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F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

"Processo para a preparacgao de
anflogos de GFR ciclicos"

Pensa-se que o crescimento dos mamiferos é regulado
por uma cascata de moléculas bio-reguladoras. O hipotélamo
produz uma substancia designada por factro de libertacao da
hormona do crescimento (GRF) o qual por sua vez actua sobre
a pituitéria para provocar a libertagao da hormona do cres-
cimento. A pituitéria é mantida sob rectro-controlo negativo
pela somatostina e pelo factor de crescimento da insulina
(IGF). Descobriu-se que o GRF é extremamente activo e capaz
de estimular a libertagao no sangue da hormona do crescimento
em niveis da ordem dos microgramas por ml. O GRF pode ser
utilizado terapeuticamente na maior parte das &reas actual-
mente consideradas como objectivos para a aplicagao da hormo-
na do crescimento, por exemplo, no tratamento do nanismo pitui-
tirio e de diabetes resultantes da produgao anormal da hormona
do crescimento, para melhorar a cicatrizagao de ferimentos,
para o tratamento de queimaduras, para retardar o processo de
envelhecimento ou para a osteoporose ou cicatrizacado §ssea.

O isolamento bem sucedido do GRF¥ ficou a dever-se par-
cialmente & descoberta de que os tumores pancrebticos associa-
dos com acromegalia produziam ectopicamente grandes quantida-
des de GRF. Fez-se o isolamento de trés formas de GRF com se-
quéncias homdlogas de aminofcidos mas de comprimentos diferen-

tes (44, 40 e 37 aminodcidos).
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A forma amidada de GRF com o comprimento de 44 amino-
4cidos é considerada como sendo a molécula original. Produziu-
-se uma grande variedade de anélogos sintéticos. Sdo consti-
tuidos por polipeptidos que possuem uma sequéncia de amino-
dcidos equivalente & do GRF originalmente isolado ou de frag-
mentos bioclogicamente activos de anidlogos seus com diversas
substituicoes de aminoicidos. As alteracoes foram concebidas
especificamente para proporcionar com frequéncia anilogos
sintéticos com propriedades bioldgicas superiores 3s da molé-
cula original. Em consequéncia, o objectivo consiste em con-
ceber anédlogos de GRF que exibam actividade bioldgica méxima
por exemplo em termos de poténcia, eficécia e estabilidade.

Até ao momento presente, todos os andlogos conhecidos
de GRF possuem configuragao linear. De um modo geral os pépti-
dos lineares sao moléculas muito flexiveis e falta-lhes uma
conformacao bem definida. Num péptido linear cada aminolcido
estd exposto ao meio circundante resultando dai uma maior sus-—
ceptibilidade & degradacao enzimética e quimica.

Um tipo de péptido ciclico (lactama) pode ser um péptido
em que o grupo carboxilo de cadeia lateral de um aminofcido
acidico (por exemplo Asp ou Glu) estid ligado ao grupo amino
de cadeia lateral de um aminoécido bésico (por exemplo Lys)
através da geracao de uma ligacao amida.

As propriedades biolbdgicas dos péptidos ciclicos estao
frequentemente alteradas em relacao 3s dos seus an&dlogos li-
neares. Os péptidos ciclicos sao muito mais rigidos, com for-
mas bem definidas e com residuos de amino&cidos interiores que

estdo protegidos do meios circundante. Estas modificagoes



reflectem-se nas propriedades bioldgicas do péptido. A dura-
cao de accao do pptido ciclico pode ser mais longa, uma vez
que a estrutura compacta o torna menos susceptivel de degrada-
cao quimica e enzimAtica. A biodisponibilidade do péptido ci-
clico pode ser aumentada devido a modificacoes na distribui-
cao tecidular provocada pelos resfduos de aminocécidos inte-
riores protegidos. Além disso, a conformacao bem definida do
péptido ciclico proporcionard uma especificidade maior para o
receptor alvo, reduzindo assim a probabilidade de existirem
efeitos secundérios bioldgicos indesejéveis. Em contraste com
os péptidos ciclicos, existem geralmente receptores centrais
e periféricos para um determinado péptido linear, podendo
existir consideré&vel reactividade cruzada de um dado péptido
com receptores para outro péptido.

A presente invencao diz respeito a anflogos lineares
e ciclicos de GRF das sequéncias de amino&cidos especificas
adiante descritos, bem como aos seus sais farmaceuticamente
aceitéveis.

A presente invengao diz também respeito a um método
para estimular a libertacao da hormona do crescimento num
paciente, por administragao a esse paciente de uma gquantidade
eficaz dos compostos da presente invengao.

Os simbolos que se seguem € a terminologia utilizados
na memdéria descritiva tém significados a seguir definidos:

1. péptido ciclico ou lactama :significa um péptido em

que o grupo carboxilo
da cadeia lateral de um

amino&cido A&cido (por



8 12
A B
2. L ]

ou ciclo 8,12

21 25
B A
3. L J

ou ciclo 21,25

exemplo Asp ou Glu) esté
ligado ao grupo amino da
cadeia lateral de um ami-
no4cido bésico (por exem-
plo Lys) através da gera-

¢ao de uma ligacao amida.

significa que a cadeia la-
teral do oitavo aminoécido
"A" na cadeia péptidica
estd ligada & cadeia late-
ral do décimo segundo
aminoicido "B" da cadeia
péptidica para proporcio-
nar uma estrutura ciclica

(lactama).

significa que a cadeia la-
teral do vigésimo primeiro
aminoidcido "B" na cadeia
peptidica est& ligada &
cadeia lateral do vigési-
mo quinto aminoécido "A"

na cadeia peptidica para
formar uma estrutura cicli-

ca (lactama)



4, diciclo 8,12;21,25

5. GRF

7. /Ala *° 7GRF

8. GRF (1-29)

significa que o péptido esté ciclizado
nas posigoes 8,12 e 21,25 conforme

definido antes.

significa o factor de libertacao da
hormona de crescimento humano a qual é
um polipéptido que possui a seguinte
sequéncia de aminoéicidos:

5

Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-~Ser
10 15
Tyr-Arg-Lys-Val-Leu~-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-
20 25
Arg-Lys-Leu-Leu~-Gln-Asp-TIle-Met-Ser-

30 55
Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-Arg

40

Gly—Ala—Arg—Ala—Arg—Leu—NH2.

: significa um andlogo de GRF em que o

aminoécido que ocorre naturalmente na

posicado 15 foi substituido por um re-

siduo de alanina. Os anlogos de GRF
sao designados geralmente colocando-se

o aminoécido substituido entre paréntesis

rectos antes da designacao "GRF".

significa um fragmento de GRF que pos-
sui os primeiros 29 aminoécidos da se-
quéncia completa. Em geral, os numeros
entre parénteses a segulr a GRF corres-
pondem 3s posigoes dos aminoicidos da
sequéncia do GRF e indicam o terminal

N e o terminal C desse fragmento.



10.

desNHz-Tyrl : significa que o grupo amino terminal
NH, é removido do resf{duo Tirosina
na posicao 1.

Ac-Tyr : significa que o grupo amino termi-

nal NH, da Tirosina esti protegido

com um grupo acetilo.

A presente invencao engloba os péptidos de férmula geral:

8 12
Rl-RE—Asp—Ala—Ile—Phe—Thr-A-Ser-Tyr-Arg—B—Val—Leu—R3
21 25
Gln-Leu-Ser-Ala-Arg~B-Leu-Leu-Gln-A-Tle-R,-R.-R.-X (1)

4 75 76

com ciclizacoes nas posigoes 21,25 ou 8,12 e 21,25 e

Rl = Tyr, desNH2—Tyr, Ac-Tyr, His, N-methyl-I-Tyr;

R2 = Ala, D-Ala, N-methyl-D-Ala;

R3 = Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Nva, -Ala,
-Aib;

R4 = Met, Leu, Nle, Ile;

R5 = Ser,.Asn;

R6 = uma sequéncia de aminoécidos seleccionados entre

o grupo constituido por - Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-

Arg-Gly-Ala-Arg—-Ala-Arg-Leu - e seus fragmentos em que o frag-

mento sofre uma reducao numérica de 1 a 15 aminohcidos a par-

tir da extremidade carboxilica;

X OH, NH,, NR7R8 em que R.7 e R8 = H ou alquilo in-

ferior;



A = Asp, Asn, Glu, Gln, 4cido ¢ ~aminoadipico,
scido & -aminopimélico;
B = Lys, Orn, &cido diaminopropidnico, 4cido
diaminobutirico;
e seus sais farmaceuticamente aceitéveis.,
Existem duas versoes preferidas de péptidos de férmula I.
A primeira abrange os compostos com uma ciclizagao nas posigoes

21,25 proporcionando péptidos de férmula geral
8 12

Rl-Rg—Asp—Ala-Ile-Phe—'I‘hr—A-Ser—‘I‘yr-Arg-B—Val—Leu—R5
21 25
Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-B-Leu-Leu-Gln-A-Ile-R,-R_-R.-X (Ia)

4 75 76

Sao preferidos os compostos em que A na posicao 8 repre-
senta Asn e B na posicao 12 representa Lys.

