INSTTUTO NACIONAL
(19)  DAFOPREDADE INDUSTRIAL

PorTuoAL

(11) Ndmero de Publicagao: PT 87868 B

(51) Classificagdo intemacional: (Ed. 5)
CO7K005/02 A A61K037/64 B

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de depésito: 1988.06.29 (73) Titular(es):
PFIZER INC.
235 EAST 42ND STREET NEW YORK, N.Y. 10017
(30) Prioridade: 1987.07.01 US 068992 us
(43) Data de publicagdo do pedido: (72) Inventor{es):
1989.06.30 DENNIS J. HOOVER us
ROBERT L. ROSATI us

(45) Data e BP! da concess#o:
08/94 1994.08.18

(74) Mandatério(s):
JORGE BARBOSA PEREIRA DA CRUZ

RUA DE VITOR CORDON 10-A 3/AND. 1200 LISBOA
PT

(54) Epigrafe: PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE POLOPEPTIDEOS CONTENDO HOMOCICLOSTATINA E
CICLOSTATINAUTEIS COMO AGENTES ANTI-HIPERTENSIVOS

(57) Resumo:

[Fig |



DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENCAO

N.2 87 868

REQUERENTE: PFIZER INC.,norte-americana,industrial, com
sede em 235 East 42nd Street, New York,Estg

dos Unidos da América do Norte.

EPIGRAFE: " PROCESSO PARA A PREPARAGCAO DE POLIPEPTI -
DEOS CONTENDO HOMOCICLOSTATINA E CICLOSTA
TINA UTEIS COMO AGENTES ANTI-HIPERTENSI-
vos *

INVENTORES:  Dpennis Jay Hoover e Robert Louis Rosati.

Reivindica¢do do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convengdo de Paris
de 20 de Margo de 1883.

Estados Unidos da América do Norte, em O1
de Julho de 1987, sob o n®. 068,992.

INPI. MOD. 113 RF 16732



MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

O presente invento diz respeito a um pro-
Cesso para a preparagao de polipeptideos e de seus derivados
contendo homociclostatina e ciclostatina os quais sdo uteis
para a inibigdo da acgdo de clivagem de angiotensinogénio pe-

la enzima renina.

Os compostos preparados de acordo com o

invento apresentam a fdrmula geral

PFIZER INC.

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE POLIPEPTIDEOS CONTENDO HOMOCI-
CLOSTATINA E CICLOSTATINA UTEIS COMO AGENTES ANTI-HIPERTEN-
SIVOoSs"
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em que X é H, OCH3 ou OH; R é alquilo Cl—CS' imidalol-4-ilme-

tilo ou metiltiometilo; n é 0 ou 1: Ry é amino, alquil Ci1-Cq-
-amino, alcoxi Cl—C3 ou Z2-alcoxi Cl—C3—carbonilpirrolidin—l—
-ilo; e R2 € alquilo C3—C4, vCHZCH(Cl)=CH2, —CHZCH=CH—CH2 3
-(CH, ) /NH,, -CH,CH(Br )=CH,, -CH,CH=CHCl, -CH,CH= (CH,)

2 2
—CHZCH=CHCH3 ou -CH,C=CH.
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O processo de preparagdo consiste, por
exemplo, mra se formar uma ligag¢do amida, C(O)N, por acopla-

mento com desidratacdo entre os dois compostos seguintes:
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Este pedido € uma continuacdo em parte do
pedido copendente No. de Série 068992, de 1 de Julho de 1987.

Este invento diz respeito a novos poli-
peptideos uteis contendo homociclostatina e ciclostatina e

agentes antihipertensivos.

A enzima renina proteolitica, que tem um
peso molecular de cerca de 40.000, é produzida e segregada
no sangue pelo rim. Conhece-se como sendo activa in vivo na
aderéncia de glicoproteina angiotensinogene de ocorréncia
natural no plasma, no caso de angiotensinogene humano na li-
gagao entre os residuos aminodcidos leucina (1092) e valina

(112) no extremo N-terminal do angiotensinogene:
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Ile-His-Ser-Glu-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

O decapeptideo N-terminal de circulacgdo (angiotensina I) for-
mado pela acgdo anterior de aderéncia da resina € subsequen-
temente partido pelo corpo num octapeptideo conhecido como
angiotensina II. A angiotensina II é conhecida como sendo
uma substancia de compressido potente, i.e. uma substancia que
é capaz de induzir um aumento significante na pressio san-
guinea e acredita-se que actua originando a contraccdo dos
vasos sanguineos e a libertagdo da hormona aldosterona reten-
tora do sdédio da glandula adrenal. Assim, o sistema renina-
-angiotensinogene tem sido implicado como um factor causador
em certas formas de hipertensdo e falhas congestivas do cora-

¢ao.

Um meio de aliviar os efeitos adversos
do funcionamento do sistema renina-angiotensinogene é a admi-
nistragdo de uma substdncia capaz de inibicdo da acgdo de
aderéncia angiotensinogene da resina. Um numero de tais subs-
tdncias sabe-se incluir anticorpos antirenina, pepstatina e

compostos fosfolipidos de ocorréncia natural. A aplicacdo da
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Patente Europeia N2. 45665 (publicada em 2 de Fevereiro de
1982) divulga uma série de derivados polipeptideos inibido-

res da renina de fdrmula
X~Y-Pro-Phe-His-A-B-Z-W

na qual X pode ser hidrogénio ou um grupo amino protector,
Y pode estar ausente, B € um residuo amino dcido lipofilico,
Z € um residuo amino dcido aromdtico, W pode ser hidroxil e

A pode ser, inter alia,

Rl R2 0

[ 1 ”

—NH—CH—CH—CHZ—CH—C—

OH

1 2 . o . o
sendo cada um de R™ e R uma cadeia ramificada lipofilica ou
aromatica. De acordo com as definigdes apresentadas nesta
aplicagado publicada da patente, ndo esta contemplado que quer

A ou Z possam ser estatina ou que B possa ser lisina.

A Aplicagao da Patente Europeia No.
77028A (publicada em 20 de Abril de 1983) divulga uma série
de compostos polipeptideos inibidores de renina tendo um re—
siduo derivado de estatina ndo terminal ou de estatina. In-
cluidos dentro desta série estdo os compostos tendo uma se-

guéncia fenilalanina-histidina.

A Aplicacao da Patente Europeia 1323047
também divulga o uso de polipeptideos contendo estatina como
agentes antihipertensivos inibidores da renina, e a Aplica-
¢ao da Patente Europeia 114993A divulga polipeptideos conten-
do ciclostatina, uUteis como agentes antihipertensivos inibi-

dores de renina.

Os novos peptideos do presente invento

sao da fdrmula
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e um seu sal farmacéuticamente aceitdvel em que X é hidrogé-
nio, metoxi ou hidroxi; R € alquil de um a seis dtomos de
carbono, imidazol-4-ilmetil ou metiltiometil: n é um inteiro
de 0 ou 1; Rl € amino, algquilamino de um a cinco atomos de
carbono, alcoxi de um a trés dtomos de carbono ou 2-alcoxi-
carbonilpirrolidina-1-il, tendo o referido alcoxi de um a
trés dtomos de carbono; e R, € alguil tendo de trés a quatro
dtomos de carbono; -CH.CH(C1l)=CH -CH,CH=CHCH.N ~-(CH,) ,NH

2 2’ 2 23" 2°472

—CHZCH(Br)=CH2, —CHZCH=CHC1, —CHZCH=C(CH3)2, —CHZCH=CHCH3 ou
—CH2C=CH.

Um grupo preferido de compostos & aquele
em que X € hidrogénio e R é alquil tendo trés a quatro &to-
mos de carbono. Especialmente preferidos neste grupo sdo os
compostos onde R € n-butil, n é 1, Ry é metilamino e R, é
i-butil, onde R é n-butil, n é 0 e Rl ¢ metoxi, onde R é n-
-butil, n é 0 e Ry € 2-metilbutilamino e onde R & n-butil,

n € 0 e R, é 2-metoxicarbonilpirrolidina-1-il.

Um segundo grupo de compostos preferidos
sao aqueles onde X é hidrogénio e R € imidazol-4-ilmetil. Es-

pecialmente preferidos dentro deste grupo sdo os compostos




onde n é 1, Ry é metilamino e R, € i-butil, onde n é 0 e Ry

é metilamino e onde n éoe Rl é metoxi.

Um terceiro grupo de compostos preferi-
dos sdo aqueles onde X é hidrogénio, R € alquil tendo trés
a quatro atomos de carbono e n é 1. Especialmente preferi-
dos dentro deste grupo € o composto onde Rl é metilamino e

R2 € -CH,CH(Cl)=CH

2 2°

Um quarto grupo de compostos preferidos
sdao aqueles onde X é hidrogénio, n é 0 e R, € alcoxi tendo
um a trés dtomos de carbono. Especialmente preferido dentro
deste grupo € o composto onde Ry € metoxi e R € metiltiome-

til.

