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f?lsolar © produto do caldo de fermenta¢ao

RESUMO

A invengao refere— se ao procosso para a prepavacao de
Clclosporlnas de formula geral. I

W—X~R~Yéz~-Q~Aia~ ("D) Ala-MeLeu-MelLeu~MeVal

123456 7 3 G g1 11

Qna qual : : Sl
W, K, R Y, 7 e O tém as SLgnlflca¢oes menc1onadas nas

*:re1v1ndlca¢oes que compreendei cultavar a estlrpe de
':fungos DSM. 6627 num meio nutritivo ou cultlvar ‘a estlrpe-
cde fungos D8M 6182 num - meio DutrlLlVU a quevse ad1c10na

uma Cefa1o<:pnr1na que tem - um ou mals Leslduun MeLc.u e se

: 'referldas i c1clospo:1nas ' possucm_[
.:act1v1dade antlv1rus 1nclu1ndo HIV- i

._'t’u‘mvaf excelente




Aupresente invencao refere-se a um Processo para a preparaclo!
de . novas Ciclosporinas,.ao 58U USo como - farmacos e de

composicSes farmacéuticas gue as contém.

v@é‘ficlgéébfinas”cdéﬁreeudgm“gma ?léésévdg'unﬁéqé¥i
‘péptidOSfﬁdli;N-metiiados ciclicos,'eétfﬁturalméhtevdistintés,
qué.possuém ndrwalmente'actividade=farmacolégica,'em particu~
.lgp?igét;§i§ade';munoségpfeSsoré;’énfi;iﬁfi§ma#6f;a e}quﬂénti;
_Eﬁégéséﬁiéé;;k.éri@eiravdaé @iéldSponinésbaréér is§1ad§ff§i'éH
| cictosporin ou Ciclosporina metabolito que ocorrs naturalmen-
~ ||ve nos fungos, camvem comneciaa como ciclesporina A e a
».éiépqn1¢§§ §5;c5ﬁéf§i5jé65fa‘H;fﬁ%fﬁé%iéﬁéégfSégbiﬁMugg;ou.‘

®

SANDTMMUNE
(a)

"fMeBmtwaAbu—Sar-MeLeu~Va1~MeLeu—Alae{D)Ala?MeLeu~MeLeu~MeVal e

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11

em gue MeBmt representa o residuo N-metil-{4R)~-4-but~2E~en-i-

fi144~metil~(L)treoniIO'&a'féfmula B.




“N==~=CH-CO-
sy

i h

- em qqé”~x?§4'é ~CH=CH- (trans).

‘que ocorrem naturalmente, tendo sido preparadas muitas outras

SU sémi~§intéticos'ou éela’aplicaééorde téenicas dé’cuitura
modificadas;'A classe éompreendidg pelaslciclospofinaé é
:aséih; ﬁéépe mbﬁéﬁﬁé?‘subétéﬁciai,é,inclui;:.pOt,egehblb;-as
iclosporinas de & 3 Z aue ocorren maturalmente [cf. Traber

.
I3

et al; 1, Helv. Chim. Acta, 60, 1247-1255 {1977); Traber et

‘Desde a descoberta original da Ciclosporina, faram|

isoladas e identificadas uma larga variedade de ciclosporinas|

civlosporinas hao-naturais, - por meios totalmente sintéricos|




al; 2

Europ. J. Applied Microbiology e»’Biotechnoloq?,‘44;’:273‘240
(l982);'e-v6h Warthurg et él,rProgress in Allergy, §§{ 28-45,
(198651;-beﬁ CO§§ ;éridsﬁaerivados de ciclosborina hgq-ﬁatﬁ;
xia'is e. cicllo'svp:ori.ﬁas. artificiais on sintéticas ,>q1>1_e,. {n‘cili"]_ér‘n' d ,, :
.;hiarOfpicldépprgnaé‘{em qﬁe_é parté *%~y~_db résiduoTMeBmt
ffépﬁqié?B:ééiﬁéj}é‘éétﬁ;adofpéfé dab‘~xfyf ? —CHi—CHé;i{;a$’ 
(‘1(‘]0‘%})0\”1?18.5 d:e‘xri‘vétizéd'a:s (e.g. -em que © 'z.’ato,mo'»ii" O do

|lresiduo MeBmt 6 acilado ou um outro substituinte & introduzido|

|l atomo de carbono  do residuo sarcosilo na posicdo 3); as|
rtEionmaridan on sa o sesting. MaBit wace prosents na Ehons]
iSOﬁéfiCé‘(€}§7 §m:qvéuéjéOnfiéurécéo'ao lonéo'ags ppé#?éééfé?
e 7" do?neéidu@ Méémt & mals cis do éue trans); e‘as diéi&épo~

r inas em gque. 530 ‘.Vi.xico rporados variantes. de aminoacidos em
posigées:especifiéas denﬁf6:‘dé“ sequéncia do peptido, e.g.
empregapdo:o mé;éﬂ@ﬂéintéticb total para § p§ng¢éQ»de:qi¢1o$~“

porinas desenvolvideo por R. Wenger - veja-se e.g. Traber et

al. 1, Traber et al, 2 e Kobel et al., loc. cit.; Patentes

Americanas N®s 4.108.985, 4.220.641, 4.288.431, 4.554.351.1

413§6'§4: 8 4,798.823; as. Patentes Eupopeias ?ubiicadas N%s
34.567A, 56.782A, 300.784A, 300.785A e 414.6324; a Publicacao

da Patente Internacional N? WO 86/02080 e as Publicacdes das




“lPatentes Britanicas Nfs 2.206.119 e 2.207.678; Wenger 1,

Tranepli FProc.; !

15 Suppl.'112230 (1983);vWéngéf_2;; Angew.
Chem. Int. Ed. 24 77 (1985) e Wenger 3., Progress inm the

Chemistry of'OrganicﬁNaturalleoductsy'iQ,'123'(1985)Q

A classe compraéandida pelas ciclosporinas & deste modo,

porinas €, D, G, e M'réspéctivaﬁéncef, {3«O~acetil“[MéBMEﬁ,—

" A},_{Dihiﬁ:QjMeBmtlfffVSi}f*Ciﬁiééégrinaj(éambémvcbnhetidaApor

”dihidfé4cicléépdrinav“D):j'[(D)Sér)gf9Ciclosporina, LMeIie}H i-
~Cicléspdriné/'{(D)MeVa1ﬁ4 FCiCIOSpQriné “ {também - conhecida
por. ciclosporina ), TMeAla]é—Cicibbpozind, [(D)PrQIBNCiClOS-

porina e assim por diante.
De acordo com a nomenclatura coanvencional para as

memoéria descritiva . e reivindicagdes, por, referéncia & estrutu-

fdo primeiro agueles residuos na molécula que diferem dos que

peste momento, muito grande-de faCto.e inclui, por exemplo, a|
»[Thr]‘wCiclosporiha,'[Vél]f}CiélOspbrina,‘[Nya}f- -Ciclospori-i{.

na”é'[Nva]?~{Nva]>QCiblééporinév({émbém conhecidas por ciclos=|

'%CiGIGSbéniﬁal;Lﬁéﬁbém[fconhebidaxvpar'Vacetato~vde ¢ciclosporinal

ciclosporinas, estas sio definidas ao longo da presente
ra da Ciclosporina (i.e. Ciclosporina A). Faz-se isto indican-

s¢ encdﬁtram presentes na Ciclosporina e‘depdis‘ aplicando o




terhou"CiE}QQ?Q{jna““pﬁfé.garacterizgy.os'fésiduos reétahtes..
QUE_SEQ idéh%ibqs aqsvdue &8 eﬁéon:rambbgegenyesvna-ficiQSpﬁ—
riﬁa. Ad3ﬁé$mo”temp¢f;o p?efixb—ﬁdih%&ro"1§“é@pregﬁe pép§‘ 
designér'as_ciclosporihas eﬁ éue'o residuofMéBﬁt é'hidré§éhédo

(dihidro~MeBmE),_i_e., em fue —-¥-~y- na férmula-Bwé.—CHZ~CHi~;

7

Assim, [Thr]*-Ciclosporina é a ciclosporina que tem a sequén-
foia mostrada na Fdrmula A, mas em que aAbu na posicdo 2 &}

sdbstituiad ﬁér Th}} cbfDihiafofﬂéBmtfj?fVél]ymCicloébbfinéiélil

~fla ciclosporina gue tem a sequéncia wostrada na Formula ‘A mas

'da”pqéi¢é§'L‘éfhiatégéﬁaﬁdie?débgfﬁé:

por yal. v

’