SZo ainda preferidos os péptidos de férmula I (a) em gue

= Ala, D-Ala; R

R,= Tyr, desNH2-Tyr, N-metil-I~Tyr; R = Ala;

1
e X = NH

2 5
oo

Sao também preferidos os péptidos de férmula geral I (a),
conforme anteriormente referido, na qual R4 = Met; R5 = Ser;
e R6 = Arge.

S@o particularmente preferidos os péptidos de férmula
geral I (a) na qual B na posigao 21 representa Lys e A na po-
sicao 25 representa Asp.

S8o mais preferidos os seguintes péptidos de fdérmula geral

I (a)

Tyr~-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Ala-

Gln—Leu—Ser—Ala—Arg—Lys-Leu—Leu—GlneAsp-Ile-Met-Ser—Arg—NH2.



N-metil-I~Tyr~-D-Ala-Asp-Ala-Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-
Lys-Val-Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp~-Ile-
Met-Ser-Arg-NH2,

Tyr-D-Ala-Asp-Ala~-Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Ala-

Gln—Leu—Ser-Ala—Arg—Lys-Leu—Leu—Gln—Asp-Ile—Met—Ser-Arg-NHa,

desNHa-Tyr-Ala—Asp-Ala—Ile—Phe-Thr—Asn—Ser—Tyr—Arg-Lys—Val-
Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-

Arg—NHa,

desNH,-Tyr-D-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-

2
Val-Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-ILys~Leu~Leu-Gln-Asp-Ile-Met-

Ser—Arg—NHgie

N-metil-I~Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-—
Val-Leu-Ala~-Gln-Leu~-Ser-Ala-Arg-Lys—-Leu-Leu-Gln—-Asp-Ile-Met

Ser—Arg—NHa;

A segunda versao preferida dos péptidos de férmula geral
I abrange os compostos com ciclizagoes nas posigoes 8,12 e

21,25 proporcionando péptidos ciclicos de férmula geral

Rl-Ra—Asp-Ala—Ile—Phe—Thr—A—Ser—Tyr—Arg«B—Val—Leu—R5—
Gln—Leu—Ser—Ala—Arg-B—Leu—Leu—Gln—A—Ile—Rq-Rs-R6—X (Ib)
Sdo preferidos os péptidos de férmula geral I (b) na qual
Rl = Tyr, desNHa—Tyr, N-metil-I~-Tyr; R2 = Ala ou D-Ala;
R5 = Ala; e X = NH2.

S30 ainda preferidos os péptidos de férmula geral I (b)



na qual A na posigao 8 representa Asp e B na posicao 12 repre-
senta Lys e B na posicao 21 representa Lys e A na posigao 25
representa Asp; R4 = Met; R5 = Ser; e R6 = Arg,.

Sao particularmente preferidos os péptidos de férmula

geral I (b) com as férmulas seguintes:

Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe~Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Ala-

Gln—Leu—Ser—Ala—Arg-Lys—Leu—Leu—Gln-Asp—Ile—Met-Ser—Arg—NH2,

N-metil-I~Tyr-D-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-~-Thr-Asp-Ser~Tyr-Arg-Lys-
Val-Leu~Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu~Leu~Gln-Asp-Ile-Met-

Ser—Arg-NHg,

Tyr-D-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe~Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Ala-

Gln-Leu—Ser—Ala—Arg-Lys—Leu—Leu—Gln—Asp—Ile—Met—Ser—Arg—NH2,

desNHa—Tyr—Ala—Asp—Ala—Ile-Phe-Thr-Asp—Ser—Tyr—Arg-Lys—Val-
Leu~-Ala~Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-

desNH2-Tyr—D—Ala—Asp—Ala~I1e-Phe—Thr-Asp~Ser—Tyr—Arg—Lys—
Val-Leu-Ala-~Gln~Leu~-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu~Gln-Asp~Ile-Met~

Ser—Arg—NH2 e

N-metil=I~Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys—-
Val-Leu~-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg~Iys-Leu-Leu-Gln~Asp-Ile~-Met-

Ser—Arg-NHz.

A presente invengao engloba também os andlogos linea-
res dos péptidos anteriormente referidos com a condigao de B

na posigio 21 ndo representar Lys nem de A na posigao 25 repre-
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sentar Asp, e os sais farmaceuticamente aceitéveis destes
péptidos ciclicos e lineares.

Os péptidos podem ser sintetizados utilizando processos
adequados bem conhecidos na especialidade, tais como a sintese
de fase sblida exclusiva, processos em fase s8lida parcial,
sintese por condensagido de fragmentos ou em solucdo clissica.
Também é possivel utilizar as técnicas recombinantes de ADN
para os compostos lineares que contenham apenas residuos de
aminodcidos naturais. De preferéncia, os péptidos da presente
invengao sao preparados por sintese peptidica em fase sblida

conforme descrito por Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85, 1963,

p. 2149, Efectua-se a sintese com os aminoicidos que estao
protegidos no terminal alfa-amino. Os aminodcidos trifuncio-
nais com cadeias laterais estiveis sdo também protegidos com
grupos adequados os quais evitarao que ocorra uma reacgao
quimica no local durante a construgdo do péptido. O grupo
protector do grupo alfa-amino é removido selectivamente para
permitir que ocorram as subsequentes reacgoes de acoplamento

no terminal amino. As condigoes para a remogdo do grupo protec-—
tor do grupo alfa-amino nao originam a desprotecgao dos grupos
protectores da cadeia lateral.

Os grupos protectores do grupo alfa-amino sao os conhe-
cidos na especialidade da sintese sequencial de péptidos, in-
cluindo os grupos protectores do tipo acilo (por exemplo for-
milo, trifluoroacetilo, acetilo), grupos protectores do tipo
uretana arométicas (por exemplo benziloxi-carbonilo (Cbz) e

benziloxi-carbonilo substituido), grupos protectores do tipo



- 1L -

uretana alifética (por exemplo t-butiloxi-carbonilo (Boc),
isopropiloxi-carbonilo, ciclo-hexiloxi-carbonilo) e grupos
protectores do tipo alquilo (por exemplo benzilo, trifenil-~
-metilo). O grupo protector preferido é o Boc. Os grupos protec-
tores da cadeia lateral para Tyr englobam o tetra-hidropiranilo,
terc-butilo, tritilo, benzilo, Cbz, Br-Cbz, e 2,6-dicloro-
-benzilo. O grupo protectors da cadeia lateral preferido para
Tyr é o 2,6~dicloro-benzilo. Os grupos protectores da cadeia
lateral para Asp englobam o benzilo, 2,6-dicloro-benzilo,
metilo, etilo e ciclo-hexilo. O grupo protector da cadeia la-
teral preferido para Asp é o ciclo-hexilo. Os grupos protecto-
res da cadeia lateral para Thr e Ser englobam o acetilo, benzoilo,
tritilo, tetra-hidropiranilo, benzilo, 2,6-dicloro~benzilo e
Cbz. O grupo protector preferido para Thr e Ser é o benzilo.

Os grupos protectores da cadeia lateral para Arg englobam o
grupo nitro, tosilo (Tos), Cbz, adamatiloxi-carbonilo, mesitoil-
-sulfonilo (Mts) ou Boc. O grupo protectos preferido para Arg

€ o Tos. O grupo amino de cadeia lateral de Lys pode ser pro-
tegido com Cbz, 2-cloro-benziloxi-carbonilo (2-Cl-Cbz), 2-bromo-
-benziloxi-carbonilo (2-~BrCbz), Tos ou Boc. O 2-Cl-Cbz € o grupo
protector preferido para Lys. A seleccao dos grupos protectores
da cadeia lateral baseia-se no seguinte: o grupo protector da
cadeia lateral permanece intacto durante o acoplamento e nao

& cindido durante a desproteccaoc do grupo protector de amino-
~-terminal ou durante as condigoes de acoplamento. Todavia, o
grupo da cadeia lateral deve ser remomivel depois de se comple-
tar a sintese do péptido, em condigoes de reacgao gque nao alterem

o péptido pretendido.



A sintese em fase sblida é normalmente realizada a
partir do terminal carboxilo do péptido que se pretende sin-
tetizar, por acoplamento do amino&cido alfa-amino-protegido
(cadeia lateral protegida) a um suporte sélido adequado. Forma-
-se uma ligacao éster quando se faz a unido de uma resina cloro-
metilada ou hidroximetilada e o péptido pretendido resultante
possuiré um grupo carboxilo livre no terminal C. Em alternati-
va, utiliza-se uma resina de benzidrilamina ou de p-metil=~
~benzidrilamina, formando-se nesse caso uma ligacao amida e o
péptido pretendido resultante possuird um grupo carboxamida no
terminal C. Estas resinas encontram-se comercialmente disponi-
veis e a sua preparacao foi descrita por Stewart e outros,
Solid Phase Peptide Synthesis, Rockford, IL., Pierce Chemical
Coe, 29 Ed., 1984.