O presente invento também inclui um mé-
todo para o tratamento de hipertens3o num mamifero o qual com-
preende o tratamento do referido mamifero com uma guantidade
antihipertensiva eficaz de um composto do presente invento,
€ uma composigdo farmacéutica compreendendo uma quantidade
antihipertensiva eficaz de um composto do presente invento

€ um suporte ou diluente farmacéuticamente aceitavel.

Como préviamente indicado, o presente in-
vento diz respeito a sais farmacéuticamente aceitdveis dos
compostos bioldgicamente activos. Tais sais sdo aqueles que
sdo ndo tdxicos nas doses administradas. Uma vez gue os com-
postos do invento podem conter grupos bdsicos, sao possiveis
sais acidos de adicdo. Sais &dcidos de adigao farmacéutica-
mente aceitdveis incluem e.g. os sais cloreto, brometo, iode-
to, sulfato, bissulfato, fosfato, fosfato acido, acetato,
lactato, maleato, mesilato, fumarato, Citrato, citrato acido,

tartarato, bitartarato, succinato, gluconato e sacarato.

No interesse da brevidade, o nome abre-
viado vulgarmente aceite dos amino dcidos individuais foi em-

pregado onde possivel. Por exemplo, o amino dcido fenilala-
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nina é abreviado como Phe, histidina como His, lisina como
Lis, e norleucina como Nle, etc. O grupo de protecc¢do amino
t-butoxicarbonil é abreviado como Boc, benziloxicarbonil co-
mo CBZ e N-t-butoxicarbonil na imidazol de histidina como

imBoc.

A ciclostatina e homociclostatina, que

contem mais um dtomo de carbono na estrutura, s3o de fdrmula

Cco-

Ot
o ]
Ounti
o o

Estas estruturas sdo abreviadas como

C-Sta e homo-C-Sta, respectivamente.

Todo o amino acido natural contido nas
estruturas dos compostos neste momento reivindicadas si3io da
configuracgdo L, a configuragdo que ocorre naturalmente, a

menos gue de outro modo observado.

Além disso, o presente invento inclui

compostos da fdrmula
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onde Z é RS—(A)m—(B)p— onde R. € (Cl—C Jalcoxi, (Cl—C4)alquil—

5 4
amino di(Cl—C4)—alquilamino, hidroxi(Cl—C
(Cl—C4)alcox1 COCH,N(CHg

no, 4-metilpiperazino, tiomorfolino, sulfodxido de tiomorfo-

4)alquilamino,

)-, morfolino, piperidino, piperazi-

lino, sulfona de tiomorfolino, 3-oxomorfolino, 3,5-dioxomor-
folino, 4-(C1-C4)alcanoilpiperazino, 4—(Cl—C4)alcoxicarbo—

nilpiperazino, ester de N—proline(Cl-C4)alquil ou alcoxi(Cl—C4)

. . . =0 .
alquilamino; A e C=0, P\\\ ou SOZ; B e NH ou O; me p
OCH

530 cada um 0 ou 1;

,

M e fenil, benzil ou naftil;
o

R, € alquil de um a cinco atomos de car-
bono, alquilticalquil de dois a quatro carbonos, alcoxialquil
de dois a quatro carbonos, alquilsulfonilalquil de dois a
quatro carbonos, alquilsulfinilalquil de dois a quatro car-
bonos, imidazol-4-ilmetil;

Y € t-butil, fenil, i-propil ou ciclohe-
xil:

W é C=0 ou C(H)I'I'I|OH;

Rg é (Cl—Cs)alquil, (C6—C8)cicloalquil—
alquil, 4-aminobutil, CHZC(Cl)=CH CHZC(Br)=CH2 ou

CH,CH=CH-CH,N

2 ’
2 2N37 €

R, € alcoxi tendo um a quatro dtomos de
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carbono, alquilamino tendo um a quatro dtomos de carbono,
aminoalquilamino tendo dois a cinco dtomos de carbono, tri-
fluoroetilamino, carboxi(Cl—C4)alquilamino, amino, di(Cl—C4)—
alquilamino ou alilamino, com a condicdo de gque quando m é 0,

e

p € 0 e quando B é 0, A é C=0.

Os compostos deste invento apresentam ac-
tividade antihipertensiva in vivo em mamiferos, incluindo
seres humanos. Pelo menos uma porcdo substancial desta ac-
tividade provem da sua capacidade para inibir a transferén-
cia de angiotensinogene por renina. Embora nio desejemos ser
limitados ao mecanismo da teoria seguinte, & provdavel que o
mecanismo da actividade de inibic3o da renina dos compostos
do invento seja a sua ligacdo selectiva (quando comparada
com angiotensinogene) para a renina. Os compostos do inven-
to exibem uma actividade de enzima inibidora que é seleccio-
nada para a renina. Por causa dos seus baixos pesos molecu-
lares eles exibem caracteristicas de solubilidade favordveis
em meio aquoso, formando assim possivel a administragdo ora,
e podem ser sintetizados a um custo comercialmente realisti-
co. Os compostos do presente invento s3o também iteis con-

tra falha congestiva do coracio.

Os compostos do invento podem ser prepa-
rados por métodos familiares aos especialistas da arte. A
sub-unidade bdsica da sintese guimica preferida € a acilacido
do grupo alfa-amino ndo protegido do residuo amino dcido com
um amino dcido tendo uma funcdo carboxilica activada (para
fins de acilagdo) e um grupo de protecgdo apropriado ligado
ao seu prdprio alfa-azoto para formar uma ligacdo peptideo
entre os dois residuos amino dcido, seguido pela remogdo do
referido grupo de protecgdoc. A sub-unidade de sintese da 1li-
gagdo-desbloqueio é efectuada repetidamente para aumentar o
polipeptideo, partindo do extremo C-terminal como aqui des-
crito. Os amino dcidos utilizados para sintetizar os compos-
tos do presente invento s3o comercialmente disponiveis (como

dcidos livre, sais ou ésteres, etc.) em ambas as formas alfa-
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-amino protegido e alfa-amino ndo pretegida.

A actividade dos compostos do presente
invento como inibidores da actividade de aderéncia angioten-
sinogene da renina pode ser determinada estudando a sua capa-
cidade para inibir a actividade de aderéncia angiotensinoge-

ne da renina in vitro.

Os compostos do presente invento podem
ser administrados como agentes antihipertensivos quer pelas
vias de administragdo oral ou parenteral, sendo a primeira
a preferida por razdes de conveniéncia e conforto do doente.
Em geral, estes compostos antihipertensivos sdo normalmente
administrados oralmente com uma dosagem que vai de cerca de
0,5 mg a cerca de 50 mg por kg de peso do corpo por dia e
0,1 mg a cerca de 5 mg por kg de peso do corpo por dia gquan-
do administradas parenteralmente, ocorrerdo necessariamente
variacbées dependendo das condicdes do sujeito a ser tratado
e do composto particular a ser administrado. Tipicamente,
© tratamento comeca com uma dose diaria baixa e € aumentada
pelo médico se necessario. Deve notar-se que estes compos-
tos podem ser administrados em combinacdo com suportes far-
macéuticamente aceitdveis por qualquer das vias préviamente
indicadas, e que tal administracdo pode ser efectuada em am-

bas as dosagens simples e miltiplas.

Os novos compostos do invento podem ser
oralmente administrados numa ampla variedade de formas de do-
sagem, i.e., eles podem ser formulados com ‘varios suportes
inertes farmacéuticamente aceitdveis na forma de pastilhas,
cdpsulas, rebucados, trociscos, bombons duros, pds, atomiza-
¢Oes, suspensdes aquosas, elixires, xaropes e andlogos. Tais
suportes incluem diluentes ou agentes de enchimento s6lidos,
maios aquosos estéreis e vdrios solventes organicos ndo tdxi-
cos, etc. Além disso, tais formulagdes farmacéuticas orais
podem ser apropriadamente adocicadas e/ou aromatizadas por

meio de vdrios agentes do tipo vulgarmente empregado para tais




-11-

\
|} ‘\ /

fins. Em geral, os compostos deste invento estdo presentes
em formas de dosagem oral que os niveis de concentracdo va-
riam de cerca de 0,5% a cerca de 90% em peso da composicéo
total, em gquantidades que s3o suficientes para fornecer as

desejadas unidades de dosagem.

Para fins de administracio ora, as pas-
tilhas contendo vdrios excipientes tal como citrato de sddio,
carbonato de cdlcio e fosfato de cdlcio podem ser empregadas
juntamente com vdrios desintegrantes |, desintegrantes tal
como amido e de preferéncia amido da batata ou tapioca, acido
alginico e certo silicato complexo, juntamente com agentes
ligantes tal como polivinilpirrolidona, sacarose, gelatina
e acacia. Adicionalmente, agentes lubrificantes tal como es-
tearato de magnésio, lauril sulfato de sddio e talco sdo com-
posigdes de um tipo andlogo que podem também ser empregues
como agentes de enchimento em capsulas cheias de gelatina
mole ou dura; incluidos estdo a lactose ou agucar do leite
bem como polietileno glicdis de alto peso molecular. Quando
suspensdes aquosas e/ou elixires sio desejados para adminis-
tragao oral o seu ingrediente activo esséncial pode ser com-
binado com vdrios agentes de adogamento ou aromatizacgdo, ma-
téria corante ou corantes €, se assim o desejarmos, emulsifi-
cagdd e/ou como agua, etanol, propielno glicol, glicerina e

vdrias suas combinacdes.

