"PROCESSO FARA A [REPARACRO DE PéFTI
DOS ANTAGONISTAS DA BRADIGUININAY

CAMPO DA INVENC3OQ

A presente invengfo diz respeito a novos
peptidos activos sob o ponto de vista bioldgico que actuam co
mo antagonistas das actividades bioldgicas da bradiquinim :os
seus sais aceitdveis sob o ponto de vista terapéutico e as

suas aplicagdes como agentes terapéuticos.,

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Vinte e cinco anos depois da descrigdo e
sintese da sequéncia do péptido bradiguinina, potente vasodi=-

latador dos mamiferos (Boisonnas et al,, Experientia 16: 326,

1960), sintetizaram-se e ensaiaram-se em sistemas bioldgicos

muitas centenas de andlogos de peptidos relacionados com a sg
quéncia de bradiquinina citada antes AfSchroedcr, em Handbook
of Experimental Pharmacology, Vol, 25, (3pringer Verlag) pag.

324350, 1970/ [ Stewart, Handbook of Experimental Pharmacolo-

gy, Vol, 25 (Suplemento), (Springer Verlag) pdg. 227=272,
19727. Nestes estudos o objectivo era investigar as diversas
fung8es fisioldgicas e farmacoldgicas da bradiquinina.

A bradiguinina e os peptidos calidina (Lys—
-bradiquinina) e Met-Lys-bradiquinina, importantes sob o ponto
de vista fisioldgico e com ela relacionados, contraem o miscu-

lo liso (causando, por exemplo, diarreia e inflamago intesti-



nal e asma), diminuem a press#o sanguinea, intervém em pro-
cessos inflamatdrios como alergias, artrite e asma, partici-
pam no organismo em reacgBes de coagulacfio sansuinea e em
reacgdes em que intervem como complemento, intervem na rinite
(viral, alérgica e nio alérgica) e sfo produzidas em excesso
em situagles patolégicas tais como choque séptico, pancreati-
te aguda, edema angioneurdtico hereditério, sindroma depres-
sivo ("dumping") apds uma gastrectomia, sindroma carcindide,
choque anafildtico, motilidade reduzida do esperma e algumas
outras situag¢des, A produgfo de bradiquinina =z partir do plas-
ma provoca dor no local patologicamente afectado e a produgio
em excesso intensifica a dor directamente ou mediante estimu-
lac%o pela bradiquinina da activacfo do ciclo do dcido aragui
“dnico que produz prostaglandinac e leucotrienos, oS mals ane
tigos e eficazes mediadores da inflaragis, Em Handbock of Ex=

erimental Pharmacologyv, Vol. 25, Ipringer-Verla 1970 e Vol,
L ] 9 I 5 g’

25 Suplemento, 1979, encontram-se referéncias a trabalhos ci-
entificos que descrevem estas accles da bradicuinina e peplii~
dos relacionadog.

Conforme ;4 foi dito observou-se que a bra-
diquinina € produzida em reacgies inflamatdrias no intestino
provocando a contracgéo do misculo liso e a secregfio de flui-
do e ides,

Em Nature, 229:256-259, 1982, Manning et
al., revelando a influénecia da bradiquinina em concentragdes
muito baixas, sobre a secreglfic de flufdo e iBes, demonstraram
a existéncia de receptores eapecificos dz bradiquinina no re-
vestimento mucoso do intestino e nc misculo liso intestinal.

Kimura, et al,, em American Heart Journal
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(85: 635-647, 1973) e Staszewska = Barczak et al., em Cardio=-

vascular Research (10:314-327, 1076}, relataram estudos so=

bre a produgfdio de bradiquinina e a dor que a acompanha na an-

gina. A acgfo da bradiquinina, citada antes, e simultaneamente
a actuac¢3io das prostaglandinas s83o o estimulo natural que pro-
voca a excitagdo dos receptores sensoriais que assinalam a dor
durante a isquémia do miocdrdio.

A bradiquinina e as guininas com ela rela-
cionadas sZo nf%c sé produzidas pelo animal como também podem
ser injectadas por meic de picadas e moirdeduras, Sahe-se que
insectos como, por exemplo, vespdes e vespas injectam peptidos
relacionados com a bradiquinina que também piovocarn: dor, ine-
chago e inflamacg#o.

A auséncia de antagonistas da bradiquinina
competitivos e especificos reslacionacdos com a sua sequéncia
tem impedido seriamente a compreensfio do mecanismo de acgBo
da bradiquinina, essencial para o desenvolvimento de agentes
de diagndstico e agentes terapénticos destinados a aliviar a
dor intensa provocada pela produg3o, por vezes em excesso, de
bradiquinina.

Entre compostos tXo diversos como analgési-
cos & substincias anti-inflamatorias temwse descritc um gran-
de nimero de antagonistas n3o selectivos, nfo espacificos e
de natureza n3oc peptidica de uma ou mais das actividades bio-
logicas da bradiquinina que actuam através cdo sistema da pros
taglandina e n%o directamente sokre os receptores bioldgicos
da bradiquinira (Rocha e Silva, e Leme, Med, Exp. 8:287,

1963). Como exemplo podenos citar anti-histaminicos (Gecse

et al., J. Pharm, Pharmacol. 21: 544, 1969); anticorpos contra a bra



diquinina {Grez et al.,, Bu. J. Pharmacol., 29: 35, 1974) s deriva
dos da benzodiazepina (Leme e Rocha e Silva, Br, J, Pharma-
col, 25: 50, 1965); polimeros de 4xido de etileno de peso mo=-

lecular elevado (Wilkens e Back, Arch, Intl. Pharmacodynam,

209: 305, 1974); ésteres do 4cido gdlhico (Posati et al., J.
Agri.Food Chem, 18: 632, 1970) e inibidores da serotonina (Go

mazkon e Shimkovich, Bull, Exptl. Biol, Med. 80: 6, 1975).

Nenhum destes compostos individualmente nem nenhuma classe de
compostos inibem especificamente a bradiquinina,

Tem sido apresentadas como substancias com
acgHo antagdénica da bradiquinina ésteres heptilicos de diver-
sas substincias que contém aminodcidos como, por exemplo, ami-
noacidos bdsicos isolados tal como Arg e Lys (Gecse, Adv,

Exptl, Biol, Xed, 70: 5, 1976), o dipeptido *he ~ Gly (Gecse

et al., Int. Aech. Allergy 41: 17h, 1971), e 2nflogos de frag

mentos de peptidos em posig#o C-terminal da bradiquinina tal

como Pro-Phe-irg (Claesson et al., Adv. Exptl, Med, Biol.

120B: 691, 1979). tuando verificadas em sistemas de ensaio
com bradiquinina e degendendo da dose utilizada, estas subs=
taAncias provam ser fracos e parciais agonistas/antagonistas
exibindo diminuta especificidade no que respeita a acg¥o ini-
bidora da bradiquinina,

Existem informac8es de preparagles de teci-
do vascular danificado gque respondem aos anilogos de bradiqui
nina que nio possuem o resto de Arg em posigfo C-terminal,
mas n3o respondem a bradiquinina pelo que se tem desenvolvido
anilogos destas bradiquininas que nfo possuem o aminoicido
Arg em posig3o 9, como antagonistas da actividade ndo fisiolé

gieca da bradiquinina, Istes antagonistas nio possuem signifi-



cativos efeitos agonistas semelhantes aos da bradiquinina,
nem qualquer efeito antagonista, sobre qualquer dos sistemas
de resposta das quininas, significativos sob o ponto de vista

fisioldgico (Regoli e Barabe, Pharmacol. Reys. 32:1,1980).

Tem sido desecrito um grande nimeroc de andlo
gos de bradiquinina que comportam o éter O-metilico dos res-—
tos da Tyr nas posigles 5 e/ou 8 como produzindo uma acg¢Ho
mista agonista/antagonista sobre o Utero isolado de ratos ga-
lactosémicos mas n3o sobre o de ratos normais, Nestes animais
nfio se reproduziu com seguranga este antagonismo (Stewart e
Woolley, em Hypotensive Fepticdes, Springer Verlag, pég. 22=33,

1966) .

Qutras aiteracgdes que ze tém produzido na

~

molécula da bradiquinina sfio as adic8es de aminodcidos na exe
tremidade Ne-terminal que afectam o grau des degradaglo enzina-
tica da bradiquinina in vivo,

¢ tempo de semi-vida da bradiquinina na cixp

. 2 . . . < Y
culagfo sistemica € infericr a 3C seguncdos (S.H. Ferreira &

J.R, Vane, 3, J, Pharmacol, Chemotherap. 30:417 1967). TUne
! o e aa— . o H

Unica passagem através da circulacfio pulmonar provoca uma des
truic¢8o da bradiquinina compreendida entire 298 e 99% (J, Roblg

ro, J.W. ftyan e J,M, Stevart, Res, Commun., Fathol,., rfharmacol.

