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Memdria daseritiva

Para a sintese de peptideos, quer se utilize o mé
todo cléssico em solugZo sder, especialitente, se siga o udtodo
em fase sdélida (B.Merrifield, Adve Enmymol, 32 1—19627 221 -
206) & oportuno utilizar para a reaccfio de aconlanento mma eg-
pécie activa, como seja um anidrido simdtrico ou um éster acti
vo, de prefer-ncia a efectuar-se uma activagﬁo in _situ por um
reagente de activagfo, como por ex cemplo uma carbodiimida.Deste
modo evita-se, especialmente, na sintese en: Pase sélida, o coxn
tacto do grupo amina do Zcido aminado ligado & resina de supor
te com o reagente de activag8o., A utilizacfio de anidridos simé—
tricos apresenta no entanto o inconveniente de nfo serem em i
tos casos isoldveis e de s2 ter de atilizar para os oubtros des
de o inicio uma quantidade dupla do derivado -de 4cido aminado,

A utilizacHo de csteres de d=hidroxisuccind lmida, de triclorofe-




nilo e de nitrofenilo j4 € conhecida desde hé& muito.

Os ésteres de hidroxisuccinimida nf3o s3o suficien
temente reactivos para a sintese em fase sdlida, resultando ci
clos de reaccfo demasiadamente demorados, os ésteres de triclo
rofenilo s3o pouco convenientes por causa do problema da dio-
xina e os ésteres de nitrofenilo sfo particularmente dificeis

de isolar e podem provocar racemizagdes.

Mais recenteriente passaram a usar-se mais frequen
temente os &steres de pentafluorofenilo, gue s#o porém difi-
ceis de purificar. Para e utilizagBo em sintese em fase sélida
é, além disso, indispensdvel a adig8o de HOBt para se conse-

guir uma reacg¢fo ripida.

Descobriram-se agora novos ésteres de HOObt que
sfo extraordinariamente adequados & sintese de peptideos por
acoplamento de fragmentos especialmente pelo método em fase
sélida.,

A presente infengZo refere-~se a um processo para

a preparacgfio de derivados de 4cidos aminados da férmula
X - A - 0OObt

na qual

X significa um grupo protector de uretano,

A significa Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Cys (tBu), Cys (acm),
Met, Pro, Lys (Boc), Asp (OtBu), Glu (OtBu), Phe, Tyr (t3U)
Trp, Lys (Z), Lys (Bzl1) ou
Cys (h—MeOle), podendo qualguer destes dcidos aminados ou
derivados apresentar-se sob a forma de L ou D,

e

00bt significa 4-oxo0-3,l4-di-hidro~1,2,3-benzotriazina~2~iloxi.

Considera-se preferida a preparagfo destes dste-

res sob a forma pura.




A - 00bt, especialmente quando se utiliza o método de sintese

Os novos ésteres de HOObt aqul descritos oferecem
a vantagem de se poderem obter com alta pureza e de apresenta-
rem boa estabilidade na conservacfo., A HOObt libertada durante
a reac¢do pode servir de indicador do avango da reacgfio em vir-
tude de ser corada. Além disso, os novos ésteres obtidos de acor
do com o processo da presente inveng8o sfo muito soluveis nos
solventes habitualmente usados na sintese em fase sdélida (dime—
tilformamida (DMF), dimetilacetamida (DMA) e N-metilpirrolidona
(NMP) ao contrdrio dos 4cidos aminados Fmoc livres, o que favo-

rece a sua utilizagB8o na sintese automdtica de peptideos,

Consideram~se apropriados os grupos protectores
de uretano descritos na publicag8o Hubbuch, Kontakte Merck 1979
No. 3, pag. 11 ff. Consideram-se preferidos os grupos Fmoc e

Boc e especialmente preferido o grupo Fmoc.