Os exemplos seguintes ilustram o invento
mas ndo devem ser entendidos como limitado o mesmo. A cro-
matografia liquida de alta resolugcdo (HPLC) foi efectuada com
as condicgodes seguinteé: deteccdo 214 nm, coluna 4,6x250 nm
Dupont zorbax C-8 com 1,5 ml/min. Os sistemas TLC s3o abre-
viados como se segue: Sistema A = acetato de etil-hexano,
respectivamente, na proporcao indicada, sobre silica; Siste-
ma B = éter-hexano, respectivamente, na propor¢do indicada,
sobre silica: Sistema C =18/2/1 HCC13—EtOH—HOAc sobre silica:

Sistema D = 9:2:1 clorofdrmio-etanol-dcido acético.
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EXEMPLO 1

MorfolinocarbonilPheHis-2-isobutilhomo-C—-Sta

N-metilamida (X = H, n=1, R = imidazol-4-il-

metil, Ry = NHCHj e R, = CH,CH(CHy),)

3

A. €ster di-t-butoxicarbonil histidina benzilico

Dissolvemos Nx—t—Boc—Nv—Boc—L—histidina
(113,4 g) em 800 ml de dimetilformamida seca e a solugdo agi-
tada foi tratada a 09C com 43,9 g de carbonato de potdssio
anidro e 37,8 ml de brometo de benzil. A mistura foi agita-
da num banho de gelo o qual foi permitido atingir 20°c duran-
te a noite. A suspensdo foi filtrada através de Celite a
qual foi lavada com éter, os filtrados foram concentrados e
o residuo dissolvido em 700 ml de acetato de etil. Esta so-
lugao foi lavada com 2x200 ml de cloreto de litio aguoso 1M,
100 ml de cloreto de litio aquoso 4M, 2x100 ml de solugdo de
hidroxido de sddio 1N, dgua, dgua salgada, seca sobre sulfa-
to de magnésio e concentrada originando um sdlido oleoso o
qual foi vigorosamente agitado com 500 ml de hexanos. O sdé-
lido filtrado foi lavado a 25°C com 2x100 ml de hexano e seco
originando 120,5 g (85,5%) da substdncia em epigrafe como um

sélido incolor, m.p. 97-99,5°, Z-alfa_7gs -6,4°

(c=1,009, CHClB), TLC R; 0,35 em acetato de etil-hexano 1:1.
O material recristalizou duas vezes a partir de acetato de
etil-hexano 1:4 apresentou m.p. 99-106°C e Z_alfa_7g3— 6,6°

(c=1,25, CHCl,).

B. Cloreto de éster histidina benzilico

O produto do Exemplo 1A foi dissolvido
numa solugdo de 56 g de dcido cloridrico anidro em 400 ml de
p-dioxano. A suspensdo foi agitada a 25°C durante 24 horas.

A mistura foi concentrada, o residuo lavado com trés porgoes
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de éter no funil e seco a 56°C. in vacuo durante 10 horas
originando 69,5 g de um sdélido incolor, Z—alfa_7§5 + 6,4O
(c=2,865, MeOH) (assinalado em, Org. Prep. Proc. Int'l. 1970,
255, /Talfa_7, = 6,54°).

C. Ester morfolinocarbonilPheHis benzilico

O produto do Exemplo 1B (1,37 g) foi dis-
solvido em 5 ml de diclorometano, arrefecido a 0°C e trata-
do sequéncialmente ccm 555 fl (1,0 equiv.) de trietilamina,
1,21 g (1,05 equiv.) de morfolinocarbonilPhe, 928 mg de hi-
drato de hidroxibenzotriazol e 780 mg de diciclohexilcarbo-
diimida. Esta mistura foi agitada num banho de gelo o qual
se deixou atingir 20°C durante a noite. A mistura foi fil-
trada, os sdlidos lavados com diclorometano e os filtrados
foram lavados com solucdo de hidrdxido de sddic 1IN (2x), bi-
carbonato aquoso, agua salgada, secasobre sulfato de magné-
sio e concentrada originando 1,8 g de um sdlido amarelo cla-
ro foi digerida com €ter e seca para obtermos 1,68 g (67%)

da substdncia em epigrafe como um sdlido amarelo.

D. Ester morfolinocarbonilPheHis (imBoc )benzilico

O produto do Exemplo 1C (1,68 g) foi dis-
solvido em 30 ml de p-dioxano e 15 ml de dgua e o pH foi su-
bido para 11 por adig¢do de solucdo de hidrdxido de sédio 1N.
Juntamos di-t-butildicarbonato (850 Pl) e o pH foi mantido
entre 9 e 11 com adigdo de base. Apds 45 minutos juntamos
mais 450 Pl de di-t-butildicarbonato e o pH foi mantido pro-
ximo de 10,5. Apds o total de 1,5 horas, o pH foi ajustado
a 5 com acido cloridrico 1IN, a mistura foi parcialmente con-
centrada para remover o p-dioxano e a solugdo foi extraida
com acetato de etil (4x100 ml). O conjunto das camadas orga-
nicas foi lavado com solucdo de hidrdxido de sddio 1N, bicar-

bonato aquoso, seco sobre sulfato de s3dio e concentrado ob-
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tendo 1,85 g de uma espuma oleosa a qual foi cromatografada
sobre 60 g de silica eluindo com 2%, 4%, 6% e 8% de etanol
em diclorometano, originando apds concentragao das fraccgdes
apropriadas 1,05 g da substdncia em epigrafe como uma espuma

amarelo pdlida, TLC Rf 0,13 em acetato de etilo.

E. MorfolinocarbonilPheHis (imBoc)

Uma solucao de 485 mg do produto do Exem-
plo 1D em 25 ml de metanol-dcido acético 10:1 foi agitada com
200 mg de Pd/C 10% durante 30 minutos a 50 p.s.1i. de pressio
de hidrogénio. A mistura foi filtrada através de Celite a
qual foi lavada com metanol-dcido acético, os filtrados con-
centrados, o residuo co-evaporado com éter e seco originando
361 mg (87%) da substdncia em epigrafe, Re 0,25 em clorofdr-
mio-etanol-dcido acético 18:2:1, como uma espuma guase bran-

Ca.

F. MorfolinocarbonilPheHis (imBoc )=2—-i-

-butilhomo-C-Sta lactona

Uma solugdo de 213 mg de cloreto de 2-
-isobutilhomo-C-Sta lactona (EPO Publication No. 0212903(A2)
em 1,5 ml de diclorometano foi tratada sequéncialmente a Ooc,
com 126 Pl de trietilamina, 361 mg do produto do Exemplo 1E,
161 mg de l-hidroxibenzotriazol e 144 mg de diciclohexilcar-
bodiimida. A mistura foi agitada durante a noite em cujo
tempo a temperatura subiu para 20°%. a mistura foi filtrada,
© precipitado lavado com diclorometano, os filtrados concen-
trados, e o residuo dissolvido em acetato de etil. Apds ser
agitada durante 15 minutos, a suspensao resultante foi fil-
trada, e o filtrado foi lavado com solugdao do hidrdxido de
sédio 1N (2x), dgua salgada, seca sobre sulfato de magnésio
€ concentrada originando 754 mg de uma espuma quase branca a
qual foi cromatografada sobre 35 g de silica empacotada em
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0,5% de etanol-diclorometano. A coluna foi eluida com 0,5%,
1%, 2% e 4% de etanol-diclorometano e as fracgdes apropria-
das foram concentradas originando 396 mg (74%) da substancia

em epigrafe como uma espuma incolor, TLC R_. 0,63 em 18/2/1

f
de clorofdrmio-etanol-dcido acético.

G. MorfolinocarbonilPheHis-2-i-butilhomo-

~-C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 1F (361 mg) foi dis-
solvido em metanol (3 ml) e a solucdo resultante foi satura-
da a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e a so-
lugdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos. O
solvente e metilamina em excesso foram removidos a pressao re-
duzida e o pd resultante foi cromatografado sobre 20 g de
silica empacotada em 4% de etanol-diclorometano. A coluna
foi eluida com 600 ml cada de 4%, 6%, 12% e 15% de etanol-
-diclorometano. A concentracdo das fracgoes apropriadas ori-
ginou 296 mg (84%) da substdncia em epigrafe como um pé in-
color, HPLC em 50/50 acetonitrilo-tampdo 3,23 minutos.

1H RMN (DMSO—dG, 300 mHz, é;,ppm, parcial)
0,86 e 0,90 (d, total 6H), 0,97-1,80 (m, ca. 15H total), 2,40
(pardbola no pico DMSO), 2,51 (d, NCH3), 2,66-3,0 (m, ca. 4H),
3,0-3,72 (m), 4,15 (m, 1H), 4,37 (m, 1H), 6,80 e 7,50 (s, 1H
e a imidazolil CH), 7,60 e 8,47 (m, 1H ea). FAB-MS / tiogli-
cerol, m/e (intensidade relativas) /, 233 (39), 250 (14),

261 (16), 283 (17), 405 (10), 642 (16), 696 (100, MY ), 697
(47), 698 (14).

