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"Processo de preparagdo de octapepti-
dos vasopressina-antagonistas"

para que
SMITHKLINE BECKMAN CORPORATION, pre-
tende obter privilégio de invengZo
em Portugal.

RESUMEO

Certos octapéptidos, que tem estruturas caracterizadas
por serem um anel com seis unidades ciclicas peptidicas com uma
cauda dipeptfdica & qual falta uma unidade glicina na posig%o 9,
tem potente actividade antagonista da vasopressina. O0s antago-
nistas ciclicos octapeptido s%o preparados usando a ciclizagZo
de um di-mercaptan para formar o anel ditio. Uma importante es-
pécie do grupo & / 1(&cido p -mercapto- f’ /3 ~ciclopentametile
nopropiénico)=2~(0-etil-D=tirosina)-4- vallna-B ~arginina-9-desgli
01na_7vasopre881nd.
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DESCRICAD DO INVENTO

Esta inveng#o refere-se a um processo de preparagdo de

novos octapéptidos cfclicos que s%o vasopressina-antagonistas.
Os compostos preparados usando esta invengZo s¥o 9~desGly-vaso-
pressina (VSP) antagonistas ou 9-desGly-l-Pmp-vasopressinas.
Mais especificamente, as estruturas destes octapeptidos tem um
&cido F’ -mercapto- ﬁ ’ ﬁ’-cicloalquilenopropiﬁnico e cinco uni-
dades de aminoidcido ciclizadas num anel de 6 unidades por meio
de um enxdfre derivado de uma unidade de cisteina e um enxbfre,
da unidade de 4cido propiénico. 0 anel també&m tem uma cesuda di-
peptido distinta, que nZc tem uma unidade glicina, presa a uma
unidade 6-cisteina por meio de uma ligagdo amido.

M. Manning, W. H. Sawyer e colaboradores tem publicado
uma série de publicag®es descrevendo vérios congéneres de [—l-
-(4cido ,ﬁ ~mercapto-~ (5 f’-0101opentametllenoproplﬁnlco)—a-va-
1lna;7-argzn1na-vasopressmna que tem =2ctividade anti-vasopressi-
na. S%c representativos disto EPR N2, 61.356, N2. 4 367 225 e
Patente U.S. N2. 4 399 125,

Todos os compostos de Manning tem uma cadeia tripéptido
ligada & unidade 6 e s%o, portanto, nonapéptidos. O0s presentes
compostos distinguem-se alédm disso por serem octapéptides, por
terem uma cauda dipéptido des-Gly ligada & unidade 6 e por terem
potente actividade vasopressina-antagonista.

A potente actividade biolégica dos compostos da presente
inveng3o & inesperadz visto gue a des-glicinamida”~vasopressina
e a des-lisinag-desglicinamida9~uasopressina Z~T. Barth et al.,
Collection Czechoslov. Chem. Commun. 39, 506 (1974) / tal como
a desglicinag-uxitocina / B. Berde e al., Handb. Exp. Pharm. 23
860 (1968) ret®m uma pequena parte da actividade dos seus respe
ctivos aparentados compostos. De facto, Barth relata gque a des-
glicinamidag-AVD tem actividade CNS mas praticamente nenhuma ac-
tividade antidiurética ou uteroténica, Belgian Patent Ng.896 509,

Certas designagBes da arte dos pé&ptidos usadas nas especi
ficag®Bes e reivindicagBes s¥o as seguintes: Cap, 4cido /9 -mer-~
capto- £ , ® -cicloalquilenopropiénico; Pmp, 4cido /$-mercapto-
-6 u--ciﬁlopentametilenopropionico; Chg, ciclohexilglicinaj
Abu, &cido O4 -amino-n~butfrico; Cha, ciclohexilalanina; Pba,

4cido aminofenilbutfrico; Gln, glutaminaj; Gly, glicina; Tyr,
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tirosina, Phe, fenilalanina; Phe(4'-Alk), alquilfenilalanina in
ferior; Val, valina; Nva, norvalina; Ile, isoleucinaj Nle,
norleucina; D-alle, D-alo-isoleucinaj; Leu, leucina; Ala, ala-
nina; Lys, lisina; Arg, arginina; Asn, asparagina; Met, meti
onina; Tos, tosilate; HF, 4cido fluorfdrico; BHA, benzidrilami

na; DIEA, diisopropiletilamina; 4-MeBzl, 4-metilbenzilo; TFA,
8cido triflucrocacédtico; DCC, diciclohexilcarbodiimida; HBT, 1=
~hidroxibenzotriazolo; ADH hormona antidiurética; ACM, acetami-
dometilo; DMAP, dimetilaminopiridina.

Quando o termo "vasopressina" & utilizado, somente na es
pecificag%o, significa L-arginina vasopressina (AVP) excepto gquan
do alterado. Os derivados AVP deste invento t&m prefer®ncia.
"Alk" representa um alquilo inferior de 1-4 carbonos que € opcip
nalmente ligado ao azoto em Y, ao oxigénio substituinte da unida
de tirosina quando aquele estd presente na posig3o 2 ou ao anel
fenilo da unidade fenilalanina na posig3o 3 do anel. Aqueles
substituintes alquilo incluem metilo, etilo, n-propilo, isopropi
lo ou butilo.

Por isso, na descrig®o aqui incluida e nas reivindica-
cBes, utiliza-se a nomenclatura comum na arte da quimica dos pép
tidos e da vasopressina. Quando n3%o & assinalada nenhuma confi-
gurac®o, a unidede amino-&cido estéd na forma L ou naturakmente
ocorrente.

0Os compostos desGly9 do invento s¥o ilustrados pela se-

guinte férmula de estrutura

1 234 5 B 178
CHZCO-an-A-Asn-Cys-w-Z-Y
/CHZ CH |
(Qsz)n c
CHZ'——CH2
S 5
I

na qual:
P & Phe ou Phe(4'-Alk);
X & D-Phe, D-Val, D-Nva, D-Leu, D-Ile, D-AIle, D-Pba, D-
-Nle, D-Cha, D-Abu, D-Met, D-Chg, D ou L-Tyr ou D ou L-Tyr(alk);
Y & NH2, NHAlk, NHBzl ou OH3;
W & D-Pro, L-Pro ou /\Pro (dehidro-Pro);
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R & Val, Ile, Abu, Ala, Gly, Lys, Cha, Nle, Phe, Leu,

ou Nva;
Z & D-Arg, L~Arg, D-Lys ou L-lis;
né&0, 1 ou?2, ouumsal aceit8vel farmaceuticamente, é&s

ter prodroga ou seu complexo.

Um grupo subgenérico de compostos deste invento compreen
de compostos de férmula I na qual X é D-Tir, D-Cha, D-Phe, D-Ile,
D-Leu, D-Val, ou D-Tir(Et); P & Phe ou Phe(4'-Et), A & conforme
definido acima, Y & NHZ; W é& Pro, Z 8§ Arge n & 1.

Os compostos de férmula I nos quais X & D-Tir(Et) sZ%o an
tagonistas ADH particularmente activos como s3c os congéneres
amidas.

Os compostos individuais com interesse s@o Zfl—(écido f -
-mercapto-~ ﬁ ’ f -ciclopentametilenopropibnico)-2-D-tirosina~4-
-valina-B-afginina-9-desglicina;7 vasopressina,.[_l-(écidu /3-
-mercapto- (%, f’~ciclopentametilenopropiénico)—2-D-tirosina-4~
-valina-8~-arginina~9-desglicinamida)vasopressina e, especialmen-
te, [71-(écido ﬁb-mercapto-,ﬁ s xB-ciclopentametilenopropiénico)—
—2-(O-etil-D-tirosina)-4~ualina—8-arginina~9-desglicinq;7vasoprqg
sina.

Est¥o também incluidos neste invento vérios derivados dos
compostos de férmula I tais como sais de adig3do, prodrogas na for
ma &ster ou amida e complexos. Us sais de adig3o podem ser quer
sais com catiBes farmaceuticamente aceitdveis tais como NH t}
Caéza %9 ou Néa no. grupo terminal &cido (Y = OH) ou com um sal
farmaceuticamente aceit8vel num centro bésico do péptido (como
nas unidades Arg). As formas de sal acetato s3o especialmente
dteis embora os cloretos, brometos e sais de outros 4cidos for-~
tes sejam Gteis. O0Os compostos, também, formam sais internos ou
i%es zwitter como quando Y & OH. As formas &ster prodroga s%o
por exemplo, ésteres alquilo inferiores de 4cidos de férmula I a
qual tem de 1-8 carbonos no radical alquilo ou &steres aralquilo
tais como vérios &steres benzilo. Outros derivades latentes dos
compostos de férmula I ser¥Bo Sbvios para aqgueles que s3o peritos
na arte. "Complexos" incluem vérios solvatos tais como hidratos
ou alcoolatos ou aqueles com resinas de suporte, tais como uma
resina Merrifield.

Os compostos de férmula I s3o preparados por ciclizagZo
de um octapeptido linear por meio de dois grupos mercapto, na
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unidade cistefna (Cys) na posig@o 6 e na unidade 4cido ° -mer-
capto~ [°, ﬁ»—cicloalquilenopropiﬁnico (Cap) na posigdo 1. A re
acg®o de ciclizag®o ocorre imediatemente na presenga de um agen-
te de oxidagZo brando capaz de oxidar um mercapto a dissulfureto.
A reacgZo representa~se como segue:?

Cap=X=P-A~Asn-Cys~W-Z-Y — C?p-X-P~A-ASn—Cys-w-Z-Y
| |
s-g* 4_Q2 S 5

I1 I1I

na qual:

X, P, A e Y s80 conforme definido na férmula I, acimaj;

Z & conforme definido na férmula I acima ou tamb&m pode
ser uma ligagZBo simples sempre que Y & OH;

W & como definido para a férmula I acima ou també&m pode
ser OH sempre que Z e Y estdo ausentes; e

Ql e 02 s%o, cada um, hidrogénio ou um grupo deslocével.

Os interm&dios de férmula II s%o novos compostos e s3o
uma parte desta invengZo. 0Os compostos de férmula III na qual W
e Z ou ambos estZBo ausentes s¥%o também novos compostos Gteis co-
mo intermedidrios conforme descrito abaixo. 0 dltimo tem activi
dade antagonista VSP num nfvel mais baixo do que a dos octapepti
dos.

A reacgZo de ciclizag®o desta sequBncia de reacglies 8 a
mais proveitosamente conduzida por oxidag3do. Qualquer agente de
oxidag8o conhecido da arte para conseguir converter um dimercap-
to em dissulfureto, pode ser usado. SZo0 exemplos de tais agen-
tes um ferricianeto de metal alcalino, especialmente ferricianeto
de potéssio ou sﬁdio,boxigénio gasoso, diiodometano ou iodo.