S

6:207, 1973), conforme avaliag¢lo ro rato anestesiado medinde
os efeitos depressores de um agonista administrads por via
intraadrtica {Ii), evitando az civeulacgfio pulmerar e via endo-
venosa (IV), Yediante a adig¢Xo de restns e zaminodcides bdsi=-

cos singulares, tal como, Dm=irg-, D-Lys-, Lys- e duples, fal

como, Dalys=Lys- Y extremitade Neteorminal fa sequdneia de bra

1]

diquinina estinula-se, in vivo, a resisténeia dos azonista



da bradiquinina a destruig¢fc pela quininase pulmonar, i adli-
¢%o do dipeptido Lys=Lys a extremidtade N-terminal des azgonis-
tas da bradiquinina confere=lhes, in vivo, uma total resistén
. b . - . - . 4
cia a destruigio, no que respeita a passagen inicial =ztraves
da circulag¢#o pulmonar {Roblers, Ryan e Stewart, Res, Comm.

Pathol. Pharmacol. 6:207, 1973).

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invenjfo diz respeito 2 modifica=
clo da sequéncia da bradiquinina, uma hormona peptidica dos ma
miferos (Arg-Pro-ProuGly-Phe-Ser—Pro-Phe-ﬁrg) e dos seus sais
aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico no resto de kro
situado em posicgH#o 7, utilizando um método invulgar que pela
primeira vez produz anilogos relacionados com a sequéncia de
bradiquinina, citada antes, que actuam como inibidores compe-
titivos e especificos das actividades biolégicas da bradiguini
na., A presente invengio diz respeito especificamente A substi-
tuigdo da L~Fro em posigdo 7 por aminodcidos aromaticos com a
configuracfio D, uma troca que converte os agonistas da bradi-
quinina em antagonistas e inclui modificacgGes adicionais em ou
tras posig3es de um antagonista de bradiquinina modificado em
posig¢#o 7 que conferem aumento de poténcia como antagonista,
resisténcia & degradagfo enzimdtica e/ou especificidade teci-
dular em relacg#o a 5equéncia de bradiquinina que contém um ami
noacido com a configurag3o D, Mais especificamente a nresente
inveng3o diz respeito a peptidos de férmula geral
Formula I

AwArg=BeCalelieX=Y-Z-Arg
(o 1 2345678 9 ) (nmimero de posig3o)



na qual

A representa um dtomo de hidrogénio ou um resto de aminodei-
do singular acfdico, bdsico, neutro ou aromatico com a con
figurag¢#io D ou L, tal como, D=Arg, D=Lys ou L-Thi ou um
grupo protector do Atomo de azoto terminal deo enzima do tipo acil
uretano aromatico ou alquilo ou alternativamente 4 repre-
senta um di- ou polipeptido contendo aminodcidos com a con
figurac3io D ou L como, por exemplo, Lys-Lys, Met=Lys ou

Gly=-Arg-Met-Lys;

B representa um resto de L-Pro, ou outro resto de aminodcido
alifatico n#c cfclico ou D= ou L-ciclico, tal como, a L-hi-
droxiprolina ou de aminodcido L-aromitico ou aromatico subs

titufdo;

C representa um resto de D= ou L-Fro ou de outro aminodcido

aromitico eventualmente substitufdo, alifftico ou ciciico

com a configuracfio U ou Lj;

D representa um resto de Gly ou de outro aminodcido alifitico
ou aromidtico eventualmente substituido com a configurag®o

L tal como a Alaj

W representa um resto de Phe com a conligurag¢fo L, de Phe
substituido ou de outro aminodcido alifdtico ou aromdtico
como, por exemplo, Leu, ¥3~2-tienil—alanina {Thi) ou 2-pi=-

ridil-alanina {Pal);

X representa um resto de Ser com a configuragfo L, de Gly ou
de outro aminodcido alifdtico ou aromdtico eventualmente

substitufdo com a configuracfo L ou L, tal como, pCl-D-Fhe
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ou DePhe;

Y representa um resto de aminoicido aromé#ico com a configu-
racfio D ou cde aminodcido aromdtico substituido como D-Fhe,
B -(2-tienil)-D-Ala (DThi), p-&z-piridil)_ﬁ_Ala (D-Pal),
p-2-naftil-D-ala (D-Nal), LHis, D~homo=-Fhe (DhPhe), C=me~
ti1-DTyr (DOMT), D-alfafenil-Gly (DPhg), DTrp, Diyr ou

pCl-DPhe (CDF)3

7Z representa um resto de Fhe c3. a ccnfiguraglo L, de Phe
substitufdo ou de outro aminodcido aromdtico ou alifético

como, por exemplo, Leu, Thi ou ral,

Prefere-se oz compostos de férmula geral I
na qual A representa um Atomo de hidrogénio, B e C represen-
tam, cada um, o aminodcido Pro ou Hyp, D representa o aminod-
cido Gly, W e Z representam, cada um, o aminodcido Fhe ou Thi,
X representa o aminoacido Ser e Y representa um aminodacido
qualquer com a configuracdo D,

Os sais de peptidos de férmula geral I in-
cluem sais derivados do dcido cloridrico, do Acido trifluoro-
acético e do Acido acético bem como outros sais aceitdveis sob
o ponto de vista farmaceutico.

Nos Quadros I & IT pode observar-se as subs-
tituig8es que se podem realizar na bradiguinina e os resulta=-
dos dessas substituig8es, Substituindo, tal como se indica,

0, 1, 2, 3, 5, 7 ¢ 8 restos de aminodcidos da bradiquinina ob

A . 3 3 » -
tem-se os antagonistas preferidos da bradiquinina.



QUADRO T

Substituigfes em Antagonistas da Bradiquinina

Azt
Thz
Inip
DPro
Pro

¢

Azt
Thz
Inip
DPro
Pro

Hyp

DNal
DPNF
DPhe
DTyr
DPal
Ala DOMT
Sar DThi
DAla

AweArge=Pro=ePro=-Gly--rhe--3er«-Pro--Phe--Arg

DArg

Lys«Lys
DLys«Lys
Phe, Thi

Thi Gly Thi
OMT DPhe ONT
Fal CDF Pal
GLF DNal. CLF
PNF DPal PNF
Nal DThi Nal

Thi= ~{2=Tienil)alanina

Pal= -{2-Piridil)alanina
Hyp=4-Hidroxiprolina

Azt=£cido azetidina-2-carboxilico
Thz=£cido tiazolidina=-2«carboxilico
Inip=£cido isonipecotico
OMT=0wmetiltirosina
CDP=para~cloro=-D=difenilalanina
Nal= «{(2-Naftil)-alanina
GLF=para-clorp-L=fenilalanina
PNF=zpara-nitrofenilalanina

Pro=2, 3=Dihidroprolina

0
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QUADRO IX

Caracteristicas dos Antagonistas da Bradiquinina

AlteragBes que conferem AlteragfBo critica em rela

selectividade tecidular ¢%o h acgdo antagonista

XamArguePro=eProw=Gly--Phew-Ser--Pro--rhe--irg

‘Adi¢B8es que conferem Alterac8o que intensifica

resisténcia aos enzimas a poténcia
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DESCRICZ0O PORMENQRIZADA

A sintese dos peptidos de férmula geral I,
inclusivé a derivatizag#o, a activagfio, o acoplamento de res-
tos de aminodcidos protegidos e a sua purificag¥o e os métodos
analfticos utilizados na identificacfio e determinag¢io da pureza
estio inclufdos na Parte Geral da Quimica dos Peptidos como des
crito em "Methoden der Organische Chemie" Vol, 16, partes I e
II, por Houben Weyl (1974), para a sintese por via himida e em
"Solid Phase Peptide Synthesis" por Stewart e Young (1984) pa-
ra a sintese por via sdlida utilizando o método de Merrifield,
Qualquer gquimico com conhecimentos de sintese pept{dica pode
sintetizar os peptidos de fdérmula geral I utilizando métodos
convencionais por via himida ou métodos manuais ou automAti-
cos por via sdlida,

Os simbolos e abreviaturas utilizados quer
para os aminoacidos, seus derivados e grupos protectores quer
para os peptidos e seus sais sf3o os que habitualmente se =1fi-
lizam na quimica dos peptidos (Biochem. J., 126:773, 1972,
jornal citado a t{tulo de referdrcia), Uor conveniéncia mui-
tas abreviaturas encontram-se definidas no Quadro III, Tocos
os restos de aminodcidos, excepto o de Gly, descritos ma meng
ria descritiva da presente lnvengfo nmas no nas reivindica-
¢8es, apresantam a configuragHo L, salvo indicag¥o en contrd-

rio,



QUADRO TIII ABREVIATURAS QUD DESIGNAM 0S RESTOS DE

Aib
Azt
CDF
CLF
hPhe
Hyp
Inip
MDY
Nal
APro
Pal
Phg
Sar
Thi

Thz

CIDOS

dcido alfa-aminoisobutirico
dcido azetidina=2-carboxflico
para=cloro~D=fenilalanina
para-cloro~L-fenilalanina
homo=fenilalanina
hehidroxi-prolina

dcido isonipecdtico
O-nmetil=D=tirosina
beta-(2-naftil)-alanina
24,3=desidroprolina
beta=(3-piridil)-alanina
alfa=-fenilglicina

sarcosina
betau(z—tienil)-alanina

Acido tiazolidina-2~carboxilico

AINOL-

(Todas as outras abreviaturas est3o de acordo

com o estabelecido pela TIUPAC para os restos de aminoécidos).