’
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EXEMPLO 2

MorfolinocarbonilPheNle—2—i—butilhomo—

C-Sta N-metilamida (X = H, n=1, R = n-C_H

479"

’

R, = NHCH

1 R, = -CH,CH(CH

3 € % 2 3)

2)

A. MorfolinocarbonilPheNle-2-i-butilhomo-

C-Sta lactona

De acordo com o processo geral para pre-
paragcao e purificagdo do produto do Exemplo 1F (substituindo
H por Nle), 52 mg de cloreto de 2-isobutil-homo-C-Sta lacto-
na foram dissolvidas em 0,5 ml de diclorometanoc e tratadas
com 34 ul de trietilamina, 67 mg de morfolino-carbonilPheNle,
39 mg de HBT e 35 mg de DCC. Apds reac¢do analoga e isola-
mento (a cromatografia ndo era necessdria neste caso), 103 mg
da substdncia em epigrafe foi isolada na forma de uma espuma

incolor, TLC R_. 0,69 em 18/2/1 HCCl

£ -etanol-HOAC.

3

B. MorfolinocarbonilPheNle-2-i-butilhomo-

C-Sta N-metilamida

De acordo com o processo para preparacao
e purificagdo do produto do Exemplo 1G, 102 mg do produto do
Exemplo 2A originou 77 mg (72%) da substincia em epigrafe
como um pd incolor, TLC Re 0,5 em 18/2/1 HCCl;-etanol-HOAC,
HPLC 2,85 minutos em 70/30 acetonitrilo-tampio.

1H NMR (DMSO—d6, 300 mHz, éz, ppm, par-
cial): 0,82-1,0 (m, 9-10H), 1,0-1,9 (m, ca. 24H), 2,46 (m, 1H),
2,57 (d, 3H, NCHy), 2,86 (dd, 1H), 3,02 (dd, 1H), 3,26 (m, 4H),
3,51 (m, 4H), 3,78 (m, 1H), 4,22 (m, 2H), 4,59 (d, 1H), 6,70
(@, 14), 7,14-7,44 (m, ca. 6H), 7,63 (m, 1H), 8,00 (d, 1H),
FAB-MS / tioglicerol, m/e (intensidade rel. ) 7, 217(18),
233(61), 234(11), 250(13), 264(10), 268(17), 281(12), 299(21),
381(12), 394(14), 654(39), 655(25), 656(17) 670(12), 672(100,
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MHY), 673(40), 674(11).
EXEMPLO 3
Ester morfolinocarbonilPheNle-C-Sta metilico
(X=H, n=0, R=CH,(CH,),- e R,=OCH,)
A. Ester N-t-butoxicarbonil-C-Sta metilico

Juntamos t-butoxicarbonil-C-Sta (315 mg,
1 mmole) a 20 ml de efer dietilico contendo aproximadamente
5 mmoles de diazometano e a mistura reagente deixada a agitar
durante a noite a temperatura ambiente. A remogao do solven-

te originou 336 mg do produto desejado como um Sleo.

B. Cloreto de ester metilico C-Sta

O produto do Exemplo 3A foi adicionado
a 5 ml de dioxano saturado com dcido cloridrico e a reaccgao
agitada a temperatura ambiente durante 90 minutos. A remo-
¢do do solvente originou 279 mg do composto desejado na for-

ma de uma espuma.

C. Ester morfolinocarbonilPheNle-C-Sta metilico

Uma mistura de 265 mg do produto do Exem-
plo 3B, 101,2 mg de N-metilmorfolina, 391,5 mg de morfolino-
carbonilPheNle, 135 mg de l-hidroxibenzotriazol e 206 mg de
diciclohexilcarbodiimida em 20 ml de cloreto de metileno foi
agitada durante a noite & temperatura ambiente. A mistura
reagente foi filtrada, lavada com dgua e uma solucdo satura-
da de adgua salgada e a fase orgdnica seca sobre sulfato de

sédio. A remocgdo do solvente in vacuo originou 528 mg do pro-
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duto em bruto, o qual foi purificado por cromatografia sobre
53 g de silica gel usando clorofdrmio-metanol (99:1: v:v)
como eluente (fracgdes de 4,5 ml) para as primeiras 160 frac-
¢Oes seguidas por clorofdrmio-metanol (97,5:2,5: v:v) para

o resto da colecgdo. As fracgdes contendoo produto juntaram-
-se e concentraram-se para obtermos 203 mg do produto puro

como um sdlido branco.

1H NMR (DMSO—d6, 60 mHz, ppm parcial)
1,00 (t, 3H, J=5Hz), 2,2-2,4 (d, 2H, J=5Hz), 3,2-3.4 (m, 4H)

3,45-3,60 (m, 4H), 3,8 (s, 3H), 7,2 (s, S5H).

’

EXEMPLO 4

MorfolinocarbonilPheNle-C-Sta N-2-metilbut-

ilamida (¥X=H, n=0, R=CH3(CH2)3— e
Rl = NHCHZ(CH3)CH2CH3)
A. N-t-butoxicarbonil-C-Sta N-2-metilbutil amida

Uma solugdo de 80,6 mg de N-t-butoxicar-
bonil-C-Sta em 50 ml de cloreto de metileno foi tratada com
22,3 mg de 2-metilbutilamino, 34,5 mg de l-hidroxibenzo-tria-
zol e 52,7 mg de diciclohexilcarbodiimida e a mistura reagen-
te foi agitada a 0°C durante 6 horas, e a seguir deixada a
aguecer a temperatura ambiente durante a noite. A reacgao
foi filtrada e o precipitado lavado com cloreto de metileno e
combinado com o filtrado original. O cloreto de metileno foi
removido in vacuo e o residuo tratado com acetato de etil. A
suspensao foi filtrada e o filtrado concentrado numa espuma,
116 mg.
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B. Cloreto de C-Sta N-2-metilbutilamida

O produto do Exemplo 4A, 116 mg, foi adi-
cionado a 5 ml de dioxano saturado com dcido cloridrico e a

solugdo deixada a agitar a temperatura ambiente durante 90 mi-

nutos. A solucdo foi concentrada in vacuo, 87 mg.
C. MorfolinocarbonilPheNle-C-Sta N-2-

-2-metilbutil amida

Seguindo o processo geral do Exemplo 1F,
87 mg do produto do Exemplo 4B, 25,9 mg de N-metilmorfolina,
100 mg de morfolinocarbonilPheNle, 34,5 mg de l-hidroxiben-
zotriazol e 52,7 mg de diciclohexilcarbodiimida em 20 ml de

cloreto de metileno originaram 212 mg de produto em bruto.

O produto foi purificado por cromatogra-
fia sobre 21 g de silica gel usando clorofdrmio-metanol
(99:1; v:v) como o eluente para as primeiras 80 fraccdes (4
ml) seguido por clorofdrmio-metanol (97,5:2,5: v:v). As frac-
¢oes contendo o produto juntaram-se e concentraram-se sob v&—
Cuo para obtermos 80 mg de produto puro como um sdlido bran-

co.

1H NMR (DMSO—dG, 60 mHz, ppm parcial)
2,20 (d, 2H, J=5Hz), 3,2-3,4 (m, 4H), 3,6-3,8 (m, 4H), 7,25
(s, 5H).
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EXEMPLO 5

Ester morfolinocarbonilPheNle-C-StaPro metilico

(X=H, n=0, R=CH3(CH2)3— e Ry=2-metoxicarbonil-

pirrolidina-1-il

A. Ester N-t-butoxicarbonil-C-StaPro metilico

Usando o processo geral do Exemplo 1F,
41,3 mg de cloreto de éster metilico prolina, 25,3 mg de N-
-metilmorfolina, 78,8 mg de N-t-butoxicarbonil-C-Sta, 33,8
mg de l-hidroxibenzotriazol, 51,5 mg de diciclohexilcarbodi-
imida em 20 ml de cloreto de metileno originou 124 mg de pro-

duto.

B. Cloreto de éster metilico C-StraPro

Seguindo o processo do Exemplo 1B, o pro-
duto do Exemplo 5A originou, apds um tempo de reacgdo de 90

minutos, 102 mg do produto em epigrafe.

C. éster morfolinocarbonilPheNle-C-StaPro metilico

Empregando o produto do Exemplo 5B, 25,3
mg de N-metilmorfolina, 97,8 mg de morfolinocarbonilPheNle,
33,8 mg de l-hidroxibenzotriazol e 51,5 mg de diciclohexil-
carbodiimida em 20 ml de cloreto de metileno, e seguindo o

processo do Exemplo 1F, obtivemos 157 mg do produto.

O produto foi cromatografado sobre 16 g
de silica gel usando um eluente clorofdrmio-metanol (99:1;
v:v) para as primeiras 80 fraccdes (4 ml) seguido por cloro-
formio-metanol (97,5:2,5: v:v). As fracgdes contendo o pro-

duto foram juntas e concentradas a secura, 82 mg.

