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-RESUMO =

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE PEPTIDOS SINTETICOS QUE ANTA-
GONIZAM NEUROQUININA A, E DE COMPOSICOES FARMACEUTICAS QUE
0S CONTEM"

A presente invengfio refere-se ao processo para a pre

parag8io de péptidos sintéticos lineares e cfclicos com a
formula (I)
X=-Asp=Tyr-DIrp=-Val=DTrp=-DTrp=~Y
na qual Y = A-R,
em que A & um dos seguintes aminodcidos
Lys, Orn, Glu, Gln, Asp, Asn, His, Ala, gAla,

Val, Leu, Nle, Ile, Gly, Pro, Trp, Ser, Thr;
e R = NHp (carboxamida de extremidade C)
ou
A ¢ um dos seguintes aminodcidos
Arg, Lys, Orn, Glu, Gln, Asp, Asn, His, Ala,
JSAla, Val, Leu,Nle, Ile, Gly, Pro, Phe, Trp,
BTrp, Tyr, Met, Ser, Thr;
quando R e X conjuntamente constituem uma ligacg8o de amida
que une as duas extremidades da cadeia de péptidos para ori-
ginar um péptido cfclico;
e dos seus sais farmac@uticamente aceitdveis com Zcidos ou
bases org@nicas e inorgfnicas.
Estes compostos sf@o antagonistas competitivos de neu
rogquinina A e sfo intensamente selectivos para o receptor
NK~2,
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CAMPO DA INVENGAO
A presente invencao refere-se a peptidos lineares e
ciclicos que antagonizam meuroguinina A.

A inveng3o refere=-se também a sais dos citados pep-
tidos e aos processos para a preparacao dos mencionados pep
tidos e respectivos sais.

As abreviaturas utilizadas constam de uma lista no
fim da presente memdria descritiva.

ENQUADRAMENTO GERAL DA INVENCAO

As taquiquininas s@o um grupo de peptidos que tém a
mesma sequéncia na extremidade de C

Phe-X-Gly-Leu—Met-NH2

Nos mamiferos, foram identificados, pelo menos, trds

peptidos pertencentes a este grupo, nomeadamente a substan-
cia P (SP), a neuroquinina A (NKA) e a neuroquinina B (NKB)
Verificou-se que estes peptidos actuam como neurotransmis-

sores, tanto perifericamente como centralmente. Veja=-se J.

BE. Maggio, Peptides 1985, 6, 237 - 245 e P.C. Bmson e col.,
em Neuropeptides and their Peptidases, Ed. A. J. Turner, Elt
lis Horwood, Inglaterra, 1987, paginas 87 - 106.

Os resultados farmacologicos e bioguimicos referi-
dos na literatura mostram que a actividade bioldgica das tat
quiquininas é mediada, no tecido dos mamiferos, por, pelo
menos, trés receptores separados, conhecidos como NK-1, NK2
e NK-3, Veja=-se S.H. Buck e col.,, Science 1984, 226, 987 =
989; R. Laufer e col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82,
f444 - T449 e C. M. Iee e col., Eur. J. Pharmacol., 1986,
130, 209 =~ 216. As taguiquininas naturais mostram uma ati-
nidade variavel para estes trés receptores: SP, NKA e NKB
s80 os agonistas mais poderosos dos receptores NK-1, NK-2 e
NK-3, respectivamente. No entanto, em elevadas concentra-
¢Oes, as trés taquiquininas naturais podem estimular cada
um destes trés receptores em grau ideéntico, em virtude da
sua sequénecia de extremidade C comum. O desenvolvimento de
antagonistas capazes de bloguear selectivamente um dos trés
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receptores para as taguiquininas parece ser, portanto, da
maior importincia. A primeira geracio de antagonistas de ta-
quiquinina, como se descreve, por exemplo, na Patente de In-
vencao Norte-Americana Numero 4 481 139, apresentava, de fad
to, uma pequena selectividade (S. H. Buck e S. A. Shatzer,
Life Sci., 1988, 42, 2701 - 2708). Fazendo substituigles de
aminoacidos do mesmo tipo, mas na sequéncia da extremidade
C de NKA, que é, em si prdpria, mais selectiva do que SP,

descobriram-se ja (veja-se Patente de InvencgSo Italiana NuA
mero 9432 A/89) antagonistas de peptidos da segunda geracgao,
com boa selectividade para o receptor HK2.
SUMARIO DA INVENGEO

