X-63AG8Sl (peso molecular = cerca de 150.000, 1,34 x
10'6 moles; estirpe celular depositada e prontamente disponi-




vel sob a designacdo ATCC TIB9, Coleccdo Americana de cultur-
as-padrdes, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852), em

20 ml de um tampdo de acetato de sédio 0,1 M, (pH = 5,6)
(29,3 g de acetato de s6dio, 2,44 ml de &cido acético, mais
dgua esterilizada suficiente para preparar 4 litro de tampdo).
A solucdo resultante & armazenada, a cerca de 09 C, durante
uma noite (cerca de 10% da proteina ndo se dissolveu). Adi-
cionam-se, numa Gnica porcdo, 685 mg de meta-periodato de
s6dio, sob agitacdo répida.

A mistura & agitada durante 21 minutos
a cerca de 0° C, ao abrigo da luz, e, em seguida, é esfriada
pela adicdo de um excesso quintuplo (em rela¢do ao total do
per-iodato) de 1,28 ml de uma solucdo 12,5M de etileno gli-
col, em &gua esterilizada.

A mistura resultante & agitada, a 0% ¢
durante 5 minutos, ao abrigo da luz, e, em seguida, & cen-
trifugada, formando-se um material limpido, que sobrenada
e uma massa s6lida, branca. 0 material que sobrenada é colo-
cado sobre uma coluna de sfilica-gel (Sephadex G25 (malhas
[mesh/ de tamanho médio) e o produto & eluido com o préprio
tampdo, acetato de s6dio. O eluato é observado sob luz
UV, a 280 nm. Qualquer vestigio de per-iodato encontrado
é retirado da coluna, por lavagem, e é inutilizado.

A concentracdo do produto oxidado &
determinada, em cada fraccdo eluida, a 279 nm; rendimento
= 96 %. Uma segunda operac¢do de cromatografia, realizada
da mesma maneira, forneceu um rendimento de 96,5 %.

As solucdes de eluato, atrés referidas
e contendo 4,72 e 4,02 mg/ml de produto oxidado, foram mis-
turadas; adiciona-se entdo 0,1N acetato de sédio (tampdo),
0 que resulta numa concentracdo final proteica de 2,77 mg/ml




(volume total = 69 ml). A solucdo resultante é arrefecida
até cerca de 0° C.

Uma solucdo de 4-desacetil-VLB-3-car-
boxi-hidrazida, em DMF (5,6 ml de uma solucdo de 53,7 mg/ml)
é adicionada, gota a gota, & solucdo de MoAb arrefecida,
tamponada. Faz-se passar uma corrente de nitrogénio atra-
vés do baldo, que, seguidamente, é tapado herméticamente.
Agita-se a mistura reaccional, a frio, e ao abrigo da luz
mediante um dispositivo agitador magnético, durante 24 ho-

ras.

Em seguida, destapa-se o vaso reaccional
e procede-se a centrifugacdo da mistura reaccional limpida
amarelada. O material que sobrenada é submetido a croma-
tografia sobre Sephadex G25 (silica-gel), préviamente equi-
librada com uma solucdo salina, tamponada com fosfato ( pH =
= 7,4 ) (H3PO4 0,01 M, NaCl 0,15 M), que serviu de eloente.
Elui-se primeiro o conjugado (formado pela formacdo da hi-
drazona, entre o grupo 3-carboxi-hidrazida e um grupo aldeio
numa molécula de carbohidrato, no MoAb),e segue-se 4-desacetil
-VLB-3-carboxi-hidrazida que ndo reagiu. O rendimento em
termos de conjugado obtido (a partir de 4 colunas) é de 173
mg, em 224 ml (rendimento de 90 %).

0 conjugado obtido contém cerca de 6 moles
de 4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazona por mole de X-63AG8-
S1 MoAb.

Procedeu-se a uma segunda operagdo reaccio-
nal, utilizando 200 mg de KS 1/4 (um MoAb capaz de iden-
tificar antigénios superficiais de células de adenocarci-
nomas humanas), em 20,0 ml de acetato tampdo, com as mesmas
quantidades de per-iodato e etileno glicol que na Preparacdo
3. O0Obtém-se 176 mg de MoAb oxidado, em 39,9 ml do tampdo,
apbés cromatografia (rendimento de 88%).




A conjugacdo com 274 mg de 4-desacetil-
-VLB-3-carboxi-hidrazida, num tampdo de acetato ( pH = 5,6 )
fornece 146 mg (rendimento de 83%) de um conjugado, conten-
do cerca de 7,5 moles de 4-desacetil-VLB-3-carboxihidrazona
por mole de KS 1/4.