1H NMR (DMSO—dG, 60 mHz, ppm parcial) 1,0
(t, 3H, J=5Hz), 2,2 (d, 2H, J=5Hz), 3,2-3,4 (m, 4H), 3,5-3 7
(m, 4H), 3,85 (1,3 H), 7,2 (1,5H).

’
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EXEMPLO 6

Ester morfolinocarbonilPheHis-C-Sta metilico

(X=H, n=0, R=imidazol-4-ilmetil e Rl=OCH3)

A. Ester di-t-butoxicarbonilHis-C-Sta metilico

Usando o processo do Exemplo 1F, 82,6 mg
do cloreto de é€ster metilico C-Sta, 32,1 mg de N-metilmorfo-
lina, 112,7 mg de di-t-butoxicarbonil L-histidina, 42,9 mg
de l-hidroxibenzotriazol e 65,4 mg de diciclohexilcarbodiimi-
da em 20 ml de metileno originaram 221 mg do produto em bru-
to.

B. Cloreto de éster metilico his-C-Sta

Seguindo o processo geral do Exemplo 1B,
© produto do Exemplo 6A em 10 ml de dioxano saturado com dci-
do cloridrico apds 2 horas originou 146 g do produto em cau-

Sa.

C. Ester morfolinocarbonilPheHis-Sta metilico

De novo, seguindo o processo de ligacdo
do Exemplo 1F, 146 mg do produto do Exemplo 6B, 64,2 mg de
N-metilmorfolina, 88,3 mg de morfolinocarbonilPhe, 42,9 mg
de l-hidroxibenzotriazol e 65,4 mg de diciclohexilcarbodiimi-
da em 20 ml de cloreto de metileno originou por processamen-

to 206 mg de produto.

O produto foi purificado por cromatogra-
fia sobre 21 g de silica gel usando clorodrmio-metanol (99:1,
v:iv) como um eluente para as primeiras 160 fracgdes (4 ml) se-
guido por clorofdrmio-metanol (95:5: v:v) a seguir. As frac--
¢Oes contendo o produto juntaram-se e concentraram-se in vacuo,
38,6 mg.
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1H NMR (DMSO—dG, 60 mHz, ppm parcial)
1,0 (t, 3H, J=5Hz), 2,25 (d, 2H, J=5Hz), 3,2-3,4 (m, 2H),
3,5-3,7 (m, 2H), 3,8 (s, 3H), 6,8. (s, 1H), 7,2 (s, SH), 7.5
{s, 1H).

EXEMPLO 7

MorfolinocarbonilPheNle-C-Sta amida

(X=H, n=0, R:CH3(CH2)3— e R1=NH2)

Uma solugdo de 90 mg do produto do Exem-
plo 3 em 10 ml de metanol como saturado com amdnia e deixado
a agitar a temperatura ambiente durante varios dias. A so-
lugdo foi resaturada e deixada a agitar durante mais alguns
dias. O excesso de amdnia e metanol foram removidos in vacuo

e o residuo digerido com éter e filtrado, 65 mg.

1H NMR (DMSO—ds, 60 mHz, ppm parcial)
1,0 (t, 34, J=5Hz), 2,2 (d, 2H, J=5Hz), 3,25-3,45 (m, 4H),
3,5-3,7 (m, 4H), 7,2 (s, S5H).

EXEMPLO 8

MorfolinocarbonilPhe-Nle-C-Sta N-metil amida
(¥=H, n=0, R=CH (CH2)3— e R =NHCH3)

’

3 1

O processo do Exemplo 7 foi repetido usan-
do 40 mg do produto do Exemplo 3 e 10 ml de metanol saturado
com metilamina para obtermos, apds um tempo de reaccgdo de va-

rios dias a temperatura ambiente, 36 mg do produto desejado.

1H NMR (DMSO—d6, 60 mHz, ppm parcial) 1,05
(t, 38, J=5Hz), 2,3 (4, 2H, J=5Hz), 2,63 (s, 3H), 3,2-3,4 (m,
4dH), 3,6-3,8 (m, 4H), 7,2 (s, SH).
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EXEMPLO 9

MorfolinocarbonilPheHis-C-Sta N-metil amida

(X=H, n=0, R= imidazol-4-ilmetil e R1=NHCH3

)

Seguimos o processo do Exemplo 7 partin-
do de 33 mg do produto do Exemplo 8 e 5 ml de metanol satu-
rado com metilamina para obtermos, apds um periodo de reac-

¢do de vdrios dias a temperatura ambiente, 20 mg do produto.

1H NMR (DMSO-dG, 60 mHz, ppm parcial)
1,0 (t, 3H, J=5Hz), 2,2 (d, 2H, J=5Hz), 2,65 (s, 3H), 3,2-3, 4
(m, 4H), 3,5-3,7 (m, 4H), 6,8 (s, 1H), 7,2 (s, SH), 7,6 (s, 1H).

EXEMPLO 10

MorfolinocarbonilPheNle—Z—(2'—cloro—2'—prope—
nil)homo-C-Sta N-metilamida (X=H, R=CH3(CH )

2°37

R.=NHCH

7 3 e R= CHZCH(C1)=CH2)

==

A. morfolinocarbonilPheNle—Z—(2'—cloro—2'—propenil)—

homo-C-Sta lactona

Repetiu-se o processo do Exemplo 1F usan-
do 57 mg de 2-(2'-cloro-2'-propenil J)homo-C-Sta lactona em 15
ml de diclorometano,l9,5 Fl de N-metilmorfolina, 69,8 ml de
morfolinocarbonilPheNle, 23,9 mg de l-hidroxibenzotriazol e
36,5 mg de ciclohexilcarbodiimida para obtermos 88 mg de uma
espuma a qual foi cromatografada sobre 10 g de silica cheia
em clorofdrmio. A coluna foi eluida com clorofdrmio e 99% de
clorofdrmiometanol (v:v), e juntamos as fracgdes apropriadas

€ concentramos para obtermos 43 mg de produo.
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B. morfolinocarbonilPheNle-2-(2'~cloro-2'-prope-

nil Jhomo-C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 10A (43 mg) foi dis-
solvido em metanol (5 ml) e a solucdo resultante foi satura-
da a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e a so-
lugdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos. O
solvente e excesso de metilamina foram removidos a pressao
reduzida e o pd resultante foi digerido com éter para obter-

mos 33 mg da substdncia em epigrafe como um pdé incolor.

1H-NMR (DMSO—dG), 300 mHz,g ,ppm, par-

cial): 2,5 (4, NCH3), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H), 5,15 (m, 2H).
EXEMPLO 11
MorfolinocarbonilPheNle-2-(4'-azido-2'-butenil)-
homo-C-Sta N-metilamida (X=H, R:CHB(CH2)3—
Rl= CH3 e R2=CH2CH= CHCH2N3 )
A. morfolinocarbonilPheNle-2-(4'-azido-2'-butenil)-

homo-~-C-Sta lactona

Uma solugdo de 97 mg de cloreto de 2-(4'-
-azido-2'-butenil )homo-C-Sta lactona em 20 ml de diclorometa—
no foi tratada sequéncialmente a 0°C com 28 Fl de N-metilmor-
folina, 110,6 mg de morfolinocarbonilPheNle, 38,2 mg de 1-
-hidroxibenzotriazol e 58,3 mg de diciclohexilcarbodiimida. A
mistura foi agitada durante a noite em cujo tempo a tempera-
tura subiu para 20°%. a mistura foi filtrada, o precipitado
foi lavado com diclérometano, os filtrados concentrados e o
residuo dissolvido em acetato de etil. Apds ter sido agita-
do durante 15 minutos, a suspensio resultante foi filtrada,
e o filtrado foi lavado com solugdo de hidrdxido de sddio 1IN
(2x), agua salgada, seca sobre sulfato de magnésio e concen-

trada originando 221 mg de uma espuma quase branca a qual foi
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cromatografada sobre 22 g de silica com enchimento em cloro-
férmio. A coluna foi eluida com 99% de clorofdrmio — meta—
nol e as fracgdes apropriadas foram concentradas originando

121 mg da substdncia em epigrafe como uma espuma incolor.

B. morfolinocarbonilPheNle-2-(4'-azido-2'-butenil)-

homo-C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 11A (121 mg) foi
dissolvido em metanol (10 ml) e a solugao resultante foi sa-
turada a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e
a solucdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos.
O solvente excesso de metilamina foram removidos a pressao
reduzida e o pd resultante foi digerido com dter para obter-

mos 88 mg da substincia em epigrafe como um pé incolor.

1H-NMR (DMSO—ds, 300 mHz,‘§ ,bpm, par-
cial): 2,5 (4, NCH3), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H).

EXEMPLO 12

MorfolinocarbonilPheNle-2-(4'-amino-1'-butil)-
)

homo-C-Sta N-metilamida (X=H, R=CH3(CH

23"

R,=NHCH, e R =—(CH2)4NH )

1 3 2 2

O produto do Exemplo 11B (58 mg) foi hi-
drogenado a 50 psi em metanol na presenca de 20 mg de 5% de
hidréxido de palddio sobre carbono durante 19 horas a 25°¢.