O objecto da presente invengZo é comstitufdo por peg

tidos sintéticos lineares e ciclicos com a férmula geral I
X-Asp-Tyr-DTrp~-Val-DIrp-DTrp-Y

na qual

Y = A-R, em que A € um dos seguintes aminodcidos : Lys, Orn,

Glu, Gln, Asp, Asn, His, Ala,ﬁ Ala, Val, Teu, Nle, Ile, Gly,

Pro, Trp, Ser, Thr;

R = NH, (carboxamida da extremidade C);
X = H (grupo amino livre da extremidade N);
ou

A é um dos seguintes aminodcidos 3 Arg, Lys, Orn, Glu, Gln,
Asp, Asn, His, AlabyAJa, val, ieu, Nle, Ile, Gly, Pro, Phe,
Trp, DTrp, Tyr, Met, Ser, Thr;
quando R e X, em conjunto, constituem uma ligacao de amida
que liga as duas extremidades da cadeia de peptido para for
mar um peptido ciclico;
e os seus sais farmaceuticamente aceitdveis derivados de &~
cidos ou bases orgdnicos e inorganicos. Estes peptidos pos=-
suem antagonismo competitivo de neuroquinina A e também t&m
um elevado grau de selectividade em relagao ao receptor
NK-2.

Os aminoacidos seguintes, mais particularmente, fa-
zem parte do ambito da presente invencgdo
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- um heptapeptido linear com a segunite formula de estrutu-
ras
H—Asp—Tyr—DTrp—Val-DTrp—DTrp—Lys—NH2;
- um heptapeptido linear com a seguinte formula de estrutu-
ras
H-Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp-DTrp-Ala—NH2;
- um heptapeptido linear com a seguinte formula de estrutu-
ras
H-Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp-DTrp—Orn—NH2;
- um heptapeptido linear com a seguinte formula de estrutu-
ras
H—Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp—DTrp-Glu~NH2;
- um heptapeptido linear com a seguinte formula de estrutu-
ras
H-Asp-Tyr-DTrp-Val—DTrp—DTrp—Leu»NHz;
- um heptapeptido linear com a seguinte formula de estrutu-
ra:

H.Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp—DTrp-Nle-NH2;

- um heptapeptido ciclico com a seguinte formula de estrutut

ra;
H-Asp-Tyr-DTrp-Val—DTrp-DTrp—Gly-NH2;
- um heptapeptido cfclico com a seguinte férmula de estrutu
ra:
ciclo ElxspTyrDTrpValDTrpDTrpArg] H
-um heptapeptido ciclico com a seguinte férmula de estrutu-
ras ‘ ’
ciclo[}spTyrDTrpValDTrpDTrpLy§].

Os novos peptidos a que se refere o presente pedido

de patente podem reduzir ou antagonizar os efeitos patoldgi+

Py ~ - ’ N
cos de um excesso de neuroquinina A; sao, portanto, uteis nd
tratamento de artrite, asma, inflamacao, desenvolvimento de

tumores, hipermotilidade gastrointestinal, coreia de Huntint

gton, neurite, neuralgia, enxaqueca, hipertensao, inconti-

> 3 ’ 3 . ’ . . o - -~ ’ .
néncia urinaria, urticaria, sintomas do sindroma carcindide,
influenza e constipagdo vulgar.
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Os peptidos lineares e ciclicos que 830 objecto da
presente invencZo podem preparar-se pelos metodos conhecidos
da sintese de peptidos, tanto em solfigao como em fase s0lidal
como se descreve, por exemplo, em M. Bodané%kﬁ%@qﬂﬁﬁgﬁgfacti-
ce of Peptide Synthesis", Springer-Verlag, Berlim, Heidel=-
berg, 1984; J. Stewart e J. Young, "Solid Phase Peptide Syn-
thesis", Pierce Chemical Co., Rochford, 1984; E., Atherton e
R. C. Sheppara, "Solid Phase Peptide Synthesis®, IRL Press,
Oxford, 1989. A t{tulo de exemplo, no restritivo descreve-
-se 0 processo se sintese em fase s6lida para a obtencao de
peptidos lineares, e o processo de sintese e ciclizagfo em
fase s6lida para a obtencdo de peptidos ciclicos.