":Aaiéiﬁﬁalmeﬂﬁé; '5s jresiéuos:.de 'amiﬁbécidos 'réfétidos
pbld'db@@VLﬁLU}ﬁ,’e(é.'Ala[VMeVal, aAbu, eté. devem entender-
wse, dé écord0 com..a pféficaﬂconvencionél; C OO teqdo-a
qonfigu;a@éo.(ﬁj, a 1Eo sérVQUé se ihdiqﬁé dé 5Qtfé'm5db;‘éL§J
tai”§6Mthb éasb &e "(D}Aiaﬁ; AS abreviaéufés dos. residuas
’précedidos'pof 'Me", tal édmd"no ‘caéo’a§ "MéLen",:reprééenta
?eSidUQS afN~metiladds;»Os-residuos individuais;da'mdlécula dej
ciclospdriné 5éo;nuﬁéraa$s; tél §cﬁD:na té?hicab'no.sentido
déélébméeirdé.do:relégio e paritindo ¢om_§'residuo M¢Bmt_Qu

dihidro~-MeBmt = na . posicido . 1. A mesma . sequincisd ‘hHumérica €




fempregue "ae longo da presente memdéria descritiva @

lloreciso ainda nao tenha sido elucidado. A Ciclosporina tem|

lleélulas. e

'actividade;imumossupresswrdvuas’ciclOSporinas,,se de facto a

ligacio da ciclofilina & ela propria um critério suficiente

ligam fortemente & ciclofilina, mas n3o sio nada imunossupres-

reivindicacdes. .
Fica assim- bem estabelecido. que -a Ciclosporina actua
inrﬁrferindo'éom-o processo’ da activagido das células T, blogque

ando - 3-iniclagado de transcrigido . do IL-2, embora o mecanismo

sido mosgtrada como formando um complexo com uma proteina

ciﬁdsélica'l7kD'fciclofilina) que ocorre em muitos  tipos del

témfsa*revelédo~com0:séthQidéntica aQ{peptidilf"

vprdlil_dis”tfansfiscmé:ase)'uma enzimd.envulvida;na'dobra.daﬂ
proteina.. Até agora, contudo, ndo tem ficado claro se a

ligacho & ciclofilina esta directamente correlacionada  com af-

para a actividade imunossupressora.

soras. Daqul segie que a .llga¢io - a ciclofilina é um critério
necessario, mas nfo suficiente para a actividade imunossupres- |

BOya -




RG]
wmo
O

A -presente invencdo proporciofia ciclosporinas ‘gue
activas contra a replicacdo do HIV-1.

o

0: virus;da-imunodeficiéhcia humana ~{HIV) dnfecta, “del

qué‘tambéﬁ eﬁ,véfiosﬁoﬁttos_ﬁip05 det¢e1ulasf emFESpeﬁi§1 as
de espécie monocitica. Causa uma doenca que progride lentamen-|
té'nb'éistéma”imuhdlégibo[véérébtéfizé&o”pOf”um§ d6§truig§O 
gfaduéi~vﬁés _cé1plés':f4;5d¢§ominada  SIDA;: Ogtraé t%fﬁctéf'
Lintécitos citotonicos/supressores (T3), wn defeito no proces-
so'dé”épréSéﬁtéééﬁf%e?onhe?imenﬁd»dq:aqtigéﬁé ebgﬁa éQEiQagéo 3'
poiicloﬁai,dés céihiés BL-Q»mécanismo de deStfuicéd;daé”télu—
iaa T4 %indg uéuféwgiafo{ Relacivamence poucas célulés-Té"
parecem 5éf‘inféctadas, pelo que, um efeito~citopético'difecto,
causado>pelglvirus_pode ﬁéo;séf a.ﬁnfca r$iéo:p§ré § &ééiecﬁo
das”§éigla$'f4} feﬁfsé.cblOCédo'a hipétesefdé quéwg.destfqiééd
,dés célu}as T4 pode ser éﬁplifiéada'pof um ﬁroeesso autojimUnE'
contrélédé po; 5éiﬁLa§'fé p;éautqrés de HIV ou células T4
révééﬁidésv:com‘vproteiné HiV: >Esﬁa  esti§Q1aééd.1antigénica
¢ontihﬁavpodeblevarja uﬁiésfadé_dé;acrivégé§>befmanéﬁte“d§5
f"CélUléS”f4/>o que au@éﬁﬁafia:a répiiéacéé "IV ﬁééﬁas Eélhléé

preferéncias os linfacirns  T-duxiliadores (T4), embora cepli=jio



. e'expandifia éloneé T-citotéxicd§  A3 éélulas T4 nao iﬁfeéta%‘
das poden tornarwsg antigéniéag;ligéndé_§»g5120‘vfra]v exégépo'
as'suaSvmoléculas CD4, sendo aésim umlalVo de u@a resposta
Twci#bté?ica‘;

 -A Patente Américéné'Nﬁ,4.8i4:323 révéla dué a .Ciélééf._.
‘?'bétin;'prsui‘nma aétividaaechﬁcfaiévSiDA.é.QUé,'ém géfé1g as
"ci?loéporinas cdﬁhecidas S eEme ;iﬁunoésﬁpfessoras"”'podem ser
ﬁteisuhestéfihdicéééa; Néo;ekisté qu§lquer sugestao de QUeiée: 
possa esperat que as siclosporinas nio-imunossupressoras

.'téﬁhéﬁ,ésta“ptdﬁtiedadé;   

surpreendentemente, descobriu-se agora gue as ciclospo-
finag_que_$eiligam 4 ciclofilina, mas que nio S30 imunossu-|

pr&séorast_exibem_um.efeitQ inibitério na replicacic do HIV-1.

Considera-se que uma ciclusporina se liga a ciclofilinal
se ela se ligar & ciclofilina recombinante humana, "em pelo

menos um quinto, tal como- faz a Ciclosporina no teste competi-

tiVOFELISA,»degcrigo_por‘Quesniaux'in_Eur.vg;_immunbl, 1987 17
1359-1365. Neste teste, a ciclosporina a ser testada é adicio-

|nada -durante a incubagdo da ciclofilina com BSA-Ciclosporina




revestida sendo calculada a concentragdo necessiria para dar|
uma inibigdo de 50% da reaccio de controlo sem competidor

’anb)" Os resultados sdo expressos comc a Proporcio de

propria Ciclosporina. Assim, um PL de 1,0 indica que o compos-

Ciclosporina e um valor negatrive indica uma ligacioc mais forte|

e quia da Ciclosporina.

3Qf”éb0,7'(umafvez,que'o_logﬂ>"5': 0,7 éproxiﬁadamehfe)f de

' lipreferéncia, igual ou inferior a zero.

2%, 'do que a da Ciclosporina. ‘A Réac¢dc ‘do Linfdécitd Misto &}

descrita por T. Meo in "Immuhological Methods®, L. Lefkovits e

lcélulas do bago (0,5 x 109 ) do ratinho Balb/c (fémea, 8-10|

Ligacko (PL), que & o logaritmo para a base 10 da proporcio da

CE&D aa composto- ds tedte e a_C;bo'num]teste simultanes dal

to'do teste liga a ciclofilina de um factor dez mencs do que a

... As rciclosporinas dctivas contra o HIV tém um PL inferi

.

Copsidera-se que uma ciclosporina é néo-imunossupresso=
ra quando tem uma actividade na Reacc¢do do Linfécito'Mistq
(RLM) de ndo mais do gue 5%, de preferéucia do mais do guel

Bﬁ”fgyié{‘Eda.,,Acadcmic'Pxess,_NﬂYf,,Pég<u227*239 (1979).

semanas) s&o co-incubadas durante 5 dias com células do ratol




f,CBAv-{fémga,flé—io--sehahaé} 0.5 X 10 wrradladas (2000 rad)
ou éélglégfudbubago dévréto CBA (fémea,  B-10 semanas,
Eratéééﬁ]pom”miéomiciﬁg”c. Ao ééiulaa alqgénicésﬁitr;diadas
induzem uma resposta proliferativa mas células do baco
.Balb;§ sguévpodé'sér médida”pglq ingorp§§§§§q derﬁﬁ ﬁrecarSAr‘
maf&a&onﬁo DﬁA. Uma  vez que“as:Célﬁlas eétimuladorasﬁééd"
ir£aéié§aé#'(ou,tratadas‘com-_mitom;ciﬁa'C):vﬁéé respondem as
celulas‘Bélb/c conm pfollferacaé mas retém a sua éﬁtiééﬁicida;i v
d

A CISo descoberta para o hompostc do teste na RLM é

fcomparada:com ° dGSCOberta para C101OSPor1naxﬁuﬁé.éééérlencia
"7f§§?@i¢ia.§j:n<r'w-~ | | S

A act1v1dade das c1closporlnas como 1n1b1dofas da
.repllCﬁCaO do HIV l po&e ser demonstrada‘nos sxstemas dé tQSteIi;

vsaguint85?