No caso do Arg protegido na cadeia lateral com (Tos)

e na fungao alfa-amino com Boc, por exemplo como no amino&cido
C-terminal, o referido aminoicido é acoplado & resina de
benzidrilamina utilizando diversos agentes activadores incluin-
do diciclo~-hexilcarbodiimida (DCC), N,N'-diisopropilcarbodiimida
carbonil-diimidazol ou hexafluoro-fosfato de benzotriazol~l-il-
-~oxi-tris(dimetilamino)-fosfénio (BOP). Apds a uniao ao suporte
de resina o grupo protector de alfa-amino é removido utilizando
o 4cido trifluoroacético (TFA) ou HCl em dioxano, a uma tempe-
ratura compreendida entre OOC e 2500. Adiciona-se sulfureto

de dimetilo ao TFA apds a introdugao de metionia (Met) para
suprimir uma possivel S-alquilacao. Apds a remogao do grupo
protector de alfa-amino, os aminoAcidos protegidos remanescen-

tes sao acoplados sequencialmente pela ordem pretendida para se
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obter a sequéncia péptida desejada. E possivel utilizar diver-
sos agentes activadores para as reacgoes de acoplamento in-
cluindo DCC, N,N'-diisopropil-carbodiimida, hexafluoro-fosfato
de (benzotriazol-l-il-oxi)<Eris(dimetilamino) 7-fosfénio (BOP)
e DCC-hidroxi-benzotriazol (HOBt). Cada aminoécido protegido
& utilizado em excesso ( » 2,5 equivalentes) e os acoplamentos
sao efectuados normalmente no seio de dimetilformamida (DMF),
CH2Cl2 ou suas misturas.
0 grau de completamento da reacgdo & seguida em cada
passo pela reacgao da ninidrina conforme descrito por Kaiser

e outros, Anal. Biochem., 34, 1970, p. 595. Nos casos de aco-

plamento incompleto repete-se a referida reaccao de acoplamento.
As reaches de acoplamento podem ser efectuadas automaticamente
num sintetizador Vega 250, Applied Biosystems ou noutros ins-
trumentos comercialmente disponiveis. Apds a construgao com-
pleta do péfido que se pretende sintetizar, faz-se reagir o
péptido-resina sintetizado primeiro com TFA/ditio-etano e depois
com um reagente tal como o 4cido fluoridrico liquido durante 1
a 2 horas & temperatura de OOC, para se separar o péptido da
resina e para se remover todos os grupos protectores da cadeia
lateral.

A ciclizacao do tipo cadeia lateral com cadeia lateral
sobre o suporte sblido exige a utilizagado de um esquema de
proteccdo ortogonal que permita a clivagem selectiva das fun-
coes da cadeia lateral dos aminoicidos acidicos (por exemplo
Asp) e dos aminoicidos béAsicos (por exemplo Lys). O grupo protec-

tor 9-fluorenil-metilo (Ofm) para a cadeia lateral do Asp e o
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grupo protector 9-fluorenil-metoxi-carbonilo (Fmoc) para a
cadeia lateral do Lys podem ser utilizados para satisfazer
este objectivo. Nestes casos, 0s grupos protectores da cadeia
lateral (OFm e Fmoc) do conjunto péptido/resina protegido por
BOC sao removidos selectivamente com piperidina no seio de
dimetilformamida. Consegue-se fazer a ciclizagao sobre o supor-
te sblido utilizando diversos agentes activadores incluindo
DCC, DCC/HOBt ou BOP. A reacgao com &cido fluoridrico efectua-
~-se sobre o conjunto péptido/resina ciclizado conforme anterior-
mente descrito.

No Quadro 1 apresenta-se um protocolo para um ciclo de

sintese tipico de uma dessas sinteses em fase sdlida.



uvadro 1

Protocolo para um ciclo de sintese tipico®

Passo Reagente Tempo
1 1% DMs?/CH,C1, 1 x 1 min
2 50% TFA/Cchl2 + 1% DMS (v/v) 1 x 1 min
3 1% DMS/Cchl2 1 x 1 min
4 50% TFA/CH2012 + 1% DMS (v/v) 1 x 20 min
5 CH,CL, 3 x 1 min®
6 10% DIEA/CH2012 1 x5 min
7 CH2Cl2 2 x 1 min
8 repetir os passos 6, 7
9 MeOH 2 x 1 min
10 CH2012 3 x 1 min
lla 2,5 eq. Boc-AA-COOH/CH,C1, 5 min®
b 2,5 eq. DCCe/CH2012 60 min
c 1,5% DIEA/CH,CL, 15 min
12 repetir os passos 10, 12
13 CH2012 2 x 1 min
14 MeOH 1l x 1 min
15 CH,CL, 1 x 1 min®
a Os dissolventes para todos os passos de lavagem e de acopla~

mento foram medidos até volumes de 15-20 ml/g de resina.

b
c

d

Teste de ninidrina de Kaiser
DMF/CH2Cl2 para Boc-Arg(Tos )-0H
"DMSY significa sulfureto de dimetilo

"DCC" significa diciclo-hexil-carbodiimida



Pode efectuar-se a purificacao dos polipéptidos da
presente invencao utilizando procedimentos bem conhecidos na
quimica dos péptidos. Os polipéptidos da presente invengao
podem ser purificados utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia preparativa (hplc); todavia, também & possivel
utilizar outros procedimentos cromatograficos conhecidos tais
como a impregnacao de gel, permuta idnica e cromatografia de
repartigdo ou distribuigao em contracorrente,

A presente invencao refere-se também a um método para
estimular a libertacd@o da hormona do crescimento num paciente,
por administracdo a esse paciente de uma quantidade eficaz de
compostos da presente invengao.

Os poli-péptidos da presente invengao possuem activi-
dade libertadora da hormona do crescimento. As composigoes
farmac8uticas de acordo com a presente invencao incorporam ané-
logos de 29 a 44 aminoicidos de comprimento, ou um sal nao
téxico de qualquer destes aminoicidos, dispersos num veiculo
1iquido ou sblido aceit&vel sob o ponto de vista farmacéutico
ou aceiti4vel em veteriniria. Essas composigoes farmacéuticas
podem ser utilizadas para fins terapéuticos em medicina humana
e em veterinAria. Por exemplo, sao utilizdveis no tratamento
de doencas associadas ao crescimento tais como o nanismo hipo-
pituitério e diabetes resultantes de anormalidades na producgao
da hormona do crescimento, ou para melhorar a cicatrizacao de
ossos, ferimentos ou queimaduras, ou a osteoporose. Além disso,
também podem ser usados para estimular o crescimento ou para

aumentar a eficiéncia alimentar dos animais criados para a produ-



cao de carne no sentido de melhorar a qualidade da carne pro-
duzida, ou para aumentar a producao de leite e estimular a
produgao de ovos. Os compostos da presente invencao podem ser
utilizados também para fins de diagndéstico em medicina humana
e em veterinéria.

As dosagens apropriadas dos polipéptidos da presente
invencdo que se pretende administrar variarao conforme o pacien-
te e mais especificamente com o grau de insuficiéncia de produ-
cdo da hormona do crsecimento e com as condigoes do tratamento.
Un especialista na matéria serd capaz de determinar as dosa-
gens apropriadas baseado nos niveis de circulagao conhecidos
da hormona do crescimento associados ao crescimento normal e
na actividade de libertacao dessa hormona do crescimento do
polepéptido da presente invencao. Mais especificamente, pode
utilizar-se uma dosagem compreendida entre 0,04 ug/kg/dia e
cerca de 20,0 ug/kg/dia tomando como base o peso do corpo do
paciente, para estimular a libertacao da hormona do crescimen-
to. As dosagens utilizadas para estimular a actividade de cres-
cimento na criaca@o de gado serao significativamente superiores
(por kg do corpo do animal) &s dosagens utilizadas para esta-
belecer o crescimento normal nos casos de deficiéncias em hor-
monas do crescimento, tal como sucede no nanismo pituitério
nos seres humanos. Geralmente na criagao de gado pode utilizar-
-se uma dosagem compreendida aproximadamente entre 0,4 ug/kg/dia
e 100 ug/kg/dia, administrada subcutaneamente, para estimular a
libertagao da hormona pituitéria do crescimento.