Adoptando o processo acabado de referir
prepara-se um conjugado pela reaccdo de 4-desacetil-VLB-3~-
~-carboxi-hidrazida com grupos aldeido, formados pela oxida-
c3o dos carbohidratos na superficie de 9.2.27, um MoAb
glicoproteico capaz de identificar locais para antigénios
na superficie de células de melanomas em humanos.

Utilizando 200 mg do MoAb oxidado com
685 mg de meta-per-iodato de sédio, num tampdo de acetato
( pH =5,6) ( 0,1 M), obtém-se 184 mg de ( rendimento de
92 % ) de um 9.2.27 MoAb oxidado, contendo grupos aldeido.
Este material é conjugado (acoplado) com 4-desacetil-VLB-
-3-carboxi-hidrazida (279 mg).

0 rendimento final da poli-4-desacetil-
-VLB-hidrazona, de 9.2.27 conjugado oxidado, contendo grupos
aldefdo, & de 91%, sob a forma de uma solucdo, em solucdo
salina, tamponada com sulfato.

0 produto final contém cerca de 4,9
moles de composto pervinca de partida por mole de 9.2.27.

Segundo mostra o Quadro II, prepara-
ram-se vadrios outros conjugados de anticorpos, de acordo
com os processos adoptados na Preparacdo III, e utilizando
4-desacetil-VLB-carboxi-hidrazida como frac¢do de pervinca.
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Quadro I1I

Anticorpo Moles de composto de vinca
(em média) por mole de anti-
corpo, no produto conjugado

final
11.285.14 4,2 (3)%
11A8 5,7 (4)
11B2 5,5 (6)
13H1 4,1 (1)
14.95.55 6,2 (4)
17H12 4,2 (1)
2A11 6,0 (1)
324.9.4.10 5,9 (2)
4D12 4,3 (6)
4E8. 11 4,4 (3)
6D2 5,1 (4)
F9 6,6 (2)
L1KS 5,8 (7)
L2KS 6,4 (2)
L4KS 4,5 (4)
L6KS 4,25 (2)
ZCE-025 11,9% (11)

i) o nlimero entre parénteses indica o
ntmero de operagdes de repeticdo (réplicas) realizadas
para calcular o valor médio.

%) Neste grupo, observou-se um conju-
gado contendo cerca de 27 grupos de pervinca por anticorpo.
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Tal como se refere em cima, 0s conju-
gados podem também preparar-se com fragmentos de imunoglobi-
nas Ig', monbémero de IgM, ou outros monémeros g, contendo
glfcidos derivados de um anticorpo semelhante, po ex., por
meio de digestdo enzimdtica de proteinas ou por alquilacdo.
ConhecemZse muito bem estes compostos e os processos da sua
preparacdo. A pepsina e a papafina sdo as enzimas proteoli-
ticas preferidas para a preparacdo destes fragmentos.

A caracterizacdo dos conjugados do
presente invento pode realizar-se mediante técnicas conhe-
cidas, tal como mediante cromatografia por afinidade. A
eficdcia biolégica dos conjugados pode ser apreciada pela
contagem do nGmero de células vidveis a seguir ao trata-
mento de uma suspensdo de células tumorais com o respectivo
conjugado, ou pela medi¢do da absorcdo de uridina tritiada.
As concentracBes de proteina e composto activo (droga) me-
dem-se através das densidades dpticas de solugBes de con-
jugados em dois comprimentos de onda, por ex., a 270 e 279
nm, e relacionando os valores obtidos com aqueles relativos
ao composto activo livre e & imunoglobulina ndo conjugada
nos mesmos comprimentos de onda. In vivo o conjugado pode-
ré também ser avaliado pela sua acg¢do sobre enxertos hete-
r6logos de tumores humanos em ratos atimicos.

0s novos conjugados do presente inven
to sdo agentes antineopldsicos eficazes e, como tais, sdo
formulados, de preferéncia, sob a forma de injec¢Bes. Assim
o presente invento diz também respeito a uma férmula ou com-
posicdo farmac&utica, por ex., um preparado injectdvel con-
tendo um conjugado de acordo com o presente invento, associa
do com um excipiente ou diluente, farmac8uticamente aceitdveis
e bem conhecidos em farmacéutica. De preferéncia, a compo-
sicdo farmacéutica reveste uma forma de unidade dedosagem,
contendo cada dosagem, por ex., entre 0,01 e 10 mg de com-
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posto activo (em termos da fracc¢do do composto pervinca).
Um excipiente ou diluente, farmac&uticamente aceitdveis, &
um agente Gtil no tratamento quimioterdpico de um animal
de sangue quente.