11, Inibic¢&o do efeito citopatico nas células MT4 induzido pelo

| ﬁ;i:il

B usado com pequeuas mod¢f1ca¢oes O Processo de ensalo
descrita por.Pauwels et~al;, J. Vlrol “Meth. 20/309 (1988) £

uszada. - como Felu a. alvo a.wlnna de Celulas Té,” transformadas




_.coﬁvﬁva;I, Mf4; quebse-reveloﬁ ﬁrévi§mente:Cdm@ éend§ aita;“
mente permissiva & infeccao do HIV. A inibicio do HIV-1,
efeito Citdpéticqbiﬁdgzido pela estirpe HTLV*IiIB,'é defermis
nada'Mediﬁdo;a viabilidade de_amhas:aS'célﬁlas iﬁfe;;adas com
Q HIVg . dfas cé}ulasmiéfécfaéas A fingierA_Qiabilidadeﬁé»‘
1déﬁepmiﬁg§a.gﬁggcfréfdfomeéfiéé@ehfe'atra&és_da_fé§§¢éévig

51

tetrazsélium (MTT). Sio incluidas, -como controlos; culturas sem

composto infectadas com o virus e néo-infectadas, tal com sdo

e S s e e 5 e
'cé1Ulés”p§f @iiiii§Ed aumente num fépﬁdr §e 10i§u}anFé¥o$f4
'&ias detiﬁéubé¢éQ;1nés'culturas'infeéfadas a fingir. Q-indculoyp:
do.iirﬁs-érajugtadc Ae forma a causgrua-déétruicéo.das célulasy
QQ_§0% da5 Cé1u1as:a1§§;véepdié.de.4 dias de incubacéo; O
,:viFstéuéasorvidQ péré'dehtro de uma_suﬁpenﬁéo_dé ééig1aS 10|
vetes concentrada, a 37° €, durante 1 hore. En seguids, ss oé-
flula5 infec§éda5 sdo. diluidas paré uma proporgéérde 10108
adicionadas a'plaﬁaside'microtitulaqéo‘contenaovo Eé@bostd do

teste.




apds a infecgio, o rémévidéé"aiiqdotéswdas'éuit@raéliﬁfecf
tadas. As células sio centrifugadas e os sobrenadantes s&o
fééolhidésw A concentracio de an;igéne p24rviral.é‘determi§ada
».7h05 §§§féﬁéd§ntés»por m?io»dé,ﬁm”eétojof§oﬁarcialJELiéAue
éerVé §omo par$ﬁéf:é>paf% a prodﬁcéo‘do‘vifus._ﬁébdié aei§adé
;§@99§¢ §§£§1iqp6f§${ ?ohtamféé as céiQ1é5,e éjgsfamﬁsegpé:a,v
ﬁma;pfﬁpof;éﬁ“déf2X10$ §éluléé7@1; adibibnahd§,ﬁéidfffﬁébéf
é@h;gndéiéicbmposto dovteste na ;on%en;racéo paftiéﬁiérff*.

~Dos compostos de acordo com a invencio,i.e.

ciglospori-|

Ras de ligacio 4 ciclofilina, nio-imimossupressoras activas
ébnfg&;bﬁﬁiy;l;{CémpoStos ACtivos)} aI§uﬂ§ 840 n&va&;e pqt?§$
ééb~céﬁﬁébidés;~cgntQA§;”é actividade anti~HIV dészcbﬁpostbs
Agt??égvéqnhgéidoé nio foi re§e1a5é:an§eriorhcntc c,'cm.muitos_
‘§é$§s};§é f5m§o5ﬁoS Aétivqékcénbégidéénnéo:ﬁoramvdeséritos

|lcomo " tendo qualquer actividade  farmacéutica -de gqualquer

copécia.

Descobriu-se que nuitos dos Compostos Actives tam
estruturas gue dilerem da‘dq‘Ciulusppyiug, especificamente nas

- llposicées 4 efou 5,




Um grupo: de Compostos Actlvos sao as c1vlospor1naq em
que o grupo MeLéu na‘pos1c;§ 4.ebsubst*tu1do por um amlnéaélao
X—me~ti}a§a_§ife¥ente, po;_cxcmplo_&vhidroxi—MeLeu} MeIle,|
MeVéI;'MeThr]ou'MeALaﬂ:E¢ adigSé;§Q_MéI1é e MéThr, as féfmas:
allo MeaIle;e Meé?ﬁr”pbdem"também ser usadas{ &a'fotma’azio,‘a__
estereoqu1m;ca na poslca§ il teﬁ & configuracio Oposta a do
am1ﬁ0301do natural. de formé avqué a forma normal e ‘a forma~

allo constltuem um par de dlastere01someros.__

Um outro grupo de Compostos Actlvos & aauele e que Val?f"

Maai p051cao 5 & subst;tuido por um N alqu11 amlnoa01do déf;v

» §?¢£§;éaci§£N%meLiiééﬁinééﬁiaq} _‘De preferéq§ia,“i:gv
gmipéééid57 qtevéfﬁféiétilééblé:Valvéq Leu, Delpreferéﬁcié;’o
hidrogépié;ddﬁgfupo iminof&g {Yal]é‘ébgubéﬁiﬁpi§é p§f'pﬁvéfupa'
alqﬁ#ié‘émici;té néb ramificado, de préferéncia metilo; etilo
- ou anropiiéggeﬁtéarticular metiio 0 41timo gfupo preferldo

»de Compostos Actlvos S&0. todos novos,

Adicionalmente' ou alternativamente ’uertos Compostos
Acb¢vos poden dlferlr da C;closporlna nas p051coes 1 _2, 3

P

e/ou. b, Um'grUpQ.preferido de Compostos}Activos é constituido

pelos compostos de Férmula I:




W KR Lo O Al 8 (D} ALa—MeLeu—MeLetu—MeVal— -

123 45 6 7 8 9 10 11 o1

iéﬁique W é xeBmt, dihidro-MeBmt dﬁﬂa'fhidroxinéBmt:

5 X'é»ﬁAbu,‘Yal,”rhggfgyafou'O~mefil treonina
i

H‘ R;ég§é;jo§ (D)~Q§Ala;.:  

:j,§5éTMéLéQ}i&éhié}bxi;ﬁeLeu, Melle, Meval,
| vemmr, Memla, Wesmle ou Mestnr;

'-fz“gjval{_neuﬁ ﬁéVal.dﬂiMéLeg;be?

Meleu, y-hidroxi-Meleu ou MeAla;

g

|lcom & condigso de que, quando ¥ & Meleu, entdo ou Z & MeVal ou|

' :ﬁéLeu,.0u-W“éVSffhiﬁrOXiéﬁeBmt; &

Us.grupOS'”,X;?;Z,Q erR fém; iﬁdepéndentementé;‘aé“
Signifiéégéea pfeferidas-segﬁiﬁtes: : | |

.w‘éy.de'pgeféfégcia,_W’, ém»éue,Wf-é.MeBmf ou diﬁidfé;
Mebmt: |

ahbu ou Nva, mais

[0

X é, de preferéncia,- X', em que X'

lipreferencialmente, X", em que X" 8 aldbu;

R &, de-preferéncia, R', em que R’ 4 Sar;




MeYai; MéTﬁ: qﬁ MeIle;l'

Z 62,0860 eR&R.

Y &, de preferéncia, Y, em que Y’ & F-hidroxi-MeLeu,  ” , 1'

. Z &, de preferéncia, Z', em que 7 & Val ou MevVal; e -

0 &, de preferéncia, Q', em que Q' é Meleu;

. Um grupo especialmente preferido de Compostos Activos,|

ééd'és'bcmpcstOs de Férmula I, em gue W & W', X & X',T§>ébY'1 ;

L 08 compostos parricularmente praferidos da Férmula T,p

s&0 os seguintes:

a):{aihiarb~ﬁegmcj‘Qix;gidrcgiiméﬁeu}4§Cic1¢spo;ing~  %
b) '[:M'eiiai ﬁ —C;LClosporina g
v‘ §)_{Meiléjé;ciclbéporihé ] ‘
a) [MeThr ¥ ~Ciclosporina
e) {3Fhidrdx1;ﬁéLeu}k;Ciclospéfina
£) INva}Z~[3—hidroxi~¥eiéﬁif?Ciclospofina
&) (1 hidroxi MeLeul! (¥ hidrowi MeLeulé Ciclosporima
.bﬁ) IMéVél]ngiciospbfinég_;’
1) (MeOThr]'-((D)MeAlal -1 Meval)® ~Ciclosporina

3} [8‘-hidroxi-MeBmt]! ~Ciclosporina




e )5 PO
é;%wf%?ﬂfﬁgaﬂﬂﬁﬁﬁ >

Em adicdo, certos compostos que néo estdo dentro do

dmbito da Féf@ﬁlé I, szo Compostos Activoé, por exemplo k)

fMeAla}6~Ciciosp0rina; e 1) {§~hidroxi¥MeLeu}9FCiClosporina.

A~ ianvencio proporciona também novos Compostos ACLivVos,

1”qae,séo os compostos da Férmula II:

WX RV e T MeLieti o Ala —n( D) Ala—MeLeu—MeLeu—MeValoy

e _v:__vz_u?} 45 5 : 7 8 9 . 10 10 ) ITt.