Deste modo, de acordo com a presente invencao proporcio-

na-se um método para o tratamento de doengas associadas ao



crescimento, caracterizadas por produgao insuficiente da hor-
mona do crescimento, o qual consiste em administrar a um mami-
fero uma quantidade dos compostos da presente invengado sufi-
ciente para estimular a producao da hormona do crescimento
para niveis associados ao crescimento normal.

Os niveis normais de hormona do crescimento variam
consideravelmente entre os diversos individuos e, para um
determinado individuo, os niveis de hormona do crsecimento em
circulacdo variam consideravelmente ao longo de um dia. Nos
seres humanos adultos, os niveis de hormona do crescimento no
soro normal variam entre 0-10 nanogramas/ml. Nas criangas os
n{veis de hormona do crescimento no soro normal variam entre
0-20 nanogramas/ml.

Com o cbjectivo de tratar eficazmente o nanismo hipo-
pituitédrio com os andlogos descritos, faz-se o tratamento du-
rante o periodo de crescimento normal. Nes fémeas este perio-
do geralmente nao vai além do comeco da puberdade. Deste modo
o tratamento das fémeas deverd ser efectuado aproximadamente
numa idade compreendida entre os 12 e 16 anos, dependendo do
individuo. Nos machos a estimulacao do crescimento pode ser
possivel durante um periodo mais longo que se estende para
além da puberdade. Assim, o tratamento eficaz dos machos serd
possivel normalmente até aos 18 ou 19 anos de idade e em alguns
casos até aos 25 anos de idade.

Proporciona-se também um método para aumentar a taxa
de crescimento de animais administrando-lhes uma gquantidade
dos compostos da presente invencao suficiente para estimular

a producao da hormona do crescimento a um nivel superior ao



correspondente ao crescimento normal.

Os polipéptidos da presente invencao podem ser admi=~
nistradas sob a forma de composigoes farmac&uticas para uti-
lizacao em seres humanos ou em veteriniria, as quais podem
ser preparadas por técnicas de formulagdo farmac&utica con-
vencionais. ¥ possivel utilizar composigoes adequadas para
administragao por via oral, intravenosa subcut&nea, intra-
muscular, intraperitonial, intranasal, intraocular, bucal ou
transdermal. Uma forma de dosagem adequada para utilizagao
farmacéutica incorpora entre cerca de 0,01 e 0,5 mg do com-
posto da presente invengao, o qual pode ser liofilizado para
reconstituicao com 4gua esterilizada ou com uma solugao salina.
A composicao dever& ser mantida com um pH inferior a 5,0, para
se manter a estabilidade do andlogo. Também se pode incorporar
albumina do soro das espécies que se pretende tratar (por exem-
plo, albumina de soro de seres humanos, albumina do soro de
bovinos, no caso dos bovinos, e assim por diante), juntamente
com outros adjuvantes farmacé&uticos.

A presente invengao ser& descrita por meio dos exemplos

seguintes que sao apresentados apenas com fins ilustrativos.

Exemplo 1

Sintese do Ciclo°>127/ Ala'? 7-GRF(1-29)-NE,

Desprotegeu-se Boc-Arg(Tos)-BHA-resina (9,5 g; 0,348
meq/g; 3,31 meq) e neutralizou-se de acordo com o protocolo
descrito no Quadro 1. Removeu-se uma porgao de intermédio Boc~GRF
(26-29)-BHA-resina (3,36 g; 0,975 mmole) e manteve-se a sintese

sequencial em fase sbélida conforme anteriormente descrito para



5 ciclos de sintese em fase sblida incluindo a utilizacgao
de Boc-Asp25 (OFm)-0H e Boc—Lysal(Fmoc)-OH para proporcionar
Boczflysgl(Fmoc), Asp25-(OFm)_7—GRF(21-29)—BHA-resina.
Desprotegeu~-se este intermédio com 20% de piperidina/DMF
durante 20 minutos para proporcionar - Boc—[_Lysgl, Asp25,7-
-GRF(21-29)-BHA~resina - e ciclizou-se por reacgao com O Trea-
gente BOP (1,37 g; 2,93 mmoles, 3 eq) em DMF (50 ml) contendo
diisovoropiletilamina (DIEA) (1,02 ml; 5,86 mmoles); 6 eq)
durante 2 horas. Apbs a lavagem repetiu-se a ciclizagao mais
duas vezes durante 12 horas e 3 horas, reséctivamente, (teste
da ninidrina de Kaiser negativo). Manteve-se a sintese de fase
sb6lida durante mais 8 ciclos para proporcionar 4,60 g (0,975
mmole) de - Boc—/ Alal®_7-Ciclo®)*22-GRF(13-29-BHA-resina -.
Submeteu-se uma porgao (1,0 g; 0,212 mmole) a 10 ciclos adi-
cionais de sintese de fase sblida para proporcibnar 1,15 g de
- Boc—/ Alal® 7-Ciclo°1?2 GRF(13-29)-BHA-resina.

Apbs a construcdo de - Boc—[fAla15_7-Ciclogl’25—GRF
(3-29)-BHA-resina, submeteu-se uma porgao (0,57 g; 0,106
mmole) a 2 ciclos finais de sintese de fase sblida com - Boc-
-Ala~-OH e Boc-Tyr(2,6-Clale)-OH, conforme resumido no Quadro
l. Crivou-se o péptido/resina com 4cido fluoridrico (HF)

( aproximadamente 10 ml) contendo l-propano-tiol (1,62 ml) &
temperatura de 0°C durante 2 horas. Apbs a evaporacao do &cido
fluoridrico seguiu-se a lavagem com acetato de etilo (EtOAc), a
extraccao com TFA (4 x 10 ml), a evaporacao e a trituragao com
éter para proporcionar 187,4 mg de produto bruto.

Dissolveu-se o produto bruto (187,4 mg) em 10 ml de

TFA a O,O25%/H2O, agitou~-se, filtrou-se e aplicou-se sobre 2
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colunas Synchropak RP-P de 1,0 cm x 25 cm cada uma. Eluentes:
(1) HQOL'(TFA a 0,025%), (B) acetonitrilo / ACN_77 (TFA a
0,025%); gradiente linear, 20-45% (B) em 120 minutos; caudal
2 ml/minuto. As fracgoes foram recolhidas a intervalos de 1
minuto. As fracgoes 47-49 foram reunidas e liofilizadas para
proporcionar %,0 mg de produto semi-puro.

Purificou-se novamente o produto semi-puro (3,0 mg)
numa coluna Nucleosil C-18 (1,0 cm x 50 cm; 5 u). Eluente:
(a) H2O/(TFA a 0,1%), (B) ACN/(TFA a 0,1%); gradiente linear,
20-40% (B) em 120 minutos; caudal 3 ml/minuto. As fracgoes
foram recolhidas a intervalos de 1 minuto. As fracgoes 113-114
foram reunidas e liofilizadas para proporcionar 0,8 mg de pro-
duto, tendo-se verificado a homogeneidade por HPLC analitica.
A confirmacao da estrutura foi feita por espectroscopia de
massa por bombardeamento com Atomos répidos (BAR) (peso mole-
cular calculado / PM 7: 3%3%54,9; PM encontrado: 3354,2). A con-
firmacao da sequéncia foi feita por andlise de sequéncia, a
qual confirmou também a existéncia da lactama nas posigoes

21-25.

Exemplo 2

Sintese de Ciclo°t?22/ Nemetil-I~Tyr?®,

D-A1a°, Alal’ 7-GRF(1-29)-NH,

Submeteu-se — Boc—/ Alal® J-Ciclo®t?@2~GRF(%-29)-BHA-
-resina - (0,70 g; 0,166 mole) (ver Exemplo 1) a 2 ciclos finais
de sintese de fase sblida utilizando - Boc-D-Ala-OH e Boc-N-
-metil—L~Tyr(2,6—012Bz1)-OH - conforme resumido no Quadro 1.

Clivou-se o péptido-resina com &cido fluorfdrico (aproximada-



mente 10 ml) contendo l-propano-tiol (2,1 ml) & temperatura
de 0°C durante 2 horas. Apés a evaporagao do acido fluoridrico
seguiu-se a lavagem com EtOAc, a extracgao com TFA (4 x 10 ml),
a evaporagdo e a trituragao com éter para proporcionar 180 mg
de produto bruto.

Dissolveu-se o produto bruto (180 mg) em 5 ml de Hao/
(TFA a 0,025%), agitou-se, centrifugou-se, e aplicou-se em
duas colunas Synchropak RP-P (1 x 25 cm cada coluna). Eluente:
(A) H,0/(TFA a 0,025%), (B) ACN/(TFA a 0,025%); gradiente
linear 20-45% de (B) em 120 minutos; caudal, 2 ml/minuto. As
fracgoes foram recolhidas a intervalos de 1 minuto (2 ml por
tubo). As fracgoes 49-~51 foram reunidas e liofilizadas para
proporcionar 5,6 mg de produto semi-puro.