O processo da presente invenc¢Ho para a preparagio
de compostos da férmula X - A -~ 00bt caracteriza-se por se fa-
ser reagir um composto da férmula X - A - OH, na qual X e A
possuem os significados anteriormente definidos, com 3-hidroxiw~
—4—oxo—3,4—di—hidro—l,2,3-benzotriazina (HOObt) na presencga de
uma carbodiimidas. A reacgBo pode ser realizada num solvente
inerte, como THF, DMF, cloroférmio, diclorometano, acetonitrila
ou misturas destes; preferem-se como solventes os ésteres, como
o THF, A reacg8o pode ser efectuada a uma temperatura entre -20
e +50°C, de preferencia entre -10°C e uma temperatura préxima

da temperatura ambiente,

Considera-se ainda abrangido no Ambito da Presen
te invengso um processo para a preparagdo de peptideos por aco-
plamento de fragmentos caracterizado por se utilizarem para o

acoplamento os novos derivados de 4cidos aminados da férmula X -

em fase sdlida,

No método de sintese por acoplamento de fragmen-—
tos em soluglo faz-se reagir um fragmento eventualmente prote—

gido na presenga de HOObt com um composto da férmula X - A -~




-~ 00bt num solvente inerte apropriado a uma temperatura entre
-20 e +50°C, de preferencia entre 0°C e a temperatura ambiente,
Os solventes anteriormente mencionados, por exemplo, s&o apro-
priados, de preferencia DMF, Os fragmentos contendo arginina
podem ser utilizados sob a forma dos respectivos percloratos
soldveis, os‘quais podem ser obtidos in situ de modo convenien
te por adigBo de perclorato de piridinio & mistura reaccional,
Apés terminada a reacg¢fio os grupos protectores introduzidos
temporariamente podem ser opcionalmente aliminados de acordo

com métodos conhecidos,

A sintese em fase sélida € iniciada a partir da
extremidade C-terminal do peptideo com o acoplamento de um dci
do aminado protegido a uma resina apropriada. Deste modo & pos
sivel preparar o composto de partida por reacgdo dum Zcido ami-
nado protegide com uma resina de polistireno ou de poliacrila=
mida modificada por meio da introdugfBo de grufos clorometilo,
hidroximetilo, benzidrilamino (BHA) ou metilbenzidrilamino
(MBHA) por formag@o de uma ligag8o de éster ou de amida., As re
sinas utilizadas como material suporte s8o obteniveis comercis-

almente, Habitualmente utilizam-se resinas com grupos BHA ou
MBHA quando se pretende obter um grupo amida livre na extremiw~
dade C-terminal do peptideo sintetizado., No caso de se preten~
der sintetizar um peptideo contendo uma amida secunddria na ex
tremidade C~terminal, utiliza-se uma resina com grupos cloro-
metilo ou hidroximetilo e realiza-se a hidrdlise com a amina
correspondente, Se se pretende deixar ficar no peptideo o grupo
protector b-butilo das cadeias laterais dos 4cidos aminados,
realiza-se a sintese com o grupo protector Fumoc para bloqueioo
tempordrio do grupo & -amina dos 4cidos aminados de acordo, por
exemplo, com o método descrito em R.C, Sheppard, J.Chem. Soc,
Chem. Comm. 1982, 587, protegendo a fungfo guanidina da argini-
na de preferencia por protonagdo com perclorato de piridinio e
efectuando a protecgiio dos restantes 4cidos aminados funciomali
zados da cadeia lateral com grupos vrotectores benzilo, por se-
rem elimindveis por transfer-hidrogenaco (A. Felix et al, J,
Org. Chems 13, 4194 (1978) ou por tratamento com sddio em amon{a
co liquido (W.Roberts, J,Am.Chem,Soc, 76 6203 (1954)).




Apés eliminag8o dos grupos protectores das zminas
dos 4cidos aminados acoplados & resina, por meio de um reagen-
te adequado, como por exemplo acido trifluoroacético em diclo-
rometano no caso do grupo protector Boc ou uma solugdo a 20 %
de piperidina em dimetilformamida no caso do grupo protector
Fmoc, efectua-se o acoplamento dos fcidos aminados seguintes,
devidamente protegidos, um apds outro de acordo com a ordem

pretendida.