Cem gque W', X, R, ¥ e Z slo0 tal como se definiu acima, com al - -

~ llcondicao de 1), quando Y & MeLeu ou MeAla, entdo Z & MeVal ou

MeLeu o 2}, quando W' & MeBmt, R 6 Sar e Y é ¥-hidroxi-MeLeu,

entéb“Z”é'diferente de Val, -

Un grupo preferido de Compostos Activos novos consiste}
nos compostos de Férmula II, em que X & X", Y é Y' e Z & 2,

com  ‘avcondigidoc de  gque quand@rWﬂ é MeBmt, Y’ & diferente de- 

: .é‘—hidroxi—-MeLeu .

Os novos Compostos Activos particularmente preferidos,

530 05 compostos a), b), ¢), &), £), e h) acima. Descobriu-se




que alguns destes compostos, por. exempls, 05 compostos b) e
¢), blogueiam & acgio imunossupressora da Ciclosporina, blo-
gqueando a sua ligac¢do A ciclofilivna e, deste modo, actuam como

flantagonistas da Ciclosporina.

~ 0s Compostas Activas podem ser obtidos de varias manei-

ras, que podem ser classificadas da seguinte forma:

1) Fermentacao

1} . Alguns dos Compostos Activos 580 prqduzidos comdv

sub- -produtos da fermenta¢do das estirpes originais ou modi-|

ficadas de organismos que produzem o Ciclosporina, tais como o} -

Tolypocladium inflatum Gams, tal como & exemplificado pela

producio do composto ), descrito wo Exemplo 1 abaixo.

2} Qutros Compostos Activos, incluindo os compostos j)

e 1)”conhecidos;vséo-metabolitos-de'Ciclosporina‘fe' deem s5er




iSqladpswpo§:métgdoéfbréﬁatdgréiicog‘akpafiir}dé;ufiné das
peésoasdu‘animais;‘dééeaﬁé pqﬁ.CiclbspO?igé{bAléﬁ éissb,
,estas'e“éut?asf;pansfofmggées’metabéliéas’Séc ébsﬁi?eié usando

ﬁiérorgéﬁisméé,séob e%émplo, a‘producéb dochémestps g}-e g)
v§é1é bi§tféﬁsformac§6 dé‘biclééporina‘A;lfél‘;éﬁé.ée déscre?e
nos Bxemplos 2 e 3, ou a do composto f) pela biotransformacdol
|de ciclosporina G (Exemplo 4). Estes egemﬁic§ dém6n$tram.ﬁh;
ﬁo&o;pfbééséo:péra 5-§repara§éo de ciciospéfinég'éﬁé-féﬁ;um:éﬂ‘

mais residuos ¥-hidroxi-MeLeu,compreendendo as fases de culti-|

“|vo de uma nova estirpe modificada de Sebekia benihana, adicio-|

nando uma ciclosporina tendo um ou mais residucs MeLeu e|

isolando o produto do caldo de fermentacio.

 ;3f ?bf;derivatizaq§o entende-se que ésvlcicléspdfinas
'hétgfais puuéintéétiéés‘poéem met convertidas b Cémébéiés‘

uma  ou maisqbééc¢ées Qﬁimicés, em,qﬁd ﬁ@ 6§ ﬁ§;§
ﬁos-aminoécidOS’séo m&difidadés sem abrier refofmabHas;
1i§a¢ées ao éébtido. Porbexémplo,'a'classe &e ComéoétbéﬁAcﬁi—
VoS- em. que o Vallna posicéa_éfé.Nfaiqﬁilaao,.podeasei'obtida
fazendo :eagir_a‘ciéibspbriﬁé_ébffeéponaénﬁé;'féﬁdd-Yal né
posicio §, com bﬁtil41iti01»SégﬁidonpelafréacﬁébIC§m‘um agéntg ‘

de qiqui1a¢§o, tel como exemplificadc para o»bomposto h), no




Sxemplo 5, & para o compesto- i) nc Exemplo &6,

Tal cémo outros ekemplos,“o compostO'a)'podeléer.pfepa*
fadé,?;r hidfdgeﬁéééo dé‘péméosﬁolé) kéﬁgmpioi?) § Qt§oﬁpostO
j),ique.é.também um‘mefébélito imhnrraﬁfe ﬁ9>Picin%ééffﬁéJ
pode ser preparada a partir do acetato do composto de Ciclos-

porina- conhecido, tal como-se descreve no Exemplo 8. -

{ficiclosporina natural, 8o removidus um ou maie aminoicidos,

+

fechado..

cabo construinde. um undecapéptido lineéar ¢ ciclizando, tal

tes Americanas 4.396.542 & 4.798.823. Em principio, qualguer
empora guandoc um dos - Outros métodos esta disponiyel,veste
possa  de facto  ser mais  conveniente  do que a sintese

total. A sintese total pode ser nsada para a preparacdo do

4} 0. termo sintese parcial, & usado para significar; umaj. .

840 adicionados diferentes aminoacidos e o anel & novamentel

'5) A sintese total de ciclosporinas pode ser levada al-

como- descrito pog_Wenger {loc. cic.),_Veja~56'tambémﬁaSTPaténf’




composto d) (Exemplo ) e para o metabolito conhecido compostol— -

.

- D ocomposto k) & uma substédnciaconhécida,. cujas propris

edades foraw-desnritas por: Quesniaux et al (Mol Immunol. 24

1159 1987) e gue pode também ser preparado pela sintese total.

Por - exemplo, uma sintese total deste composto & descrita’ na

llPatente Americana 4.914,188.

¥

O composto C) éfobtidb.cha fermentacdo da. estirpe: de. fungol. .

Tolipocladium inflatum”Cy E“4556,,depbsitadé'né Dgﬁtsghsv

Sammlung fir Mikroorganismen, de acordo com as clatsulas do

tratado de Budapeste de 24 de Julho de 1991,”50b'o famero-del T

acesso DSM-6627u~Esta-estirpemé uma~muténte davaétirpe NRRLj -

8044 da espécie Tolypocladium inflatum Gams, e & taxonomica-|

mente idéntica & estirpe da familia, que foi completamente

fldescrita, e.g. na Patente Bricanica 1.491.509.

4 @iclé&bdriqa.ngmpgggggglg,Q.1;W]wffjdwzQ'w;4f;;:




Cultura 1. Cultura em Agar de partida: Cultivam-se em plano

: innTﬁnadq'de dgar ‘da éstirpe DSH 6627, durante 14 aias, a

27°C, no meio de dgar seguinte:'
Extracto:de-leyedura}(siéteﬁ) '4‘9‘
Véztvactbide malﬁe {Wandgr) ‘-go.g
égés? :.  . .‘L .‘:‘; -; _:30L9>
| Agun desmineralizats ats 1000wl

O meion tem ume pH de 5,45, 6 e.4é esterilizadeo durante 20 miw. ‘a

de Erlenmeyer de 500 ml, contendo cada um 100 ml de meic de

fpré-cultura. A composicdo do meio de pré-cultura & a seguinte:

‘SCaseinan(Ambér.EHb)  :uéﬁbg
CMaltese 759
kel " '”: - - ,'.2’5 g

Agua desmineralizada até 1000 ml

O meioc & ajustado a um pH de §,2-5,5 com HCl, depois éf

estefrilizado duranté—VZO min. a 120'—C.'As pré~culturas - sio




N fermentadas Aurante 24 hy. a 27° C, num -agitador .rotativae, a

200 rpm, com uma descentragem de 50 mm.

It

3. Cultura int:

i

mgggggggggi'Um‘fefméntador deva¢o da 25,litros
.éoﬁtendo,zo.litrqs de meib»dé_pré~pulturaf & inéculado éoh 200»
nl de pré-cultura. A cultura intermediaria ¢ fermentada duran-
 fe7Svdiés%a Z?f ¢, com ﬁga”tgké dEfééi§§§56 dé;i$Cvré@igrﬁﬁav

velocidade dé corrento do ar de 0,5 }/min.  por litro de wmeid;

‘@-uma pressao de 0,5 bhares.

,‘p, l. &= LulL u Lct bau
incculados con 10 1 de cultura intermediaria e fermentados num

fefmen;gdqf de.acq‘de 120 1itr§s,‘A'escefméi6‘$éo:édicidﬁados‘
41@/1 Aé~bjfré§ﬁind; eﬁiefili;adajpor'ﬁiltfacéo}]é fe#menfaqéov

é iévé5§;§HcabQ7a 27" tvduranfe l&:ai55; Com_umaHtaxa.dé
agigaééQ"§§v7OTfpm'é u@a-v¢1Qcidade'éé céfyeﬁté de ar de_O;d
i/ﬁiu’pbr licfo dé méi6; sén@@ ﬁ§a§é uma ﬁ;ééséo de O;é'bareé,
durante‘os-Srprim&iros dias,,auméntandOFsé dépbié a:-velacidade
de'agitagéqnp;fa 100 rpm e~a,ve1§cidade,d§ corrente de ar de

0,5 Y/min par o restondoﬂperioQO,de,fermentacéo. >H




separado-do dissolvente. por filtiaQQO‘por;succémge-os=filtra~

‘nsande 20 Yitros de 1,2-diclorocetanc -em cada’ extraciido. ¢ las

Isolucées de 1,2-dicloroetanc combinadas  sao concentradas por

Isolamento:

num aparelho Turrax, esmagando e agitando -3 vereas com 10

litros de metanol/agua (9:1 em vol.): O micélic esmagado &

dos. combinados Sa0 concentrados por. eVAPOracio,. sob.vacuo, . al
uma temperatura de 40" C até. o vapor-consistir principalmentel

lem 4gua apenas. A mistura obtida é extraida quatro  vezes,|

40, sob vacuc, a uma temperatura de 407 C.