Como exemplo, o ferricianeto de potéssio & adicionado ao
dimercaptan de férmula II dissolvido num solvente inerte adequa-
doy por exemplo, &gua ou metanol aquosoc & temperatura de 0-402C.
Muitas vezes, a oxidag%o &€ a um pH de 7-7,5 & temperatura ambien
te em solucgBo dilufda dando bom rendimento, 40-50%, de composto
ciclico,.

Os compostos de férmula III gue sB3o compostos Cys(OH)6
ou Pro(DH)7 reagiram com um dip&ptido, um (NHZ)-WZY protegido,
ou um amino-4cido, (NHZ)—Z—Y, respectivamente, conforme descrito
daqui em diante.

A matéria prima mercaptan linear pode ter ou n%o grupos
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desloc8veis ou protectores comuns & arte (Ql e Qz) presentes em
vdrias unidades de amino-8cidos. Agqueles grupos protectores inc
luem benzilo, p-metoxi-benzilo, l-adamantileo, t-butilo, p-nitro-
benzilo, tritilo, benziltiometilo, etilcarbamoilo ou acetamidome
tilo. Benzilo, adamantilo ou t-butilo s@o removidos pelo mercld-

rio (halo) sais de acetato em metanol aquoso a 0-802C. O grupo

protector & usualmente removido antes da ciclizagdo tal como du-
rante o fendimento do &cido sulfidrico do péptido da resina de
suporte., Ele pode, contudo, ser removido quer durante a cicliza
¢80 ou, no local, antes da ciclizag3o,.

Os grupos S-acetamidometilo sdc especialmente Gteis., Por
exemplo, S-ACM-Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn~S~-ACM-Cys~Pro-0Bzl foi
tratado com carbonato de potéssio em metanol aguoso para dar o
peptido Pro 4cido linear com 78-84% de rendimento. Este foi, en
td80, ciclizado por oxidag¥o usando iodo em metanol aquosc para
dar o produto desejado Pro(UH)7 com 65-705 de rendimento. Alter
nativamente, o prcduto protegido foi ciclizado sob as mesmas con
digfes com tratamento inicial de iodo seguido pela remogZo do
carbonato de potéssic do radical &ster protector. 0 4cido Pro7
foi, ent3o, condensado COF Arg)NH ), usando DCC e DMAP em DINF a
0-202 pare dar o Pmp D= Tyr(Et) Phe-Val Asn-Cgs Pro- Arg(NHz) com
45ﬁ de rendimento.

0 iodo, portanto, remove o grupo S-protector, especial-
mente o grupo ACM e cicliza o intermediério. 0 zscetato de mer-
clirio ou o acetato de chumbo também remove o grupo ACM para dar
um mercapto de metal. Este & convertido em tiocl, no local, por
tratamento com &cido sulfidrico e, ent%o, oxidado numa faée em
separado.

0 octapéptido ciclico desejado de férmula I pode ser can
venientemente isclado por acidificag¢¥o da mistura aquosa de oxi-
dag®o tal como usando 4cide acético glacisl, e passando a mistu-
ra de reac¢3o sobre ume coluna cromatogrédfica troca-iBes (permu-
tadora de iSes) por exemplo, sobre uma coluna de resina acrflica
fracamente 4cida com eluig¥o 4cida, ou por filtragHo de gel so-
bre uma cama formada com gel preparada por ligag¥o cruzada de
dextran com epiclcorohidrina.

Como altermativa & ciclizag8o dos intermedidrios linpea-
res de f6rmula Il sugerida acima, os &cidos 6-Cys ou 7-Pro cic=-

lizados (os de férmula I ne qual ou ambas as unidades de cauda,
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W e Z, ou somente uma unidade da cauda, Z, est@o ausentes) s3o
condensados com um dipeptido protegido, W=Z-Y, ou com um amino-
~&cido, Z-Y, respectivamente. A reacg¢¥o do 4cido Cys ou do 4ci
do Pro com um amino 4cido ou dipeptido adequadamente protegidos
8 conduzida usando qualquer reacg3o em gque se forma amida, comum
4 arte dos peptidos. Usualmente, fazem-se reagir quantidades
substancialmente equimoleculares das matérias primas ne presenga
de uma carbodiimida, tal como a diciclohexilcarbodiimida, mais 1-
~-hidroxibenzotriazolo ou dimetilaminopiridina num soclvente orga-
nico entre 0-352C, de preferfncia, desde o gelo até & temperatu-
ra ambiente. O0Os grupos protectores s@o removidos por uma reac-
¢80 que n¥o iré romper a ligag¥Bo dissulfureto do anel hexapepti-
do, por exemplo, alcali fraco.

Os intermediérios importantes de férmula II s3o conveni-
entemente preparados usando m8tcdos de fase s8lida de sintese de
péptido conforme discutido em M. Manning e outros, J. Med. Chem.
25 46 (1982). Uma resina de suporte benzidrilamina comercial
(BHR) & usada para preparar os produtgs finais de férmula I em
que Y & NH, (as des-glicinas) e uma resina de suporte clorometi-
lo (CMR) & usada para preparar os compostos de f6rmula I nos
quais Y & OH (as des-glicinamidas).

AR cadeia peptidice dos p8ptidos lineares da férmula II &
construfda, pouco a pouco, partindo da unidade 8 em direcgZo 2
unidade 1. Cada unidade & protegida convenientemente conforme é
sabido na arte dos peptidos e como & descritc meais abaixo. Al-
ternativamente, vlrios oligopeptidos podem ser constitufdos usan
do reacgBes de lfquidos ou de suportes, e depois condensados co-
mo um Gltimo passo na sequBncia da reacg%o para preparar os in-
termediérios dimercapto.

A sequBncia preferida das reacgBes da fase de suporte de
resina & conduzida convenientemente num sintetizador de péptidos
Beckman 990 B sem isclamento de cada péptido intermédioc. Os deta
lhes do processo sdo apresentados aqui a seguir nos exemplos de
trabalhbo. As condigBes, de solugZo ou reacg3do enzimitica sZo
aplicéveis aqui conforme & sabido na arte.

Os v8rios amino-4cidos, que s3o adicionados consecutiva-
mente & cadeia de resinas suporte s3o protegidos como & sabido
na arte. Por exemplo, o grupo de prctecgdo Boc & usado para um

grupo amino especialmente na posigBo ™ ; um benzilo opcional-
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mente substitufdo, para os grupos mercapto nas unidades Pmp e
Cys; tosilo, para a unidade Arg; e um carbobenzoxilo (Z) opcig
nalmente substitufde para as unidades Tyr ou Lys. 0Os grupos pro

tectores ser®o, mais convenientemente, agueles que s¥o facilmen-

te removidos, isto &, usando tratamento 4cido para o grupo terc.-
-~butiloxicarbonilo, s6dio liquido aménia ou hidrogenag3o catalfti
ca para os grupos benzilo ou carbobenzoxilo onde as condigBes da
reac¢¥o de remogBo nFo conduzem & reacgdo em outras porgBes do
peptido tais como a ligagZdo dissulfureto.

Como outros exemplos de grupos protectores, o grupo amino
de um amino écido'ou oligopéptido & protegido convencionalmente
por um grupo acilo tal como formilo, trifluoroacetilo, ftaloflo,
p~toluenossulfonilo ou o=-nitrofenilsulfonilo; um grupo benzilo-
xicarbonilo tal como benziloxicarbonilo, o~bromobenziloxicarbeni
lo, p-bromobenziloxicarbonilo, o- ou p-clorobenziloxicarbonilo,
p-nitrobenziloxicarbonilo ou p-metoxibenziloxicarbonilo, um grupo
alifético oxicarbonilo tal como tricloroetiloxicarbonilo, t-amil
oxicarbonilo, t-butoxicarbonilo ou diisopropilmetoxicarbonilo ou
um grupo aralquiloxicarbonilo tal como 2-fenilisopropoxicarboni-
lo, 2-tolilisopropoxicarbonilo, ou 2-p~difenilisopropoxicarboni-
lo. Grupos aminoc s3o també&m protegidos formando enaminas por
reacgdo com uma l,3-dicetona tal como benzoilacetona ou acetil-
acetona.

Os grupos carboxilo podem ser protegidos pela formag@fo
de amida, formag3o de hidrazida ou por esterificagdo. Se neces-~
s8rio o grupo amida & substitufdo pelo grupo 3,4-dimetoxibenzilo
ou pelo grupo bis-(p-metoxifenil)-metilo. O grupo hidrazida &
substitufdo por benziloxicarbonilo, tricloroetiloxicarbonilo,
trifluoroacetilo, t-butoxicarbonilo, tritilo ou 2-p-difenil-iso-
propoxicarbonilo. O grupo ester & substitufdo por um alcanol co
mo o metanol, etanol, t-butanol ou cianometilalcool; por um
aralcanol como o benzilalcool, benzidiilalcool, benzoilmetilalco
ol, p-bromobenzoilmetilalcool ou o p-clorobenzoilmetilalcool;
por um fenol como o 2,4,6-triclorofenoly 244,5~triclorofencl,
pentaclorofenol, p-nitrofenol ou o 2,4-dinitrofenocl; ou por um
tiofenol como o tiofenol ou o p~nitrotiofenocl. 0 grupo hidroxi-
lo na tirosina & opcionalmente protegido por esterificag®o ou
eterificagBo. Um grupo protegido por esterificeg®o &, por exem-
plo, um grupo O-acetil-, O-benzoil-, O-benziloxicarbonil- ou O~
-gtiloxicarbonil-. Um grupo protegidoc por esterificac#o &, por
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exemplo, um grupo O-benzil-, O-tetrahidropiranil- ou 0-t-butil-.

0 grupo amino do grupo guanidinc na arginina pode ser
protegido pela farmag3o de um sal, pelo grupo nitro, tosilo, ben
ziloxicarbonilo ou mesitileno-2-sulfonilo. Nem sempre, porém, &
necessério proteger o grupeo guanidinao.

0 péptido linear protegido intermédioc € separadoc da ma-
triz portadora de resina, por exemplo, pela aménia num solvente
alcoblico e depois & tratado para remover grupos protectores
usando por exemplo sédio-amonfaco lfquido. Este processo déd o
derivado amida do octapéptido linear.

Mais conveniente seré combinar as duas operagfes tratan-
do o péptido fixado sobre resina com dcido fluorfdrico anidro na
presenca de um catiZo "varredor" ("scavenger") adequado, como &
conhecido na arte, tal como o anisolo, para dar o octapéptido in
termédio de férmula II, na forma de dimercaptan e com bom rendi-
mento.