Purificou-se novamente o produto semi-puro (5,6 mg)
numa coluna Nucleosil C-18 conforme descrito no Exemplo 1.
As fracgoes 109-110 foram reunidas e liofilizadas para propor-
cionar 1,11 mg de produto tendo-se verificado que era homogéneo
por HPLC analitica. A confirmacao da estrutura foi feita por
espectroscopia de massa por BAR (PM calculado 33%68,9; PM en-
contrado 33%67,9).

Exemplo %

Sintese de Ciclozl’25[D—Ala2

, Alal” 7-GRP(1-29)NH,

Submeteu-se - Boc—ZfA1a15_7—ciclozl’25¢GRF(3—29)-BHA-
-resina - 1,0 g; 0,136 mmole) (ver Exemplo 1) a 2 ciclos finais
de sintese de fase s6lida utilizando - Boc-D-Ala-0H e Boc-Tyr
(2,6—012 Bz1)-0H - conforme resumido no Quadro l. Clivou-se

o péptido-resina com 4cido fluoridrico (aproximadamente 10 ml)



>

contendo propano-tiol (3 ml) durante 2 horas & temperatura

de 0°C. Apds a evaporacdo do &cido fluoridrico seguiu-se a
lavagem com EtOAc, a extracgao com TFA( 4 x 10 ml), a evapo-
ragao e trituracao com éter para proporcionar 403 mg de pro-
duto bruto. Efectuou-se 2 purificaca@o por HPLC de fase inver-
sa utilizando o mesmo procedimento geral descrito no Exemplo
l. Verificou-se que o produto era homogéneo por HPLC analiti-
ca. A confirmagao da estrutura foi feita por espectroscopia
de massa por BAR (PM calculado: %354,9; PM encontrado 3354,9).
An&lise de aminoAcidos (HC1 6H, 110°C, 24 H): Asp, 2,57; Thr,
0,90; ser, 2,72; Glu, 2,02; Ala, 4,00; Val, Q90; Met, 0,90;
Ile, 1,78; Leu, %,82; Tyr, 1,77; Phe, 0,83; Lys, 1,76; Arg,
2,77

Exemplo 4

Sintese de Ciclo2l’25[TN—metil~L—Tyrl, A1a15;7—

—GRF(1—29)—NH2

Submeteu-se - Boc—[fAlalS_7—ciclogl’25-GRF(3—29)-BHA-
-resina - (ver Exemplo 1) (1,0 g; 0,013%5 mmole) a 2 ciclos fi-
nais de sintese de fase sblida utilizando - Boc-Ala-OH e Boc-
—N—metil—L—Tyr(2,6—012le)-OH, conforme resumido no Quadro 1.
Clivou-se o péptido-resina com Acido fluoridrico (aproximada-
mente 10 ml) contendo propano-tiol (3 ml) durante 2 horas a
temperatura de 0°C. Apds a evaporagdo do 4&cido fluoridrico
seguiu-se a lavagem com EtOAc, a extraccao com TFA (4 x 10 ml),
a evaporacao e a trituragao com éter para proporcionar 222 mg
de produto bruto. Efectuou-se a purificagao por HPLC de fase

inversa utilizando o mesmo procedimento geral descrito no
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Exemplo 1. Verificou-se que o produto era homecgéneo por

HPLC analitica. A confirmagdo de estrutura foi feita por
espectroscopia de massa por BAR (PM calculado 3%3%68,9; PM
encontrado: 3368,8). Andlise de aminodcidos (HC1 &M, 110°C,
72 h): Asp, 3,08; Thr, 1,05; Ser, 3,25; Glu, 2,32; Ala, 4,45;
val, 0,63; Met, 1,00; Ile, 1,59; Leu, 4,04; Tyr, 1,11; Phe,
0,61; Lys, 1,60; Arg, 3%,10.

Exemplo 5
1

Sintese de Ciclo“l?2/ desNH,-Tyr!, A1a'® 7-GRF(1-29)-Nm

2

Submeteu-se — Boc—/"Alal? 7-ciclo®t 127 —GRF( 3-29 ) BHA-
-resina - (ver Exemplo 1) (1,0 g; 0,136 mmole) a dois ciclos
finais de sintese de fase sélida utilizando - Boc-Ala-OH e
desNH2-Tyr—OH - , conforme resumido no Quadro 1. Clivou-se o
péptido-resina com 4cido fluoridrico (aproximadamente 10 ml)
contendo propano-tiol (3 ml), durante 2 horas & temperatura
de 0°C. Apbs a evaporagdo do 4cido fluorfidrico seguiu-se a la-
vagem com EtOAc, a extracgdo com TFA (4 x 10 ml), a evapora-
gdo e a trituracdo para proporcionar 208 mg de produto bruto.
A purificacao por HPLC de fase inversa utilizando o mesmo
procedimento descrito no Exemplo 1 proporcionou um produto
gque se verificou ser homogéneo de acordo com a HPLC analitica.

A confirmagao da estrutura foi feita por espectroscopia de

massa por BAR (PM calculado: 33%9,9; PM encontrado: 3340,3).

Exemplo 6

1

Sintese de Ciclo°1'2”/ desNH,-Tyrt,D-Ala”,Alal? 7-

=GRF (1-292:NH2

Submeteu-se - Boc-[fAla15;7—ciclog’

12_GRF(3-29)-BHA-



~-resina (ver Exemplo 1) (1,0 g; 0,1%6 mmole) a dois ciclos
finais de si{ntese de fase sblida utilizando - Boc-D-Ala-OH

e desNHa-Tyr—OH, conforme resumido no Quadro l. Clivou=-se o
péptido-resina com 4cido fluorf{drico (aproximadamente 10 ml)
contendo propano~tiol (3 ml), durante 2 horas a temperatura

de 0°c. Apbés a evaporagao, seguiu-se a lavagem com EtOAc, a
extracgao com TFA (4 x 10 ml), a evaporacao e a trituragao
para proporcionar 432 mg de produto bruto. A purificagdo por
HPLC de fase inversa utilizando o mesmo procedimento descrito
no Exemplo 1 proporcionou um produto que se verificou ser homo-
géneo por HPLC analitica. A confirmagao da estrutura foi feita
por espectrosc. pia de massa por BAR (PM calculado: 3%3%39,9; PM
encontrado: 33%39,0).

Exemglo 7

Sintese de Dici0108’12;21’25[TAsp8

,Ala'® 7GRR(1-29)-1H,

21,25_,

Submeteu-se - Boc[—Alal5;7—ciclo RF (13,29)-

-BHA-resina (ver Exemplo 1) (2,50 g; 0,53 mmole) a 5 ciclos
de sintese de fase sélida incluido a utilizacao de Boc-Lyle-
-(Fmoc )~0H e Boc—AspB(OFm)-OH, para proporcionar 2,92 g de -
Boc—/" AspS(OFm), Tys 2(Fmoc),Alal? 7-ciclo®l?22~GRF(8-29)~
—-BHA-resina. Desprotegeu-se uma porgao (1,95 g; 0,053 mmole)
com 20% de piperidina/DMF durante 20 minutos para proporcio-

12 31215 7-cic10°1927_GRF (8-29)-BHA-resina,

nar - BocJZESpB,Lys
e depois ciclizou-se por reacgdo com o reagente BOP (469 mg;
1,06 mmole; 3 eq) em DMF (40 ml) contendo diisopropiletilamina
(0,37 ml; 2,12 mmole; 6 eq) durante 4 horas. Apds a lavagem,

repetiu~se a ciclizagao mais 2 vezes, durante 17 horas e durante



- LD -
© horas, respectivamente (teste da ninidrina de Kaiser nega-
tivo). Manteve-se a sintese de fase sélida durante mais 5
ciclos para proporcionar aproximadamente 2 g de - Boc-zTAspS,
Ala15_7-diciclog’12;21’25-GRF(3-29)—benzidril-amina-resina.

Apbds a construcao de - Boc-[TAspS, Ala15_7Ldicic108’12;

21’25-GRF(5—29)-BHA-resina, submeteu-se uma porgao (1,0 g;
0,177 mmole) a 2 ciclos finais de sintese de fase sdlida com
-Boc-Ala-0OH e Boc-Tyr(2,6-Clszl)-OH, conforme resumido no
Quadro 1. Clivou-se uma porgao (0,52; 0,088 mmole) com &cido
fluoridrico (aproximadamente 10 ml) contendo l-propano-tiol
(1,55 ml) & temperatura de 0°C durante 2 horas. Apés a evapo=-
ragao do Acido fluoridrico seguiu-se a lavagem com EtOAc, a ex-
tracgao com TFA (4 x 10 ml), a evaporagao e a trituracdo com
ter para proporcionar 99,8 mg de produto bruto.