Cs exenmplos seguintes ilustram og compos=—

a presente invengHo mas

tos de férmula geral I de acordo
n¥o a limitam, Relativamente a =omoosioss sclides todzag as per
centagens e proporgdes ectio roferisdzg em pess e em volume

1L

quando referidas a compestes 1lisuidosz,
Exemplo 1

Ireparagfo de .irgeiro=iro=ily-lhe«tereiihe«

~Phe=Arg (DPhe,. -BE).

7

Dissolve~se uma misiura Je £,4 g {15 mNo-

les) de t-butiloxicarbonile {g-paratoluenc=-sulfonilc)eirg

ridina em uma mistura de 20 il de dimedilformamida {NF) e 125
ml de diclorometano {(DCM), Adiciona-se, 3 temperatura ambiente,
15 g de hidroximetil-polistirenc-divinil-benzeno (com 1% de re
ticulagfio, contendo G,74 mtiole do grupo hidroxi livre por 2z de
resina) e depois 60 ml de uma sclugBio de diciciohexilearbodi-
imida (DCC) 0,25M em diclorometano (QGH). Agita—-se a susgensio
resultante durante uma noite, a termeratura evbicnte, filtra-
-se & lava-se a resina com 3 X 6C ml de diclorometano, 3 x GC
ml de Alcool matilico e reintumesce~se com 120 ml de diclorome
tano. O acoplaments de uma sutra porgio de BOl-irg {Tos) rea=
liza~se sobre a resina como anteriormente, ipds TiltragHo e la
vagem da resina esta é reintumescida zom 120 ml de diclerometa
no e adiciona-se 2,1 ml de cloreto de benzoilo ¢ 1,5 ml de
trietilamina, Agita-se a suspensio durante 30 winutos, A tenpe
rétura ambiente, depois do que se filtra a resina, se lava com
3 x 60 ml de diclorometano, 3 X 60 ml de flcool metflico e fi=-

nalmente com 3% 60 ml de diclorometanoc, Zeca-se a resina ao ar
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até peso constante obtendo-se 18,5 g de BOC-Arg(Tos)-hidroxi-
metil-resina com um teor em aminodcido de 0,272 mmole de Arg
por g de resina como se determina analisando quantitativamen-
te o aminodcido de uma amostra do complexo aminodcido-resina
que se submeteudurante 4 horas a uma hidrdlise com a mistura
dcido clorf{drico 6N/4cido propidnico, & temperatura de 130°¢,

Introduz-se 1,5 g de resina contendo O,4
mMole de Arg no reactor de um sintetizador automdtico (Beck-
man modelo 900) que opera por via s6lida, submetendo-a ao se
guinte ciclo de adigl8io para realizar o acoplamento de BOC-
=Phe:
PROGRAMA A, ACOPLAMENTO PADRAO COM DICICLOHEXILCARBODIIMIDA

(pce)

Lava-se a resina com 3 X 20 ml de dicloro~
metane e equilibra-se depois, durante 1,5 minutos, com 20 ml
de uma mistura a 1:3 de dcido trifluoroacétice com diclorome-
tano contendo 0,1% de indol, Reequilibra -se novamente a resi
na durante 30 minutos., Lava-se depois a resina com 6 x 20 ml
de dicloremetano, neutraliza-se com uma solugio de trietilami
na a 10% em diclorometano durante 1,5 minutos depois do que se
repete novamente a fase de neutralizagfio, Lava-se a resina com
6 x 20 ml de diclorometano depois do que se equilibra durante
1,5 minutos com uma solug#io de BOC-Phe 1,0 mmole em diclorome
tano, Adiciona-se depois 4 ml de diciclohexilcarbodiimida
0,25 N em diclorometano e agita-se a mistura reaccional resul .
tante durante 2 horas, Lava-se depois a resina com 3 X 20 ml

de diclorometano.,

De acorde com o Programa B realiza-se um
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segundo ciclo de adigéo:
PROGRAMA B, ADICAO INVERSA:

Repete-se a técnica do Programa A através
de uma neutralizaglio seguida de lavagens, Adiciona-se depois
1,0 mMele de diciclohexilcarbodiimida (DCC) em 4 ml de dicle-
rometano e agita-se a resina e a solugfio durante 1,5 minutos,
Adiciona-se depois 1,0 mMole de BOC~D~-Phe em 12 ml de diclo-
rometano e agita-se a resina e a solugdo durante 2 horas. La
va~se depois a resina com 6 x 20 ml de diclorometano.

De acordo com a sequéncia seguinte elimi-
na-se o grupo protector do dtomo de azoto situado na extremi-

dade:
PROGRAMA C, DESPROTECQKO DO TERMINAL:

Repete-se a técnica do PROGRAMA A até a
neutralizac8o com trietilamina, Lava-se depois a resina com
6 x 20 ml de dlcool etilico e seca-se ao ar o complexo pepti
do-resina obtendo-se 1,66 g de D Phe-Phe-Arg-Resina sob a
forma de sal do dcido trifluorocacético. Prossegue-se com a
sintese utilizande 410 mg deDPhe-Phe-Arg-Resina sob a forma
de sal do dcido trifluoroacétice, De acordo com o PROGRAMA D

adiciona-se o resto seguinte,
PROGRAMA D, REACOPLAMENTO:

Lava~se primeire e complexo peptido-resina
sob a forma de um sal com 3 x 20 ml de diclorometano, neutra-
liza-se depois, durante 1,5 minutos, com trietilamina a 10%

em diclorometano. Repete-se depois a neutralizagfie e lava-se

o complexo peptido-resina sob a forma de um sal com 6 x 20 ml
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de diclorometano., Equilibra-se depois o complexo peptido-re- -
sina, durante 1,5 minutos, com uma solugdo de BOC~Ser(0Bzl)

1,0 mMole em dimetilformamida, Adiciona-se 4 ml de diciclehe
xilcarbodiimida (DCC) 0,25 N e mistura-se com a resina duran

te 2 horas, Lava-se o produto resultante 3 vezes com dicloro
metano.

De acordo com os Programas especificados a-
dicionou-se a cadeia peptidica em crescimento os seguintes de
rivados de aminodcidoss: BOC-Phe(A), BOC-Gly (A), BOC-Pro (4),
BOC-Pro(A), seguindo-se primeiro o reacoplamento de BOC-Pre
(D), BoC-Arg (Tos), dissolvide em 2 ml de dimetilformamida e
9 ml de diclorometano, e depois o Programa C. Obtem-se 530 mg
do complexo nonapepti{do-resina protegido, sob a forma de sal
derivado do acido trifluoroacético.

Efectua-se uma suspensZio de 510 mg do com-
plexe peptide-resina, citado antes, em 10 ml de dcido fluori-
drice l{quido anidro contendo 1 ml de anisol, & temperatura de
-70°C, e agita-se durante 45 minutos a temperatura de 0°C. Eli
minou-se o dcido fluoridrice e o anisol sob vazie (tromba de
dgua 1 hera, bomba de vazie 1 hora), lava-se o peptido e a re-
sina com 3 x 20 ml de éter etilico e extrai-se e peptido com
3 x 6 ml de Acido acético glacial, Liofiliza-se a soluglio de
4cido acétice obtendo-se 185 mg de peptide bruto desprotegido.

Purificou-se o peptido mediante distribui-
¢lo per contracorrente (ccp) /100 passagens da fase superior
através de um aparelho situado depois da coluna destinada &
distribuig8io por contracorrente (CCQX7 no sistema de dissol-
ventes n-butanol/dcido trifluoroacétice (1:1), Separa-se o

conteldo dos tubos correspondente ao pico principal que con-
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tém o peptide, determinado quantitativamente pelo reagente

de Sakaguchi, evapora-se o dissolvente sob pressfo reduzida,
dissolve-se o resfduo em dcido acético glacial e liofiliza-
-se para se obter 140 mg de peptido com um coeficiente de par
tictie (K) de 5,7 por distribuigsie em contracorrente, Repetin-
do a distribuigBe em contracorrente no sistema de dissolven-
tes n-butanol/dcido acético glacial/dgua (U4:1:5) obtém-se, se
guindo o processo de detecglio e a técnica citada antes, 73 mg
de Arg-Pro-Gly-Phe-Ser-DPhe-Phe-Arg sob a forma de sal deriva
do do 4cido trifluoroacético (K = 0,2). A cromatografia em ca
mada fina realizada sobre placas de vidro revestidas com gel
de sflica Merck e utilizando os sistemas de dissolventes n-bu
tanol/dcide acético glacial/dgua (8:3:4) e acetato de etilo/
/piridina/dcido acético glacial/dgua (5:5:1:3) fornece em re-
lag8o ao peptido puro um Rf (834) de 0,17 e um Rf (5513) de
0,36 mediante visualizacBo com o "spray" utilizado na identi-
ficag3o de peptidos e constitufdo por cloro-tolidina, Uma ana
lise quantitativa utilizando um instrumento Beckman 120 e rea
lizada apds hidrdlise acida (17 horas em ampolas de vidro fe-
chadas sob atmosfera de azoto a temperatura de 110°C em 2 ml
de dcido clorfidrico 6N contendo 2 gotas de 2-mercaptoetanol e
ho pl de fenol) fornece as seguintes quantidades de aminodci-

dos: Arg (2,12); Pro (1,93); Gly (1,01); Phe (2,98); Ser (0,96).
Exemplo R

Preparagfo de Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser~DThi-

-Phe-Arg (DThi,-BK),

7

Prepara-se este peptido utilizando o método

descrito no Exemplo 1 mas utiliza~-se em vez de BOC-DPhe, BOC-



- P -2-tienil-D-Ala (BOC-DThi): X(415) = 0,24; Arg (2,02},

Pro(2,18), G1y(1,00), Phe(1,99), ser(0,89), Thi(0,99).
Exemplo 3

Preparagdo de Arg-Pro-Pro-Gly~Phe-Ser-DPal-

-Phe~-Arg (DPal,-BK).