Os compostos deste invento t&m potente actividade vaso-
pressina-antagonista. Sabe-se que a vasopressina para o mecanis
mo de acgBo anti-diurética no rim. Quando a acgBo destes compos
tos antagoniza a da hormona anti-diurética natural (ADH), o cor-
po excreta &gua devido a um aumento de permeabilidade das por-
¢Bes terminais dos tubos renais. Julgamos gue o mecanismo de ag
¢30 esteja nos vasopressina-receptores [—Uz-receptores;7 locali~
zados sobre a membrana do plasma de certas células epiteliais re
nais. 0 efeito farmacodinfimico mais notével dos ADH-antagonistas
do invento & o diurético de 4gua mals do que um natriurético co-
mo por exemplo a tiazida.

Os compostaos reivindicados té&m como objecto qualquer pa-
ciente que sofra do sindroma de secregdo hormonal antidiurética
inadequada ("Syndrome of Inappropriate Antidiuretic Hormone Se-
cretion"” - SIADH) ou de um estado edematoso indesejével. S3o
exemplos de estados clinicos indicados para os compostos deste
invento a hipertens®o, cirrose hepética, fal&ncia cardiaca con-
gestiva ou um componente de qualquer estado traumético resultah-
te de dano sérioc ou doenga nos quais seja factor relevante o ago
nismo da vasopressina que ocorre naturalmente aos receptores me-
diados pela VSP,

0 segundo grupo de locais vasopressina-receptores & o dos

locais de pressores vasculares (Vl-receptores) localizados dentro
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do pr6prio sistema cardiovascular. Por exemplo, o Composto 5 do
Quadro I, baixo, foi ensaiado, com o protocolo Dyckes (U.S. Pat.
N2, 4 367 255) quantio i inibig%o da vasoconstricXo induzida pela
Vasopressina no rato, in vitro (pA2 8,40) e in vivo (pA2 7,71).
0 antagonismo no receptor \!2 resultou em vasodilatagdo e, por
fim, em actividade anti-hipertensora. 0 tratamento da dismenor-
reia & outra aplicag¥o dos compostos deste invento quando admi-
nistrados endovenosamente ou por via intranasal.

Os compostos deste invento s¥o portanto usados para tra-
tar edema ou para expelir 4gua em pacientes que necessitem tal
tratamento, por administrag¥c parentérica ou por insuflac3o de
uma quantidade efectiva, mas n¥o téxica, do composto escolhido,
de-prefer8ncia combinado com um suporte farmac®utico. As unida-
des de dosagem do ingrediente activo s®o escolhidas de 0,01 até
10 mg/kg, de prefertncia de 0,01 até 5 mg/kg, com base num paci-
ente de 70 kg, As unidades de dosagem s¥go aplicadas 1 a 5 vezes
por dia.

AR composig¥o farmacButica para induzir antagonismo de va
sopressina contém um ingrediente activo de férmula I sob a forma
de dose unitéria como acima de descreveu, dissolvida ou suspensa
num suporte lfquido padr®o. Um suporte padrZo & o soro salino
isoténico, contido numa amp8la ou num pequeno frasco de doses
miltiplas, adequado para injecg¥o parentérica tal como por admi=-
nistragdo endovenosa, subcut&nea ou intramuscular. A composicg3o
para insuflag®o & semelhante mas & habitualmente administrada
num inalador ou aplicador de doses medidas. As composicBes em
p6 podem também ser usadas com preparacgBes oleosas, geles, tam-
pBes para preparagBes isoténicas, emulsBes e aerosoles, sob for-
ma padronizada.

Os compostos deste invento provaram ter actividade anta-
gonistica dnica, em relag¥o & hormona anti-diurética natural (ac
tividade anti-ADH), in vitro, no tecido medular do porco-de-en-
gorda ou do rim humano e, in vivo, no rato ou no macaco hidropé-
nicos. Encontram-~se detalhes dos protocolos in vitro em F. L.
Stassen et al., J. of Pharm. Exp. Ther., 233, 50-54, (1982); os
cdlculos da actividade da ciclase e de potencial de ligag%o no
receptor sdo os seguintes:

Ensaio de Avaliag¥o da Actividade Ciclase Adenilato:
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Em cada experitncia a gquantidade de 3ZP/CAMP formada na
aus8ncia de membrana medular € avaliada e constitui o valor do
"branco". Subtrai-se este valor de todos os dados experimen-
tais. 0 produto é avaliado quanto ao seu efeito na actividade
da ciclase adenilato basal e/ou na actividade estimulada pela va
sopressina. Cada determinag®o & realizada em triplicado. 0 va-
lor ka & obtido a partir de um gréfico Lineweaver-Burke. Rel,
Voo = (Vmaxdroga/vmaxvasopressina) x 100 x Ki = 1// (Ka'/Ka)-1_/
onde I 8 a concentrag¥o do antagonista, Ka' e Ka s3o as concen=-
tracBes da vasopressina necessdria para dar metade da actividade
méxima de ciclase adenilato, na presenga e na aus®ncia de antagg
nista, respectivamente.

Ensaio de ligag3o:

Em cada experifncia, a quantidade de 3H-\lasopressina li-
gada na aus®ncia e na presenga de um excesso de vasopressina
(7,5x10-6M), & medida em triplicado. Estes valores representam,
respectivamente, a ligagZBo total e a ndo-especifica. A KB de um
composto resulta da equagZo para a inibig¢%3o competitiva: KB =
= ICSO/(l + L/KD), onde IC;, & a concentrag8o necesséria para
50% de inibig%o da ligacBo especifica de 3H—vasopressina, L & a
concentragdo do ligante e KD € a constante de dissociag%o da
3H-vasopressina (KD = 3,6x10'9M; 1 S = D,axlO'9M). Este 8 o va-
lor médio de KD determinado em 3 preparag®es de membranas de rim
de barrasco (porco-de-engorda).

Protocolo para Ratos Hidropénicos

Retira~se a alimentagZo e &gua de ratos machos, aproxima
damente 18 hores antes do ensaio. 0Os animais s%o instalados aos
4 por gaiola de metabolismo. R hora 0, o composto do ensaio &
administrado intraperitonealmente ao grupo de ensaio e um volume
equivalente de vefculo & administrado a ambos os grupos de con=-
trole (alimentados e n3o alimentados). Mede-se o volume de uri-
na e a osmolaridade em cada hora e durante 4 horas. 0Os velores
do ensaio s¥o expressos em ml de urina excretada (cumulativa),
mEq/rato de electr6lito excretedo, mg/rato de ureia excretada e
a osmolaridade em mili-Osmoles/kg HZO' Usa~se o teste da tole=-
r@ncia para determinar a signific8ncia. Defini-se E0300 como a
dose de produtogﬁ g/kg) necessiria para bsixar a osmolaridade da
urina até 300 m-Osmoles/kg. ED500 define-se como a dose do pro-
duto SF g/kg) necesséria para baixar z osmolaridade da urina até
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500 m-Osmoles/kg. O protocolo para o macaco hidropénico & seme-

lhante.

QUADRD I
CH, —CH CHZCD-X~Phe~A-Asn-?y;-DrO—Arg-Y7
;2 I !
CH c
2 ~
\EH CH/I
2 25 5
actividade anti-ADH
in vivo (Rate) in vitro (Forco)
x A
X Y A ED34g (/Mg/kg) Ki(nM) Kg (uM)
l. D-Tyr Gly=NH,  Val 32 30 0,082
2. D=-Tyr NH, Val 63 27 0,065
3. D-Tyr OH Val 156 160 0,35
4, D-Tyr(Et) Gly-NH, Val 9,9 5,9 0,011
5. D-Tyr(Et) NH, Val 5,8 3,0 0,0078
6. D-Tyr(Et) NH, Abu 13 7,6 0,018

x Dose estimadade péptidoe 1libertado i.p.imediatamentegxg/kg) de
que resulta uma redugdo de Uosm dos nivels hidropénicbs até 300

m-Osmoles/kg HZD'

0 Quadro I demonstra, nos protocolos descritos, a activi
dade anti-vasopressina de compostos representativos escolhidos
cujas estrutures de octapéptido t&8m a cauda desGly dipéptido que
& caracterfstica deste invento. A presenga de substancial acti-
vidade antagonistica & inesperada pois que, nas séries de agonis
tas, a des~Gly-cxitocina tem um efeito opostoc na press3o sangui-
nea quando comparada com a prépria oxitocina (Ver B. Berde et al.,
cite loc.) e o efeito, conhecido na arte, de encurtar a cauda 1i
near da oxitocina e vasopressina & provocar "um marcado decrésci
mo das actividades biol8gices tfpices das subst&ncias" (ver T.
Barth et al., cit. loc.).

R18m disso, o0 composto 5 do Quadro I provou ter uma ex-
cepcional actividade antagonista ac longo dos vérios protocolos
de anilise em tecido de barrasco ou humano, em ensaios in vitro,
bem como nos ensaios do macaco e rato hidropé&nicos. A sua acti-~

vidade anti~ADH, manifestada como a dose necesséria para baixar
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a osmolaridade da urina até 300M Osm/kg H,0 no ensaio do macaco
esquilo ("squinel monkey") hidropénico consciente, & ED300 = B46
Nmoles/kg (i.p.). A do composto 4 do Quadro I & 33,1 Nmoles/kg.
A do andlogo 2-D-Phe do ¢ltimo composto & 319,0 Nmoles/kg.

0Os sequintes exemplos destinam-se somente a ensipar a
preparac¥o dos produtos deste invento. Todas as temperaturas eg

tZ%0 em graus centigrados.

EXEMPLO 1

Sfntese em fase sélida de Pmp(Bz1)-D-Tyr(Br-Z)-Phe-Val=-Asn-Cys
(OMe~Bz1)-Pro-Arg(Tos)~resina

Para a sintese em fase sflida do péptido fixado em resi-
na, do tftulo, usou=se como matéria prima a Boc-Arg(Tos)-resina
(3 mmol/5,4 grezmas de resina), 0Os amino 4cidos adequademente
protegidos foram ligados sequencialmente sobre a Boc-Arg(Tos)-re
sina, preparada pela reacgfo de Boc-Arg(Tos), sob a forma de sal
de c&sio, com a resina comercial Merrifield (Cl—CHz—resina), co~
mo & conhecido da arte pelo uso de um programa manual a seguir
detalhado:

1. lavagem com cloreto de metileno (3 vezes, 1 minuto)

2. prelavagem com 4cido trifluoroacético a 33% em cloreto de me
tileno com 1% indolo (1 vez, 1 minuto)

3. desprotecg®o com 8cido trifluorpacético a 33% em cloreto de
metileno com 1% indolo (20 minutos)

4. lavagem com cloreto de metilenc (3 vezes, 1 minuto)

5. prelavagem com trietilamina a 107 em cloreto de metileno
(1 vez, 1 minuto)

6. neutralizac¥o com trietilamina a 10% em cloreto de metileno
(10 minutos)

7. lavagem com cloreto de metilenc (3 vezes, 1 minuto)

8. adig¥o de amino &cido protegido (10 mmol) em trietilamina em
cloreto de metileno e N,N'-diciclohexilcarbodiimida 0,5M em
cloreto de metileno (20 ml)

0 tempo de reacgdo foi até 2 horas.