0 peptideo intermedidrio resultante protegido na
extremidade N-terminal e ligado & resina € desbloqueado com um
dos reagentes anteriormente mencionados antes da reacgdo com o

derivado do 4cido aminado seguinte.

Para a pré-activaglo in situ dos derivados dos
4cidos aminados podem ser utilizados todos os possiveis reagen
tes de activagHo usados na sintese de neptideos, como os descri
tos em Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Sand 15/2
especialmente as carbodiimidas, como por exemplo, N,N!-diciclo
~hexilcarbodiimida, N,N'!'-diisopropilcarbodiimida ou Neetil-N'-
=(3-dimetilaminopropil)=carbodiimida, O acoplamento pode, neste
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caso, ser efectuado directamente por adigfo a resina de um de-
rivado de um &dcido aminado da férmula X -~ A -~ 00bt ou de um de-
rivado de um 4cido aminado pré-activado in situ e eventualmen—
te de um aditivo redutor de racemizagﬁo; como por exemplo, 1=

-hidroxibenzotriazol (HOBt) (W.K&nig, ReGeiger, Chem. Ber, 103
708 (1970)) ou 3-hidroxi=f-oxo-3,s-di-hidrobenzotriazina (HOObt)

(W.K8nig, R.Geiger, Chem. Ber. 103, 2054 {(1970)).

0 acoplamento ou, consoante o caso, a activagfio do
derivado do 4cido aminado com um dos reagentes de activagfio an-
teriormente mencionados pode ser efectuado nos solventes Jjé ci-
tados, de preferencia em dimetilformamida ou em diclorometano

ou numa mistura de ambos., A temperatura da reacgdo pode ser
-20° a +50°C, de preferencia de 0°¢ até 2 temperatura ambiente,
Habitualmente utiliza-se um excesso de 1,5 a &4 vezes do deriva
do activado do 4cido aminado. No caso de resultar uma reaccfo

de acoplamento incompleta, repete-se a reacgfo sem efectuar pri




meiro o desblogueamento do grupo & -amina do peptideo ligado
% resina, como seria necessdrio para o acoplamento do dcido

aminado seguinte,

E possivel confirmwar a correc:83o do decurso da
reacs8o de acoplamento por exemplo »or reacglo com anidrina,
por exemplo pelo método descrito em E,Xaiser et al,Anal, Bio-
chem. 34 595 (1970) . Também é possivel realizar a sintese de
nodo automdtico, por exemplo com um sintetizador de peptideos
modelo 430A da companhia Applied Biosystems, podendo utilizar
-se tanto o programa de sintese pelo fabricante do aparelho
como um programa preparado pelo ordprio utilizador., Neste 1il=
timo caso utilizam~se em especial derivados de dcidos aminados

protegidos pelo grupo Fmoc,.

Apés sintese dos neptideos do modo anteriormente
descrito, pode retirar-se o peptideo da resina por meio de rea
gentes como sejam, por exemplo. fluoreto de hidrogénio liquido
(preferido para os peptfdeos preparados de acordo com o método
Boc) ou 4cido trifluoroacético (preferido para os peptideos
sintetizados de acordo com o método Fmoc.) Estes reagentes nio
sé cindem a ligag8o entre o peptideo e a resina como também
eliminam os restantes grupos protectores das cadeias laterais
dos derivados dos &dcidos aminados, Deste modo obtém-se, excepto
se a resina usada for BHA ou MBHA, o peptideo sob a forma de
dcido livre, Com a resina 3BHA ou BHA obtém-se o peptideo sob
a forma de amida apds hidrolise com fluoreto de hidrogénio., Se
se pretender obter o pentideo sob a forma de etilamida, entlo
pode efectuar-se a hidrdlise do peptideo ligado % resina nor
meio de etilamina, devendo entfo efectuar-se em seguida a eli=
minag8o dos grupos protectores das cadeias laberais por nieio
de outros reagentes apropriados, como por exemplo os anterior

mente mencionados,

Quando se efectua a hidrdlise com fluoreto de hi-
drogénio ou com dcido trifluorcacético adiciona-se para a cap-
tura de catiBes uma substéncia como as normalmente usadas para
essa finalidade, por exemplo fenol, cresol, tiocresol, tioani-

sol, sulfureto de dimetilo, sulfureto de etilo e metilo ou uma




mistura de dois um mais reagentes. Também é possivel utilizar
o &cido trifluoroacético em diluigBo num solvente apropriado

como por exemplo em diclorometano.