A reaccdo apds filtragdo foi evaporada 3 secura para obter-
mos (apds digestdo por éter) 44 mg do composto em epigrafe.
lH—NMR (DMSO—dG, 300 mHz, 5 ppm, parcial): 2,5 (4, NCH3), 3,4
(m, 4H), 3,6 (m, 4H).
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EXEMPLO 13

MorfolinocarbonilPheNle-2-(2'-bromo-2'-propenil)-
homo-C-Sta N-metilamida (X=H, R=CH3(CH )

2°37

R,=NHCH, e R..=CH

1 3 2 2CH(Br)=CH2)

A. : morfolinocarbonilPheNle-2-(2'-bromo-2'-prope-

nil)homo-C-Sta lactona

Uma solugdo de 78 mg de cloreto de 2-(2'-
-bromo-2'-propenil)homo-C-Sta lactona em 20 ml de diclorome-
tano foi tratada sequéncialmente a 0°C com 22 Pl de N-metil-
morfolina, 78,2 mg de morfolinocarbonilPheNle, 27 mg de 1-
-hidroxibenzotriazol e 41,2 mg de diciclohexilcarbodiimida.

A mistura foi agitada durante a noite, em cujo tempo a tem-
peratura subiu para 20°C. A mistura foi filtrada, o precipi-
tado lavado com diclorometano, o filtrado concentrado, e o
residuo dissolvido em acetato de etil. Apds ter sido agita-
da durante 15 minutos, a suspensio resultante foi filtrada,
e o filtrado foi lavado com solucdo de hidrdéxido de sdédio 1IN
(2x), dgua salgada, seco sobre sulfato de magnésio e concen-
trado obtendo 190 mg de uma espuma quase branca a gual foi
cromatografada sobre 10 g de silica com enchimento em cloro-
férmio. A coluna foi eluida e as fracgdes apropriadas foram
concentradas originando 78 mg da substincia em epigrafe como

uma espuma incolor, TLC Rf 0,85 em 9/1 clorofdrmio-metanol.

B. morfolinocarbonilPheNle-2-(2'-bromo-2'-prope-

nil)homo-C~-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 13A (78 ml) foi dis-
solvido em metanol (10 ml) e a solucdo resultante foi satu-
rada a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e a
solugdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos. O
solvente e excesso de metilamina foram removidos a pressao
reduzida e o pd resultante foi digerido com éter para obter-

mos 55 mg de substdncia em epigrafe como um pd incolor.
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1H-NMR (DMSO—dG, 300 mHz, é , ppm, par-
ciall): 2,5 (a4, NCH3), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H), 5,5 (m, 2H).

EXEMPLO 14

MorfolinocarbonilPheNle-2-(3'-cloro-2'-propenil)-

homo-C-Sta N-metilamida (X=H, R=CH3(CHZ)3, Rl=NHCH3
e R2=—CH2CH=CHC1)
AL morfolinocarbonilPheNle-2-(3'-cloro-2'-prope-

nil)homo-C-Sta lactona

Uma solugdo de 136 mg de cloreto de 2-
~(3'-cloro-2'-propenil Jhomo-C-Sta lactona em 15 ml de diclo-
rometano foi tratada sequéncialmente a 0°C com 21,4 Fl de
N-metilmorfolina, 76 mg de morfolinocarbonilPheNle, 26,2 mg
de l-hidroxibenzotriazol e 40 mg de diciclohexilcarbodiimida.
A mistura foi agitada durante a noite em cujo tempo a tempe-
ratura subiu para 20°C. A mistura foi filtrada, o precipita-
do lavado com diclorometano, os filtrados concentrados e o
residuo dissolvido em acetato de etilo. Apds ter sido agita-
do durante 15 minutos a suspensio resultante foi filtrada, e
o filtrado foi lavado com slugdo de hidrdxido de sdédio 1N
(2x), dgua salgada, seca sobre sulfato de magnésio e concen-
trada originando 167 mg de uma espuma quase branca a qual
foi cromatografada sobre 17 g de silica com enchimeno em clo-
roférmio. A coluna foi eluida com clorofdrmio e 99% de cloro—
férmio-metanol e as fracgdes apropriadas foram concentradas
originando 103 mg da substdncia em epigrafe como uma espuma

incolor, TLC Rf 0,9 em 9/1 clorofdrmio-metanol.

B. morfolinocarbonilPheNle—Z—(3'—cloro—Z’-propenil)-

homo-C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 14A (103 mg) foi

dissolvido em metanocl (10 ml) e a solugdo resultante foi sa-

turada a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e a
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solugdo foi deixada em repouso a 25 °C durante 70 minutos. O
solvente e excesso de metilamina foram removidos a pressio
reduzida e o pd resultante foi digerido com éter para obter-

mos 74 mg da substdncia em epigrafe como um pd incolor.

1H-NMR (DMSO—dG, 300 mHz, é , ppm, par-
cial): 2,5 (d, NCHy), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H), 5,6-6,4-
(m, 2H).

EXEMPLO 15

MorfolinocarbonilPheNle-2-(3' ,3'-dimetil-2"'-

-propenil)homo-C-Sta N-metilamida (X=H,

R=CH3(CH )3—, R1=NHCH3 e R,=-CH CH=C(CH3)

)

2 2 2 2

A. morfolinocarbonilPheNle-2-(3',3'-dimetil-2"'-

-propenil )homo-C-Sta lactona

Uma solugao de 132 mg de cloreto de 2-
-(3',3'-dimetil-2'-propenil )homo-C-Sta lactona em 15 ml de
diclorometano foi tratada sequéncialmente a 0°C com 21,7 Pl
de N-metilmorfolina, 77,3 mg de morfolinocarbonilPheNle,
26,7 mg de l-hidroxibenzotriazol e 40,7 mg de diciclohexil-
carbodiimida. A mistura foi agitada durante a noite em cujo
tempo a temperatura subiu mra 20°C. A mistura foi filtrada,
o precipitado lavado com diclorometano, os filtrados concen-
trados, e o residuo dissolvido em acetato de etil. Apds ter
sido agitada durante 15 minutos a suspensdo resultante foi
filtrada, e o filtrado foi lavado com solugd3o de hidrdxido
de sddio 1IN (2x), dgua salgada, seca sobre sulfato de magné-
sio e concentrada originando 150 mg de uma espuma quase bran-
ca a qual foi cromatografada sobre 15 g de silica com enchi-
mento em clorofdrmio. A coluna foi eluida com clorofdrmio
e 99% de clorofdrmio-metanol e as fracgdes apropriadas foram
concentradas originando B89 mg da substdncia em epigrafe como

uma espuma incolor, TLC Rf 0,6 em 9/1 cloroférmio—metanol.
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B. morfolinocarbonilPheNle-2-(3"' 6 3'-dimetil-2"'-

-propenil )homo-C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo, 15A (89 mg) foi
dissolvido em metanol (10 ml) e a solucdo resultante foi sa-
turada a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapadoe a
solugdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos. O
solvente e excesso de metilamina foram removidos a pressio
reduzida e o p’o resultante foi digerido com &ter para obter-
mos 65 mg da substéncia em epigrafe como um pS incolor,
1y NMR (DMSO—dG, 300 mHz, $ , ppm, parcial): 1,8 (br. s, 6H),
2,5 (d, NCH,), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H).

r

3

EXEMPLO 16

MorfolinocarbonilPheNle—Z—(2'—butenil)homo—C—Sta

N-metilamida (X=H, R=CH3(CH2)3, R:NHCH3 e
R2=CH2CH=CHCH3
A. morfolinocarbonilPheNle-2-(2'-butenil Jhomo-

-C-Sta lactona

Uma solugao de 247 mg de cloreto de 2-
-(2'-butenil)homo-C-Sta lactona em 15 ml de diclorometano
foi tratada sequéncialmente a 0°C com 26,3 Pl de N-metilmor-
folina, 93,4 mg de morfolinocarbonilPheNle, 32,3 mg de l-hi-
droxibenzotriazol e 49,2 mg de diclorohexilcarbodiimida. A
mistura foi agitada durante a noite em cujo tempo a tempera-
tura subiu para 20°%. =& mistura foi filtrada, oprecipitado
lavado com diclorometano, os filtrados concentrados, e o re-
siduo dissolvido em acetato de etilo. Apds ter sido agitada
durante 15 minutos, a suspensdo resultante foi filtrada, e
o filtrado foi lavado com solucio de hidrdxido de sddio 1IN
(2x), dgua salgada, seca sobre sulfato de magnésio e concen-
trada originando 168 mg de uma espuma quase branca a qual foi

cromatografada sobre 10 g de silica com enchimento em cloro-
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férmio. A coluna foi eluida com 99% de clorofdrmio-metanol
e as fracgdes apropriadas foram concentradas originando 96
mg da substancia em epigrafe como uma espuma incolor, TLC R

f
0,7 em 9/1 clorofdrmio-metanol.