No caso da ligag¥o da parte Asn juntou-se l-hidroxiben-
zotriazolo (HBT, 10 mmol) com Boc-Asn em dimetilformamida seca.
A dimetilformamida (DMF) seca foli també&m usada como solvente
quando se ligou Pmp (Bz1) num péptido-resina, usando a 4-dime=-
tilaminopiridina (10 mM). O fim de cada reacco de acoplamento

foi controlada pelo ensaio da ninidrina. Usou-se o grupo 4-me-



'

62 351
CASE: SKB 14142

~14-
toxibenzilo para proteger o grupo tiol da Cys e empregou-se o
grupo 2-bromo-carbobenzexilo para bloguear o hidroxilo fenflico
da D-Tyr,.
A resultante Pmp(Bzl1)=D-Tyr(Br-Z)-Phe-Val-Asn-Cys(0OMe-
-Bzl)-Pro-ArgéTos)-resina, protegida, foi lavada muito bem com

cloreto de metileno e metanol, sucessivamente. Depois de secar

no v4cuo durante a noite, recolheram~se 8,4 gramas da resina
protegida do titulo.
PreparacZo de Php-D-Tyr-Phe—Val-Asn-C&s-Pro-Arq-NH2

Submeteu-se a Pmp (Bzl)=D-Tyr-(p-~bromocarbobenzoxi)-Phe-
-Val-Asn-Cys(OMe-Bzl)-Pro~-Arg(Tos)~resina (4 g, ca. 1,5 mmol) a
amon6lise, usando solugdo (200 ml) de aménia saturada/metanol em
dimetilformamida seca (50 ml) % temperatura ambiente durante 48
horas. Ap6s evaporacgdo a secura, o resfduo foi precipitado pelo
acetato de etilo/n—hexano e filtrado para dar a amida de octapép
tido protegido (1,54 g).

Este p8ptido em bruto foi dissolvido em aménia (250 ml)
e tratado com soluc¥o sédio/ambnia para dar Pmp-D-Tyr-Phe-Val-
-Asn-Cys-Pro-Arg-NH2 que foi entdo oxidado usando solugdo de fer

ricianeto de potéssio 0,01 M em 4 1 de solug¥Bo aquosa a pH 7~
-745. Depois da reacg3o de oxidagdo se completar, o pH da solu-
¢80 aquosa foi ajustado até pH 4,5 pela adig¥%o de Acido acético
glacial. Passou~se lentamente esta sclug3do através de uma resi-
na acrflica fracamente 4cida (Bio-Rex 70) numa coluna (11x2,5 cm,

forma H*). A coluna foi elufda com 4cido acético a 5% e 50%, su

cessivamente. Recolheu-se o produte ciclizado Php-D-Tyr-Phe-Val-
:EEF:E}S-Pro-Arg-NHZ em bruto (860 mg) a partir das fracgBes da
soluc%o a 50% de 4cido acético.
Purificac3o do Pmp-D-Tyr-Phe-Val~Asn-Cys-Pro-Arg-NH
l. Distribuig®o em contra-corrente:
Amostra: 860 mg de produto bruto, n-BuDH/HOAc/HZO (4:1:5)
250 transferBncias
a) fr. 186-204 436 mg
b) fr. 182-185 e 205-218, 219 mg
2. Cromatografia de partigdo:
o Amostra: 250 mg (de l-a), G=-25 fina (2,5x55 cm), n=BulH/
/HUAc/H20 (4:1:5)
a) fr. 32-46 222 mg

2
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3, HPLC preparativa: e

Amostra: 40 mg (de 2-a); Alltech C18, 3000 psig. Caudal:

3,0 ml/min.
Tamp3o A: 0,1% TFA
Tamp%o B: 0,25% TFA /EHBCN (4:6) 60% B; isocrédtica; 235
nm (2,0 AUFS)

Injecc®o: 10 mg/0,5 ml, tampXo A.

17 mg do produto purc do tftulo
4, Cromatografia de Permuta de I%es

Ahostra: 365 mg (de l-a e 2-a); CMC; 0,01M NH,OAc até

0,1M NH,OAc
Gradiente linear

a) fr. 51-70 93,5 mg

b) fr. 71-89 86,5 mg

c) fr. 91-110 65 mg

d) fr. 111-121 24,5 mg

EXEMPLO 2

Preparac3o de P&p-D-Tyr-Phe-Val-Asn-C}s-Pro-Arg

Fez-se reagir Pmp(Bzl)-D-Tyr~(br-Z)~Phe-Val-Asn-Cys(0OMe-~
-Bz1)-Pro-Arg(Tos)-resina (4,2 g; 1,5 mmol) do Exemplo 1, em
4,5 ml de anisolo destilado, com &cido fluoridrico anidro (40 ml)
a 02 durante uma hora. Depois do tratamento acima descrito e de
evaporar a secura em vécuo, tratou-se o residuo com éter anidro
e separou-se por filtrag¥do obtendo-se 1,33 g de pé&ptido em bruto.
Para completar a remog3o do grupoc Bzl da parte Pmp usou-s2 o sé-
dio em ambnia lfguida, reacgdo que se descreveu no Exemplo 1., O
octap8ptido nZo-protegide resultante foi ciclizado usando uma sg
lug®o de ferricianeto de potdssio 0,01 M a pH 7-7,5 até que a
cor persistiu por 30 minutos como acima se descreve na prepara-
¢80 da amida.

Recolheu-se o desglicinamida-~octapéptido (600 mg) depois
de acidificar a solugBo de oxidag3o com 8cido acético até pH 4,5
e de passar a mistura reagente por uma coluna Bio-Rex-~70 com 1 1;
de 4cido acético a 5% como eluente.

Purificag8o do Pmp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys=Pro-Arg

l. DistribuigZo em contra-corrente:
amostra: 600 mg de Bio-Rex 70, n-BuOH/HOAc/HZD (4:1:5)3
200 transferfncias
a) fr. 150-161 169 mg
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b) fr. 133-149 e 162-163
2. HPLC preparativa:
Amostra: 52 mg(de l1-a); Alltech C18 (25 cms 10 mm, 10
micron) ;
Tamp%o A: 0,1% TFA
Tamp%o B: 0,250 TFA/CH,CN (4:6) 60% B, isocrética; 3000
psig; 3,0 ml/min. InjeccBo: 10 mg/0,6 ml em
tampZo A. 235 nm (2,0 AUFS)
a) 24 mg
b) 7,3 mg.
Juntou-se 2a e 2b, repurificou-se em HPLC, obtendo-se 15 mg

de péptido puro.
3. Cromatografia de partigdo: ‘

Amostra: 117 mg (de 1-A), G-25 fina (2,5x55 cm), n=-BuOH/

/HOAc/H,0 (4:1,5)
a) fr. 32-36 83 mg de produto puro
EXEMPLO 3
Preparac3o de anp—D-Tyr(Et)-Phe-Ual-Asn-Ci/s-Pro-Arq-NH2
0 composto do titulo foi preparado pelo método da fase

sélida aplicado na benzidrilamina-resina (BHA). Assim, fez-se
reagir 1,0 g de BHA-resina (1,13 mmol NHz/g resina) com 1,5
equivalentes de Boc-Arg(Tos), 1,5 equivalentes de DOCC e 3,0 equi
valentes de HBT postos em dimetilformamida de modo a ficar 0,1 M
em Boc-Rrg(Tos). 0 desblogueamento fez-se com 50% TFA/cloreto
de metileno e a neutralizacZo com 5% DIEA/cloreto de metilenc. O
péptido foi alongado, aos poucos, por acoplamento, usando anidri
dos sim8Btricos de Boc aminoacilo preparados em DMF (0,1 M), Li-
garam-se Boc-Asn, Boc-D-Tyr(Et) e Pmp(MBz), sucessivamente, usan
do DCC e HBT em DMF, O fim do acoplamento fol controlado pelo
ensaio qualitativo da ninidrina e fez-se o re-acoplamento gquando
necess4rio. A Pmp (MBz)-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(MBz)-Pro-Arg
(Tos)-BHA-resina completa foi lavada com cloretoc de metileno e
seca até pgo constante, 2,34 g.

0 péptido foi desbloqueado e separado da resina por tra
tamento com 4cido fluorfdrico lfquido (30 ml) na presenga de
anisolo (4 ml) a 09 durante uma hora. ODepols deevaporar até 2
secura em vécuo, lavou-se a resina em &ter etflico, secou-se ao
ar e depois extraiu-se com dimetilformamida desgaseificada (3x
x20 ml) e &cido acético a 20% (4x20 ml). A DMF e os extractos
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Acidos foram juntos a 4 1 de 4gua (pH 4,5 com &cido ac8tico).
Ajustou-se o pH a 7,2 com hidréxido de amfnio e titulou-se a
solug®o com ferricianeto de potéssic 0,01 M, em argon, com agi-
tagBo até persistir uma cor amarela (85 ml). Levou-se o pH até
4,8 com &cido ac&tico glacial. Filtrou-se a mistura e passou-
~-se o filtrado por uma coluna (H+ ) de Bio-Rex 70. Depois de
lavar a coluna com 4gua (200 ml), o péptido brutec foi eluifdo
com 300 ml de piridina/4cido acético/4qua (30:4:66 v/v). Eva=-
porou-se o eluente em vécuo a 302, Dissolveu-se o residuo em
100 ml de 4cido acé&tico 0,2 N, depois liofilizou-se, obtendo-se
507 mg do octapéptido, em bruto, do titulo.
Purificac¥o de Php-D-Tyr(Et)-Dhe-\lal-Asn-Cﬁls-Dro—Arg-NH2
l. Distribuig¥o em contracorrente

Amostra: 607 mg em bruto; n~BuOH:HBAc:H, O (4:1:5), 240

transferBncias
a) fre. 154-170 e 190-192 71 mg
b) fr. 171-189 230 mg

2. FiltragZo Cel
Amostra: 123 mg de l-b, G-15 (2,5x55 cm) usando 0,2 N HOAc,

25 mi/h
a) fr. 46=50 ~ 20 mg
b) fr. 51-77 60 mb de pép

tido puro.