No caso de se pretender obter o peptideo contendo
ainda os grupos t-butilo ou benzilo protegendo as cadeias law
terais, efectua-se a sintese do peptideo utilizando uma resina
suporte especialmente modificada e hidroliza-se com 4cido tri-
fluoroacético a 1 % em diclorometano, de acordo com o método
descrito por R.C.Sheppard, J.Chem.Soc,,Chem. Comm. 1982, 587,
Se se pretender deixar nas cadeias laterais como grupos protec
tores unicamente os grupos t-butilo ou benzilo, utiliza-se uma

combinagdo apropriada de :étodos de sintese e de hidrdlise,

Para a sintese de peptideos com um agrupamento ami
da na posig8o C~terminal ou com um agrupamento W -amino ou w/ =
—-guanidino, utiliza-se igualmente a resina suporte modificada
descrita por Sheppard. Apés a sintese retira-se da resina o pep
t{deo mantendo as protecgBes nas codeias laterais e em seguida
faz-se reagir com a amina com a uiuaminoalquilamina ou com a
w —-guanidinoalquilamina correspondente, podendo durante esta
reacg8o proteger-se de modo habitual temporariamente outros gru

pos funcionais eventualmente existentes,

Os exemplos apresentados seguidamente destinam-se

a elucidar a invengHo sem de qualquer modo restringir o respec-—
tivo &mbito,

A, Preparacfo do éster de Q0bt

Exemplo 1

Fmoc~I1e~00bt

Dissolvem—~se ou suspendem-se 50 mmol de Fmoc-Ile-OH
Juntamente com 50 mmol de HOObt em 100 ml de THF seco e a

OOC Juntam-se 55 mmol de diciclo-hexilcarbodiimida,

)
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Deixa-se reagir durante a noite, em seguida filfra-~se a di-
ciclo-hexilureia precipitada e elimina-~se o solvente sob
vécuo. Dissolve-se o residuo em diclorometano e arrefece-se
em banho de gelo. Nesta operacgdo precipita novamente mais
ureia. Filtra-se novamente e elimina-se o solvente restante
sob alto vdcuo. Tritura-se o resfduo com éter de petrdleo

filtra-se e seca-se sob alto vicuo.

Verifica~se a pureza do éster activo obtido
por meio de CCF (gel de silica, usando acetato de etilo como
eluente) e de HPLC (coluna R Vydac 018 com um gradiente
de 40 % de A / 80 % de acetonitrilo/dgua com 0,1 % de &cido
trifluoroacétiqg7 a 90 % de A em 0,1 % de 4cido trifluoro-

acético no decurso de 30 minutos).

Rendimento! 15,5 g, [ A7 SO = ~93,50 (¢ =1, DMF)

modo andlogo foram obtidos os seguintes ester activos:

Exemplo 2

Fmoc~Leu~00bt

72 = -127,2° (¢ =1, DWF)

Exemplo 3

Fmoc-Asp (OtBu)-OObt

[o07 5 = -61,5° (6 =1, Dir)

Exemplo 4

Fmoc=Pro-00bt

P,F. 159 - 161°C (recristalizagBo a partir de &ter diiso-

propilico com pequena quantidade de isovpropanol)

LAT §0 = -1bk,5° (c = 1, DMF)
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Exemplo 5

Fmoc-Glu (0tBu)-00bt

P.F. superior a 9500 (decomposigﬁo; recristalizado a paptir

de isopropanol)

L4750 = wou,5° (o =1, D)

Exemplo 6

Fmoc=-Gly-00bt

P,F, 149 - 15100 (recristalizado a partir de éter isopro-

pilico com pequena quantidade de isopropanol)