7

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 1, utilizando BOC-2-piridil-DAla (BOC-D-Pal) em
vez de BOC-DPhe: k(1:1) = 0,223 Arg(2,03), Pro(2,01), Gly(1,02),

Phe(1,99), Pal(1,02).
Exemplo 4

Prepara¢fo de Arg-Pro-Pro-Gly-Phe~-DPhe-~DPhe-
~Phe-Arg (DPhe6 7-BK).
?
Prepara-se este peptido pelo método descrito

no Exemplo 1, utilizando BOC-DPhe em vez de BOC-Ser (Bz1):

k(415) = 1,3; Arg (2,12), Pro (1,94), Gly (1,00), Phe (3,94).
Exemplo 5

Prepara¢%o de Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-DPhe-CDF-
-Phe-Arg (DPheGCDF7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descrito
no Exemplo 1, utilizando BOC-DPhe em vez de BOC-Ser (Bzl) e
BOC-p€l-D=Phe (BOC-CDF) em vez de BOC-DPhe: k(415) = 0,82;

Arg(1,98), Pro(1,93), Gly(0,97), Phe(3,10), CDF(1,02).

Exemplo 6

Preparagfio de Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe-
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/
7-BK). L‘77/:

Prepara-se este peptido pelo método descri-

5’BDPhe

-Thi-Arg (Thi
to no Exemplo 1, utilizando nos dois ciclos de adigo BOC-rp-
-2-tienil-Ala (BOC-Thi) em vez de BOC-Phes k(415) = 0,21;
Arg(1,98), Pro(1,94), Gly(1,04), Phe(1,04), Ser(0,96), Thi
(2,05).

Exemplo 7

Preparagﬁo de Arg—Pro -PI‘O—G]. y-Thi-S er-DThi-
-Thi-Ar Thi DThi,.=-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 6, utilizando BOC-DThi em vez de BOC-DPhe:
k(415) = 018; Arg(2,07), Pro(2,08), Gly(1,00), Ser(0,93),

Thi(2,88).,
Exemplo 8

Preparag8o de Arg-Pro-Pro=Gly-Thi-Ser-DPal-

-Thi-Arg (ThiS’SDPal7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 6, utilizando BOC-DPal em vez de BOC-DPhe:
k(1:1) = 0,15; Arg(2,00), Pro(2,20), Giy(1,09), Ser (0,89),

Thi(1,92), Pal(0,89).
Exemplo 9

Preparag8o de Arg-Pro-Pro~Gly-Thi-DPhe-

-CDF-Thi-Arg (Thi, gDPhe CDF -BK) .

5, 7

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 5, utilizando nos dois ciclos de adigZo BOC-Thi
em vez de BOC-Phe: k(415) = 0,75; Arg(1,89), Pro(2,08),

G1y(1,06), Phe(1,02), Thi(1,88), CDF(1,07).



Exemplo 10

Preparag3o de DArg-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-

-DPhe-Phe-Arg (DArngPhe7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método deseri-
to no Exemplo 1, excepto que se realiza wum ciclo adicional
que utiliza BOC-(TOS)-DArg com o Programa A seguindo-se a
desprotecgfo terminal com o Programa Ct k(l:l) = 3,553

Arg(2,89), Pro(2,07), Gly(1,02), Phe(3,05), Ser(0,98).
Exemplo 11

Preparacdio de DArg-Arg-BnnDPro-Gly-Phe-Ser-
-DPhe-Phe~Arg (DArgoPrOBDPhe7-BK).

Prepara -se este peptido pelo método descri
to no Exemplo 10, utilizando BOC-DPro em vez de BOC-Pro quan-
do da primeira adig8o deste: k(415) = 0,15; Arg(3,12);

Pro(1,90), Gly(1,05), Phe(3,02), Ser(0,92).
Exemplo 12

Preparacfio de Arg-Pro-DPro-Gly-Thi-DPhe-

~CDF~Thi-Arg (DProBThi DPhe (CDF -BK).

5,8 7
Prepara-se este peptido pelo método descri-

to no Exemplo 9, utilizando BOC-DPro em vez de BOC-Pro quando

da primeira adigBio deste: k(415) = 0,18; arg(2,00), Pro(1,98),

Giy(1,04), Phe(0,99), Thi(1,89), PCF(1,11).

Exemplo 13

Preparacfo de Lys-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-
-Ser-DPhe-Phe-Arg (Lys-Lys-DPhe7-BK).

Prepara -se este peptido pelo método des-



crito no Exemplo 1, excepto que se realizam mais dois ciclos
de adigfio com BOC-(e-C1Z)Lys, o primeiro com o Programa D e o
segundo com o Programa A seguido pelo Programa C: k(lsl) =

= 0,52; Arg(2,04), Pro(1,99), ¢1y(0,96), Phe(3,00), ser(0,96),
Lys(2,01).

Exemplo 14

Prepara¢3o de Lys-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-

-Ser-DPhe-Thi-Arg (Lys-Lys-Thi5 8DPhe7-BK).
?

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 13, utilizando BOC-Thi em vez de BOC-Phe nos
dois ciclos de adigZo de BOC-Phe: k(1:1) = 0,33; Arg(1,98),
Pro(1,97), Giy(1,01), Phe(1,03), Ser(0,97), Thi(1,96),
Lys(2,08).

Exemplo 15

Preparagfio de DArg-Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-

-DPhe-Thi~Arg (DArgOThi5 8DPhe7-BK).
9

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 6, excepto que se realiza com o Programa D mais
um ciclo de adig8o com BOC-(Tos)DArg, seguido pelo Programa
c: k(1:1) = 2,33; Arg (3,00), Pro (1,99), Gly(0,96), Phe(0,99),
ser(0,95), Thi(2,11).

Exemplo 16

Preparagfo de DArg-Arg-Pro-DPro-Gly-Thi-Ser-
-D - - - L)
Phe-Thi-Arg (DArgODProSThis,SDPhe7 BK)
Produz-se este peptido pelo método descrito

no Exemplo 15, utilizando BOC-DPro em vez de BOC=Pro na primei-

ra adigfio deste: k(415) = 0,22; Arg(2,10), Pro(1,96), G1y(1,05),



Phe(0,98), Ser(0,94), Thi(1,96).
Exemplo 17

Preparag3io de Lys-Lys~Arg-Pro-Hyp-Gly-Phe=-

-Ser-DPhe~Phe-Arg= (Lys-Lys-HypBDPhe7-BK).

Prepara -se este peptido pelo método descri
to no Exemplo 13, utilizando BOC-(4-hidroxi)-Pro (BOC-Hyp) em
vez de BOC-Pro na primeira adigZo destes k(1:1) = 0,35;
Arg(2,00), Pro(1,03), Gly(1,00), Phe(3,08), Ser(0,9%),
Lys(1,95), Hyp(1,01).

Exemplo 18

Preparag3o de Arg-Hyp-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe-
~Thi-Arg (HypzThi5’8DPhe7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 6, utilizando BOC-Hyp em vez de BOC-Pro quando
da segunda adig¢#o deste, incluindo o reacoplamento com o Pro-
grama D: k(1:1) = 2,45; Arg(2,03), Pro(0,98), Gly(1,06),
Phe(1,05), Ser(0,95), Thi(1,97), Hyp(0,95).

Exemplo 19

Preparag8io de Lys-Lys-Arg-Hyp-Gly-Thi-Ser-

-DPhe~Thi-Arg (Lys-Lys-Hyp2Th15 8DPhe7-BK).
9

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 18, excepto que se realiza mais dois ciclos de
adig8io com BOC-(e-C1Z)Lys, o primeiro com o Programa D e o se-
gundo com o Programa A seguido pelo Programa C: k(lzl) = 0,273
Arg(2,07); Pro(0,92), Gly(0,99), Phe(1,03), Ser(0,93), Thi(1,92),

Lys(2,06), Hyp(1,10).
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Exemplo 20

Preparacg8io de Arg-Pro-Hyp~Gly-Thi-Ser-DPhe-
~-Thi-Arg (HypBThis’sDPhe7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 6, utilizando BOC-Hyp em vez de BOC-Pro na pri-
meira adigZio deste: k(1:1) = 2,23; Arg(2,08), Pro(0,98),
Gly(1,04), Phe(1,01), Ser(0,99), Thi(1,95), Hyp(0,94).