0s novos conjugados exercem a sua efi-
c4dcia terap8utica numa vasta gama de unidades de dosagem
e dosagens por semana. Assim, por ex., para o tratamento de
humanos adultos que sofrem de cancro, as posologias entre
cerca de 0,01 e 10 mg/Kg (fraccdo do composto de pervinca)
e, mais preferentemente, entre 0,03 e 9 mg/Kg. No entanto
0o médico assistente ir& estabelecer a dose do conjugado de
acordo com as circunstdncias especificas, tais como a doencga
a tratar e a via de administracdo.

0s Quadros seguintes mostram a eficé-
cia terap8utica dos conjugados descritos no tratamento de
doencas neoplésicas.




-41-

Quadro III

Dose minima eficaz (equivalente de com-
posto vinca), em modelos experimentais de enxertos heterdlo-
gos de melanoma com conjugado de 9.2.27-desacetil-VLB-hidra-
zida

Estirpe de células de melanoma M.E.D.
(mg/KG de teor em com-
posto vinca)*

M14 Melanoma < 0,0625
FTM Melanoma < 0,375
SC1 Melanoma < 0,375
SKMEL28 Melanoma < 0,375
A375 < 0,185

* M.E.D.= dose minima eficaz, que suprime em >50% o desen-
volvimento tumoral, durante 28 dias, de conjugado de 9.2.27
-desacetil-VLB-hidrazida, em termos do teor em composto

de pervinca, no dmbito de um esquema experimental de injeccgles
intravenosas, em 3 doses diferentes (dias 2, 5 e 8, ap6s
implatacdo do tumor).




Quadro IV

Dose minima eficaz (equivalente de
composto de vinca), em modelos experimentais de enxertos
heter6logos de células de adenocarcinomas, com um conjuga-
do de KS 1/4-desacetil-VLB-hidrazida

Estirpe de células adenocarcinoma M.E.D. =%
(mg/Kg de teor em
composto de vinca)-

P3-UCLA Carcinoma pulmonar humano < 0,0625
Carcinoma Colorectal HT-29 < 0,25
HT-29VTE# % Colorectal Carcinoma < 0,25

% M.E.D.= dose minima eficaz de KS 1/4-desacetil-VLB-hidrazi-
da (conjugado), que suprime em >50% o desenvolvimento tumoral
em termos de teor em composto pervinca, no ambito de um es-
quema experimental de injecg¢les i.v., de 3 doses diferentes
(dias 2, 5 e 8, apbds implatacdo do tumor).

* * HT29VTE é uma estirpe celular mutante, seleccionada, in
vivo, que resiste a uma terapia com alcalbéides de vinca.




Quadro V

Doses minimas eficazes para conjugados
de anticorpos monoclonais-4-desacetil-VLB-hidrazida, em mo-
delos experimentais de enxertos heterdlogos (implatagdes)
de tumores humanos em ratos depilados

Conjugado de anticorpo & Estirpe celular**) M.E.D.(mg/Kg)*

envolvida

L1-ksP P3UCLA 0,05
HT-29 0,0625
FADU 0,5
LS174 0,3

L2-ksh P3UCLA 0,125

La-ksh P3UCLA 0,125

11.285.14h P3UCLA 1,2

14.95.55 P3UCLA 0,6
LS174 0,5

vxoo78h . LS174 <0,5

P3X63AG-8(SI) P3UCLA >1,0

HT29 3,0
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Quadro V (cont.)

Conjugado de anticorpoi Estirpe celular®™ M.E.D.(mg/Kg)*
envolvida
11828 T222 1-2
6028 T222 1-2
FADU 0,5
4p128 P3UCLA 52,0
1185 FADU 1-2
T222 52,0
17H12B T222 1-2
13115 T222 52,0

%) c¢f. Quadros III e IV, atrés.

I Fraccdo de composto vinca do conjugado, que é 4-desacetil-
-VLB-hidrazida.

%) P3UCLA & um adenocarcinoma pulmonar; HT29 & um adenocar-
cinoma do cblon; FADU & um carcinoma de células escdmeas
da faringe; LS174 & um adenocarcinoma do colo; T222 & um

carcinima de células escdameas.