Exemplo 7

Fmoc-Ala~00bt

P.F, 152 - 154°C L7 §° =-158°7 (¢ = 1, DMF)

Exemplo 8

Fmoc—-Cyvs (tBu)-00bt

P,F, superior a 98°C (decomposigﬁo; recristalizado a partin
de CHzclz/éter diet{lico/éter diisonropilico)

1'0&750 = -150,2° (C = 1, DMF)

Exemplo 9

Fmoc~=Val-00bt

P.F, 114 - 116°%c, /X7 §° = -136,9° (C = 1, DiF)




Exemplo 10

Fmoc-Lys (Boc )-00bt

P.F., superior a 15006 (decomposigﬁo; recristalizado a

partir de acetato de etilo/&ter diisonropnilico)
Vi §° = -37,1° (C = 1, DuF)

Exemplo 11

Fmoc~-Phe~00bt

P,F, 187 = 18900 (recristalizado a partir de CH2012/éter
dietilico)

L AT §O = -113,7° (¢ = 1, DiF)
Exemplo 12

Fmoc-Tyr(tBu)-00bt

A7 20 = -850 (¢ =1, DMF)

Exemplo 13

Fmoc~Cys (4-Me0BzL)-00bt

P,F, 98 - 101°¢C {recristalizado a partir de CH9012/éter
de petrdleo)

L AT = a15,5° (¢ =1, ovF)

Utilizac3o dos &ster activos de TCObt

B, Sintese em solucZo

- 10 =~




Exemplo 14

Fmoc~Leu-Arg-0H

Adicionarmi-se & temperatura ambiente 5§ gz de
Fmoc-Leu-00bt a uma mistura de 1,74 gz de L-arginina, 1,63 g
de HOObt e 1,79 g de perclorato de piridinio em 50 ml de
dime tilformamida, igita-se durante 3 Loras 3 temperatura
ambiente e deixa-se repvousar durante a noite & temperatura
ambiente. Concentra-se & secura a solugfo limpida resultan
te e trata-se o residuo com Agua, Ajusta-se o pH a 7 com
uma solug8o aquosa de NaHCOB. Filtra-se o precipitado, lava

—-se com #gua e seca-se,
Rendimentos 4,7 g, P.Fe 145 = 155O c (com decomposicHo)

/AT §3 = «18,5° (¢ = 1, metanol)

B, Sintese em fase sélida

Exemplo 15
H-Val-Gln-Ala-Ala-Ile-=Asp~Tyr-Ile-Asn-Gly-0i

A sintese do decapeptfdeo em epigrafe (ACP 65—
~74) & efectuada numa resina Pam da companhia Applied Biosw
ystems carregada com glicina por meio dos é€steres de HOObt
preparados de acordo com o processo da presente invengHo,

A sintese foi levada a efeito com o sintetizador de pepti-
deos modelo 430A da companhia Applied Biosystems., Carregou=
-se em cada um dos cartridges fornecidos com o sintetiza=
dor 1 mmol de um dos ésteres Fmoc~Val-00bt, Fmoc-Ala-00b%t,
Fmoc-Ile-00bt, Pmoc—isp(0tBu)-00bt e Fmoc=Tyr(tBu)=-00bt,
Nos dois cartridges em que se carregaram cada um dos Acidos
aminados Fmoc-Gln-OH e Fmoc~Asn-OH carregou-se juntamente
em cada um 1,5 nmol de HOBT. A pré-activagfio destes 4cidos
aminados foi realizada directamente nos cartridges por dis=—
solug8o em 4 ml de DIMF e adigfo de % mwl de uma solugHo 0,55