{fraccdes de 2,5 litros). As fracgdes 20 - 23, contendo

fldas por crématoyrafia em coluna de gel de silica (600 g de gel

Wlde ‘silica, granulometria 0,04 —:0,063 e, "Merck®) asando

cloroférmio/matanol - (98:2 em vol.) comg_eluente”(témanho da
fracgao 300 ml). Consegue-se outra puritricacac por cromatogra-
fia em coluna de gel de silica (400 g de gel de silica, granu-

lometria de 0,04 - 0,063 mm. "Merck®) usando cloreto de meti-

O micélio é separado.do meilo dé cultura e extraida|

' 0'fe8iduo éJSﬁbmetido a cromatografia em coluna de gell
-de“$iiic¢fk10 kg ~de .gel de silica; granulometriévde’O;OQ;

0,045 wim, . "Grace) usando acetato de etilolagua, como eluentel

[M?Ile}4‘~Cicioép0rina sdo ligadas e depois novamente separa-




"1en0/met§nql_(SByZ”emvvol,)_como_eluente_{tamanho>da fracgéo

200 m1); inginandd”[NéIle}4~Ciclosporina pura, sob a forma de

um p6 branco amorfo: p.f. 155-158° C; [¢]20/D = -235° (c=0,68

em CHC1,) e -193" (c=0,74 em CH,OH).

-0 espectro de IV em CH,Cl, & tal como se most:§ ﬁ§_Figﬁ

1 eo eSpggt;Q3§e RMNvbroténicavem CDC1; é tal como se mostral

na Fig{'Zl}v  '

”7 50:Ccmpogfofé)"é:dbfido a}partir.aa'biotrahsﬁormégéo’da”

Cicldspofiné pelo.- microrganismo Sebekié-beﬁihana. A eatirpe

original usada & denominada NRLL 11111 e pertence & espécie

Sebekia benihana (Dietz and Li: Sebekia, um novo género da

familiéﬁAbfinoplanaceae;‘Abstrs.'82ﬁd Ann. Meet. Amer. Soc.

Microbile;_163;'Atlanta, 1982). Esta estirpe é capaz de

hidroxilar a novobiocina. A estirpe sub-cultivada usada para a

lpreparacio do composto e) e dos compostos relacionados, foil

{depositada no German;Collection_Of Microrganisms (DeBSQQ

Braunshweig) sob o nimero DSM 6182.

;’g;{K?hidrbxineﬁeuj%~Cic1osporina,jCo@gdsto ey o




a 27° C, no meio de dgar seguinte:

T Glucose o o L N _._wﬁ..lowd
Bmido (solivel) g

 Extracto de levedura (Gistex)

ﬁmﬂx'
lito)

-~ Peptona (N-Z-Amina Tipo A, Sheffield) " B g

vaHL:ﬁéutjéiiZado a7 com-NaDH/HZSOq I

Esterilizacio: 1207 C/20 mii.

o

bértida7sad,éd5pen305 em 10 ‘mlde ums “solucgo -de - sala 0,9%.
um 50 ml de meio de pré-cultura, sio inoculadas, . cada um
deles, com 5 ml desta suspensac, A colposicdo do. meio de pre-

~culturs é a Beguinte:

l[‘gglggjg nggggg‘Q§ p‘rtida:_As_Cultujasvde‘égapugm_planc_

inclinado, da estirpe DSM 6182 sio cultivadas durante 10 dias,

~Pré-cultura: 0Os esporos e o micélio de uma cultura de

Uma série de recipientes de Erlenmyer de 200 ml, contendo cada




Gluééée”
Amido .I(so_l;}vve‘_l:)v
'vEgcféQﬁo'dé ﬂe?edura‘(éiétex);b_‘
'Extraéfo déﬂmalte (1iquidd,'Wandéf)
o .Pept‘oin'a f(h.]—ez-—vi\bminva' "Ii‘i-lpo A, Sheffidla)
;CaCQaLﬂ
 Solugio de oligoelenentos fir 235

“Agua desmineralizada até 1 Litio

Estevilizacao: 120° C/20 min,

+

fiSolugéo. de oligoelementos ‘de Nr 235:

; H‘SBQé,' Lo

}P‘eSOz"V. 7H?_0.
KT -

:LQCLZ‘(SHZO R :
Cus0y M0

Z_, B

‘Agna deswineralizada até 999 ml

1 ZnS0, .7H
e

ot
;ﬁzfoé~(97fx,'

a7com "ENEOH'/HZ: SOQ .

1 ml ‘




P 3

As pré-culturas sio fermentadas. durante 4 dias, & 27° C, num|

‘agitador rotative a 200 rpm com uma descentragem de 50 mm.

3’ Qﬁiﬁhfé‘infefmediéfiaf.ﬁmanséfie-de fecipientes_de:Erlén~~~
meyeride 260 hl, éoﬁtgndo;ééaé ﬁ@ §Q]m1_do méiﬁ dé:préfcultu;‘-

Ifé}uééqhiﬂégﬁiédoéﬁ cada'Qm déiés;'¢om”5'mitdgnp}éfpuiﬁﬁfa,FA
cultura :.iniéimediéria ‘& fermentada durante 3 dias, a 27° <,
>numjéqitador.fdt§t£v§: é‘306 rme-ﬁom-umA‘ﬂescentragemvde 50;”"

mm

 5¥v4:Cﬁiﬁﬁ;é?ﬁf%ﬁﬁ?ﬁéT;&vmaféé#%éidé’;§§§§iéné;; §é Eriéhméf%ﬁ?d%'i '
T s-d:o mlcontendo Lada un }'50- al -::ri.(ﬁ'.‘r;xeio :;nrin'c-ip'é:i (cocdl de 12
ii;;ég);?ééé i§g¢uladdsJéada um. com. .5 ml'ﬁg'cuitufa
:intéfﬁééiéfﬁa¥ E$tésLCﬁiﬁu?a§ §éQ fexméntadds;duruété;Svdiéa;
aFZ?’FC;lﬁﬁ@légifadér“pbﬁati?ﬁf diéQO rpm{'cﬁm umé dégééﬁtféf
gem de 50 mm. Depois de 24 hog-as,‘ ajqi'cmnamse”é‘ cada uma dgs‘
culturas.princib&iﬂ,'cicloéporiha’A (7,5 mg), SQIuhiiizada e@'
|Imetancl (=150 ma/Ly.

A& composicio do meio de cultura principal é a seguinte:

 Cerelose: I e b _ L0 g

“Dextrina - SR SR S 109




Amido ($olﬁvej5 PR : i C10g

Extracto de levedura (Gistex) 2.5 g  ‘
Farinha de soja (Narupan, Edelsoya) : 12,5 g

,szﬁpoé B R AL AL 0

.,anpoqv;, e R ‘“'”," : Cna2g
Mggoé,7ﬂzp R S e 0,10 g

(A4

Solugio dP 01igo‘--‘e.l‘é‘meﬁ't.()"s' AC=1 T 1 ml

. Agua desmineralizada até 1 Litro.

: sz'éjgétaaé‘577;2f2f?;é’{xoniniéq§d

Esterilizacgdo: 120° €/20 min.

Solugdo de. oligo elementos AC-1:  Esta soluvdaoc: tem a mesmal

composicdo que a solugéo Nr 235, com a adicio de: (NH, ) Mo0,,

jo:29.

5. Isclamento: 0 micélio & separado do meio- de cultura e.o

filtrado da cultura resultante {13 L) é extraido trés vezes
com 1,2-dicloroetano, usando 1,5 L em cada uma das extracgoes.

As solugdes de 1,2-dicloroetano combinadas séo evaporadas sob

vé&cuo,  a uma temperatura de 407 C. O residuo impuro é submeti-|




Tldo a  filtracdo com‘gel”Sephadex LH-20 usando -metancl como

eluente.Essas frac¢des contendo os compostos de ciclosporina

{52% mg)sdo ligadas e cromatografadas em gel de silica (50g,

granulometria de"0;04+0,053‘mm, TMerck”) usando cloro-
férmio/metanol como eluente. A cromatografia repetida usando o
mesmo sistema.produz.uma,[yéhidroxi—MeLeu]‘fCiclospo:ina pura;,

sbbJébférméb'de' um p6 branco aworfo, p.f. 1504153',7£ajif;

© |-225" (c=0,53 em CHC1;), -171° (c=0,44 em CH,OH).