A) Os animais de ensaios foram tratados 3 vezes com o con-
jugado nos dias 2 a 8 apds implantacdo dos tumores. O
desenvolvimento tumoral foi avaliado decorridos 28 dias

sobre a implantagdo dos tumores. A inibicdo tumoral foi deter
minada em relacdo aos animais tratados com PBS (grupo-tes-
temunha).
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B) o esquema adoptado & identico ao referido em A), excepto
que as doses foram administrados nos dias 3, 6 e 9 e a evo-
lugdo tumoral foi avaliada passadas 2, 3 ou 4 semanas.
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REIVINDICACGCDODES

12, - Processo para a preparacdo de um
conjugado de hidrazona, caracterizado por se fazer reagir
com um grupo aldeido de uma glicoproteina oxidada, uma
hidrazida de vinca de férmula I

12:I H ’17’ TE'
TN ey
14’ i

H 0

pu
o
el
-

em que R2 representa H, CH3 ou CHO; quando R4 e R5 sdo con-"

siderados independentemente um do outro, RO representa H,
e um dos simbolos R3 e R4 represente etilo e o outro repre-

senta H ou OH, ou R4 e R5, em conjunto com os 4tomos de




carbono aos quais estdo ligados, formam um anel de oxirano
sendo que, neste caso, R3 representa etilo; R representa

NHNH,

CO
NH/\
‘N\ /(Cﬂz)n
Cco

1 pirrolidinilo ou 1-piperridinilo, onde n & um nimero in-
teiro de 2 a 4, e Y representa Cl, OCH3 ou SCH3; R1 represen-
ta H, (C1-C -alquil)-CO, (C1-C3-a1quil)-CO substituido por
cloro, ou R, onde R~ representa COXCONHNHZ, em que X repre-
senta C1-C4-a1cileno de cadeia linear, C2-C8-a1cileno de
cadeia ramificada, C2-C4-a1cenileno, C3—C4-cicloa1cileno
fenileno C1—C4-a1cileno substituido por hidroxi, ou repre-
senta uma ligacdo directa, com a condi¢cdo de que R ndo pos-
sa ser NHNHZ, se R1 for R6, e R1 ndo possa ser R6, se R
for NHNH2.

228, - Processo de acordo com a reivin-
dicacdo 1, caracterizado por a hidrazida de vinca ser 4-
~-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida, 4-desacetil-VLB-4-hemi-
-succinato-hidrazida, 4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazida-
—Nz-succinimida-4—hemi-succinato-hidrazida, 4-desacetil-
-vlb-3-carboxamida-4-hemi-succinato-hidrazida, 4-desacetil-
-VLB-4-hemi-gluturato-hidrazida, 4-desacetil-VCR-4-hemi-
-succinato-hidrazida, 4-desacetil-4'-epidesoxi-VLB-4-hemi-
succinato-hidrazida, 4-desacetil-VLB-3-carboxihidrazida-
-Nz—g1utarimida-4-hemi—succinato-hidrazida, 4-desacetil-
-VCR-3-carboxi-hidrazida ou 4-desacetil-4'-epidesoxi-
-VLB-3-carboxi-hidrazida.




32, - Processo de acordo com uma qual-
quer das reivindicag¢Bes 1 ou 2, caracterizado por se pre-

parar um conjugado, em que R1 representa hidrogénio.

48, - Processo de acordo com a reivin-
dicacdo 3, caracterizado por se preparar um conjugado, em
que a parte que representa a glicoproteina & uma imunoglo-
bulina ou um dos seus fragmentos.

523, - Processo de acordo com a reivin-
dicacdo 4, caracterizado por se preparar um conjugado, em
que a imunoglobulina & um anticorpo ou um fragmento des-
te anticorpo.

62, - Processo de acordo com a reivin-
dicacio 5, caracterizado por se preparar um conjugado, em
que o anticorpo mono-clonal ou uma frac¢do deste anticorpo.

72, - Processo de acordo com uma qual-
quer das reivindicacgBes 1 a 6, caracterizado por se pre-
parar um conjugado, em que a glicoproteina & KS 1/4.

82, - Processo de acordo com uma qual-
quer das reivindica¢Bes 1 a 7, caracterizado por se prepa-
rar um conjugado, em que o nGmero médio de radicais de
vinca por anticorpo é de cerca de 1 a 10.




g2, - Processo de acordo com a reivin-

dicacdo 1, caracterizado por se preparar um conjugado, em
que o referido conjugado contém entre cerca de 1 e cerca
de 10 moles de 4-desacetil-VLB-3-carboxi-hidrazona por

mole de KS 1/4.

Lisboa, 22 de Maio de 1987
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