Exemplo 21

Preparagio de DArg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-
-DPhe-Thi-Arg (DArgo-HYPBThis,8DPhe7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 20, realizando com o Programa D mais um ciclo de
adig#io com BOC-{Tos)DArg, seguido pelo Programa Cs k(1:1) =
= 0,18; Arg(3,01), Pro(1,02), G1y(0,98), Phe(1,02), Ser(0,92),
Thi(2,07), Hyp(0,97). |

Exemplo 22

Preparac8o de Arg-Hyp-Hyp-Gly-Thi-Ser-DPhe-
- - hi DPhe,,-BK) ,
Thi-Arg (Hypz’BT iy gDPhe, )

Prepara-se este peptido pelo método descri-
to no Exemplo 6, utilizando BOC-Hyp em vez de BOC~-Pro nos ci-
clos em que se utilizava este tltimo: k(1:1) = 1,56; Arg(2,04),

G1y(1,06), Phe(1,02), Ser(1,01), Thi(1,94), Hyp(1,93).
Exemplo 23
Preparacgfio de Arg-Hyp-Hyp~Gly=-Thi-DPhe-CDF-
~Thi-Arg (Hyp2,BThiS’SDPhe6CDF7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método descri-

to no Exemplo 9, utilizando BOC~-Hyp em vez de BOC-Pro nos ci-



clos em que se utilizava este dltimo: k(415) = 0,89; Arg(2,06),

Gly(l,OO), Phe(1,03), PCF(1005)9 Thi(lo92)y HYP(1993)0

Exemplo 24

Preparagio de Arg-Pro-Pro-Gly-Leu-Gly-DPhe-
-Leu-Arg (GlyGLeu5’8DPhe7-BK).

Prepara-se este peptido pelo método deseri-
to no Exemplo 1, utilizando BOC-Leu em vez de BOC-Phe nos e¢i-
clos em que se utilizava este ultimo e BOC-Gly em vez de BOC-
-(0Bz1)Ser: k(415) = 0,30; Arg(2,04), Pro(2,05), Gly(1,98),

Phe(0,98), Leu(1,95).
Exemplos 25 a 103

Nos exemplos seguintes, que nZo s3o limita-
tivos, preparam-se peptidos substituf{dos muito semelhantes,

utilizando métodos idénticos aos citados antess

25, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DNal-Phe-Arg- (DNal7-BK)s k(415)

= 0,37; Arg(2,09), Pro(2,02), Gly(0,98), Phe(2,06), Ser(0,96),
Nal(0,95).

26, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-MDY-Phe-Arg (MDY7-BK): k(1:1) =

= 4,88; Arg(2,10), Pro(1,91), Gly(0,96), Phe(2,08), Ser(0,94),
MDY(1,04).

27. Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DPhg-Phe-Arg (Dphg7-BK): k(1:1) =
= 3,55; Arg(2,01), Pro(1,90), Gly(1,03), Phe(2,07), Ser(0,99),
Phg(0,98).

28. Arge-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DHis-Phe-Arg (DHis7-BK): k(1s1) =

= 0,303 Arg(2,04), Pro(2,09), Gly(0,94), Phe(2,00), Ser(1,00),



His(0,93).

29, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe~Ser-DTrp-Phe-Arg- (DTrp7-BK)z k(415)
= 0,303 Arg(2,04), Pro(1,95), Gly(1,02), Phe(2,05), Ser(0,95),
Trp(0,98).

30, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DTyr-Phe-Arg (DTyr7-BK): k(1:1)
= 2,70; Arg(1,94), Pro(1,88), Gly(1,0%), Phe(2,10), Ser(0,97),
Tyr(1,08).

31, Arg-Pro=-Pro=Gly=-Phe-Ser-DhPhe~Phe-Arg (DhPhe7-BK):
k(415) = 0,375 Arg(1,99), Pro(1,94), G1y(0,97), Phe(2,02),
Ser(0,88), hPhe(1,20).

32, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe~DPhe-DThi-Phe-Arg (DPhe6DThi7-BK):
k(415) = 0,59; Arg(2,14), Pro(1,87), Gly(1,00), Phe(3,01),
Thi(0,98).

33, Arg-Pro=-Pro-Gly-Phe-DThi-DThi-Phe-Arg- (DThi6’7-BK):
k(415) = 0,545 Arg(2,04), Pro(2,00), Gly(1,01), Phe(2,04),
Thi(1,91).

34, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-DPhe~DNal-Phe-Arg (DPheGDNa17-BK)=
k(415) = 1,045 Arg(2,02), Pro(2,04), Gly(1,01), Phe(2,9%),
Na1(0,99).

35, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-DPhe-MDY-Phe-Arg (Dphe6MDY7-BK)=
k(415) = q59; Arg(2,11), Pro(1,90), Gly(0,97), Phe(3,02),
MDY(1,01).

36, Arg-Pro=-Pro-Gly-Phe-DPhe~DPal-Phe~-Arg (DPheGDPal,z-BK)s
k(415) = 0,163 Arg(1,86), Pro(2,12), Gly(1,07), Phe(2,90),
Pal(1,05).

37. Arg-Pro-Pro~Gly-Phe-Gly-DVal-Phe-Arg (G1y6DVal7-BK)=
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k(415) = 0,20; Arg(2,08), Pro(2,00), Gly(1,96), Phe(1,98),

va1(0,98).

38, Arg-Hyp~Pro-Gly-Phe-Ser-DPhe-Phe-Arg (HypzDPhe7-BK)=
k(1:1) = 3,763 Arg(2,00), Pro(0,93), Gly(1,02), Phe(3,16),

ser(0,94), Hyp(0,9%4).

39, Arg-Pro-Hyp~Gly-Phe-Ser-DPhe~Phe-Arg (HypBDPhe7-BK)s
k(1:1) = 3,35; Arg(1,96), Pro(0,97), GlY(1001)’ Phe(B,lO),

Ser(0,9h), HYP(lQOZ)-

4o, Arg-Hyp-Hyp-Gly-Phe-Ser-DPhe-Phe-Arg (Hyp2 3DPhe7—BK):
?
k(1:1) = 2,33; Arg(2,03), Gly(1,02), Phe(3,10), Ser(0,94),

HYP(1991)0

L1, Arg—Pro-Pro-Gly-Thi-DPhe-DPhe-Thi-Arg(Thi5*éDPheo 7,BK).
.. 9 * 9

42, Arg-Pro-Pro=Gly=Thi-DThi-DThi-Thi-Arg (Thi5 gDThig 7-BK):
] ?

k(415) = 0,37; Arg(2,08), Pro(2,08), G1y(0,99), Thi(3,86).

43, Arg-Pro=-Pro=Gly-Thi-DThi-DPal-Thi-Arg
(Thi, gDThi DPal,-BK): k(1:1) = 0,70; Are(1,93), Pro(2,11),

Gly(1,08), Thi(2,86), Pal(1,02).

44, Arg-Pro-Pro=-Gly-Thi-DThi-DNal-Thi-Arg
(This’SDThisDNa17BK): k(415) = 0,59; Arg(2,19), Pro(2,08),

Gly(1,00), Na1(0,93), Thi(2,88),

45, Arg-Pro-Pro-Gly=-Thi-DThi-CDF-Thi-Arg (Thi5 SDThi6CDF7-BK)=
9
k(415) = 0,543 Arg(2,16), Pr°(1,97)9 Giy(1,00), PCF(1,06),

Thi(2,81),

46, Arg~Pro-Pro-Gly=Thi-DPhe-DAla-Thi-Arg

(Thi DPhegDAla -BK): k(415) = 0,32; Arg(2,06), Pro(1,89),

5,8 7
G1y(0,97), Phe(1,02), Ala(0,96), Thi(2,12),
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A

47, ArgePro=Pro=Gly=Thi-CDF-DAla-Thi-Arg (Th15 SCDF6DA1a7-
[ ]
BK): k(415) = 0,39; Arg(1,96), Pro(1,93), Gly(1,00),

Al1a(0,99), Thi(2,05), PCF(1,08).

48, Thi=Arg-Pro-Pro=Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (ThiO-Thi5’8-

DPhe7-BK): k(415) = 0,27; Arg(2,16), Pro(1,89), Gly(1,03),

Phe(1,04), Ser(0,93), Thi(2,95).

49, DArg-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DPhg-Phe-Arg (DArgO-DPhg7-
BK): k(1:1) = 2,03; Arg(3,05), Pro(2,00), G1y(0,97),

Phe(2,04), Ser(0,94), Phg(1,00).

50, DArg-Arg-Pro-Pro-Gly~Phe-Ser-DTrp-Phe~-Arg (DArgo-DTrp7-
BK): k(1:1) = 4,88; Arg(3,07), Pro(1,99), Gly(1,00),

Phe(2,04), Ser(0,89), Trp(0,97).