Exémplo.;& [Eﬁhiﬂtdki~MaLeﬁJ§~{_Xthdroéi—MeLeu}‘fCiclosnorina 

As fracg¢des secundirias. mais. polarves originavias da

£ A i R ' LR
tpurificacdo da [ ¥-hidroxi-Meleu] -Ciclosporina sdo novamente

__separadas por. cromatografia em coluna de gel de silica repeti~

'da:(granulpmeﬁfid de 0,04-0,063 mm) usando acetona/hexanc 2:1

llcomo eluente, seguido de cromatografia em gel de silica usando

éter metil t.butilico/metanol/agqua 90:9:1 como eluente. As

.primeiras.fracgéeé contém'f&mbidroxi~Leu]‘vCiclosporina-queué R
lnovamente purificada por descoloracio com carvio, originando o

Jlcomposto puro, sob a forma de um pé branco amorfo, p.f. 162-

164", {alga"4211f‘(c;o;so“em’tHcls;;”;157"(cao;sz em CH;OH).




o composto o (1

gel de silica acima contém [ y~hidroxi-MeLeul® - [ y-hidroxi-

~Mel.eu] -Ciciosporina ‘e s8c -novamente purificadas por

PUro,; sob a forma de um pé.branco amorfb,'paf.»157~160’.:fm}7
~217° (c=0,54 em CHCly), =176 (c=0,42 em CH,OH).

IExemplo 4 [Nval-[#-hidroxi-MeLeul-Ciclosporina {composto £y

cicibéédriﬂé fo{&§éi24Ci¢iospbriha) como material de partida,

compogto. do. titulo sob a forma de um PS branco amorfo, p.f3

w0

Exemplo §.{MeValiEfciCIOSporina.(compostovgl

lAs altimes fraccdes originadas da cromatografia em coluna de|

descoloragdo  com carvac, originande o composto do “titulol

IlEste composto 4 preparade por um processo anilogo & preparagiof
hi’d-foxi:f—MéLéU]ﬁ"v4Ciclbspbfiha) “mas -usando

|IDeppis “da purificacsio por. :cromatografia em coluna de:gel del
silica repetida usando acetato de etilo saturado com agua e

acetona/hexano 2:1 como eluente, respectivamente, obtem-se o}

|138-141",  faly® -213° (c=0,69 em CHCl;), ~-1868" (c=0,70 em|

“llA  ciclosporina A (0,60 g = 0,5 mmoles) dissolvida em tetra-.

20
b}




hidrofurano {20 ml) & incubada com 0,63 ml de uma solucio 1,6
M de butil-litio (1.0 mmoles) em hexano. Faz-se reagir a
solugio resultante com:sulfato de dimetilo (0,1 wl; 1,5 amo-

‘les) & +~78" C. -Aquece-se. lentamente a mistura reaccional até a

tremparafira. amhisnle. e agitas-sedurante 3. noxtea.

O isolamento por cromatografia rapida (Siﬁé ~-metanol a

l5%/8ter), seguida de HPLC (fase inversa) deu o produto do

titulo,. O"'compo;-,-to éocaracterizadn por um espectro. . de 300 MHz

¢ um-espectro de RMN i em‘CDCIBg que é mostrado na Fig. 3.

Ex mplo':'&“[M OThx}_]z .

. 1iD)Mealal?® [Mevall® ci

Artefece-se. para ~80° C “uma mistura de 480 ml de TIHF (E‘L_bSOlL]T‘.

tQ)”e_6,96'g (49,2.mMOles}.de diisopropilamina & adiciona-se|

leﬁtamente, através de uma seringa, 33,5 ml de uma solucao
1 L33 M die ',bu'Li);'—li”t ioem lhexano (= 14,5 iMoles) ., Agite-se o

mistura durante 30 min. a -80° C, depois adiciona-se através

ilde uma. seringa, durante 2 - 3 minutos, uma solugio de 8 g (6,6}

uMoles) de ciclosporina,c,([Thfj?¢Ciclospmrina) em 120 ml de

|'THF absoluto, Agita-se a solucéo clarva durante mais uma hora a

~80° €, depois adiciona-se lentamente 2,06 ml de iodeto de




metilO}*v
Deixa-se aguecer érﬁistﬁté_péréma ﬁéﬁpéféfﬁré:aﬁhieﬁﬁe; dutan-
tev2:ﬁoféé; deppi§ §di§i§ééﬁ;sé'40:%1 déiééua'é evépofam~se oé
s d:is‘solyez;';é—s»w num evaporador ""r'ét_ati%ro a 307 C '/. 15 mm ﬁg .
'Divide}se'b'reéidup»ent£é égua~e-éter-évlava~sebagcamada:de
.éfer-qﬁatro vézesfcom'ééiméuré;sem;;éafﬁréda; seﬁa}s§ sb§re?.j
. MgSO e‘evabcra‘ ~se éald da; uﬁ re‘é‘.lduo.de 8 1 ”g; :
”Cromatografa se o fe51du§ en 1200 g de Kleselgel com acetafo
”’_de etllo saturado com agua, nara.dar “um produto 1mpuro éue

' dep01s de uma out & cromatografia em 200 g de- Kieaelgel com|

' v-MeOH a 5 /CHz»lz ; da obproduto do tltulo puro faj;fj - ~195

'-(C 1, 0 em CHC133

.A uma.: sﬁspensao de 200 ng de palad10 a 10’_préwhierjJ_
ggqado/carvéo, em 40 ml dg etanol ad1c1onam ge-1,2 g de [§-
4hidr6xi4MeLeu}Q?Citlosporiﬁé (cémpostO'e) em lo-ml‘de~etan§iwﬂ
e“realiza~se~é hidrogé$a§;§:§‘témperatu:a ambieﬁteraté jé‘néo
sa;f ﬁéléun;a;ééenlo; Dep01s da re@ocao do‘catallsadofipor

.ﬁiltraqép, evapora‘se a solucao ,orlglnando o composto -Go




“ltitulo sob a forma de um pd branco amorfo, p.f. 154=156",

2257 (c=9,87 em CHCly), -169° (c=0,70 em CH;0H).

4

©lae {0-acetil-MeBmt]! -Ciclosporina (Traber st

Exemple 8 [8'-hidroxi-MeBmt] ~Ciclcsporiﬁa-(composto*j).

e {0~acgtil4&1~ermeMeBmt}£fCiclqsﬁorina;,AqueCefse_

‘éjﬁgfiﬁkéidﬁféﬁte'Z,S hrs, uma mingrawd§>25h§;§ {20 mmo1é5)

“lacta 1982, 65, 1653), 4,4g (25 mmoles) de N-bromo sucinimida e

400 mg de azo-bis-isobutiromitrilo em 250 ml de tetracloretn|

~ |de carbono. Evapora-se o dissolvente e substitui-se por ster,

_|filtra-se dos sélidos, lava-se com agua, seca-se sobre sulfato

de magndsio @ evapora-se -atd A ‘secura,-  Cromatografa-se o

liresiduoc sobre gel de silica com éter etilico/acetato de etilo}

“llzado a partir de éter/hewano, para originar 2,4 g de substan-|

cia pura; p.f. 207-209° €. As altimas frac¢bes do produto

lleromatogratado continham um adicional de 11,2 g de produto-com-

uma qualidade ligeiramente inferior. = =

20000 {O—acetii—ﬁl—acéthi4MeBmt]l—Ciclosporiﬁa:?AqueééQ'

se num banho de 6lec 4 105° €, durante 3 horas e mancem—se. a

al, Helv. Chim.|

(&:1},vpéra_dar 10,7 g (40%) do produto amorfo que & cristali~|




”fﬁémééiaiﬁré-ambie@tenﬁﬁfaﬁte o fim~de—séﬁané; §mé,mistura dé
'4,3§“g (3,3 @molgs)vdo prbduto'da-faseill(toﬁtaminédo'édm,
' cérCa:de115f20%'de material de par:ida) e”z,i g (S'ﬁmOLQS} del
acetato-de.tetraetilaménio tetra~hidratado'em:30.mi’de metil
'etil.bétana; ﬁoﬁtéﬁdo'umaﬂéuantidéde cataliiica~&e*iodeto~de‘

soazo. Dllul "5e O dlssolvente com éter met1? t-butilico e

lava*seicom éQﬂajeﬁsalmoura; ‘Seca-se a'camada crgénjcﬁdsohre ’L  jW”

'ﬁgSO;é7évapbfé¥éé"bara'deixar 4,0 g de produto impu50> que &l

pur1f1cado ﬂuma coluna de fase inversa RP=~ 18 (240 g)  para

‘1,.or1g1nar 3‘07 9 do nroduto do tltulo‘ pif. 191 192' o

"3{1 ”;!l ;fIthi@fqﬁi?&éB@tll“Ciélosbafiﬁéf'Miétufém¥se ex'
"ﬁéntém—Se é?t;é.jdnrnhte“Q;B"horas;.uma solugio: de 1,72 g (1 34
~mmoles) do é;oaﬁto ‘da fase 2 em 75 wl de metanol e uma soldcao
de 1;2v§jdé-sédio em»SG’ml dé_metamol; Emfseguidé, aci&i£ica;-
se awgo}ggéa.éoﬁﬁéciao gééfico. Evapora se o dis solvente sob
‘préssé§”redﬁéidé]e"dissbivé~se o”residu0:em'éter”métii'tfﬁ”'
“ﬁutilico;llavamse'Sequenéialmeﬁte com ééna, Salm§ura'é;§ma
soluqéo’de'bicarbonato de'éédié, seca se s0bre MgSOk e evépo—
rafse,.o proauto impuro {1 6 . g) & e1u1do .a partlr de uma:
coluna ‘R?~18 L2é0”g) com metanol/agua 75 15 para,dgrﬁl,5 gl

de produto puro. Cristaliza-se uma amostra a - partir Qe




183 c.