B. morfolinocarbonilPheNle-2-(2'-Butenil Jhomo-

-C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 16A (96 mg) foi dis-
solvido em metanol (10 ml) e a solucdo resultante foi satura-
da a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e a so-
lugdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos. O
solvente e excesso de metilamina foram removidos a pressao
reduzida e o po resultante foi digerido com &ter para origi-
nar 66 mg da substdncia em epigrafe como um pd incolor,
lH-NMR (DMSO—dG, 300 mHz, § , ppm, parcial): 1,8 (br. s, 3H):
2,5 (4, NCH3), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H).

EXEMPLO 17

MorfolinocarbonilPheNle-2-(propargil )homo-

~-C-Sta N-metilamida (X=H, R=CH4 (CH, ) 5-,
Rl= NHCH3 e R2=CH2CECH)
A. morfolinocarbonilPheNle-2-(3'-propargil )homo-

-C-Sta lactona

Uma solugao de 193 mg de cloreto de 2-
-(3'-propargil J)homo-C-Sta lactona em 15 ml de diclorometano
foi tratada sequéncialmente a 0°C com 22,4 Pl de N-metilmor-
folina, 83,2 mg de morfolinocarbonilPheNle, 28,7 mg de 1l-hi-
droxibenzotriazol e 43,8 mg de diciclohexilcarbodiimida. A
mistura foi agitada durante a noite em cujo tempo a tempe-
ratura subiu para 20°C. A mistura foi filtrada, o precipita-
do lavado com diclorometano, os filtrados concentrados, e o
residuo dissolvido em acetato de etilo. Apds ter sido agita-

-—-ct
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da durante 15 minutos, a suspensdo resultante foi filtrada,
e o filtrado foi lavado com solucda de hidrdxido de sddio 1N
(2x), dgua salgada, seca sobre espuma de magnésio a qual foi
cromatografada sobre 10 g de silica com enchimento de cloro-
férmio. A coluna foi eluida com 99% de clorofdrmio-metanol
e as fracgdes apropriadas foram concentradas originando 98

mg da substidncia em epigrafe como uma espuma incolor, TLC R

f
0,6 in9/1 clorofdrmio-metanol.

B. morfolinocarbonilPheNle-2-(3' -propargil )homo-
~C-Sta N-metilamida

O produto do Exemplo 17A (98 mg) foi dis-
solvido em metanol (10 ml) e a solugdo resultante foi satu-
rada a 0°C com metilamina anidra. O frasco foi tapado e a
solucdo foi deixada em repouso a 25°C durante 70 minutos. O
solvente e excesso de metilamina foram removidos a pressao
reduzida e o pd resultante foi digerido com éter para obter-
mos 90 mg da substincia em epigrafe como um pd incolor.
lH—NMR (DMSO—d6, 300 mHz, § , ppm, parcial): 2,3 (m, 2H),

2,5 (4, NCH3), 3,4 (m, 4H), 3,6 (m, 4H).

EXEMPLO 18

Ester morfolinocarbonilPhe S-MeCis~-C-Sta Metilico

(X=H, n=0, R=CH SCH3 e R;=0Chy)

2

Uma mistura de 135 mg do produto do Exem-
plo 3B, 51 mg de N-metilmorfolina, 209 mg de morfolinocarbo-
nilPheNle S-MeCis, 69 mg de l-hidroxibenzotriazol e 105 mg
de diciclohexilcarbodiimida em 10 ml de cloreto de metileno
foi agitada durante a noite 3 temperatura ambiente. A mistu-
ra reagente foi filtrada, lavada com dgua e uma solugcdo sa- ‘
turada de &gua salgada e a fase orgadnica seca sobre sulfato
de sodio. A remocdo do solvente in vacuo originou 212 mg

do produto em bruto, o gual foi purificado por cromatografia
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sobre 22 g de silica gel usando clorofdrmio-metanol (99:1:
v:v) como eluente. As fracgdes contendo o produto juntaram-
-se, concentraram-se e trituraram-se para obtermos 78 mg do
produto puro como um sdlido branco.

lH—NMR (DMSO—dG, 60 mHz, ppm parcial) 2,05 (s, 3H, J=5Hz),
2,2-2,4 (4, 2H, J=5Hz), 3,3-3,4 (m, 4H), 3,50-3,60 (m, 4H),
3,85 (s, 3H), 7,2 (s, 5H).

PREPARACAO 1

MorfolinocarbonilPheNle

A. Ester norleucina benzilico

De acordo com o processo geral apresen-
tado em J. Med. Chem. 1986, vol. 30, p. 3575, 15,0 g de nor-

leucina foram misturadas com 200 ml de dlcool kenzilico e ar-

refecidas a 0°. Juntamos gota a gota cloreto de tionilo

(25 ml) durante 15 minutos e a mistura foi lentamente aqueci-
da a 90°C com uma libertacdo violenta de 802 que ocorre a
cerca de 50°. Apds 2 horas a 90°C a mistura foi arrefecida
a 0°c e juntamos mais 25 ml de cloreto de tionilo. A mistu-
ra foi a seguir aquecida novamente a 90°C durante 2 horas,
arrefecida, diluida com 1,6 litros de éter e armazenada du-
rante a noite a 0°Cc. os cristais que se formaram foram fil-
trados, lavados com éter e secos para obtermos 23,1 g de um
sélido humido o qual foi recristalizado a partir de etanol-
-éter 1:10, usando 23 ml de etanol. O filtrado e o sdlido
seco pesaram 17,1 g de TLC Rf 0,25 no Sistema C (o prato man-

chado foi exposto a vapor de amdnio e seco antes da eluigdo).

B. Ester benzilico de dcido (S)-2-isocianato-3-fenilpropidnid
co
De acordo com o processo de Lombardino
et al. (J. Med. Chem. 1964, 7, 97) 18,0 g de cloreto de éster
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L-fenilalanina benzilico em 150 ml de tolueno foram agitadas
a refluxo sob uma atmosfera de fosgénio durante 1,5 H, arre-
fecidos e concentrados para obtermos um sdlido o qual foi
recristalizado a partir de 120 ml de hexano para obemos 16,1
g de agulhas incolores.

Anal. Calc. para C17H15NO3: c, 72,59; H, 5,37; N, 4,98.
Observada: C, 72,32; H, 5,35; N, 4,92. Mp 68-72°C

[‘alfa_7§3 - 80,4° (c=1,02, CHCl,). IR (CHC1

) 2250, 1750°CM

3 3

C. Ester morfolinocarbonilPhe benzilico

O produto da Preparacdo 1B foi dissolvi-
do em 5 ml de diclorometano, tratada a 25°C com 930 ul de
morfolina e apds 30 minutos a mistura foi concentrada num
sdlido ceroso o qual foi recristalizado a partir de hexano-
—-acetato de etil quente 4:1, originando 1,92 g da substancia
em epigrafe, mp 87-89°C. wMs (ionizagdo quimica, isobutano)
369 (MHT, pico base).

D. MorfolinocarbonilPhe

O produt O produto da Preparagdo 1C (1,85 g) foi

dissolvido em 30 ml de metanol absoluto e 5 ml de dcido acé—
tico e agitamos com 0,5 g de 10% Pd/c durante 1 hora sob uma
atmosfera de hidrogénio de 53 psi. A suspensdo foi filtrada,
concentrada, co-evaporada trés vezes com adigdo de tolueno e

seca para obtermos 1,43 g de uma espuma incolor.

E. Ester morfolinocarbonilPheNle benzilico

Seguindo o processo para a preparacgdo e
purificagdo do produto do Exemplo 1, 2,12 g do produto da
Preparagdo 1A e 2,63 g do produto da Preparagao 1C origina-
ram 3,30 g da substdncia em epigrafe como uma espuma incolor,‘
TLC Rf 0,5 em acetato de etilo sobre silica, HPLC tempo de
retencdo 3,27 minutos 97% da absorcdo total para 25 minutos
em 70/30 MeCN-pH 2,1 fosfato 0,1M.
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F. MorfolinocarbonilPheNle

O produto da Preparagdo 1D (3,3 g) foi
agitado em 35 ml de metanol e 7 ml de dcido acético com 1 g
de Pd/c a 10% durante 45 minutos, filtrado através de Celite,
concentrado, co-evaporado diversas vezes com tolueno e &ter

e seco para obtermos 2,9 g de um sdlido incolor, TLC R, 0,2

f
no Sistema C.

PREPARAGAQ 2
2R, 45, 58-6-Ciclohexil-5-(t-butoxicarbonilami-

no)-2-(2'-cloro-2'-propenil)gama~hexanolactona

A uma solug¢ao de tetrahidrofurano conten-
do 37,5 mmol de dietilamida de litio a -70°cC (preparado a
partir de 23,4 ml de hexano butilitio 1,6 M e 4,26 g de di-
etilamina em 50 ml de tetrahidrofurano seco) juntamos gota a
gota uma solugdo de 4,67 g (15 mmol) de 4S,55-6-ciclohexil-
-5-(t-butoxicarbonilamino)-gama hexanolactona em 25 ml de te-
trahidrofurano. Apds 30 minutos a -78°C juntamos gota a
gota a -70°C numa solugao de 3,64 g (16 mmol) de 2-cloro-3-
-iodopropeno em 25 ml de tetrahidrofurano. Apds 2 horas a
mistura reagente foi arrefecida com 10 ml de uma solugdo sa-
turada de cloreto de amdnio adicionada gota a gota a —78°C,
€ a mistura resultante deixada aquecer a temperatura ambien-

te.