51, DArge-Arg-Pro=Pro=Gly-Phe-Ser-DTyr-Phe-Arg (DArgO-DTyr7-
BK): k(1:1) = 1,563 Arg(2,96), Pro(2,09), Gly(1,03),

Phe(1,99), Ser(0,90), Tyr(1,04).

52, DArg-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DHis-Phe-Arg (DArgo-DHis7-
BK): k(1:1) = 0,18; Arg(3,08), Pro(1,99), Gly(1,02),

Phe(2,07), Ser(0,89), His(0,96).

53, DArgeArg-Pro-Pro-Gly-Phe~-Ser-DhPhe~Phe~Arg (DArgo-
DhPhe7-BK): k(415) = 0,18; Arg(3,06), Pro(1,98), Giy(0,95),
Phe(2,05), Ser(0,86), DhPhe(1,11),

54, Lys-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DPhe-Phe-Arg (Lys-Lys-

DPhe,.-BK): k(1:1) = 0,52; Arg(2,04), Pro(2,01), Giy(0,96),

7
Phe(3,00), Ser(0,96).

55, Lys-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DTrp~Phe-Arg (Lys-Lys-

DTrp7-BK)s x(1:1) = 0,67; Arg(2,01), Pro(2,00), Giy(1,01),



Phe(2,03), Ser(0,91), Trp(0,88), Lys(2,03).

56, Lys-Lys~Arg-Pro-Pro-Gly~-Phe-Ser-DTyr-Phe-Arg (Lys-Lys~
DTyr7-BK): k(1:1) = 0,21; Arg(2,01), Pro(2,11), Gly(0,99),

Phe(2,02), Ser(0,97), Tyr(1,02), Lys(1,90).

57. Lys-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DHis-Phe-Arg (Lys-Lys-

DHis_-BK): k(1:1) = 0,08; Arg(1,91), Pro(2,06), Gly(0,94),

7
Phe(2,08), Ser(0,93), His(0,95), Lys(2,12).

58, Lys-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-DhPhe-Phe-Arg (Lys-Lys-
DhPhe7-BK): k(1s1) = 1,135 Arg(1,99), Pro(1,93), Gly(0,98),
Phe(2,06), Ser(0,92), DhPhe(1,11), Lys(2,01).

59. Arg-Pro-DPro-Gly-Phe-Ser-DPhe-Phe-Arg (DPro,DPhe,-BK):

k(415) = 0,27; Arg(2,07), Pro(1,97), Gly(0,98), Phe(3,02),

Ser(0,95) .

60. Arg-Pro-DPro-Gly-Phe-CDF-DAla-Phe-Arg (DPro,CDF¢DAla,-

BK): k(415) = 0,59; Arg(1,99), Pro(2,03), Gly(0,97),

Phe(2,02), Ala(0,99), PCF(1,02),

61, Arg-Pro-DPro=Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg

DPro.Thi, .DPhe,-BK): k(415) = 0,22; Arg(2,10), Pro(1,96),
3

5,8 7
¢ly(1,05), Phe(0,98), Ser(0,9%), Thi(1,96).
62, DArg-ArgePro-Pro-Gly-Thi-DPhe~DAla~Thi-Arg (DArgo—

Thi, gDPhe DAla -BK): k(1:1) = 4,00; Arg(2,89), Pro(1,95),
9

7
Giy(1,03), Phe(0,98), Ala(1,01), Thi(2,14).

63, DArg-Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-CDF-DAla-Thi-Arg (DArgo-
,-BK) s k(115) = 0,193 4rg(3,00), Pro(1,99),

Giy(1,00), Ala(0,96), Thi(2,03), PCF(1,02).

Thij’SCDFGDAla

64, DArg-Arg-Hyp~-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg



- 29 -

(DArgoHypzThis’SDPhe7-BK): k(1:1) = 1,50; Arg(3,11),
Pro(0,97), Gly(1,03), Phe(1,04), Ser(0,95), Thi(1,88),
Hyp(1,02).

65. DArg-Arg-Hyp-Hyp-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (DArgO—
Hypz’BThiB’aDPhe7-BK): k(1:1) = 0,96; Arg(3,19), G1y(0,97),

Phe(0,98), Ser(1,00), Thi(1,95), Hyp(1,90).

66, Thi=-Arg-Hyp=Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe~Thi-Arg (Thio-

Hyp,Thi, cDPhe ~BK)

5,8 7
67, Thi-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser~DPhe-Thi-Arg (Thio-

Hyp,Thi DPhe,,-BK)

5,8 7
68, Thi-Arg-Hyp-Hyp-Gly=Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (Thio—

Hypz,BThi DPhe,,-BX)

5,8 7
69, Arg-Hyp=-Pro-Gly-Thi-DPhe~CDF~Thi-Arg (HypzThi 5 8DPhe 6
H

CDF,-BK): k(415) = 1,04; Arg(2,02), Pro(1,01), Giy(1,00),

7

Phe(1,01), PCF(1,09), Thi(1,89), Hyp(0,98)

70, Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-DPhe-CDF-Thi-Arg (HypBTh15 8
’

DPhe ;CDF -BK): k(1:1) = 0,96; Arg(2,01), Pro(1,11), Gly(0,97),

7

Phe(l,06), Thi(1986)’ PCF(1,06), HYP(0995)

71, Arg-Hyp=-DPro-Gly-Thi-DPhe~CDF-Thi-Arg (HyszroaThi5 8
’

DPhe ;CDF -BK)

7
72, LyseLys-Arg-Hyp-Pro-Gly-Phe-Ser-DPhe-Phe-Arg (Lys-Lys-

Hyp,DPhe -BK): k(1:1) = 0,37; Arg(1,99), Pro(0,96),

7
G1y(0,99), Phe(3,13), Ser(0,94), Hyp(0,98), Lys(2,00)

73, Lys-Lys-Arg-Hyp-Hyp-Gly-Phe-Ser-DPhe~Phe-Arg (Lys-Lys-
Hyp, 3Dphe7-BK): k(1:1) = 0,28; Arg(2,03), Gly(0,95),
9

Ser(0’9h), Phe(3,08), Lys(2,08), HYP(1992)
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74, Lys=LyseArg=Pro=Pro=Gly=-Thi-Ser-DThi-Thi-Arg (Lys-Lys-

Thi, oDThi,-BK): k(1:1) = 0,22; Arg(2,07), Pro(2,01),

5,8 7
Gly(1,04), ser(0,89), Thi(3,02), Lys(1,96)
75. Lys-LysArg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DPal-Thi-Arg (Lys-Lys-

Thi, gDPal -BK): k(1:1) = 0,063 Arg(2,12), Pro(1,94),
?

7
Gily(1,01), ser(0,87), Thi(1,81), Pal(0,98), Lys(2,22)
76, Lys=Lys-Arg-Pro-Pro-Gly=-Thi-DPhe-CDF~Thi~Arg (Lys-Lys-

Thi, g DPhe CDF -Bx): k(415) = 0,113 Arg(2,02), Pro(2,00),
1

7

Gly(1,02), Phe(1,00), PCF(1,06), Thi(1,85), Lys(2,06)

77. Lys=-Lys=Arg=Pro=Hyp=Gly~Thi-Ser-DPhe=Thi-Arg (Lys-Lys-

Hyp,Thi 8DPhe7-BK)x k(1:1) = 0,22; Arg(2,05), Pro(0,96),
14

Gly(1,0%4), Phe(1,03), Ser(0,94), Hyp(1,10), Thi(1,8%),

Lys(2,04)

78, Lys-Lys=-Arg-Hyp-Hyp=Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (Lys-Lys-
Hyp, 5Thi, gDPhe -BK)s k(1:1) = 0,15; Arg(2,00), Pro(2,06),
’ 5, 7

GlY(1:01)a Phe(1903)9 Ser(0,9h), Thi(1992)v Hyp(Z,OM)
79, Lys-Lys-Arg-Hyp-Pro-Gly-Thi-DPhe-CDF~Thi-Arg (Lys-Lys-
Hyp,Thi, gDPhe CDF -BK): k(1:1) = 6,69; Arg(1,96),

5,8 6" 7
Pro(1,14), Gly(0,96), Phe(1,03), Thi(1,77), PCF(1,06),
Lys(1,93), Hyp(1,14)
80, Lys-Lys-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-DPhe-CDF-Thi-Arg (Lys-Lys-

Hyp,Thi DPhe6CDF7-BK): k(1:1) = 6,143 Arg(2,04),

5,8
Pro(0,97), Giy(1,01), Phe(0,98), PCF(1,06), Thi(1,89),
Hyp(1,01), Lys(2,05)

81. Lys-Lys-Arg-Hyp-Hyp-Gly-Thi-DPhe-CDF-Thi-Arg (Lys-Lys-
Hyp2’BThis,SDPhe6CDF7-BK): x(1:1) = 4,88; Arg(2,02), Gly(0,99),

Phe(0,96), PCF(1,10), Thi(1,84), Hyp(2,01), Lys(2,06)



82, Arg-Thz-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe~Thi-Arg (ThzzThis’BDPhe7-
BK): k(415) = 0,24; Arg(1,97), Pro(1,04), Gly(1,02),
Phe(1,06), Thi(1,91)

83, Arg-Pro-Thz-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (TthThis’sDPhe7-
BK): k(1:1) = 5,25

84, Arg-Thz-Thz-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg

5’8DPhe7-BK): K(1:1) = 6,69

85, Arg-Aib-Pro~Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (AibgThi5 8DPhe7-
?