Para se obterem peptidos lineares, com o grupo car-
boxilo na extremidade C sob a forma de carboxamida, pelo pro
cesso em fase s6lida, podem utilizar-se suportes sélidos,
tais como a resina 4-metil-benz-hidrilamina (HBHA) ou a "re-
sina para peptidos sob forma de amida com estratégia FmocH
(Dod), descrita por J. Knolle e col., Tetrahedron Lett.,
1987, 28, 5651, iig primeiro caso, a funcio alfa-amino dos
aminoacidos € protegida pelo grupo t-butiloxi-carbonilo
(Boc), gue pode ser selectivamente desprotegido com aciao
trifluor-acético, sendo a desprotecgdo final, com simult3-
nea geparag¢ao do peptido sob a forma de amida do polimero de
suporte, realizada com acido fluoridrico anidro. No caso da
resina Dod, a fungfo de alfa-amina dos aminodcidos é prote-
gida pelo grupo 9-fluorenil-metoxi-carbonilo (Fmoc), que po-
de ser desprotegido selectivamente com piperidina, sendo a
desproteccdo final, com simultfnea separag¢ido do peptido sob
a forma de amida do polimero de suporte, realizada com 4cido
trifldor-acético. Em ambos os casos, as cadeilas laterais dos
aminodcidos trifuncionais podem ser protegidas por métodos

conhecidos descritos na literatura. Para construir a cadeia
de peptido sobre o suporte de polimero insoluvel, cada ami-
noacido é feito reagir, tal como se encontre, isto &, sob a
forma de acido livre, na presenca de um agente de acopla-
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mento apropriado, tal como diciclo-hexil-carbodiimida (DCC)
e, se mecessario, com adig¢io de aditivos apropriados, tais
como hidroxi-benzotriazol (HOBT) ou hexafluorfosfato de ben-
zotriazolil-N-oxi-tris-dimetilaminofosfénio (BOP); como va=-
riante, pode fazer-se reagir o aminodcido sob a forma de a-
nidrido simétrico, ou éster activo, ou de acordo com qual-

quer um dos outros métodos descritos na literatura. O com-

pletamento das reaccgdes de acoplamento dos aminoacidos pode
ser verificado pelo teste com nin-hidrina, tal como € des-

crito por E.T, Kaier e col., Anal. Biochem., 1970, 34, 595.
Depois de o peptido bruto, apropriadamente liofilizado, ter

sido separado da resina, € purificado para se tornar homogé+
neo, por exemplo, por métodos cromatogréficos, tais como crq

matografia preparativa sob alta pressao em fase inversa.

Para sintetizar os peptidos ciclicos, pode empregar+

-se o método de ciclizagao em solugao, sendo o precursor lis
near do peptido cfclico pretendido preparado, primeiramente,
por um dos métodos acima descritos, ou em solugao, ou em fa
se s6lida. A ciclizacio realiza-se com o auxflio de agentes
de condesac¢ao apropriados e, caso seja necessério, activan=-
do o grupo carboxilo da extremidade C do precursor linear,

por exemplo, sob a forma de azida. Como variante, pode utili

zar-se, adequadamente um método de ciclizagio em fase s6li-
da gragas 3 presenga, na sequéncia a sintetizar, de um resi
duo de acido aspértico que pode ser ligado covalentemente a
uma resina apropriada, como por exemplo, resina de fenilace
tamidometilo (PAM), pela funcdo carboxilo na posicao beta.
Subsequentemente, quando a funcdo carboxilo na posicao alfa
tiver sido protegida sob a forma de éster de fluorenilmeti-
lo, pode =». . 1=z efectuar-se o alongamento da cadeia
pela estratégia normal Boc, acima esquematizada para a sin-
tese dos peptidos lineares. Tendo-se obtido o precursor li-
near, novamente acoplado 3 resina pela cadeia laterar de
acido aspartico, €, entfo possivel desproteger selectiva=~
mente o grupo carboxilo na posigio alfa do acido aspar=-
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tico propriamente dito, e realizar a ciclizacao por conden-
sagao intramolecular entre o grupo carboxilo na posiglo alfs
do 4cido aspartico eo prupo amino na posic¢ao alfa do amino-