' "'na' ‘pnsin‘éo '4rém’vez ‘de MeLeu. o produto tem [a]_b : e  '~249_,6°

g (n 1,0 em CHCI )

na posicio 4 em vew de MeLeu. O produto tem laly = =206"

éter/hexano para-dar um produto cristalino com um p.f. de 181-

A 51nte%e total de Cxclosporlna conforme de&crlto nas Patentes»'

'E'Amer;cana5 4 396 54 e 4 798 8”3 e }evada a cabo usando MeThr,l

A sintese total de Ciclosporina conforme descrita nas Patentes

2o

tos Activos relativos a4 Ciclosporina

feiclofilina (PL) dos Compostos Activos conforme medida no

(¢=0,358 em CHCl3}.
Exemplo 11. Imunossupre o e ligacio g' cic jflllna gg Compob-

 A, ab ela I da evamplos de (1) Qfopopcéé‘da Ligagdo & |

Amcricanas 4.396.542 e 4.798.823 & levada a cabho usando MeVall




e

“lensaic ELISA e (2) a;tividadejimunbssupressorafdo"Cdmpostos

Actiyos‘féiativé:éHCiéloéﬁéfima,_éoﬁfbrme;@édidéhno_enéaib MLR
e exéreséa'cpmo percentagem devaétividade rélativavé CiCléSpd~ .
riﬁari?rbporcép”Imunoséubréssérarou'PI); Out:a explicac§o'do
f §i§$;ficado destes valoré$ $fdoé~mé£§aos éé£é lévar7§ éébé.

estes testes s&o referidos acima.

Tabela 1

IComposto o o : :Vbr_ﬂj - J,bf‘ ‘__; _ﬂ: gé(lbgf)gi(%)ﬂv

e 18

o evafciclosportna o1 al
ji‘c)vtxéilé}g*CiélosporiQa: e P = ;?‘ 1 R et
“ 'é) {8~hidr§xi;ﬁeﬁéu}R*Ciélogpofiné ‘ o S o ~0,3 - 7<1-’
'_f}ﬁ{N;;}?;tkrﬁidroxifMeLeulﬁféiéloéporina - n_:ﬂ : 6:4 o <1:

hj {ﬁéyai}5-éi§iOsp6fiDé‘v W T  ..:, ; : v>‘0147> 5;3
|9 tenigroxioweBnel Ciclosorina 0,35 18]

Ky {MéA1615#CiC1OSpOfiﬁa .  yH'_.; N ‘_ '.. L _0'4' 3,2

My [ & hidroxi-MeLeul®-Ciclosporina .~ . 0,15 2,9




|lcslulas MT4 e a citotoxicidade dos Compostos Activos e da|
jitidos acima. .

“ lcomposte . Citotoxicidade Anti-HIV

{la) tdihidro-MeBmt]!-[y-hidroxi-MeLeul* -

%;32¢mpiot;;”Agtiy;déde antiMHIV_g'ciﬁébeiciéédé dbs Compostos_ "'

ACtivos

Exemplos da actividade dos:CompastosmActivos e daj

Ciclosporina como inibidores da replicacio do HIV-1l nas

IVCiclbspbrina em,ééiﬁlas MT4gSéQ fefefiddsfné,Téﬁéla II. O} . i

significado destes nimeros e 0g métodos apropriadOS'séocdiscu~ ;

 mpela

-Ciclosporina . 1s,3 0,12
B) MeVell-Ciclosorina  s4 o.0u
c)_[Mélle}“;CiC;osporinai TR : ,i 4}5 “""0;656»'
o1 [§-hidroxi-MeLenl¥ -Ciclosporina | 15,5 0,34
ff)_ng;ii;L§;h%arg;i—§e;cﬁ}gﬁciéléspéfiﬁa‘ o :14,0 S b;és”
hj [Mevallf-Ciclosporina 44 0,45

i) [MeOThr]*-{(D)MeAla}®-(Mevall®~Ciclosporina  >10 ~ 0,45

i [8”;hiaroxifﬁésmtI{;CiélOSporina Lol 10,6 . 0,556




o tremal-ciclosporina 82 1,

{SIDA em pacientes assintbméticésAHIprositivos“e‘nojtratamento :

 ja apareceu, =& administracéofdﬁ Composto Activo deveria inver-

L) i;—hidroxifneneu}g—Ciplgsporina : | | 210 0,31
Cigiésporina o  ».7 Hr 8,48 .7-.0;53~.

Oé'Cémp9$§¢$ %ctivo$ §éd;i§di§§QéS éa:a'a3preVéncéo da
de~pacien§85~4ge sofreﬁ-déiéfDA?rNosmpagien#gs.emqu§ § 8155 

ter a deplegio das células T4 associadas com a SIDA, induzir a|

lregress&o de perturbacbes relacionadas com a SIDA, tais como o

sarcoma de Kaposi e reduzir as novas infecc¢des oportunistas.

 ” p§s;e ﬁ§ao; é iﬁ?é#ééo'ﬁfopdréiéna uﬁ.ptoée$So.péré 6:
tratamento e prevencio do sindroma da imunodeficisncia adqui-|
fidg.élégtrés“pérturbaC6eS”brovoéédés'peIO'virus HIV-1 num
paciente ihfectadoeéomiqueﬁerido Virus;-que compreende al-
édmin;stré¢éb ao reférid§ paciéhte de{ﬁma'quantidade efectiva

de um Composton Activeo da invengio. -

.0 Composto Activo pode ser ‘administrado por gqualguer

via convencional, em particular por via entérica, e.qg. por vig




ngi: ;;f.exemélg_ﬁa:forﬁa“dé s0i§¢5e§ éafé_bgbéf; éompfihidés
ou ééﬁsulasvoﬁ_bqg via béreﬁtéfiéa,‘bof‘exeﬁblo na forma dé
$oihgées idjéétéveis Qq 5q5p§ns6e§f,Péla.§ia ihtfavenosa, uma
dOSagemidiéria indicada pode situaffée;ehtré.i'acgo mg/kg, de
p‘rvefrf_{ré‘n:r:ia @_nt'ré' 3 A i0 mg/l(lj @ pela ,vi‘a.bxoral dB 'li a 50

bmg/kg,:de;pfeferéncia_7 a 20 mg/kg. -

LN toxicidade dos Compostos Actives Crarse que & semer
A i os cré .

lhante & da Ciclosporina. Como os Compostos Activas n&o sao

llimunossupressores, evitam-se certos efeitcas secundarios. da

Cicloaperine relacionados com d imuncesepssasko. Contuds.|
”bﬁﬁtdsféfé;téélse?@ﬁdéfibé:éésobiados:éomféiCigiéépé?%ﬁé;'ém"
‘particuié; é7ﬁéfrq&bxicidadé eom uéo po}:lafgd:beribdo;'éode'“
trax;(b‘égbﬂl 5&41 'ic!.‘:}tj(){..‘ iv‘dda dtltir Compostos AcL-i-w,)::j-.ll ey |
‘é§ f5rmu1aQ6es géléni&aéhpfeferidés.para OS‘CDMPQSCOS
V.Aétiyésfinplqem_asuque §e baéeiam emﬂmicgoémul$6és,fbbhformev
desczlrasno Pedido de ga;'é.n"c'é' Brltanlra 2 ZZZ";'7:'70A,‘, '.'ézt;e‘
iﬁdlui'fo@mas tépicaé'é'orais;vﬁambém'formas otais'é
injéctéveis obtidas 6as-solugéésrsélidasvguevcompieendem umi
vmonoésce; dai;aC$;id;”devéeid§:ggfdo}.é.g. mbgo;aq;gté de
saca:pSe,:Qéoﬁfqrme‘descfifaé'né  Eedidb>de §atén£é :Bfitanica
_3 ?09,67iA!:A$_‘form§$ §é unidad¢ d§”quagemuabfapriadas’:péfg




administragfo oral compresndem . .e,

Exemplo de formulacao A;
Vf;ProdthjdorEx. 1

‘lgﬁlicofﬁrol:75

 igliel miz

Cremofor RH40

Alfa-tocoferol

Exemplo de

,ngbduté_ﬁe EXLii'”.””
"Tépféglicél""
Captex'800v

Nikkol HCO-40

~{Exemplo de formulacgio C:

Produto.do. Ex. 1
Glicoturol 75
. Migliol 812

. Cremofor RH 40

g

formulagcao BiY o e

Loode 2

_f8util~h;droxiF551ueho_QBQT) '

Sva 200 mg de'CombOSf

0 mg
ns

Cmg

6 mg

w0y

ng

Py

mg
mg -
H. mg »fiﬂ




- Butil-hidroxi-anisol (BHA)} 0,2 mg

Ekemplo gé.formulagéqlgé
- vffaéﬁfé‘dduExQn1:1:  L : -:' 10;O”mg‘.>
HfMifiﬁéii ;;”“H ' 'i"  “ H .:.   'é;§ m§ _.