O solvente foi removido in vacuo e o re-
siduo extraido com éter dietilico. A solugdo etérea foi la-
vada com solucdo de dcido citrico a 10%, uma solucdo saturada
de bicarbonato de sddio e uma solugdo salina. A solugcdo eté-
rea fol a seguir seca sobre sulfato de magnésio e concentra-
da para obtermos 6,83 g de um Jdleo, o qual foi cromatografa-
do sobre silica gel usando acetato de etil-hexano como eluen—

te. As fracgoes contendo o produto juntaram-se e concentra-
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ram-se para obtermos 2,38 g do produto desejado.

O espectro NMR (CDC13) apresentou absor-
gao a 1,4 (9H, s) ppn.

PREPARACAO 3

Empregando o processo da Preparacdo A,
e usando os reagentes de partida apropriados, sintetizamos

os intermedidrios seguintes:

(CH3)3COCNH qo

RO
-CH=CH-CH_,Br

2

-(;::CHZ

Br
-CH=CHC1
CH=CHCH3

C=CH
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PREPARACAO 4

2R,45,5S-6-ciclohexil-5-(t- butoxicarbonilamino)-

-2-(4-azido-2-butenil)-gama-hexanolactona

Uma solugdo de 710 mg (1,6 mmol) de
2R,4S5,55-6-ciclohexil-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-(4'-bromo-
-2'-butenil)gama-hexanolactona e 986 mg (15,2 mmol) de azido
de sodio em 75 ml de dimetilsulfdxido-dgua (2:1, v:v) foi
deixada a agitar durante a noite a temperatura ambiente. A
reacgdo foi deitada em 500 ml de dgua e o produto extraido
com acetato de etilo. Juntamos os extractos e lavamos suces-
sivamente com dgua e uma solugdo salina, e foram secos sobre
sulfato de magnésio. O solvente foi removido in vacuo para

obtermos 73 mg do produto desejado.

PREPARACAO 5

Cloreto de 2R,45,55-6-ciclohexil-5-amino-2-

-(2'-cloro-2'-propenil)-gama-hexanolactona

Uma solucao de 385 mg (1 mmol) de
25,4§,5§—6—ciclohexil-5—(E—butoxicarbonilamino)—2-(2'—cloro—
-2'-propenil)-gama-hexanolactona em 10 ml de dcido cloridri-
co 4,7 N em dioxano foi deixada a agitar durante 2 horas a
temperatura ambiente. O solvente foi removido in vacuo para

obtermos 331 mg do cloreto de amina desejada.
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PREPARACAO 6

Usando o processo da Preparacdo 5, e em-
pregando os intermedidrios das Preparacgdes 2, 3 e 4, prepa-

ramos o0s intermedidrios seguintes:

‘e,
HZN /OA\RO
0—\

~o

RO
-C=CH2
Cl
CH=CHCH2N3
-IC=CH2
Br
-CH=CHC1
—CH=C(CH3)2
CH=CHCH3
C=CH
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PREPARACAO 7

MorfolinocarbonilPhe 5-MeCis

A. Ester morfolinocarbonilPhe 5-MeCis metilico

Morfolinocarbonil 5-MeCis (0,96 g) e
5-MeCisOMe-HC1 (0,55 g) foram acoplados usando o reagente
DEC soluvel em &gua, juntamente com TEA e HBT. A mistura
reagente foi diluida com 100 ml de EtOAc, lavada com 2x35 ml
de HC1l 0,IN e 2x35 ml de NaOH 0,IN. A fase organica foi se-
ca sobre MgSO4, filtrada e concentrada in vacuo. O produto
em bruto (1,15 g) era suficientemente puro para ser transpor-
tado. NMR (300 mHz, CDC13) delta 2,00 (s, 3H), 3,72 (s, 3H),
4,58 (m, 1H), 4,65 (m, 1H).

B. MorfolinocarbonilPhe 5-MeCis

Ester morfolinocarbonilPhe 5-MeCis me-

2CO3 em 30

ml de MeOH, sendo a reaccdo agitada a 0° durante 15 minutos

tilico (1,15 g) foi saponificado com 300 mg de K

e a seguir a RT. O produto em bruto (1,0 g) foi usado sem
mais purificagdo. NMR (300 mHz, CDCl3), 2,03 delta (s, 3H),
4,63 (m, 1H), 4,77 (m, 1H).




REIVINDICACOES
lea. - Processo para a preparacdo de um
composto de fdrmula
X
R
- COR,
e /
O N-CONH cont” S ConH - CH
— E E
OH R,

em que X € hidrogénio, metoxi ou hidroxi: R & alquilo tendo
um a seis atomos de carbono, imidazol-4-ilmetilo ou metil-
tiometilo; n € o inteiro 0 ou 1; Rl € amino, alguilamino ten-
do de um a cinco Atomos de carbono, alcoxi tendo de um a trés
dtomos de carbono ou 2-alcoxicarbonilpirrolidin-1-ilo tendo

o referido alcoxi de um a trés 3tomos de carbono: R2 é al-

quilo tendo trés a quatro dtomos de carbono, -CHZCH(C1)=CH

2 ’
—CHZCH=CH-CH2N3 , —(CH2)4NH2, —CHZCH(br )=CH2, —CHZCH-:CHCJ.,
—CHZCH=C(CH3)2, —CHZCH=CHCH3, ou —CHZCEECH, caracterizado

pelo facto de se formar uma ligacido amida, C(O)N, por aco-
plamento com desidratacdo em que os grupos funcionais niao
envolvidos na reaccdo podem ser blogueados seguido pelos pas-
Sos opcionais de 1) tratamento de um composto onde Rl é al-
coxi tedo uma trés dtomos de carbonocom amoniaco ou uma al-
quilamina tendo um a cinco dtomos de carbono de modo a obter-
-se o produto onde Rl € amino ou alguilamino tendo um a cin-
co dtomos de carbono, 2) reducdo de um composto onde R, é

2

—CH2-—CH=CH—CH2N3 para obtermos o produto onde R2 é —(CH2)4NH2,
3) remogdo selectiva dos grupos bloqueadores e, se for dese-

jado, a produgdo de um sal farmacéuticamente aceitdvel do
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produto.

22. - Processo de acordo com a reivindi-
cagao 1, caracterizado pelo facto de a ligagdao amida ser for-
mada entre os fragmentos

X
R
O N-CONH CONH’/A\\C02H e
_/
///CORl
HZN e ((:ZH)n .
OH R2
32. - Processo de acordo com a reivindi-

cagdo 1, caracterizado pelo facto de a ligacdo amida ser for-
mada entre os fragmentos
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X
e
o) N-CONH CO,H
_/
R COR,
HZN//A\\CONH = (CH)
OH R,
4a.

- Processo de acordo com a reivindi-
cagao 1, caracterizado pelo facto do reagente de acoplamen-

to ser l-hidroxibenzotriazole e diciclo-hexilcarbodi-imida.

58. - Processo para a preparacio de um
composto de fdrmula
X

R

= CORl
O N-CONH cont”” > CONH > CH
/ = =

OH R
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em que X € hidrogénio, metoxi ou hidroxi; R é alquilo tendo
um a seis dtomos de carbono, imidazol-4-ilmetilo ou metil-
tiometilo: Ry é amino, alquilamino tendo de um a cinco &to-
mos de carbono, alcoxi tendo de um a trés atomos de carbono
ou 2-alcoxicarbonilpirrolidin-l-ilo tendo o referido alcoxi
de um a trés dtomos de carbono: e R, € alquilo tendo trés a
2 -CHZCH=CH—CH2N3—,

) 2 CH=CHC1, -CH,CH=C(CH,),,

~CH2CH=CH—CH3 ou —CH2CECH, caracterizado por se fazer reagir

guatro atomos de carbono, —CHZCH(C1)=CH
—(CH2)4NH2, -CH,CH(Br )=CH -CH

um composto de fdormula

X

o

R
0 N-CONH CONH//A\\CONH/// .
. R,
0
N
0

com amoniaco, com um alcanol tendo um a trés dtomos de car-
bono, com uma alquilamina tendo um a cinco dtomos de carbono
ou com 2-alcoxicarbonilpirrolidina, tendo o referido alcoxi
uma trés atomos de carbono em que os grupos funcionais nio
envolvidos na reacgdo podem ser bloqueados, seguido pelos
passos opcionais de 1) redugdo de um composto onde R2 é
-CH,-CH=CH-CH_,N, de modo a obter-se o produto onde R

2 23 2
—(CH2)4NH2, 2) remogdo selectiva dos grupos de blogueamento

é




—43-

e, se for desejado, a produgdo de um sal farmac@uticamente

aceitdvel do produto.

Lisboa, 29 de Junho de 1988
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