dcido na extremidade N da mesma cadeia. Esta condensacgio res

liza-se convenientemente na presencga de hexafluorfosfato de
benzotriazolil-N~oxi-tris-dimetilaminofosidénio (BOP). O pe-
ptido ciclico é, depois, desprotegido e separado do suporte
s6lido com o auxilio de dcido fluoridrico anidro. O peptido
cfclico bruto assim obtido pode ger facilmente purificado
por processos cromatograficos preparativos sob alta pressao
em fase inversa.
DESCRIGAO PORMENORIZADA DAS FORMAS DE REALIZACAO PREFERTIDAS
Exemplo 1
Sintese do Peptido Linear com a Seguinte Sequéncia :
H-Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp-DTrpéLys-NHZ.
Coloca-se 1,0 grama de resina DOD (Bachem, Suiga),
equivalente a 0,50 milimole de grupos amino, na cimara de

reacgdo de um sintetizador de peptidos semi-automitico Laboxy
tec SP 640. Em seguida, lava-se a resina de acordo com o prd

tocolo apresentado na tabela 1 abaixo indicada, ciclos 7 - §
¢, depois, desprotegida (ciclos 1 - 3), e de novo lavada
(ciclos 4 - 8). Para acoplar o aminodcido da extremidade N
4 resina, adiciona-se uma solugio de HO3%t (0,306 grama) e
Fmoc-Lys(Boc)-0H (0,702 grama) em 10 ml de DCM/DMF (2/1 em
volume/volume) & resina desprotegida. Agita-se a resina du-
ranta dois minutos (ciclo 9), em seguida adiciona-se uma so-
lugao 1 M de DCC (1,5 ml) em DCM/DMF (2/1 volume/volume) e

continua-se a agitagdo & temperatura ambiente durante maisse

lavagem (ciclos 11 - 14) e verifica-se se a reaccdo esta
completa pelo ensaio de ninhidrina, tal como é descrito por
Kaiser. Se o resultado for negativo, hidrolisa-se o grupo
Fmoc com PIP (ciclos 1 - 8) antes de se proceder ao acopla-
mento do aminoacido seguinte, que se efectua da mesma maneid
ra. Fazem-se reagir os residuos seguintes pela ordem e nas

i

s5e%
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quantidades mencionadas : Fmoc-DTrp-OH (0,639 gramas), Fmoc-
-DTrp-OH (0,639 gramas), Fmoc-Val-OH (0,509 gramas), Fmoc-
-uTrp-0H (0,6%9 gramas), Fmoc-Tyr(tBu)-0H (0,689 gramas) e
Fmoc-Asp(0tBu)-0H (0,617 gramas). Depois do ultimo acopla-
mento, desprotegeu-se o grupo amino da extremidadel " do pepti
do ligado & resina (ciclos 1 - 3), lava-se o peptido (ciclos
4 - 8) e seca-se sob vacuo, obtendo-se 1,60 gramas de produ-
to seco. Para a desprotecgao final, coloca-se o peptido li-
gado & resina num bal3o de 250 ml que contéem 27 ml de ''FA,
1,5 ml de p-cresol e 1,5 ml de etanoditiol. Agita-se a sus-
pensao resultante a 372 C, durante duas horas, separa-se,
depois a resina por filtracdo e lava-se com trés volumes de
5 ml de TFA. Dilui-se a solugao resultante com 250 ml de
éter etilico frio mais 150 ml de éter de petrdleo frio, o
gue provoca a precipitagdo de um sélido branco. Arrefece-se
a suspensao a -782 (¢ e filtra-se o peptido bruto, lava-se
com éter frio por trés vezes, dissolve-se em agua e liofili-
za~se para se obter 0,375 gramas de produto bruto. Final-
mente, purifica-se o peptido por cromatografia liquida em
fase inversa e analisa-se por HPLC analitica numa coluna
Waters 018 Deltapak, de 3,9 & 150 mil{metros, éom um gra-
diente de acetonitrilo contendo 0,1% (volume/volume) de aci-
do trifluor-acético (fase B) contra 0,1% (volume/volume) de
dcido triflior-acético aguoso (fase A), entre 20 e 80% de B,
durante vinte minutos, com um caudal de 1 ml/minuto, utili-
zando deteccao por UV a 210 nm.