Dissolveu-se o produto bruto (99,8 mg) de TFA a 0,025%/
H20 e purificou-se tal como no Exemplo l. Reuniu-se as fraccoes
80-82 e evaporou-se e depois purificou-se numa coluna Nucleosil
C~18 conforme descrito no Exemplo 1. Reuniu-se as fracgoes
145146 e liofilizou-se para proporcionar 0,65 mg de produto
tendo-se determinado que era homogéneo por HPLC analitica. A
confirmagdo da estrutura foi feita por espectroscopia de massa
por BAR (PM calculado: 3337,9; PM encontrado: 3%337,9). A con-
firmagao adicional da sequéncia foi feita por anilise de se-
quénecia a qual confirmou as lactamas nas posigoes 21,25 e 8,12.

Exemplo 8

1 2

Sintese de diciclo>?12321925 <N _netil-T-Tvrl, D-A1a°,

8

Asp

J A1a15;7-GRFg1-29)-NH2

Submeteu-se - Boc—[TAspS, A1315;7;diciclo8’12;21’25-GRF—



(3-29)-BHA-resina (ver Exemplo 7) (1,0 g; 0,177 mmole) a 2
ciclos finais de sintese de fase sb6lida com - Boc-D-Ala-0OH e
Boc-N—metil-L—Tyr(2,6-Clngl)—OH, conforme resumido no Quadro
1. Clivou-se uma porcao (0,53 g; 0,088 mmole) com HF (aproxi-
madamente 10 ml) contendo l-propano-tiol (1,59 ml) & tempera-
tura de 0°C durante 2 horas. Apds a evaporacdo do HF, seguiu-
-se a lavagem com EtOAc, e extracgao com TFA (4 x 10 ml), a
evaporacao e a trituracgao com éter para proporcionar 101,8 mg
de produto bruto.

Dissolveu-se o total de 200,77 mg de produto bruto em
10 ml de Hgo/(TFA a 0,0025%), agitou-se, centrifugou-se, fil-
trou-se e aplicou-se a 2 colunas Synchropak RP-P (1 x 25 cm
cada coluna). Eluente: (A) HZO/(TFA a 0,0025%), (B) ACN/(TFA a
0,0025%; gradiente linear 20-45% de (B) em 120 minutos; débito
de 2 ml/minuto. As fracgoes foram recolhidas a intervalos de
1 minuto (2 ml/tubo). Reuniu-se as fracgoes 75-76 e liofili-
zou-se para proporcionar 3,4 mg de produto semi-puro.

Purificou~se o produto semi-puro (3,4 mg) numa coluna
Nucleosil C-18 conforme descrito no Exemplo 1. Reuniu-se as
fracgoes 122-123% e liofilizou-se para proporcionar 0,58 mg de
produto tendo-se determinado que era homogéneo por HPLC. A
confirmagao da estrutura foi feita por espectroscopia de massa
por BAR (PM calculado: 3352,9; PM encontrado: 3352,2). Anélise
de amino&cidos (HC1 &M, 110°C, 24h): Asp, 2,8; Thr, 0,9; Ser,
2,9; Glu, 2,5; Ala, 3,4; Val, 1,1; Met, 1,2; Ile, 2,1; Leu, 4,9;
Phe, 1,0; Lys, 1,7; Arg, 3,6.



Exemplo 9

Sintese de diciclog’lg;21’251fD-Ala24Asn84A1315;7-

~GRF(1~29)-NH,,

8 8,12;21,25_

Submeteu-se - Boc-/ Asp ,A1a15;7—diciclo
-GRF-(3-29)-BHA-resina (ver Exemplo ?7) (1 g; 0,14 mmole) a

2 ciclos finais de sintese de fase s6lida utilizando - Boc-D-
~Ala-0H e Boc-Tyr(2,6 Cl, Bzl )-0H, conforme resumido no Quadro
1. Clivou-se o péptido-resina com HF (aproximadamente 10 ml)
contendo propano-tiol (3 ml) durante 2 horas & temperatura

de 0°C. Apds a evaporagdo do HF seguiu-se a lavagem com EtOAc,
a extraccdo com TFA (4 x 10 ml), a evaporagao e a trituragao
com éter para proporcionar 431 mg de produto bruto. A purifi-
cagao por HPIC de fase inversa utilizando o mesmo procedimento
do Exemplo 7 proporcionou um produto que se verificou ser homo-
géneo por HPLC analitica. A confirmagao da estrutura foi feita

por espectroscopia de massa por BAR (PM calculado: 3%33%37,9;

PM encontrado: 3337,2).

Exemplo 10

Sintese de dici0108’12;21’25LTN—metil—L—Tyrl,Asp§i

Alal” 7-GRF(1-29)-NH,

8 8,12;21,25_

Submeteu-se - Boc-/ Asp , Ala15_7—diciclo
—-GRF(3-29)-resina (ver Exemplo 7) (1 g; 0,14 mmole) a 2 ciclos
finais de sintese de fase sbélida utilizando - Boc-Ala-OH e

Boc—N—metil«L—Tyr(2,6—012le)-OH, conforme resumido no Quadro

1. Clivou-se o péptido-resina com HF (aproximadamente 10 ml)

contendo propano-tiol (3 ml) durante 2 horas & temperatura de



0°c. Apds a evaporacao do HF seguiu-se a lavagem com EtOAc,

a extracgao com TFA (4 x 10 ml), a evaporagao e a tritura=-
¢ao com &ter para proporcionar 386 mg de produto bruto. A
purificagao por HPLC de fase inversa utilizando o mesmo pro-
cedimento do Exemplo 7 proporcionou um produto gque se verifi-
cou ser homogéneo por HPLC analitica. A confirmacao da estru-
tura foi feita por espectroscopia de massa por BAR (PM calcu-

lado: 33%52,0; PM encontrado: 3351,5).

Exemplo 11

Sintese de dici0108’12;21’25[TdesNH2—Tyrl,

Asp8

. AlalZGRE( 1-29)-NH,

Submeteu-se -~ Boc-[fAspB, Ala15;7—diciclo8’12;21’25-GRF

(3-29)-BHA~resina (ver Exemplo 7) (1 g; 0,14 mmole) a 2 ciclos
finais de si{ntese de fase sdlida utilizando - Boc-Ala-OH e
desNHg—Tyr—OH, conforme descrito no Quadro 1. Clivou-se o pépti-
do-resina com HF (aproximadamente 10 ml) contendo propano-tiol
(3 m1) durante 2 horas & temperatura de 0°C. Apds a evaporagio
do HF seguiu-se a lavagem com EtOAc, a extracgao com TFA

(4 x 10 ml1), a evaporagao e a trituracao com é&ter para propor-
cionar 403 mg de produto bruto. A purificagao por HPLC de fase
inversa utilizando o mesmo procedimento do Exemplo 7 proporcio-
nou um produto que se verificou ser homogéneo por HPLC analitica.
A confirmacgao da estrutura foi feita por espectroscopia de massa

por BAR (PM calculado: 3322,9; PM encontrado: 3322,2).



Exemplo 12

DicicloSr1eiel 122 L desNH,~Tyr! ,p-2122 455841210 7-

GRF(1-29)—NH2

Submeteu-se -~ BocflﬂAspS,Ala15_7-dicic108’12;21’25—
-GRF(3-29)~BHA-resina (ver Exemplo 7) (1 g; 0,14 mmole) a 2
ciclos finais de sintese de fase sélida utilizando - Boc-D-
~-Ala-0Oh e desNHE-Tyr—OH, conforme resumido no Quadro 1. Cli-
vou-se o péptido-resina com HF (aproximadamente 10 ml) contendo
propano-tiol (2,1 ml) durante 2 horas & temperatura de 0°C.
Apbés a evaporagao do HF seguiu-se a lavagem com EtOAc, a ex-
tracgao com TFA (4 x 10 ml), a evaporacao e a trituragao com
éter para proporcionar 430 mg de produto bruto. A purificacao
por HPLC de fase inversa utilizando o mesmo procedimento do
Exemplo 7 proporcionou um produto que se verificou ser homo-
géneo por HPLC analitica. A confirmacao da estrutura foi feita
por espectroscopia de massa por BAR (PM calculado: 3322,9;

PM encontrado: 3%23,0).

Exemplo 13

8

Sintese de [ Asp ,AlaIEZ-GRF(l—29)-NH2

Partindo de - Boc-Arg(Tos)-BHA-resina (ver Exemplo 1)
fez-se a construgao pelo processo de sintese de fase sélida
conforme anteriormente descrito (ver também o Quadro 1) para
proporcionar Boc-—[‘Asp8 (OFm) Lysgl(Fmoc)—Alal5,7-GRF(l-29)-
-BHA-resina. Desprotegeu-se uma porgao de 1 g de resina (0,26
mmole) com 20% de piperidina/DMF durante 20 minutos para pro-

porcionar - Boc-ZTAspB,Alal5;7-GRF(1—29)—BHA-resina. A resina



peptidica parcialmente protegida foi clivada com HF tal como
no Exemplo 2 para proporcionar 117 mg de produto bruto.