EXEMPLO 4
Preparac3o de th-D-Leu-Phe—Ual-Asn-C&s-Dro—Arg-NHC3H7

Fez-se reagir uma mistura de 0,1 mmole de (Pmpl—D-Leuz-
-Vala-desﬁly-NHz)AVP, preparada como acima mas usando Boc-D-lLeu
na posig¥o 2, e de 0,1 mmole de n-propilamina em 20 ml de DMF,
com 23 mg (0,11 mmol) de DCC e 14 mg (0,11 mmol) de HBT, & tem-
peratura ambiente durante 2 horas. Evaporaram-se as matérias vg
l&teis obtendo-se um resfduo oleosc. O produto foi purificado
como acima usando: (1) filtracg%o gel sobre G-10-Sephadex elufda
com Acido acktico G,2 N; (2) cromatografis 1fquide de alts
press¥o usando 0,05, TFA em 39,0 acetonitrilo em &qua; e de novo
(3) filtrac3o gel para dar 20 mg de octap8ptido puroc do tftulo.

Anélises de amino 4cidos: Asp 0,88, Pro 0,93, Val 1,0C,
Leu 1,09; Phe 0,88, Arg 1,07. HPLC = 95 pico maior 2 11,33
com acetonitrile 403 aquoso com KHZPO4 0,05 M como tampZo. Klig.z
= 12,1% inibig%o a 10~2M,
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Usando (Pmpl-D-Tyr(Et)?-val®-desGlyNH,)-AVP, preparada
como no Exemplo 2, e benzilaminz cbtém-se PE@~D-Tyr(Et)-Phe—Val—
:KEE:E§S~Pro-ArgNHle. Preparam-se de modo semelhante outros de
rivados N-alquilados.
EXEMPLO 5
Sfntese Peptfdica em Fase S6lida de Pmp-(4-MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe~
-Abu-Cys(4-MeBzl)-Pro=-Arg(Tos)-BHA-resina

Para a sintese em fase sflida do péptido fixado em resi-~

na, do titulo, usou-se como matéria prima Boc~Arg(Tos)BHA-resina
(1,19 mmol/g de resina). Foi preparada fazendo reagir Boc-Arg-
(Tos), 3 mmol, com a resina de benzidrilemina, 1,0 mmol, em dime
tilformamida durante duas horas. A resina de benzidrilamina sob
a forma de cloridrato foi coberta com cloreto de metileno duran-
te a noite. Foi entZo lavada com cloreto de metileno (4x1 min.)
neutralizade com diiscpropiletilamina 75> em cloreto de metileno
(2x2 min.), depois 6x1 min. com cloreto de metilenoc sozinho e
finzalmente 2x1 min. com dimetilformamida pré-seca. A assocciagdo
do Boc-Arg(Tos) 3 resina realizou-se por 2 vezes num agitedor
("shaker") usando l-hicroxibenzotriazolo (HBT, 6 mmol) e diciclo
hexilcarbodiimida (DCC, 3 mmol). Depois da associagZo executou-
-se, como rotina, o enseaio gquantitative da ninidrina e a an8lise
de amino &cidos para determinar a percentagem de "carga'" sobre a
resina., Nesta experi®ncia a carga foi de 62,666, isto &, esta-
vam disponfveis 0,74 mmol/g de resina. 0 amino &cido que se se-
guiu, Boc~-Pro, foi associado usando o seguinte protocolo:

- Lavado com cloreto de metileno (6 vezes, 1 min.)

- Prelavado com TFA SDﬁ em cloretc de metileno (1 vez, 1 min.)
- Desprotegido com TFA 50% em cloreto de metileno (20 min.)

- Lavado com cloreto de metileno (6 vezes, 1 min.)

Prelavado com DIEA 73 em cloretoc de metileno (1 vez, 1 min.)
- Neutralizado com DIEA 79 em cloreto de metileno (& min.)

- Lavado com cloreto de metileno (6 vezes, 1 min.)

- Lavado com dimetilformamida (2 vezes, 1 min.)

o 0O 3 O V1B NN
]

- Adicionado de amino 4cido protegido (3 mmol) e HBT, 6 mmol,
em DMF, seguido da adig%o de DCC em cloreto de metileno, 3
mmol, e associac®o (acoplamento) durante 2 horas.

10 - Lavado com dimetilformamida (2 vezes, 1 min.)

11 - Lavado com cloreto de metileno (4 vezes, 1 min,)

12 - Lavado com etanol/cloreto de metileno (1:1) (2 vezes, 1 miny)
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13 - Lavado com cloreto de metileno (4 vezes, 1 min.) /
Estas operagB®es realizaram-se no agitador ("shaker").
Os amino Acidos subsequentes foram acoplados sequencial=-
mente usando o sintetizador de péptidos Beckman 990-B. O progra

ma usado para cada acoplamento, excepto para BocAsn e Pmp(4=Ne-

Bzl), foi o seguinte:

1 - Lavado com cloreto de metileno (3 vezes, 1 min)

2 - Prelavado com TFA 50% em cloreto de metileno (1 vez, 1 min.)

3 - Desprotecg®o com TFA 50% em cloretc de metileno (30 min.)

4 - Lavado com cloreto de metileno (3 vezes, 1 min.)

5 - Prelavado com DIEA 7% em cloreto, de metileno (l vez, 1 min. )

6 - Neutralizado com DIEA 7% em cloreto de metileno (1 vez, 10
mine)

lLavedo com cloreto de metileno (3 vezes, 1l min.)

-~
]

8 - Adicionados amino #cidos protegidas (3 mmol) em cloreto de
metileno, seguindo-se a adig¥o de DCC, 3 mmol, 10 ml de 0,3
M em cloreto de metileno e acoplamento durante 2 horas.
9 - Lavado com cloreto de metileno (3 vezes, 1 min.)
10 - Lavado com etanol/cloreto de metileno (1:1) (3 vezes, 1 min,)
11 - Lavado com cloreto de metileno (3 vezes, 1 min.)

No casc de acoplamento de Asn usou~se l-hidroxibenzotria
zolo (HBT, 6 mmol) em 10 ml de dimetilformamida 0,6 M., A dimetil
formamida seca foi també&m usada como solvente gquando se acoplou
Pmp (4-MeBzl) aoc péptido-resina usando a 4-dimetilaminapiridina
(3 mmol). O termo de cada reacc¥o de acoplamento foi controla-
do pelo ensaio da ninidina. 0 grupo 4-metilbenzilo (4-MeBzl)
foi usado para proteger os grupos tiol da Cys e do &cido penta-
metilenomercaptopropifnico (Pmp).

Preparac®o de pmp-D-TyréEt)—Phe—Abu—Asn-Cys-Pro-AquHz

Pmp(4-MeBz1)-D-Tyr(Et)-Phe~Abu~Asn~Cys=(4~MeBzl)-Pro-Arg
(Tos)~-BHA-resina, 1,25 g (0,37 mmol) em 2 ml de anisolo, reagiu
com &cido fluorfdrico anidro (20 ml a 02 durante 50 min.). Ap6s
evaporagdo do HF no vécuo lavou-se o resfduo com ‘eter anidro,
4x20 ml, e extraiu-se o péptido em bruto com dimetilformamida
(50 ml) e &cido ac&tico 33% (50 ml) em 2 litros de 4gua desga-

seificada previamente ajustada até pH 4,5. 0 disulfidrilocta-

- péptido dilufdo em &gua foi ciclizado usando soluc%o 0,01 M de

ferricianeto de potéssio a pH 7,2 até a cor amarela persistir

por 30 min. (50 ml). Ajustou-se o pH a 4,5 usando 4cido ac&tico
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glacial e passou-se a sclug¥o através de uma coluna (2,5%x12, HC>)
de resina acrflica fracamente 4cida (Bio-Rex-70) lentamente., Elu-
iu~se a coluna com tampZo de acetatoc de piridina (30:4:66) (pin;
dina/4cido acético glacial/4gua). A solug®o de acetato de piri-
dina foi removida por destilag®o no vécuo. O resfduo foi liofi-
lizado a partir de 4cido acético 2 10% obtendo-se 300 mg (76%)
do péptido do tftulo, em bruto.
Purificac¥o do thnD-Tyr(Et)—Phe-Abu-Asn~C&s-Drc—AquH2
1. Distribuigdo em contra-corrente:

Amostra: 300 mg, n—BuDH/HOAc/HZD, 4:1:5, 240 transferBncias

a) fr. 176-186 99,6 mg de péptido
puro

b) fr. 170=-175 e 187-210 117,24 mg
Rendimento em material purificado 216,84 mg (55:).

2. Férmula Molecular C50H72N1201082
Peso Molecular: 1064,53
Andlise de Amino Acidos: Asp (1,00), Abu + Cys (1,70), Tyr
(0,64), Phe (0,98), Arg (0,91).
Teor em Péptidos: 68,06-91,52% a partir da andlise de amino
4cidos; 87,33% a partir da anélise de azo
to.
3. Cromatografia
Solvente Rf
TLC n—BuDH/HDAc/HZO/EtOAc 0,56
(le1:1:1)
n~BuDH/HDAc/H20 0,42
(4:1:5) tdpo
HPLC - coluna-—C18 K?
Isocrética H,0/CHCN/TFA 3
(60:40:0,25)
0,05 MKHZD 4°
tacetonitrilo (60:40) 7,33
Gradiente HZD/CHBCN/TFA 5,82
de 80:20:0,25 até
50:50:0,25
Bombardeamento Atémi
co R&pido (Fast Atom
Bombardment-FAB):  m/z 1065 (M+H)*;
1063 (M=H)~



»

62 351 .
CASE: SKB 14142 AN

21~

EXEMPLO 6

Sfntese Peptidica em Fase Sélida de Pmp-(4-MeBz1)-D-Tyr(Et)-Phe-

~Ala~Asn-Cys-(4-MeBzl)=-Pro-Arg(Tos)-BHA-resina

0 tetrapéptido fixado em resina Boc-Asn-Cys(4-MeBzl)-Pro-
~-Arg(Tos)~BHA, 0,72 g (0,36 mmol) foi sintetizado no sintetizador
de p&ptidos Beckman 990-B partindo da Boc-Arg(Tos)-benzidrilami~
na-resina (0,72 mmol/g) usando um protocolo como o do Exemplo 5.
Os amino 4cidos subsequentes foram acoplados sequencialmente no
agitador ("shaker") usando HBT e DCC durante 2 horas, de modo
id&ntico. Depois de ligar o Gltimo resfduo, isto &, Pmp(4-MeBzl),
a resina contendo p&ptido foi lavada como habitualmente e seca,
obtendo-se 0,88 g do intermédio do titulo.

PreparacZo de P&p—DJTyr(EE)-Phe—Ala-Asn~C&s~Pro—ArgNH2

Fez-se reagir a Pmp(4-MeBz1)-D-Tyr(Et)-Phe-Ala-Asn-Cys
(4-MeBzl)-Pro~Arg(Tos)~-BHA~resina, em 2 ml de anisolo, com HF
anidro, a 02 durante 50 minutos. 0O trabalho foi conduzido como
habitualmente e a toma de KBFe(CN)6 foi de 45 ml obtendo-se 230
mg (60,8%) do p&ptido em bruto do tftulo.