Tempo de retencao (Rt) = 9,6 minutos; pureza croma-
togrifica 99%.
Exemplo 2
Sintese do Peptido Linear com a Seguinte Sequénecia :

H—Asp—Tyr—DTerValwDTrp—DTrp-Ala-VHg.
Coloca-se 1,0 grama de resina de M3HA ( Nova-biochem, Suiga)

equivalente a 0,45 milimole de grupos amino, na camara de
reacgao de um sintetizador de peptidos semi-automdtico La-

bortec SP 640. Neutraliza-se a resina com EtBN numa s0lugao
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a 10% (volume/volume) em Cﬂcl3 (2 x 15 ml; 5 + 15 minutos)
e lava=-se repetidamente com DCM. Efectua=-se entZo o acopla-

mento de Boc-Ala-OH pelo método do anidrido simétrico previ+

amente formado § 0, 540 gramas do aminoécidarprotegido sao
dissolvidos em 3 ml de DCM, adicionando~se 2,%2 ml de uma
solucgdo a 8% (peso/volume) de DOC em DCM, com agitac@o com
agitador magnético, em banho de gelo, que se mantém duran-
te quinze minutos. Bu seguida, riltra-se a mistura através
de um rfunil com uma placa filtrante porosa para eliminar o
DCU formado, e a solucgdo é adicionada 3 clmara de reacgdo
do sintetizador, diluindo-se com mais 5 ml de DMF e come-
cando em seguida o ciclo automatico de acoplamento e lava-
gem descrito na Tabela 2, apresentada mais adiante (ciclos

8 - 12). Realiza-se ent3o o ensaio de Xaiser numa parte ali+

quota da resinaj; se o resultado for negativo, eifectua-se a
desproteccao automatica do grupo amino (ciclos 1 = 7). Para
0s acoplamentos subseguentes, mails uma vez de acordo com o
protocolo referido na Tabela 2, utilizam-se os seguintes
aminodcidos pela ordem e nas quantidades referidas: Boc-
-DTrp-0H (0,545 gramas), Boc-DTrp-0H (0,545 gramas), Boc-
~7al-0H (0,390 gramas), Boc-,Trp-OH (0,545 gramas), Boc-tyr
(2-Brz)-0H (04890 gramas) e Boc-Asp(OcHx)~-0H (0,560 gramas)
Depois do acoplamento final, desprotege=-se o grupo amino da
extremidade N (ciclos 1 - 7) e retira-se a resina da cima-
ra reaccional, secando-se sobre carbonato de potéssio, sob
vacuo, para se obterem 1,5 gramas de produto., Destaca-se en-
t30 o peptido da resina e desprotegem-se as cadeias latera-
is com acido fluoridrico anidro. O peptido ligado & resina
é colocado num reactor de "teflon" com 1,5 ml de anisol e
0,15 ml de sulfureto de dimetilo: arrefece-se depois esta
mistura a =509 ¢ e destilam-se 15 ml de acido fluorfidrico
anidro, mantém-se a agitagdo com um agitador magnético, em
banho de gelo, durante sessenta minutos. Remove-se o acido
fluoridrico com uma corrente de azoto, seca-se o produto
bruto sob aspiracdo durante, aproximadamente, duas horas,
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lava-se com éter et{lico (2 x 15 ml) e extrai-se com acido
acético a 50% (3 x 15 ml), filtrando-se atraves de um funil
com placa porosa para retirar a resina gasta. Dilui-se a so-
lug2o resultante com agua e liofiliza-se para se obterem
0,250 gramas de produto bruto. Finalmente purifica-se o pep-
tido por cromatografia lfgquida em fase inversa e analisa-se
por HPLC analitica, nas condigOes descritas no Exemplo ante-
rior.

RT = 11,1 minutos; pureza cromatograficasS99y%.
Exemplo 3
sintese do Peptido ¢fclico com a Seguinte Seguéncias

Ciclo- Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp-DTrp-Arg
Na c8mara de reaccdo de um sintetizador manual, colocam-se 2

gramas da acima referida resina PAM (Bachem, Suiga) que pos-
sui acido aspartico esterificado no ligador de benzilo da re
sina em virtude da funcao beta-carboxilo do acido (grau de
substituicl@o:0,35 milimole/grama). O acido aspartico ¢ tam-
bém protegido na funclo alfa-amino por Boc e na funcio alfa-
~carboxilo sob a forma de éster de fluorenil-metilo. Apds a
lavagem repetida da resina com DCiI e DMF, o grupo alfa-amino
do 4cido aspartico ¢ desprotegido com TFA nas condigdes nor-
malmente utilizadas na estratégia de Boc, como se descreveu
no Exemplo anterior. Em seguida, efectua-se a sintese de a-
cordo com o protocolo de Boc usual(veja-se o Exemplo 2);uti=-
lizam-se os seguintes amino-acidos pela ordem e nas guanti-
dades indicadas: Boc-Arg(Tos)-OH (0,90C gramas), Boc~DTrp-
-0H (0,638 gramas), Boc-DIrp-OH (0,638 gramas), Boc=Val-0H
(0,456 gramas), Boe-DPrp-OH (0,638 gramas) e Boc-Tyr(2-Brz)-