Dissolveu-se o produto bruto (117 mg) em 8 ml de H20
(contendo 0,0025% de TFA), filtrou-se e aplicou-se sobre duas
colunas Synchropak RP-P (1 x 25 cm cada). Eluente: (A) HZO/
(0,0025% de TFA), (B) ACN/(0,0025% de TFA); gradiente linear
20-45% de (B) em 120 minutos; caudal 2 ml/minuto. As fracgoes
foram recolhidas a intervalos de 1 minuto. Reuniu-se as frac-
goes 74-80 e liofilizou-se para proporcionar 16 mg de produto
semi-puro.

Dissolveu-se o produto semi-puro (16 mg) em 4gua (apro-
ximadamente 3 ml) e purificou-se novamente numa coluna Nucleosil
C-18 (1 x 50 cm). Eluente: (A) H20/(O,25% de TFA), (B) ACN/
(0,025% de TFA); gradiente linear 20-45% de (B) em 120 minu-
tos; caudal de 2,5 ml/minuto. As fracgoes foram recolhidas a
intervalos de 1 minuto e na quantidade de 25 ml/fracgdo. Reu-
niu-se as fracgoes 92, 94~97 e liofilizou-se para proporcionar
6,6 mg de produto. Andlise de aminoicidos (HCl 6M, 110°C 24 h):
Asp, 3,04; Thr, 0,95; Ser, 2,81; Glu, 2,11; Ale, 4,165 Val,
0,98; Met, 0,96; Ile, 1,9; Leu, 4,1%; Tyr, 2,03; Phe, 0,92;

Lys, 1,95; Arg, 3,09.

Exemplo 14

Ensaio do GRF in vitro (dispersao celular)

Apds a decapitacdo procedeu-se assepticamente & remocgao
das pituitérias de 30-40 ratazanas macho Sprague-Dawley (175 g).
Fez-se a recolha dos 1lbbulos anteriores, lavou-se % vezes com

tampao Hepes esterilizado (0,025M) (pH 7,35) e fez-se a disper-
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sao a 37°C em 20-3%0 ml de tampao Hepes (pH 7,3%5) contendo
colagenase (4 mg por ml) e Dispase (Protease de grau II,
2 mg por ml). Apds agitagao suave durante 100-110 minutos e
apds trituragao com uma pipeta de Pasteur, separou-se por
centrifugagiéo (150 x g; 4 minutos) as células dispersas e
fez-se nova suspensao em tampao Hepes contendo neuraminidase
(8 g/ml) e adicionou-se 200 g/ml de sal di-sbédico de &cido
etilenodiaminatetra-acético (EDTA), pH 7,35, durante 10 minu-
tos.

Procedeu-se & lavagem das células duas vezes com O
meio de espalhamento do indculo e fez-se a preparagao das
culturas em placas de mltiplas cavidades (1,5 x 10° células
por ml) utilizando o meio a seguir definido: ¥-12/DMEM/BGJ
(6:3%3:1) (Gibco: 430-1700/43%0-1600/320-2591) com 2 g de albumina
de soro de bovino (BSA)/l., 2,38 g de Hepes/1,50 mg de mistura
antibidtica PSN (Gibco Laboratories), 10 mg de transferrina/l
(Sigma T2252) com 1,83 g de NaHCOB/l ( Baker 3506). O meio de
cada tubo foi enriquecido quer com uma amostra do novo péptido
GRF quer com GRF(1-44)—NH2 natural, em concentragoes compreen-
didas entre 0,8 e 200 fmoles por ml de meio ("tratamento indi-
vidual"). As cavidades de controlo nao continham gualquer
suplemento ("tratamento individual"). A preparagao das cultu-
ras foi feito com este meio ao qual se adicionou 2% de soro
de vitela fetal para garantir a rApida fixagdo das células.

Ao quarto dia as células foram lavadas duas vezes com
o meio definido sem soro de vitela fetal. Finalmente adicio-
nou-se 900 nl de meio definido a cada cavidade mais 100 pl do

mesmo meio contendo cada um dos tratamentos individuais (ante-~



riormente definidos), em triplicado. Decorridas 4 horas de
incubacao recolheu-se o meio e diluiu~se conforme necessério
para se realizar um ensaio imunolbgico de marcagao radioacti-
va (RIAs) para a hormona de crescimento das ratazanas.

O RIAs para a hormona do crescimento das ratazanas
foi efectuado utilizando o soro imunolbgico anti-GH de mur-
ganho de Sinha e os procedimentos de acordo com a National
Pituitary Agency (Harbor-UCLA Medical Center, Torrance, CA
90509, EUA, utilizando a proteina A para precipitar o complexo
anticorpo/antigénio. Os resultados encontram-se resumidos no

Quadro 2.
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QUADRO 2

—

Poténcias relativas de anélogos ciclicoszl’25

8,12;

e biciclicos 21,25 do GRF(1-29)—NH2

ANATOGO DO GRF POTENCTA RELATIVA
GRF(1-29)-NH, 0,8
GRF( 1-44 )N, 1,0
ciclo®t1#2-/ A1al? 7-GRF(1-29)-NH, 1,27
cic10°1225_/ D-a15°,41817 7-GRF(1-29)-NH, 1,99
cicloal’25—[fN~metil—L~Tyrl,

D-Ala®,Ala’” 7-GRF(1-29)-NH, 1,92
ciclo”tr¥7-/desNH,~Tyr!,Alal” 7-GRF(1-29)-NH, 1,47
dicic108912321425 /p5p8 41212 Z6RP(1-29)-NH, 2,24
dicic108119321425 Sy petil-1~Tyrl,D-A1a7,As0°,

Alal”_7-GRF(1-29)-NH, 0,51
L 4sp®,41al? FGRF(1-29)-NH, 0,79

Embora a presente invengao tenha sido descrita tomando
em consideracao a versao preferida, nao se pretende limitar
o &mbito da presente invenqéb 3 forma particular descrita
mas, pelo contririo, pretende-se englobar todas as alterna-
tivas, modificacgoes e equivalentes que possam ser abrangidos
no espirito e no ambito da presente invengao, conforme defi-

nido nas reivindicacoes anexas.



REIVINDICAGCOES

1.- Processo para a preparacao de um péptido de formula ge-
ral:
8 12
Rl—Rz—Asp—Ala—Ile—Phe—Thr—A—Ser—Tyr—Arg—B—Val—Leu—R3—
21 25
Gln-Leu—Ser—Ala—Arg—B—Leu—Leu—Gln—A-Ile—R4—R5—R6—X (1)
com ciclizagoes nas posigoes 21, 25 ou B, 12 e 21, 25; e
R1 representa Tyr, desNHz-Tyr, Ac-Tyr, His, N-metil-L-Tvr;
R, representa Ala, D-Ala, N-metil-D-2la;
R, representa Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Nva, f»Ala, >-Aib;
R4 representa Met, Leu, Nle, Ile;
R5 representa Ser, Asn;

R representa uma sequéncia de aminoacidos seleccionada entre o

grupo constituido por Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-



Ly

-Gly-Ala-Arg-2la-Arg-Leu e seus fragmentos em que o fragmento é

reduzido numericamente entre 1 a 15 aminoacidos a partir da extre-

midade carboxilo;

X representa um grupo OH, NH,, NR,Rg em que R, e Rg representam,
cada um, um atomo de hidrogénio ou um grupo alquilo inferior;

A representa Asp, Asn, Glu, Gln, acido &-aminoadipico, &cido « -
-aminopimélico;

B representa Lys, Orn, acido diaminopropidnico, acido diaminobuti-

rico;

e um seu analogo linear com a condig@o de ou B na posigao 21 nao
representar Lys ou A na posigao 25 nao representar Asp, e dos seus
sais aceitdveis em farmacia, caracterizado pelo facto de se des-
proteger e/ou cindir um polipeptido protegido e/ou ligado a uma
resina da sequéncia de aminoacidos correspondente a partir da re-
sina com um reagente de cisao adequado e, eventualmente, de se

converter em um seu sal aceitavel sob o ponto de vista farmaceuti-

CO.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

pelo facto de se ciclizar nas posigoes 21, 25 o péptido que se
pretende sintetizar e por este possuir a formula geral:

8 12
Rl—R2—Asp—Ala—Ile-Phe—Thr—A—Ser—Tyr-Arg—B—Val-Leu—RB—
21

Gln—Leu—Ser—Ala~Arg—B—Leu-Leu-Gln—?—Ile-R4-R5—R6—X (Ia)
L




3.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo facto de A na posigao 8 representar Asn e B na posicao 12

representar Lys.