‘fA}fﬁ*fméoferol" S ,v’, 7 Oélmmé,”u,xﬂ.g;

lho Pedide. de Patente 2 Brlténlga . 2 .._222, 77 0 l. cuio  cortends af{U l

se incorpora por referéncia.
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REIVINDICACORTS:

la.~ Processo’ para a prepragao de c1c?osporlnas de formuia

gerai J: ’

' ‘ W*XMR—Y~Z—Q—A1a (D)Ala MeLeu MeLeu*MeVal
1203 4 506 T T s e

,hamqual : LTI T

W significa MeBmt, di- hldro~MeBmt ou’ a8 —h1drox1»MeBmt,

X f51gn1£lca(xAbu val ‘Thr, Nva ou MeOThr,

R significa Sar ou (D) -MeAla; ,

Y SLgnlflca MeLeu,\{%hldrox1 MeLeu, Meile MeVal MeThr,_'
MeAla Mealle ou: MeaThr,vg ' :

o 7. sxgnlflca Val “Leu; MeVai ou MeLeu,”e

.7iiQ;

» 51gn1f1ca MaLeu,%’kmdrox1~McLeu our MeA1a, : ‘ _
:gcontanto gquey s quando Y waignificax MuL;u, entéo oIt S A
significa Meval ou MeLeu ou W significa 8° —hldrox1*MeBmt,.
caracterizado pelo facto de compreender as operagbes: que5
m chs3stem em cultivar a estlrpe do fungo - DSM 6627 num.
“meio. nutrltlvo e zaoiar o produto do caldo de fermentaan.“

2a. Processo para a 'pfepafa¢éo de Ciclbspofinas' qur'
'“poqqnpm Hm cmt mals resuduos . ﬂév-.v wh.Ldrox1~MeLeu,
, 00051stem en cultlvar a estlrp@ do fungo DSM 6182 num meio
nutritivo, ad1c1onar uma ~ciclosporina gue possui  um ou
mails residuos MeLeu e isolar -0 produto do. caldo de
Cfermentagdo. I Ve DT I ‘

3a. Procesao g ééiivarnrdo : ¢6m ' a'  rexv;nd1ca¢ao , 1)”
caracterlzado pelo facto de, como produto final, se obter
um composto de férmula I '




.-+fwf-Xf~Sar~Y\~Zf—MeLeu~Ala¥(D)Ala«MeLeuaMeLeu4MeVa1w~:*
12 3 4% 6 7.8 0 9 10 11

na qual”

W' significa MeBmt ou di~hidro MeBmt:

X".SLgnlflcao(Abu ou Nva,f' : . S
Y significa ( hldrOXL MeLeu, MeVal MeThr ou MeIle,ve

2" - significa val quMeVal :

.4a. Processo de acordo conm: qualquen daS;reiyiuﬂiCa¢6es
nterlores caracLerlzado pelo facto de,como produto
flnal se obter um composto de fozmula geral 1T '

W =X=R=Y-2~-MeLeu-Ala~(D}Ala-MeLeu~ ~MeLeu- MeVal«~ﬂ'

>-_g_'1{_2 345 6 7 8 9 o 10 o

s na qual . : T

L Q31gn1flca MeBmt ou di-hidro- MeBmt,u'ff3”:'

X sugmflca Nbu Val Thr; Nva cu MeOThr;

"R significa. Sar ou (D)-MeAla; o S

¥y significaMeLéu,.Q@hidroxi—MeLeu,,MeIle,’MeVal;MeThr,

;e

MeAla, Meaile ou MecaThr
Z significa Val,-Leu, MeVal "ou MeLeu; com a condigao de
quet , e s .

1) quando Y 51gn1flca MeLeu ou MeAla, VA 51gn1f1ca MeVal ou

‘MeLeu: e

2)  quando W significa MéBmtf‘ R significa Sar e Y |

rvSignlflca,,@Ghidrox;-MeLeu, entdio 2 ¢ difrente de Val.

S Ba. Processo  de  -acordo _com_ . a re1v1nd1ca¢ao- 4,
»-caraéterizadofpelo facto ‘de, como produto final, se obter
um-composto de férmula II° R
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SRS A o Abu-Sar=Y" -2 -MeLsu-Ala- (D) Al a,—MeLed -Me-ieru-—Mera i —

|

” na qual

wW> significa MeBmt ou di- hldro Meﬁmt,;

IN

oy 51gn1f3ca{’ hldroxw»MeLeu, Meval, MeThr ou MeIle, e
- S

: 81qnlflca Val ou.MeVal:

~contanto que, guando W’ 81gnifica'MeBmt, Y& diferente
& deﬁfu?hidroxi~MeLeu;“j'

6a Processo de acordo com- qualquer das réivindica¢6es
anterlores, ‘caracterizado  pclo facto de, como  produte |

,’f;na; se obter um dos segulntes compostoo'_

~hldrox1 MeLeu]4—01010$por1na

'”[Mean]5—01ciospor1na : g
ae —hldrox1~MeLeu}-~c1clospor1na,'"
'vaa 2z g’hldrox1 MeLeu} wc1c]osporma

_MeOThr{ ~I D)MeAJa}3 {MeVai] ~01clospor1na,_

[8™~hidroxi- MeBmt]l—clclospor;na e
b/hl droxi- -MeTLieu] 9—cic_lospor ira.

A Processo de acordo com quanuer das re11ndwcacoes 1 &

' 5 “caracterizado pelo facto de, se preparar um composto'db 

grupo formado por

fdi- h1dro~MeBmt b/ hxdrox1~MeLeu} ~CLcLospor1na,’
‘{MeVa1] *CiClOSpOflnd
',[MeIio]4—clclO°por1na,_

»{MeThrI —01clospor1na




wvai?- [ fhidroxi- Me'Léu‘.vll;f:c:i'clos:pt:»rinaﬂf o |
[ f~hidroxi-MeLeu] ~Id/~hidroxi¥MeLeu}6-éiclosporina
(MeVal}5~c1clospor1na e ‘ ’
-~MeOThrl“mt(D)MeAlal ﬂiMeVa1]5"CLclospQrina,

8a. Cultura pura da estlrpe do’ fungo com o niumero de:

’acesso da Colec¢ao Alema de Mchorganlsmos DEM 6182,

'9a, Cultura da estlrpe do fungo com o numero de acesso da
Colecgdo Alema de Mlcrorganxsmos DSM 6627 5

'loa.., PrOCeSSO para a preparaQéo “de  composigses |

farmaceutlcas para “o txatamento,‘e a - prevengdo - de

:~pertu&ba¢oes ,pxovocadas Tpor v1rus em seres humanos;5ﬂv
: 1nclu1ndo o v1rus HIV 1 caracterlzado pelo facto de sé'“‘ _
.;.mlbLurar pelo menos uma c1clospor1na preparada de acordop,T.,

wa"7 como - 1ngred1en,

: actlvo c,om as. Subst ncnaq vmm]lares aproprladas.

miléﬂlb.érocésébﬁ{ para - o = tratamento  terapéutico Sou
v profllactlco  :d pertuba¢oes < provocadas por v1rus :
'lnclulndo 6 HIV~ l em  Seres: humanos, caracterizado pelo
facto de se administrar aos pacxentes que pxeplbdm‘esse.
Lrat amento uma dosagem didria duma ciclosporina de acordo
com qualquer das re1v1nd1ca¢oes “I'"'a 8 de ‘preferéncia
~compreendida entre cerca de 1 e 20mg/Kg de peso corporal
no caso de a admlnlstlaqéo se fazer por v1a 1ntravenosa e
Centre cerca de lmg e 50mg/Kg de peso corporal no caso de a
admvnxstracao se. Fazer por.-via oral.
Lisboa, 31 de Outubro,de.lQQL

A) Agente Oficial da Proprledade Industrlal

“—’W-“[\/AMMM&

me il VRS TTEDA mwzm e ﬁmerfccda S:tva Garvam
Ad}UPtO . 8 : S Agme Oficial- dg Prapriodads [ndistrief
: Bua Marqués de Fronteirs, N2 127 . 9o

- OOUSROA Tals,3677973.3877458
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