tes de se proceder 3 desproteccao com TFA. Uma vez congs-
trufdo o procursor linear protegido, desprotege-se o grupo

xilo da extremidade C com PIP. Realiza-se a ciclizacao tra-

DMF com BOP (0,929 gramas) e DIEA (0,731 mls) durante trés
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horas, & temperatura ambiente. Repete-se o processo duas
vezes ate que o ensaio Kaiser d& resultado negativo. Final-
mente, destaca-se o peptido ciclizado da resina e, ao mesmo
tempo, desprotegem-se as cadeias laterais com acido fluori-
drico anidro, pelo procedimento descrito no Exemplo 2, paral
se obterem 0,545 gramas de produto bruto. Purifica-se o pe-
ptido por cromatografia liquida de fase inversa e analisa-
-se por HPLC analftica nas condigles descritas no Exemplo
anterior.
Rt = 13,1 minutos; pureza croma’cogréfica> 99%.
Além disso, s80 exemplos ndo restritivos de compostos de
acordo com a formula geral I que s2o inclufdos na presente
invengdo os seguintes:
H-Asp-Tyr-DTrp-Val—DTrp-DTrp-Glu-NH2, Rt=10,5 min;
H—Asp—Tyr-DTrp—Val-DTrp-DTrp-Leu—NH2, Rt=12,2 min;
H-Asp-Tyr—DTrp-Val-DTrp~DTrp-Orn-NHz, Rt= 8,9 ming
H-Asp-Tyr-DTrp—Val-DTrp-DTrp-Nle-NH2, Rt=12,2 min;
H-Asp—Tyr—DTrp-Val-DTrp—DTrp-Gly-NH2, Rt=10,5 min;
ciclo[AspTyrDTrpValDTrpDTrpéy%], Rt210,8 min;
em que Rt € o tempo de reteng2o em PLC anal{tica, nags con-
digGes descritas no Exemplo 1.

ACTIVIDADE BIOLGGICA
A capacidade dos peptidos descritos na presente in-
vengao para interactuarem com o receptor de neuroquinina A

como agonistas ou antagonistas foi avaliada num estudo

in vitro, usando uma preparagido em que se determina a res-
posta bioldgica provocada por tagquiquininas e peptidos re-
lacionados exclusivamente a partir do receptor de neuroquis
nina A (receptor NK-2). Esta preparacfio é de uma artéria

isolada pulmonar de coelho, em gque as taquiquininas provo-
cam uma contracg¢ao dependente da dose (Rovero e col., Neu-
ropeptides, 1989, 13, 26% -~ 270). A actividade dos peptidos
nesta preparagao foli determinada usando uma concentragio de

NKA (3 nM) que origina uma resposta equivalente a 45% do

-10-
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maximo. Adicionaram-se ent2o os peptidos abrangidos pela
presente invengio 3 preparagdo, em concentragdes crescentes,
e avaliou-se a sua actividade em termos da inibic@o da res-
posta a NKA. A Tabela 3 subsequente indica os resultados
obtidos com uma concentragio 107% 1 de cada um dos compostog
Seguem-se as Tabelas 1, 2 e 3 acima referidas:
TABELA 1
Protocolo para a Sintese Automdtica de Acordo com a Estraté-

gia de Fmoc

Ciclo  Reagente Tempo
1 DMF 1 x 1 min
2 20 % PIP / DMF 1 x % min
3 20 * PIP / DWF 1 x 7 min
4 DCM 2 x 1 min
5 DMF 2 x 1 min
6 iPrOH 2 x 1 min
T DMF 3 x 1 min
8 DCM 3 x 1 min
9 Pmoc-AA + HOBt / DMF / DCM 1 x 2 min
10 DCC 1 M DMF / DCM 1 x 90 min
11 iPrOH 1 x1min
12 DMF 1 x1min
13 DCM 1 x1 min
14 Repetir duas vezes a partir do ciclo

Volume de dissolventes : 10 - 20 ml/grama de resina.