(Th Thi

22,3

BK): k(415) = 0,18

86, Arg-Pro=Aib=Gly=-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (AibBThi5 gDPhe, -
9’
BK)s k(415) = 0,24; Arg(2,09), Pro(0,99), Giy(1,05),

ser(0,95), Phe(1,07), Thi(1,94), Aib(0,91)

87. Arg-Aib-Aib-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg

(Aibz’BThi5,8DPhe7-BK): k(415) = 4,00

88, Arg-Azt-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (AztzThi5 8DPhe7-
’
BK): k(415) = 0,18; Arg(2,07), Pro(0,99), Gly(1,02),

Phe(1,04), Ser(0,95), Thi(1,97), Azt(0,99)

89. Arg-Pro-Azt-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg (Azt,Thi, gDPhe, -

BK)

90, Arg~Azt-Azt-Gly-Thi-Ser-DPhe~Thi-Arg

Azt Thi DPhe
(Azt, 5Thig g

3 7

91, Arg-Inip~-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg

-BK)

(Inip,Thi, cDPhe -BK): k(415) = 0,21

5, 7
92. Arg-Pro-Inip-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg

(InipBThi gDPhe -BK): k(415) = 0,18; Arg(2,10), Pro(0,95),

5 7
Giy(1,04), Phe(1,03), Ser(0,93), Thi(1,95)
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;=

93, Arg-Inip-Inip-Gly-Thi-Ser-DPhe-Thi-Arg

DPhe,,-BK): k(415) = 0,18

5,8 7
94, Arg-Pro-Pro=Gly-Thi-Ser-DNal-Thi-Arg (Th15 8DNa17-BK):
’

i
(In pz,BThi

k(415) = 0,32

95, Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-CDF-Thi-Arg (Thi5 8CDF7-BK):
]

k(415) = 0,28

96, Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DTyr-Thi-Arg (Thi5 SDTyr7-BK):
9

k(415) = 0,12

97. Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DVal-Thi-Arg (Thi5 8DVa17-BK):
9

k(415) = 0,11

98, Arg~Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DIle-Thi-Arg (Thi5 8DIle7-BK)z
?

k(415) = 0,16

99, Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser«DLeu-Thi-Arg (Thi5 8DLeu7-BK)
1

100, Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser~DTrp-Thi-Arg (Thi5 8DTrp7-BK)
H

101, Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DPhg-Thi-Arg (Thi5 8DPhg7-BK)
?

102, Arg-Pro-Pro-Gly-Thi-Ser-DHis-Thi-Arg (Th15 8DHis7—BK)
9

103, Arg-Pro-Pro=Gly-Thi-Ser-DOMT-Thi-Arg (Thi5 8DOMT7-BK):
1 4

k(415) = 0,18

EXEMPLOS DA ACTIVIDADE DOS ANTA«-
GONISTAS DA BRADIQUININA

De acordo com os métodos habitualmente
aceites para emsaiar a bradiquinina e quininas relacionadas,

como desereveu Trautschold (Handbook of Expt. Pharmacol. Vol.

25, Springer Verlag, pig. 53-55, 1970) em relaglo a inibig¥o

da accélio miotrdpica da bradiquinina, ensaiaram-se antagonis-



tas deste composto em titeros estrus natural ou induzide de ra
to e no {leo de cobaia,., Determinou-se as capacidades de inibi
¢%o no Utero de rato (RUT) e no {leo de cobaia (GII) isolados,
como descreveu Schild em relacg3o aos antagonistas de compos-
tos activos scb o ponto de vista bioldgico (§£.'£. Pharmacol.
2: 189, 19%7), utilizando métodos habitualmente aceites., Nestes
ensaios determina~se a curva dose-resposta para a subsﬁéncia
de referéncia, a bradiguinina. A dose de bradiguinina que pro-
duz 50% da contracgZo mdxima do tecido é a dose DEy. Adminis-
tra-se ao tecido 30 segundos antes do infcio da sua incubagio
com uma dose de antagonista uma quantidade de bradiquinina e-
quivalente a duas vezes a dose DESO' Neste protocolo aumenta-
-se as doses do antagonista até que a pré-incubaco com uma
dose do mesmo reduza a contracgfio provocada pela dose dupla

. . . 4 . . hd
DE de bradiquinina até se conscguir uma reacgfo igual a pro=-

50
vocada por uma unica dose de bradiquinina. 0 valor pAg repre-
senta o logaritmo negativo da concentracgfio molar de antagonis-
ta necessario para reduzir a resposta de uma dose dupla'DE5O

de bradiquinina até 4 de uma dose DE5O. Uma unidade do valor
pA2 representa uma situagfio de alteragio de magnitude na capa=-
cidade. Semelhantemente o logaritmo negativo da dose de bradi-
quinina que provoca 50% da contracgZo maxima dos tecidos é, ha
bitualmente conhecido como o valor pDz. A bradiquinina tem um
valor de pD2 de 7,9 quando actua no ttero do rato e de 7,4 quan
do actua no {fleo da cobaia,

POTENCIA DE ANTAGONISTAS DA BRADINUININA

EXEMPLO # ESTRUTURA pA2/RUT pA2/GPI

1 DPhe,-BK 5,0



[0 s B | [=ANRS /| £, W n

10
11
13
14
15
16
18
19
20
21
22
23
64
65
72
77

EXEMPLO DA ESPECIFICIDADE DO ANTAGONISMO NO MUSCULO LISO
EM RELACAO AS QUININAS

DThi7-BK

DPa17-BK

DPh -BK
86,7

DPhe6CDF7-BK

ThiS,SDPhe -BK

Thi DThi,.-BK

7

5,8 7
5,8 7

DArgO-DPhe7-BK

Thi_ oDPal,.-BK

DArgo-DPrOBDPhe7-BK

Lys-Lys-DPhe7-BK

5,8
5’SDPhe,?

DArgo-DPrOBThi-ﬂ5 8DPhe7-BK
tJ

DPhe,, -BK
Sy

-BK

Lys~Lys~Thi

DArg,~Thi

5,8Dphe7-BK

Lys-Lys-HypzThis’SDPhe7-BK

HypzThi

5,8DPhe7,-BK

DArgO-HYPBThiS,S

Hypz’BThis,SDPhe7-BK

Hypz’BThis,SDPheGCDF7-BK

5’8D]?he7--BK

DArgo-Hyp2’BThis’SDPhe7-BK

HypBThi

DPhe7-BK

DArgo—HypzThi

Lys-Lys-HypzDPhe7-BK

Lys-Lys—HypBThis’SDPhe7-BK

5,0

4,9
6,5
4,2

4,2

L,0

6,0
5,5
542
5,6
5,8
7,0
7,2
6,7
6,5
5,7
7,1
5,6
6,7

4,6
4,8
5,2
5,8
6,3
5,8

5,6

5,1

5,3
6,1

b,7

Demonstra-se a especificidade dos antagonistas

da bradiquinina, de acordo com a presente inveng#3o, pela capa=-

cidade que exibem de inibir a actividade miotrdpica da bradi-



quinina (BK) e de duas quininas relacionadas com a primeira e

importantes sob o ponto de vista fisiolégico, a calidina
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(KAL, Lys-BK) e a metionil-1isil-BK (MK-BK), mas n%o a activi-

dade miotrdpica induzida pelos peptidos relacionados com as

quininas como, por exemplo, a angiotensina IT (ANG) ou substﬁg

cia P (SP), Em cada um destes casos, como se demonstra, os an-

tagonistas relacionados com a bradiquinina inibem as contrac-

¢3es produzidas pelos agonistas com ele relacionados mas n#o

exercem efeito sobre as substancias pept{dicas miotropicas nio

relacionadas com a quinina, As capacidades de inibig3o que se

apresentam no quadro seguinte designam-se por valores pAz.