PurificacBo de Pmp-D-Tyr(Et)~Phe-Ala~Asn-C¥s-Pro-ArghH

2
l, Distribuig¥%o em contra-corrente:

Amostra: 230 mg, n-BuOH/HDAc/HZO (4:1:5), 240 transfer8n-

clas
a) fr. 160-178 105,2 mg prod. puro
b) fr. 179-190 e 150-159 49,5 mg
Rendimento em material purificado: 154,7 mg (41%)
" .
2" Férmula Molecular: C,gH,oN,00, 05,

Peso Molecular: 1050,449 7
Anélise de Amino Acides: Asp (1,00), Pro (1,03), Ala (0,94),
Cys (0,46), Tyr (0,65), Phe (0,91),
Arg (0,92).
Teor em péptidos: 59,18-81,77: de 2 an&lises.
3. Cromatografia

Solvente RF
TLC ' nBuDH/HDAc/HZD/EtGAc 0,64
(l:1:1:1)
HRLC coluna C18 Kt
Isocrética HZD/CHBCN/TFA 2,18
60:40:0,1
Gradiente HZO/CHSCN/TFA 6,47

de 60:40:0,1 até 50:50:0,1
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Bombardeamento Atémico R4pido (FAB): m/z 1051 (MeH) T
1049 (M=H)"™

EXEMPLO 7

Sfntese Peptfdica em Fase S6lida de Pmp(4-MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe
(4'-Et)-Val-Asn~Cys—(4=MeBzl)=Pro-Arg(Tos)-BHA~resina

0 péptido fixado em resina, do tftulo, foi preparado a
partir da BOC-Arg(Tos)-BHA-resina (0,4 mmol/g) num agitador
(*shaker") usando um protocolo atréds referido, isto &, despro-
tecc¥o-acoplamento usando HBT e DCC durante 2 horas, até se
obter Boc-Val-Asn-Cys-(4-MeBzl)~Pro-Arg(Tos)-BHA)~resina. Os
dois resfduos de amino&cidos seguintes foram acoplados usando o
sintetizador de péptidos Beckman 990-8. O Pmp(4-MeBzl) foi liga
do manualmente usando DMAP~DCC durante a noite. 0 péptido con=
tendo resina foi lavado e seco como usualmente, obtendo-se 2,00
g do produto intermédio do titulo
Preparacfo de Prhp--D--Tyr(Et)-—Phe(lL--Et)-Val-Asn—C}'s-Pro—ArgNH2

Fez-se reagir Pmp-(4-MeBzl)-D-Tyr(Et)~Phe(4-Et)-Val-Asn-
-Cys—(a-Mele)~Pro—hrg(Tos)-BHA—resina, em 3 ml de anisolo, com

30 ml de Acido fluorfdrico anidro a 02 durante uma hora., 0 de-
senvolvimento do trabalho foi feitoc como acima, com 38 ml de
KBFB(CN)é. Obtiveram~se cerca de 50 mg de péptido em bruto da
coluna de Bio-Rex e 139 mg por precipitagdo da solug®o, num to-
tal de 189 mg (42,7%) do péptido do titulo.

Purificac3o:

l. Cromatografia de coluna de partigZ@o, Sephadex G-25:
Amostra: 50 mg, n-BuOH/HOAc/HZD (4:1:5)
' a) fr. R, 23,86 mg
b) fr. 8, 18,5 mg
HPLC de Preparag3o:
Amostra: 43 mg (De 1, Fr. a + Fr. b), Altex 0DS, 10 mmx25
cm, SJL_, caudal 4 ml/min., 4qua/acetonitrilo/TFA
(50:50:0,25), isocrAtica, 229 nm (2,0 AUFS), in-
jeccg®o 2,0 mg/BDO/)Al e 4,0 mg/420 ml obtendo-se
30,0 mg de péptido pura.
2, Caracterf{sticas Fisicas:
Férmula Molecular: C53H78N1201082
Peso Molecular: 1106,47
Andlise de Amino Acidos: Asp (1,00), Pro (0,78-0,84), Cys
(0,45), val (1,02), Tyr (0,63,)
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Phe(p-£t) (1,50), Arg (1,00-0,96)
Teor em Péptidos: 73,3-89,6%

3+« Cromatografia:

Solvente Rf
TLC nBuOH/HOAc/HZG/EtOAc 0,70
(L:l:l:1)
nBuDH/HOAc/HZO 0,299
(4:1:5)THpo
HPLC Coluna C18 Kt
Isocrética HZD/CHBCH/TFA 4,43
(55:45:0,1)
Gradiente HZD/CHBCN/TFA 8,7
de (60:40:0,1) até (50:50:0,1)
FAB m/z 1107 (M+H)™;

1105 (M=-H)™

EXEMPLO 8

Sfntese de Boc-Asn-Cys(4-MeBz1l)-Pro-Arg(Tos)~-MBHA-resina

Preparou-se uma milimole de Boc-Asn-Cys(4~MeBzl)-Pro-Arg
(Tos)-BHA-resina usando 1 mmole de Bbc-Arg(Tos)ua-metilbenzier;
amina (MBHA)-resina como material de partida por acoplamento se-
quencial com os aminodcidos de t-Boc protegidos adequados num
sintetisador de péptidos Beckman 990-8.

Obtiveram-se 1,83 gramas de resina de péptido protegido
que foi dividida em duas partes iguais (0,915 g cada).

Sfintese de Php—D-Tyr(Et)-Phe-Gly-Asn-Cis-Pro~RquH2

Uma parte da resina de péptido protegido, supra, foi de-
pois sequencialmente acoplado com 1,5 mmoles de aminodcidos Boc
IJ -(S-MeBzl)-Pmp=0H obtendo~se 1,16 g da resina
de péptidos protegidos final. UObteve-se Dmp(S-Mele)—D-Tyr(Et)-
-Phe-Gly-Asn=Cys(4 lMeBzl)-Pro-Arg-(Tos)MBHA-resina que se secou

adequados e de

em v8cuo. Esta resina protegida foi tratada com 1,5 ml de anisg
lo e 25 ml de 4cido fluorfdrico anicro a 02 durante 1 hora. O
péptido desprotegido foi tratado com 0,01 mole de solugdo de fer
ricianeto de potéssio a pH 7,2 em 2 litros de 4gua. Usaram-se
53 ml de agente oxidante.

A solugdo resultante passou por uma coluna Cl8 "flash",.
A coluna foi elufda com 50,0 de acetonitrilo com 0,257 Acido tri
fluoroacético em 20 ml por fracg%o. Isclaram-se das fraccBes
325 mg de produto em bruto. Nova purifice¢Zo do produto por CCD
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(8/A/W, 4:1:5) deu 188 mg do produto 99% puro do titulo.

Andlise de Amino Acidos:

Teor de péptidos 82%
Asp 1,04 Tyr 0,92
Pro 1,15 Phe 1,01
Gly 1,00 Arg 0,91
Cys 0,54
FAB/MS = m/z (MeH)™ 1037
EXEMPLO 9

Sintese de Php-D-Tyr(Et)—Phe—Chg—Asn-C}s-Pro-AquHz
Uma parte da resina de pé&ptidos protegidos do Exemplo 8

foi depois sequencialmente @coplada a 1,5 moles dos amino 4cidos
Boc adequados e /» =(S=4-MeBzl)-Pmp-OH para dar 1,06 g da resina
de péptidos protegidos final Pmp(S-4~FeBzl)~D-Tyr(Et)-Phe-Chg-
-Asn-Cys(S-4~MeBzl)-Pro-Arg-(Tos)~iBHA~-resina, obtida apfs seca-
gem em vAcuo.

Esta resina de péptidos protegidos foi tratada com 1,5
ml de anisoclo e 25 ml de &cido flucrfdrico anidro.

Depois de oxidagZo usual com ferricianeto de potéssio e
isolamento numa colunez ClB obtiveram-se 165 mg de produto em bru
to do tftulo. Outre purificag¥o por CCD G~15 e filtrag¥o gel P-
-2, como acima se descreveu, deu 55 mg de produto HPLC puro do
tftulo.

Teor em péptidos: 88

FAB/MS: m/z 1119 (#+H)™

EXEMPLO 10

Preparac®o de Php~D~Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(0H) e o seu usc na

preparac¥o do composto do Exemplo 3

Dissolveram=se 4,87 g (15 mmol) de BocCys (4MeBzl) em
30 ml de etanol e juntaram-se 10 ml de 4gua. 0 pH foi ent3o
ajustado até 7,1 com uma solug¥do agquosa de bicarbonato de césio.

Concentrou~-se a mistura e evaporcu-se o resfduo tr8s ve-
zes com 50 ml de tolueno, 0 resfduo foi ent¥o colocado sm alto
v8cuo & temperatura ambiente durante a ncite.

Dissolveu-se o sal em 35 ml de dimetilformamida e junta-
ram-se > g de clorometilfenil-resina comercial. Agitou-se a mis
tura a 532 em argon cdurante a noite,

Filtrou~-se a mistura e lavou=-se a resina com dimetilfor=-
mamida (5x60 ml), DMF/&gua (9:1) (5x60 ml) DMF (5x60 ml) e eta-
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nol (6x60 ml)., Foi entXo seco em alto vAcuo & temperatura ambi-

ente durante o fim-de-semana,

AR cadeia peptfdica foi construfda num sintetizadeor Beck-
man como acima se descreveu usando os derivados Boc de Asn, Val,
Phe, D-Tyr(Et) e o derivado S-(4-MeBzl)Pmp., Retirou-se 2 resina
e colocou-se num agitador ("shaker") manual.

Trataram-se 0,86 g da resina peptidica com 1,5 ml de
anisolo e agitou-se durante 60 min. a 09 em 15 ml de &cido fluo-
rfdrico. O &cido fluoridrico foi entdo removido sob pressdc de
aspirag¥o a 09,

Lavou-se ent3o o resfduo com 3%25 ml de &ter (deitado fo
ra) e elufu-se o péptido com dimetilformamida e 30% de &cido acé
tico (4x10 ml). Juntou-se esta solugcdc a 2 1 de 4gua desgaseifi
cada e ajustou-~se o pH a 7,0 com hidroxido de amfnio. Juntou-se
lentamente uma soluglo (35 ml) de ferricianeto de potédssio 0,0LM,

Rjustou-se entdo o pH a 4,5 com 8cido acético 8 agitou=-
-se a mistura durante 30 minutos com 25 g (WET) (n¥o secos) de
uma resina permutzdora de i%es (AG-3x4 1R-45) fracamente b4sica.
Filtrou-se a suspens®o e lavou-se a resina com 2x400 ml de &cido
ac8tico a 30%.