TABELA 2

Protocolo para a Sintese Automatica de Acordo com a Estra-

tégia de Boc

13-
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Volume de dissolventes

TABELA 3

Reagente Tempo

DCM 1l x 1 min
50 % TFA/DCM 1 x5 min
50 ¢ TFA/DCM 1 x 15 min
DCM % x 1 min
5 % DIEA/DCM 2 x 1 min
DCHM 2 x 1 min
DMF 2 x 1 min
Anidrido Boc-AA em DCM/DMF 1 x 60 min
DMF 1 x 1 min
DeM 1 x 1 min
Repetir os ciclos 8 e 9

DCM %3 x 1 min

: 10 - 20 ml/g de resina.

Actividade Bioldgica Antagonista sobre o Receptor de NKe 2

em Artéria Pulmomar de Coelho Isolada dos Péptidos Descritod

Péptido % de imibigao
H-Asp-Tyr-DTrp-Val-Drrp-Dirp-Tys-NH, 100
H-Asp-Tyr-DIrp-Val-DITp- DTrp-Ala—NH2 100
H—Asp—Tyr-DTrpJVal;DTrp-DTrp-Orn—NHZ 100
H-Asp-Tyr-DTrp-Val—DTrp-DTrp-Glu-NHé 100
H—Asp-Tyr-DTrp—Val—DTrp-DTrp—Leu—NH2 100
H—Asp—Tyr—DTrp-Val-DTrp-DTrp-Nle~NH2 100
H-Asp-Tyr-DTrp-Val—DTrp-DTrp—Gly—ﬂH2 100
Ciclo @spTyrDTrpValBTrpDTrpLyél 95
¢iclo @spTyrDTrpValDTrpDTrpAré] 95

Tista das Abreviaturas Utilizadas

. - ’ > - -
Para a nomenclatura e abreviaturas dos aminoacidos, utili-

-19-
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gzam-se as recomendagles da cpnissZo conjunta IUPAC-IUB so-
bre Nomenclatura Biogquimica (Zur. J.Biochem., 1984, 138, 9)
os aminodcidos estdo na configuragfo L, a nfo ser que se
indique outra configuracg3o.

As outras abrevigturas utilizadas sZo:
2=-Br-Z: 2-bromobenziloxi-carbonilo; AAA : andlise de amino-
acidos (no peptido hidrolisado); B g tércio-butiloxi-car-
bonilo; B®-: hexafluorfosfato de benzotriazolil-N-oxi-tris-
~-dimetilaminofosfénio; Bzl: benzilo; DCC: N,N’-giciclo-hexil
-carbodiimida; DCM: diclorometano; DCUs N,N’-diciclo-hexil-
-ureia; DIEA: di-isopropil-etilamina; DMFP: N,N-dimetil-for-
mamida; Et3N: trietilamina; FAB-MS: espectrometria de ma-
ssas por bombardeamento atdmico répido; Fmoc: 9~-fluorenil-
-met0xi-carbonilo; HOBT: l-hidrdxi-benzotriazol; HPIC: cro-
matografia l{quida sob alta pressao; iPrOH; isopropanol MBHA
A-metil-benzidrihmina ;NKA: neuroquinina A; NKB: neuroquini-
na B; OcHx: éster de ciclo-hexilo; PIP: piperidina; SP: su-
bstincia P; tBu: tercio butilo; TFA: acido trifluor—acético;
ToS ; tosilo (4-tolueno-sulfonilo).

-REIVINDICACOES-

l2-Processo para a preparacao de peptidos sintéticos

lineares ou cficlicos com a fdrmula geral I
X=Asp~-Tyr-DTrp-Val-DTrp-DTrp-Y

caracterizado por:
-2 sintese se efectuar em fase sdlida com o prolongamento da
cadeia do peptido a partir da extremidade « em direccdo & ex
$remidade N num suporte polimérico insolﬁvel;
-se fazer reagir o aminodcido subsequente, apropriadamente
protegido tanto na fungZo alfa-amina como na cadeia lateral
sob a forma activada, com o aminoacido da extremidade ¢ ,

apropriadamente protegido na cadeia lateral e fixado ao su-

porte de polimero por intermédio da funcBo carboxilo, no

-13=
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s2io de dissolventes orgénicos polares;

- se efectuar os acoplamentos seguintes usando o aminoacido
apropriado, adequadamente protegido, igualmente sob a forma
activada, procedendo da mesma maneiras

e

-se destacar entfo o péptido.