M de diisopropilcarbodiimida em DMF, Dissolveram~se os éste=—

- 11 =



res de HOObt em 6 ml de DMF e bombearasm-se as solugles as-
sim obtidas para a resina previamente tratada com piperidi
na a 20 % em DMF, procedendo-se do mesmo moGo com 0S dci-
dos aminados glutamina e asparagina pré-activados in_situ.
Para a sintese utilizou-se 0,5 mmol de resina=Gly e a glu-
tamina e a asparagina foram acopladas em duplo. Apés termi
nada a sintese retirou-se o peptideo da resina com uma mis
tura 10:1 de dcido trifluoroacético e de dcido trifluorome
tanossulfénico com adigBo de m—cresol e de tioanisol para
a captura de catiBes., O peptideo impuro foi isolado em
(R)Sephadex G25 com 4cido acético a 10 % com eluente, As
fracg8es contendo o peptideo foram reunidas e a pureza e

a identidade do produto foram verificadas por HPLC,

ReivindicacOes

Processo para a preparacgfio de um derivado de um

dcido aminado da férmula

X - A -~ 00bt

na qual

o

significa um grupo protector de uretano,

significa Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Cys(tBu), Cys(Acm),
Met, Pro, Lys(Boc), Asp(0tBu), Glu(CtBu), Phe, Tyr(tBu),
Trp, Lys(Z), Lys(Bzl) ou

Gys(h-MeOle), podendo qualquer destes dcidos aminados ou
derivados apresentar~se sob a forma L ou D

e




00bt significa l-oxo-3,4-di-hidro-1,2,3-benzotriazina-3-iloxi,

caracterizado por se fazer reagir um composto da férmula
X-A-OH, na qual X e A possuem os significados anterior-
mente definidos, com 3-hidroxi-li-oxo=3,4~di~hidro-1,2,3~

-benzotriazina (HOObt) na presenga duma carbodiimida,

B
1
1

Processo para a preparacfio de um peptideo por aco

plamento de fragmentos caracterizado por se utilizar como com

ponente para o acoplamento pelo nienos um composto da férmula
X~-A-00bt, na qual X, 4 e O0bt possuem os significados definiw

dos na reivindicagdo 1.

Processo de acordo com a reivindicagfio 2, caracw-
terizado por se manter durante o decurso da sintese um fragmen-

to ligado por uma ligag8o covalente a um corpo sdélido.

Processo de acordo com gqualgquer das reivindica-
¢Oes 2 ou 3 caracterizado por o comnosto X-A-00bt ter sido obti

do de acordo com a reivindicacZo 1.

A requerente declara que o primeiro pedido desta

- 13 =




Processo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo facto de o polimero adicionado as composi-
¢Bes farmaceéuticas 1fquidas para o controlo da espuma ser poli-

etileno-polipropilenoglicol 1800.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a
4, caracterizado pelo facto de as composigdes farmaceuticas con-
terem um derivado de cefalosporina, em especial, Cefpirom, ou um

derivado de penicilina, em especial, procaina-benzilpenicilina.

A requerente declara que o primeiro pedido desta paten-
te foi depositado na Reptiblica Federal Alem3 em 30 de Maio de
1986, sob o n2., P 36 18 217.6.

Lisboa, 29 de Maio de 1987
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NPROCISSO PARA A PREPARACZC D3t ESTAERES DB 4-0X0=2,t=DI=ll N0~
-1,2,3-BENZOTRIAZINA-3~LLOXI DE £C DO A.THADOE B OE J2U7TIDE-
0S POR UTILIZACAQ DESSES ESTERESY

A invengfio refere-se o un Processo para a prepa-

ragfdo de um derivado de um dcido auminado da fémmula
X - A - 00b%

na qual

X significa um grupo protoctor de uretano

A significa Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Cys(t3u), Cys(4cm),
Met, Pro, Lys(Boc), Asp(0tBu), 231u(0tBu), Phe, Tyr{t3u),
Trp, Lys(Z), Lys(Bzl) ou
Cys(h-Me—Ole), nodendo gualquer destes dcidos aminados ou
derivados apresentar-se sob a forma L ou D

e

00bt significa l~oxo-2,k-di-hidro-1,2,3~benzotriazina-9-ilo-
o 1
xi, que coumpreende Tazer-se reaszsir wa comnocto da férmula
X - A -0H, na qual X e A possuem os signilicados anterior-
[n)

mente definidos, com 3-hidroxi-4-oxo=-3,%=di~hidmo=1,2, 5=

~benzotriazina (HOObt) na precenga duia carbodiimida,
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