0 filtredo foi depois passado por uma coluna C18 "flash"
(7x16 mm). A colunaz foi ent¥o lavada com 4gua (3x400 ml) e o
péptido eluido com acetonitrilo/Aqua/TFA (50:50:0,25). Junta-
ram~se as fracg®es 30 a 36, concentrou~-se e liofilizou-se obten-
do-se 25 mg do produto intermé&dio livre de Cys(OH)-cfclica do tL
tulo.

Massa espectral por FAB em glicerol: 827 (M+H)Y, 825
(M=H)".

Fez-se reagir o 4cido Cys (20 mg) com um equivalente de
Pro-Arg(NHz)-HCl (preparzda a partir do dicloridrato comercial
por tratamento com 1 equivalente de trietilamina) na presenga de
DCC e HBT em dimetilformamida, produzindo o composto do Exemplo
3. De modo semelhante liga-se Pro(OMe) ao 4cido Cys, hidroliza=-
-se com hidr6xido de sédio fraco obtendo-se o &cido Pro gue se
faz ent%o reagir com Arg(HCl)-(0OMe) para dar o 4cido préximo do
composto do Exemplo 3 apbs hidrélise branda do éster. Isola-se
este composto, se tal for desejado, sob a forma de sal de potés-
sio. Veja o Exemplo 12 abaixo. Em alternativa usa-se o Pro-Arg

(NHZ) directamente na condensacZo.
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A mistura de 4,5 mg de Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-CH
preparada como acima e de 1 ml de metanol, foi tratada com diazg
metano etéreo e foi purificada por HPLC (505 CHBCN/SD% HZD/O,I%
TFA) obtendo-se 4,3 mg do &ster metflico (94%), FABMS m/z 841
(M+H)*, homog&neo pela HPLC e TLC.

EXEMPLO 11
Preparac3o de pmp-D-Tyr(Et)—Dhe-Ual-Asn-C}s—Pro-Arq(NHZ) por_con-

densacdo terminal
Preparou-se a BocPro~(resina Merrifield) ligando a BocPro

34 resina Merrifield por meio do método do sal de césio obtendo-se

Boc-Pro—UCHZ-—C6H4

para a sintese. Esta foi realizada no sintetizador de péptidos

-resina que fol usada como material de partida

Beckman 990-8 por meio do seguinte protocolo: Dissclvem-se trbs
equivalentes dos amino 4cidos nos solventes adequados Zfos deri-
vados Boc de 4MeBzl-Cys, Val e Phe em cloreto de metileno; Asn
em dimetilformamida; X, por exemplo, D=Tyr (Et) ou BrBz-D-Tyr
em 1:1 de cloreto de metileno/dimetilformamida; e 4MeBzl-Pmp
em cloreta de metileno_/ e ligam-se usando uma quantidade equimg
lar de diciclohexilcarbodiimida (DCC) e de l-hidroxibenzotriazo-
lo (HOBT) excepto para a ligag¥o de 4MeBzl Pmp onde se usou 1,0
equivalente de dimetilaminopiridina como catalizador. A exten-
sdo da ligag¥o foi determinada por andlises qualitativas de nini
drina e as ligagBes (acoplamentos) foram repetidas quando neces-
sdrio. Removeram-se os grupos Boc usando 4cido trifluorcacéticao/
/cloreto de metileno (1l:1) e, ap8s lavagem, obteve-~se a amina 1i
vre usando 5% diisopropiletilamina /cloreto de metileno. Verifi
cou-se a sequincia de péptidos usando o método da fase sélida an
tes da ligag3o do 4MeBzl-Pmp, e confirmou-se a sua homogeneidade.
Depois da ligagdo final, secou-se a resina obtendo-se 2,24 g de
péptido~resina no caso do composto D-Tyr(Et)z-Pro7.

Agitou~se 1,1 g (0,5 mmole) da p&ptido-resina D~Tyr(Et)2
com 3 ml de anisolo, durante B0 min. a 02 (banho de gela), em 25
ml de &cido fluorfdrico (HF). Removeu-se depois o HF soh pres-
s%o reduzida a 02, Lavou-se o resfduo com 8ter etflico (4x20 ml
deitar fora) e eluiu-se o péptido com dimetilformamida 3x10 ml,
&cido acético a 20%, 3x10 ml, e hidr6xido de aménio 0,3N, 3x10
ml,

Juntou-se o filtrado a 2 1 de &gua desgaseificada e ajus

tou-se o pH a 7,1 com hidréxido de aménio concentrado. Juntou-se
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ent%o, gota a gota, uma solug¥Bo 0,01lM de ferricianeto de potés-
sio, sob agitagZo, até persistiu uma cor ligeiramente amarela
(41 ml). Ajustou-se o pH a 4,7 com &cido acBtico e guardou-se
em refrigerag3o durante a noite.

Ajustou-se o pH da solugdo a 7 com amfnia e agitou-se du
rante 15 min. com 30 g de resina permutadora de i%es Bio-Rad AG-
-3x4 (molhada, forma Cl). Filtrou-se entZ3o a soluc3o, lentamen=
te, através de 30 g adicionais de resina. Lavou-se a resina com
4x200 ml de 4cido ac8tico a 20% e guardou-se ¢ filtrado em refri
geragdo durante a noite.

Passou-se ent%o o filtrado por uma coluna "flash" (5 cmx
x10 cm) de uma embalagem de sflica gel revestida com um silanag
C18’ AR coluna foi ent%o lavada com 350 ml de &gua e o péptido
foi elufdo com 500 ml de acetonitrilo/égua (0,25% &cido trifluo-
roac&tico) (1:1) em fracg®es de 20 ml.

As fracgBes 11-17 foram juntas e concentradas. Dissol-
veu-se 0 resfduo em 4cido acético conce., diluiu-se com 4gua e
liofilizou~se obtendo-se 189 mg da D-Tyr(Et)z-prolina-péptido,
que foi usado, sem mais purificagZo, para a sintese dos péptidos
de cauda modificada.

Identificac¥o de:

Php-D-Tyr(Et)~Phe-Val-Asn~Cy¥s-Pro(0H)
An4lise de Amino 4cidos: Teor de péptidos 55%, Asp, 1,00; Pro,
1,233 Cys, 0,35; Val, 1,04; Tyr(Et)
1,433 Phe, 1l,5k.
HPLC: Satisfatéria.
Php~D~Tyr~Phe~Val-Asn-Cys=Pro(CH)
Andlise de Amino 4cidos: Teor de péptidos 82i5; Asp 0,97; Pro
1,10; Cys 0,393 Val 1,05; Tyr 0,99,
Phe 0,99
HPLC: satisfatéria, 303 CH,CN/70% 0,05 m KH
5 uC gy K' = 6,14,
Uma mistura de 10 mg de Q-Tyr(Et)-Pro(OH)7, preparada

2904, 2 ml/min.,

como acima, e de 1 ml de metanol, foi tratada com diazometano
etéreo e depois purificado por HPLC (50; CHBCN/SD% HZO/O,l% TFA)
ohtendo-se 7,5 mg do 8ster metflico (74):), FABMS m/z 938 (M+M),
homogéneo pela HPLC e TLC,

R uma solug3o do D-Tyr(Et)z-prolina-heptapéptido, prepa-
rado como acima se descreveu (29,7 mg, 0,0331L mmol) e Arg (NHZ)
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(0,0996 mmol) em dimetilformamida (aODI}LJ) juntaram-se diciclo-
hexilcarbodiimida (10,3 mg; 0,05 mmol) e dimetilaminopiridina
(0,05 mmol) e agitou-se a mistura reagente a 0-202 durante 4 ho-
ras. A dimetilformamida foi ent¥o removida sob vlcuo., O resi-
duo foi tratado como acima no Exemplo 3, com um rendimento de
45%, obtendo-se a desejada D-Tyr(Et)z-Vala-amida.

EXEMPLO 12

Sfntese e caracterizac®o de Phmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val~Asn-Cys-Pro-D-

~Ar NHZ_z

A peptidil-resina linear Pmp(S~MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe-Val~-
-Asn-Cys(S5-MeBzl)-Pro-D-Arg(Tos)-BHA-resina foi preparada pelo
m&todo da fase sflida usando o protocolo padro acima descrito.
Assim, 1,5 g de benzidrilamina correspondente a 1,0 mmol de ami-
na foi sucessivamente ligada aos derivados de amino &cidos Boc,
em excesso 3X, usando DCC/HOBt em cloreto de metileno/DMF (1:1).
0 Pmp(S-leBzl) foi acoplado com DCC/DMHP. 0O fim do acoplamento
foi verificado pelo ensaio Kaiser ou pelo ensaio quantitativo da
ninidrina. Fez-se o reacoplamentoc quando o ensaio era negativo.

AR peptidil-resina protegida foi lavada com porgBes suces
sivas de cloreto de metileno, metanol, acetatoc de etilo e clore~
to de metileno e depois seca aoc ar. O péptido foi separado da
resina por 15 ml de 4cido fluorfdrico lfquido na presenga de 1,0
ml de anisclo a 02 durante uma hora. Apés evaporacg®oc do 4cido
fluorfdrico e secagem sob vécuo elevado, lavou-se a resina com
3x20 ml de éter e extrafu-se com 2x50 ml de 4cido acético a 505,
50 ml de Acido acético a 10z e 50 ml de 4gua. Os extractos jun-
tos foram dilufdos em &gua até 4 1 e o pH foi ajustado a 7,2 com
solugBo a 50% de hidréxido de sédioc. A solug¥o foi titulada com
solucgdo 0,01 M de KBFE(CN)G até persistir uma cor amarela (30 ml).