4,- Processo de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado
pelo facto de Rl representar Tyr, desNHz—Tyr, ou N-metil-L-Tyr;
R2 representar Ala, D-Ala; R3 representar Ala; e X representar

NHZ'

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado
pelo facto de R4 representar Met; Rg representar Ser; e R6 re-

presentar Arg.

6.- Processo de acordo com a reivindicagcao 5, caracterizado
pelo facto de B na posicao 21 representar Lys e A na posigao 25

representar Asp.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo facto de Rl representar Tyr e R, representar Ala e por o
referido péptido possuir a formula geral:
Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-

Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-
| J

Met—Ser-Arg-NH2

8.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado



pelo facto de R, representar N-metil-L-Tyr e R, representar D-Ala

1

e por o referido péptido possuir a formula ceral:

N-metil-L-Tyr-D-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-

Val—Leu—Ala—Gln—Leu-Ser-Ala—Arg-Lxs-Leu-Leu—Gln—Aﬁp—Ile—Met—

Ser-Arg—NH2

9.~ Processo de acordo com a reivindicagéo 6, caracterizado
pelo facto de R1 representar Tyr e R2 representar D-Ala e por o
referido péptido rossuir a formula geral:
Tyr-D-Ala-Asp-Ala-Tle-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-

Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg -Nh,.
! !

10.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado

pelo facto de F., representar desNH., -Tyr e R2 representar Ala e por

1 2

o referido péptido possuir a férmula geral:
desNHz—Tyr—Ala—Asp-Ala—Ile—Phe—Thr—Asn—Ser—Tyr—Arg—Lys—Val—

Leu—Ala—Gln—Leu—Ser—Ala-Arg—Lys—Leu—Leu-Glniéfp-Ile-Met-Ser—
L

Arg-NHz.

11.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo facto de Rl representar desNHz—Tyr e R2 representar D-Ala e
por o referido péptido possuir a formula geral:
desNH2—Tyr—D—Ala-Asp—Ala—Ile-Phe—Thr—Asn—Ser—Tyr-Arg—Lys—

Val-Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-
L . )

Ser—Arg—NHz.
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12.- Processo de acordo com a reivindicacao 6, caracterizado
pelo facto de Rl representar N-metil-L-Tyr e R, representar Ala e
por o referido péptido possuir a fdrmula geral:
N-metil-L~-Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-

Val—Leu—Ala—Gln—Leu—Ser—Ala-Arg—Lys—Leu—Leu-Gln—Afp-Ile—Met—
L

Ser—Arg—NHz.

13.Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo facto de o péptido que se pretende sintetizar ser ciclizado
nas posigoes 8, 12 e 21, 25 e por possuir a formula geral

8 12

Rl—Rz—Asp—Ala—Ile—Phe—Thr—A-Ser—Tyr—Arg—B—Val—Leu—R3
H ]

21 25

-Rc.-R.-X (Ib),

Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-B-Leu-Leu-Cln-A-Ile-R
dl o 4 75 76

14.- Processo de acordo com a reivindicacdo 13, mracteriza-
do pelo facto de R, representar Tyr ou N-metil-L-Tyr; RZ represen-

.ar Ala, D-Ala; R3 representar Ala; e X representar NH2.

15.- Processo de acordo com a reivindicacao 14, caracteriza-
dc pelo facto de A na posicao 8 representar Asp e B na posicao 12

representar Lys, e B na posigao 21 representar Lys e A na posicao
25 representar Asp; R, representar Met; R5 representar Ser; e R6

representar Arg.

16.~- Frocesso de acordo com a reivindicacao 15, caracteriza-

do pelo facto de Rl representar Tyr e R2 representar Ala e por o
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referido péptido possuir a formula geral
Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lyvs-Val-Leu-Ala-
Gln—Leu-Ser—Ala—Arg-Lys—Leu—Leu—Gln-Asp—Ile-Met—Ser-Arg—NH2.
H 1
17.- Processo de acordo com a reivindicacao 15, caracteriza-

do pelo facto de Rl representar N-metil-L-Tyr e R, representar D-

-Ala e por o referido péptido possuir a formula geral:

N-metil-L-Tyr-D-Ala~Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys-
L

Val-Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-
e

Ser—Arg—NHz.

18.~ Processo de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
pelo facto de Rl representar Tyr e R, representar D-Ala e por o
referido péptido possuir a formula geral

Tyr-D-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Ala-

Gln—Leu-Ser—Ala-Arg—Lys—Leu—Leu—Gln-Asp—Ile-Met—Ser—Arg—NHzl
1 H

19.- Processo de acordo com a reivindicagao 15, caracteriza-
do pelo facto de R, representar desNH,-Tvr e R, representar Ala e

por o referido péptido possuir a formula geral:

desNHz—Tyr—Ala-Asp-Ala—Ile—Phe—Thr-Asp—Ser—Tyr—Arq—Lys-Va1—
L .

Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arqg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-
1 4

Arg—NHZ.

20.- Processo de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado

pelo facto de Rl representar desNH,-Tyr e R, representar D-Ala e



por o referido péptido possuir a formula geral:

desNH2—Tyr—D-Ala—Asp—Ala-Ile—Phe—Thr—Aﬁp—Ser—Tyr—Arg-Lys—

Val-Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Arp-Ile~-Met-
[\ L

Ser—Arg—NHZ.

21.- Processo de acordo com a reivindicag¢ao 15, caracteriza-
do pelo facto de R1 representar N-metil-L-Tyr e R2 representar

Ala e por o referido péptido possuir a formula geral:

N-metil~-L-Tyr~Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys-
L 3

Val-Leu-Ala-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-
f .

Ser—Arg-NHz.
22.- Processo para a preparacao de um péptido linear da for-
mula geral

8 12

R)17R;

-Asp—Ala—Ile-Phe—Thr—A—Ser—Tyr—Arg—B~Val—Leu-R3—
21 25
Gln—Leu—Ser—Ala-Arg—E—Leu—Leu—G1n-A-Ile—Rq-RS—RG—X

na gual R, representa Tyr , desNHz—Tyr, Ac-Tyr, His, N-me-

1
til-L-Tyr;
R., representa Ala, D-Ala, N-metil-D-Ala;
R, representa Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Nva,
F-Ala, & -Aib;
R, representa Met, Leu, Nle, Ile;

RS representa Ser, Asn;



R, representa uma sequéncia de aminoacidos seleccionada

entre o grupo constituido por Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-
Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu e seus fragmen-
tos em que o fragmento & reduzido numericamente entre

1 a 15 aminoadcidos a partir da extremidade carboxilo;

X representa um grupo OH, NH2, NR7R8 em gue R7 e RB re-
presentam, cada um, um atomo de hidrogénio ou um grupo
alquilo inferior;

A representa Asp, Asn, Glu, Gln, acido ©0-aminoadipico,
dcido Y-aminopimélico;

B representa Lys, Orn, acido diaminopropiodnico, acido
diaminobutirico;

com a condigdo de ou B na posicao 21 nao representar Lys

ou A na posigéo 25 nao representar Asp;

e dos seus sais aceitdveis em farmacia, caracterizado pelo fac-

to de se desproteger e/ou cindir um polipeptido protegido e/ou
ligado a uma resina de sequéncia de aminoacidos correspondentes
a partir da resina com um reagente de cisao adequado e, even-

tualmente, de se converter em um sal aceitavel em farmacia.

23.- Processo para a preparacao de uma composigao farmaceu-

tica, caracterizado pelo facto de se misturar um composto prepa

rado por um processo de acordo com uma gualyuer das reivindica-

¢oes de 1 a 22 e, eventualmente, uma ou mais substancias tera-

peuticamente activas, com um veiculo terapeuticamente inerte e



de se converter a mistura em uma forma para administracao galé-

nlca,

Lisboa, 05 de Setembro de 1989

O Agznte Oficial da Preprzdade Industric!

< N AV QM\‘
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RESUMDO

“PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE ANALOGOS DE GRF CICLICOS"

A presente invengao refere-se a um processo para a prepara-

gao -de um péptido de formula geral
8 12
Rl-Rz—Asp-Ala—Ile-Phe—Thr—A-Ser-Tyr—Arg—B-Val—Leu—R3—
21 25

Gln-Leu-Se r-Ala—Arg%-—Leu-Leu-Gln-—A—I1e‘—R4-R5—R6-x (1)
com ciclizagoes nas posigSes 21, 25 ou 8,12 e 21, 25 e dos seus
sais aceitaveis en farmdcia, que consiste em desproteger e/ou cin-
dir a resina com um reagente de cisao adequado, um polipeptido,
ligado a uma resina e/ou protegido, de sequéncia de aminoacidos
correspondente, e, eventualmente, em converter num seu sal aceita-

vel sob o ponto de vista farmaceutico.

Lisboa, 05 de Setembro de 1989

O Agzate Oficial da Prepriedade Industricil
< A e
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