22- Processo de acordo com a reivindicagio 1, carac
terizado por ce preparar um peptido linear, se destacar o
peptido do suporte e se desproteger apropriadamente.

%2~ processo de acordo com a reivindicagao 1, carac
terizado por se preparar um peptido cfclico, se destacar o
peptido do suporte num meio apropriado e, em seguida , se
ciclizar usando agentes de activacdo e de condensa¢§o apro-
priados e, em seguida , se removerem apropriadamente os gru
pos de proteccao.

42— Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carag
terizado por para se obterem peptidos que contém pelo menos
um aminodcido com dois resfduos carboxflicos, quando o resf
duo carboxflico n3o estd na posiglo alfa mas estd ligado 3
resina, se desproteger o carboxilo na posicdo alfa e depois
se ciclizar usando os agentes de activagdo e de condensacio
apropriados e depois se destacar o peptido do suporte e se
removerem 0s grupos de proteccdo.

52— processo de acordo com a reivindicacfo 4 carac-
terizado por se preparar um heptapeptido sintético com a se
guinte estrutura

H—ASp“TYr“DTrp‘Val—DTrpéDTrp—L1S—NH2
e 0os seus sals farmacButicamente aceitaveis com acidos ou
bases orgfnicos e inorglinicos.

62=- processo de acordo com a reivindicac3o 1 carac-
terizado por se preparar um heptapeptido sintético preparar
um com a seguinte estrutura

H-Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp—DTrp-Ala—NH2
e os seus sais farmac@uticamente aceitaveis com acidos ou
bases orglnicos e inorginicos

-14~
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72.~- Processo de acordo com a reivindicacdo 1 caract

terizado por se preparar um heptapeptido sintético com a se+
guinte estrutura

H-Asp-Tyr-DTrp-Val—DTrp—DTrp-Orn—NH2

e os seus sais farmac€uticamente aceitaveis com Acidos ou
bases orginicos e inorginicos.

82,- Processo de acordo com a reivindicagZo 1 caracH
terizado por se preparar um heptapeptido sintético com a se-
guinte estrutura

H-Asp-Tyr-DTrp-Val-DTrp~Dtrp—Glu-NH2,
e os seus sais farmac@uticamente aceitdveis com Acidos ou
bases orgdnicos e inorgdnicos.

98 ,- Processo.de acordo com a reivindicagao 1, caraq
terizado por se preparar um heptapeptido sintético com a se
guinte estrutura

H-Asp—Tyr—DTrp-Val-DTrp—DTrp—Leu-NH2,
e os seus sais farmacduticamente aceitdveis com acidos ou
bases orglnicos e inorglinicos.,

102~ processo de acordo com a reivindicagdo 1 carac
terizadopor se preparar um heptapeptido sintético com a se-
guinte estrutura

H-Asp—Tyr—DTrp-Val-DTrp-DTrp-Nle-NH2,
e os seus sais farmacéuticamente aceitaveis com acidos ou
bases organicos e inorginicos.

112~ processo de acordo com a reivindicagdo 1 carac
terizado por se preparar um heptapeptido sintético com a se
guinte formula de estrutura

H—Asp—Tyr—DTrp-Val—DTrp—DTrp-Gly—NH2,
e os seus sais farmacButicamente aceitaveis com acidos ou
bases org8nicos e inorganicos.

122- Processo de acordo com a reivindicagdo 1 carac
terizado por se preparar um heptapeptido ciclico sintético
com a seguinte estrutura

ciclo[AspTyrDTrpValDTrpDTrpArg]
e 0s seus sais farmacéuticamente aceitaveis com acidos ou

-15-
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bases orglnicos e inorglnicos,

138= Processo de acordo com a reivindicagfio 1 carac-
terizado por se preparar um heptapeptido cfclico sintético
com a seguinte estrutura

ciclo [AspTyrDTrpValDTrpDTrpLys|

e os seus sais farmacButicamente aceitdveis com 4cidos ou
bases org8nicos e inorginicos. _ _

148~ Processo para a preparacfo de composicgles far—
mac8uticas para o tratamento da asma, inflamacfo ou artrite
caracterizado por se incorporar como composto activo um pep=
tido preparado de acordo com as reivindicagBes anteriores,

peclara que entrelinhou na pagina 4 a palavra"A Bodanszky"
Lisboa, -2 601591
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