Ajustou-se o pH a 4,5 com 4cido acético glacial e filtrou-se. Apli

cou-se o filtrado a uma coluna permutadora de caties Bio-Rex~70
(forma H+), lavou-~se com &gua e eluiu-se com 100 ml de tampZo de
acetato de piridina (30 ml de piridina, 4 ml de &cido ac&tico,
66 ml de &gua). 0 eluente foi evaporado & secura. Dissolveu-
-se o resfiduo numa pequena quantidade de &cido acético a 107 e
diluiu-se com 4gua até a solucgZo ficar a 1% de 4cido ac&tico e
liofilizou~se obtendo-se 650 mg do pé&ptido em bruto, do tftulo.
0 péptido em bruto foi purificado por distribuicg3oc em
contra-corrente de n-butanol/4cido acé&tico/&gua (B/A/W) (4:1:5)
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obtendo~se 33 mg do péptido parcialmente purificado. Este foi

de novo purificado por filtrag¥o gel sobre coluna Sephadex G-15
em 4cido ac&tico a 1) obtendo-se 24,5 mg de p8ptido puro. A and
lise de amino 4cidos (hidrélise em HC1/TFA 2:1, fenol O,GOS% du-
rante 1 hora) deu: Asp 1,00, Pro 0,72, Cys 0,62, Val 0,99, Tyr
1,04, Phe 1,04, Arg 0,95, 71% de péptido. HPLC (40% acetonitri-
lo/60% Agua/0,1% TFA), um pico, K'=5,2 (457 acetanitrile/55%
4gua/0,1% TFA) K'=3,6 (gradiente 20,5 acetonitrile, 5'; 20-505%
acetonitrilo, 20'; 50 acetonitrilo, 5') K'=8,7, 973 puro. Tlc:
of 0,32 (8/A/W 1:1:1); 0,12 (3/A/W 4:1:1); 0,50 (n-butancl/pi=
ridina/4cidao acético/égua, 15:10:3:12),

A peptidil-resina extrafda ainda continha péptidos pela
anidlise de amirno 4cidos, de modo gue foi extrafda com 3x50 ml de
DMF, A DMF foi evaporada 3 secura e o resfduo foi dissolvido em
HOAc a 10%, dilufdo até ficar a 1% de 4cido acético e liofiliza-
do, obtendo~-se 250 mg adicionais de péptido. A espectrometria
de massa FAB deste material deu um m/z 1079 que corresponde a
M+H para o desejado péptido ciclico.

EXEMPLO 13

Substituindo uma guantidade estequeométrica de Boc-D-Phe
por Boc-D-Tyr(Er-Z) na unidade 2 do péptido sintetizado no Exem=
plo 1 obtem-se Php-D-Phe—Phe—Ual-Asn-C}s-Dro—Arg-NHz.

Substituindo Boc-0~Val na mesma posig¥do, usando as reac-

¢c¥es de cis%o e oxidag¥Bo do Exemplo 2, obtém-se Pmp-D-Val-Phe=

-Val-Asn-Cys-Pro-Arg.
Substituindo Boc-D-Leu no Exemplo 1 d4 Php-D-Leu-Phe-
~Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,.
2
Substituindo o 4cico /«“ -mercapto- ,0 ’ ﬁ—ciclotetrame-
tilenopropiénico por Pmp no Exemplo 5 d4 Thp-D-Tyr(Et)-Phe-Abu-
:EVS-Pr0~Arg(NH2). 0 &cido /5-mercapto- /9, /3-ciclohexameti-

lenopropiénico dé4 o derivado Hmpl.

Substituindo no Exemplo 1 Boc-D-Nle ne unidade 2 e D~
-Arg(Tos) na unidade 8 d& Php-D-Nle-Phe-Val-Asn-Cys=-Pro-D-Arg~

N
f\.Hz.

Substituindo no Exemplo 2 Boc-0-Cha ne unidade 2 d4&
Pmp~D-Cha-Phe~Val-Asn=-Cys-Pro-Arg.

Substituindo no Exemplo 1 o 4cido Boc= &K -aminofenilbu-
tfrico (Pba) na unidade 2 d4 Php-D-FPba-Phe=Vzl-Asn-Cys-Pro-Arg-

-NHZ.




o

62 351
CASE: SKB 14142

-30-7 i
Substituindo Boc-Lys(Clz) no Exemplo 3 por Arg protegido

dé Php—D-Tyr(Et)—Phe-Val-Asn-C}s-Pro—Lys—NHZ‘
Outros compostos representativos, preparados de modo se-

melhante, s%o:
Pmp-D-Met-Phe-Val-Asn-Cys=-Pro-Arg=NH, ,
Php-D-Tyr(Me)=-Phe-Val-Asn-Cys~Pro-D-lys,
Php-D—Tyr(Et)-Phe—Val-Asn—Cys—Pro-Arg-NHz,
Php-D-Tyr(i-Pr)-Phe-Val-Asn-CYs~-Pro-Arg,
Php=-D-alle-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg,
php-D—Nva—phe-val-Asn—C&s-Dro-Arg~NH2,
PMp—D-Abu~Phe-Val-Asn-Cys-P;o-Arg-NHz.

EXEMPLO 14

ComposicBes de Dose Unitéria Parentérica
Uma preparag@o que contém 0,5 mg do octapéptido ciclico

dos Exemplos 1 ou 3, como pé secc estéril para injecg®o parenté-
rica, preparae-se do seguinte modo: 0,5 mg de péptido-amida é dis
solvido em 1 ml de uma solugdo aquosa de 20 mg de manitol, Fil-
tra-se a solugdo, em condig®es de esterilidade, para uma ampdla
de 2 ml e liofiliza~se. 0 p8 & reconstitufdo antes da injecg¢3o,
gquer intramuscular quer endovenosa, ser aplicada a um paciente
que sofra de edema susceptivel a um mecanismo de acgZo anti-ADH,
Repete-se a injecg¢¥o, se necessério, de 1 a 5 vezes por dia ou
numa injecg®o contfnua i.v.. Preparam-se e usam-se de modo semg
lhante outros octapéptidos deste invento.

BomposicBes de Dose Unitéria Nasal

Suspendem-se 30 mg de octapéptido, finamente moido, deste
invento por exemplo o produto do Exemplo 2 numa mistura de 75 mg
de alcool benzilico e 1,395 g de um agente de suspens¥o tal como
uma mistura comercial de glicéridos semi-sintéticos de &cidos
gordos de alto peso molecular. Coloca-se a suspensZBo numa bomba
de 10 ml de aerosol que € fechada com uma vélvula medidora e
cheia com propulsores de aerosol. O conteldo conterd 100 doses
unitérias para serem administradas via intranasal a um paciente
edematoso, de 1 a 6 vezes por dia.

REIVINDICACOES
1 - Processo de preparagZo de um composto de férmula (I)

CH,CO0~X~P~A-Asn=Cys=K~Z=~Y

CHZ——-CHz\I 2
(CH,) | C ' (1)
N /I

~—CH
2 2 5

w
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na gual

P & Phe ou Phe(4'-Alg);

X & D-Phe, D-Val, O-Leu, D-Ile, D-Nva, D-Pba, D-alle, D-
-Nle, D-Cha, D-Abu, D-let, D-Chg, D-Tyr, L-Tyr, D-Tyr
(Et) ou L-Tyr(alg);

Y é NH2, NHAlg, NHBzl ou OH,

W é D-Pro, L-Pro, dehidro-Pro ou pode ser OH sempre que
Y e Z est¥o ausentes;

A & Val, Ile, Abu, Ala, Gly, Lys, Cha, Nle, Phe, Leu, chg
ou Nvaj

Z & D~Arg, L-Arg, D-Lys, L-Lys ou pode ser uma ligag®o
simples sempre que Y & OH;

n &0, 1 ou2, ou uma pradroga ovéal derivado farmaceuti
camente aceitéveis, que compreendem a ciclizacg®o de um
composto opcionalmente protegido de férmula (II);

Tp-X ~P=A~Asn-Cys=W~Z=Y

5. a é Q (11)

na qual

Xy, Py Ay Wy Z e Y s%o conforme definido acimaj;

Ql e Q2 sd0, cada um, hidrogénic ou um grupo substituf-
vel, e

Cap & um &cido /3 /5 cicloalquileno propiénico com S=-
-Q ligado na posigdo /0 e tendo 5-7 unidades na cadeia cicloal=-
gquileno e, se necessérlo, depois, por qualguer ordem,

(a) removendo quaisquer grupos de protecco,

(b) fazendo reagir os citados compostos Cys(OH)6 ou Pro
(DH)7, se estiverem presentes, com um dipeptido, W-Z-Y, ou um
amino-8cido, Z-Y, respectivamente, quer na forma protegida por
4cido quer na forma amida, ou

(c) formando um sal de prodroga aceit8veis farmaceutica-

mente.

2 - Processo de acordo com a reivindicag%o 1 onde Ql e
Q2 sdo ambos hidrogénio,
) 1! 3 - Processo de acordo com a reivindicagBo 1 em que Ql e

Q° s¥o ambos acetamidometila.
4 - Processo de acordo com as reivindicagBes 1-3 que com

preende ciclizag®o oxidativa.
5 - Processo de acordo com a reivindicag®o 4 que & condu

zido na presenga de iodo,.
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6 - Processo de acordo com a reivindicag®o 4 que & con-

duzido na presenga de uma ferricia

7 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1 na qual um
composto Cys(OH)6 de férmula I reage com (NHZ)-H-Z-Y na presenga
de uma carbodiimida, opéionalmente seguido pela remogdo de gquais
quer grupos protectores.

8 - Processo de acordo com a reivindicag®o 1 no gual um
composto Pro(OH)7 de f6érmula I reage ccm (NH)2-2~Y na presenca
de uma carbodiimida, opcionalmente seguido pela remocg®¥o de quais
quer grupos protectores.

9 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 8 no gual a
Dro(OH)7 reage com Qrg(NH)2 ou um sal seu derivadao.

10 - Processo de acordo com & reivindicag®o 1 no qual n
€ 1, X 6 D-Tyr(Et), P & Phe, A & Val, W & Pro, Z & Arg e Y &
NHZ'

11 - Processo de acordo com a reivindicag®o 4 no qual n
6§ 1, X 6 D-Tyr(Et), P & Phe ou Phe(4'-Et), A & Val ou Abu, W &
L-Pro ou D-Pro, Z 8 Arg e Y & NH2.

12 - Processo para preparar um composto de férmula:

C?p-X—P—A-Asn-C{s-W-Z-Y
S H S-H (11)
na qual:

P & Phe ou Phe(4'-Alqg);

X & D-Phe, D-Val, D~Leu, D-Ile, D-Nva, D-Pba, D-alle,
O0~Nle, D-Cha, D-Abu, D-Met, D-Chg, D ou L=-Tyr ou D ou L-Tyr(alq);

Y & NH2, NHAlg, NHBzl ou OH;

W 6 D-Pro, L-Pro, dehidro-Pro ou, sempre que Y e Z estZo
ausentes, 0OH;

AR & Val, Ile, Abu, Ala, Gly, Lys, Cha, Nle, Phe, Leu,
Chg ou Nvaj;

Z & D-Arg, L~Arg, D-Lys, L-Lys ou, sempre que Y & OH,
uma ligagdo simples; ou um sal derivado farmaceuticamente acei-
tavel, que compreende a desprotecg@o de um derivado protegido de
um composto de férmula 1I,

13 - Processo segundo a reivindicag®o 12 em que o pepti-
do de férmula II & também separado de uma resina suporte.

14 -~ Processo segundo as reivindicag®es 12 ou 13 onde o

agente desprotector € o 4cido fluorfidrico,
~0 Age

Lisboa, 7y
Pela SMITHKLINE BECKMAN CORPORATION
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