Avaliacdo da Especificidade dos antagonistas da bradiquini-

na no {leo de cobaia

EXEMPLO # ESTRUTURA TLEO DE COBAIA
BK KAL MK-BK ANG SP
1 DPhe7-BK 5,0 5,6 6,0 NZo Né#o
6 ThiE’SDPhe -BK 6,3 6,4 5,2 N#o N3o
10 DArg, -DPhe.-BK 5,6 6,0 6,3 N3o Nio
15 DArg, -Thi5’8DPhe7-BK 6,1 6,7 6,4 Ndo Nio

EXEMPLO DO ANTAGONISMO EXERCIDO PELOS ANTAGO-

NISTAS DA BRADIQUININA SOBRE A PRESSAO
SANGUINEA NO RATO

De acordo com os ensaios descritos por Roblero,

Ryan e Stewart (Res., Commun, Pathol. Pharmacol. 6:207, 1973),

avaliou-se, in vivo, os efeitos dos antagonistas da bradiqui-



s
nina sobre a pressfio sanguinea no rato anestesiado., Quando se
administra os compostos n?s, 6 (ThiS’S DPhe7-BK), ne 10
DPhe,-BK) numa concen-

7 5,8 7

trag8o de 25 pg/min, reduz-se a resposta a uma dose depresso-

(DArgo-DPhe -BK) e n? 15 (DArgO-Thi
ra de 25 mm (DEQSmm) de bradiquinina de 25 mm para 10 mm, Cinco
minutos depois de terminar a administragsio do antagonista o
efeito depressor da bradiquinina retorna a uma resposta nor-
mal, Estes antagonistas produzem também inibig3o da resposta

a bradiquinina quando injectados sob a forma de uma mistura con
centrada de bradiquinina e antagonistas, quer pela via intra-

’ Y .
aortica quer pela via intravenosa.

EXEMPLOS DE APARECIMENTO DE RESISTENCIA A DEGRA-
DAGXO ENZIMATICA PELO AUMENTO DA EXTREMIDADE
N-TERMINAL DOS ANALOGOS DA BRADIQUININA.

Pode avaliar-se convenientemente a capacidade
dos andlogos de bradiquinina para resistir a degradagZo enzi-
matica, in vivo, causada, por exemplo, pelas quininases, de~
terminando, por exemplo, a acgdo residual vasodepressora de um
dado andlogo apdés uma Unica passagem na circulag3o pulmonar
no rato anestesiado (J., Roblero, J.W. Ryan e J.M., Stewart,

Res. Commun., Pathol., Pharmacol., 6:207, 1973) depois de adminis

trado por via intraadrtica e intravenosa, Neste sistema e uti-
lizando analogos de bradiquinina substitufdos na extremidade

N-terminal (agonistas) obtém-se os resultados seguintes:



DESTRUIGAO PULMONAR NO RATO DE ANALOGOS DE
BRADIQUININA MODIFICADOS NA EXTRE~
MIDADE N-TERMINAL

ESTRUTURA PEPTIDICA % DESTRUICAO
Bradiquinina (BK) : 98
Lys=BK ’ 95
DArg-BK 92
DLys-BK 89
Lys=Lys-BK 0

Thi -BK

Lys—Lys-This’s-BK 0

A resisténcia dos andalogos de bradiquinina au=-
mentados na extremidade N-terminal h degradag¢do pela quinina-
se, especialmente os que exibem alongamentos Lys-Lys; sugere
que se pode obter antagonistas da actividade da bradiquinina
que actuam durante muito tempo modificando os inibidores da
e D-Phe7_7;BK com um alongamento Lys-Lys . Além disso, tendo-
-se observado que a adig#io de um resto de D-Arg a extremidade
N-terminal dos agonistas da bradiquinina dava origem a um au-
mento da poténcia uterina sem afectar a actividade do ileo
procedeu~-se a sintese de andlogos de D-Phe7-BK aumentados com
um resto D-Arg que actuam como inibidores tecidulares especi-

ficos,

0 alongamento da extremidade N-terminal da
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D-Phe7-BK com Lys-Lys ou com o residuo de D=-Arg reduziu a ca-
pacidade agonista no ensaio uterino mas n#3o produziu qualquer
efeito sobre o antagonismo observado no ensaio do ileo, De um
modo semelhante dimimiu-se a acgfio inibitdria da Thi5’8-DPhe7-
-BK sobre o Utero adicionando a extremidade N-terminal quer

um alongamento Lys-Lys quer um resto de D-Arg. No ensaio com o
{leo a adig¥3o de um resto de D-Arg ao antagonista da Thi5,8-

-DPhe,,-BK, que é muito potente, produziu apenas uma acgldo li-

7

geira sobre a poténcia inibitoria.

EXEMPLOS DE APARECIMENTO DE SELECTIVIDADE
TECIDULAR MODIFICANDO OS ANTAGONIS-
TAS DA BRADIQUININA NAS POSIGOES
2E3

O0s agonistas da bradiquinina preparados modi-
ficando a sequéncia nonapeptidica da bradiquinina exibem, nos
clissicos ensaios no uUtero de rato (RUT) e no {leo de cobaia
(GPI), capacidades semelhantes as da bradiquinina, Recentemen
te tem sido descrita a dissociag#io das actividades do misculo
liso pelos analogos da bradiquinina contendo dcido aminoisobu-
tirieo (Aib) na posigZio 7 (R. J, Vavrek e J.M. Stewart, Pepti-
des 1:231, 1980) e pelos analogos da bradiquinina com milti-
plas substituigdes por aminoacidos com a configurag3io D em
posicfio 6 e 7 (R.J, Vavrek e J.M, Stewart, in Kinins 1984,
L.M., Greenbaum, cd., Plenum Press, NY, 1985) no que respeita
% actividade uterina significativamente intensa vs a activida

de do ileo.

A adig8o de um resto de aminoacido com a confi-

guragdo D, como por exemplo D-Arg, a extremidade N-terminal de



um antagonista da bradiquinina, selectivo do iléo, tal como
DPhe7-BK, de que resulta a DArgo-DPhe7-BK, nf%o altera a selec-
tividade em relagfio a actividade inibitéria da bradiquinina
sobre este drg#o, A modificagfo da DPhe7-BK em posigfo 3 adi-
cionando um resto de DPro de que resulta a DProB-DPhe7-BK eli-~
mina a actividade antagonista no ensaio do ileo e destrdi a
actividade agonista no emsaio uterino., A substituigf@o do res-
to de Pro em posig3o 3 na DArgb-DPhe7—BK inverte o espectro de
actividade do misculo liso em relag3o ao antagonismo selectivo
no utero, com perda total do antagonismo da bradiquinina no en
saio do fleo, Do mesmo modo a substituigsio de um resto de Pro
em posig¢8o 3 no antagonista nfio especifico DArgo-This’B-pPhe7-
-BK, pelo resto de DPro elimina o antagonismo a acg¢Xo da bra-

diquinina no ileo, mas a acgéo antagdnica no ensaio uterino

permanece total.

ESPECIFICIDADE ANTAGONISTA NOS ENSAIOS COM MUSCULO
LISO MEDIANTE MODIFICAGAXO DA PosIGXo 3

EXEMPLO # ESTRUTURA RUT GPT

1 DPhe, -BK (1% aG) pA, = 5,0
10 DArg,-DPhe, ~BK (0,1% AG) pA, = 5,0
59 DPro,-DPhe,,~BK 0 0
11 DArg,-DPro4-DPhe, ~BK PA, = 4,6 0
15 DArgo-Thi5,8DPhe7-BK pA, = 5,2 pA, = 6,1
16 DArgo-DPrOBThiS,B-

DPhe,,-BK PA, = 5,2 Y




- h0o -

-

AG = capacidade agonista em relacgdo a 100 partes de bradiqui
nina, pA, é a capacidade de inibigdo de acordo com a defini-

¢do de Schild (Br.J. Pharmacol. 2:189, 1947),

Também se pode alterar a selectividade tecidu-
lar dos andlogos da bradiquinina modificando o resto de Pro em
posig#io 2. Observou-se que as substituigles realizadas com Val,
Sar, Pro, Ala, Hyp e Aib (& -aminoisobutirato) em posig3o 2
conferem uma selectividade tecidular diferente da dos analogos
de bradiquinina utilizados no ensaio da actividade miotrdpica
‘avaliada no ileo de cobaia versus utero de rato (R.,J. Vavrek
e J.M, Stewart, Peptides, 231-235, 1980). A selectividade teci
dular que estas substituigBes em posigfio 2 conferem a diversos
andlogos de bradiquinina sugere que uma substituig#@io semelhante
em qualquer andlogo da bradiquinina, incluindo os que exibem
actividade antagonista, confere selectividade tecidular,

As aplicagBes terapéuticas dos novos antagonis-
tas da bradiquinina incluem o tratamento relacionado n3o so
com a produgdo, pelo préprio animal, de bradiquinina ou quini-
nas relacionadas, mas também com a injecgZo no animal de pepti
dos relacionados com a bradiquinina como consequéncia de morde
duras e picadas. Pode utilizar-se a aplicagdo tépica indivi-
dualmente ou em associag3o com uma administracgdo subcutanea
dos antagonistas da bradiquinina de acordo com a presente in-
venc3o, para tratar os efeitos dos peptidos relacionados com
a bradiquinina como dor, inflamag3o e inchago.

Pode utilizar-se terapeuticamente com éxito, an
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tagonistas da bradiquinina de acordo com a presente invencgéo
em outras situagdes de traumatismo, inflamag3o ou patologicas
que se sabe sofrerem a intervengdio da bradiquinina ou serem
exarcebadas por uma produgfio em excesso da mesma, Estas condi-
¢8es incluem traumatismos locais como, por exemplo, feridas,
queimaduras e erupg¢des, angina, artrite, asma, alergias, rini-
te, choque, inflamagdes estomacais, pressfio sanguinea baixa,
tratamento sistémico da dor e da inflamacgZio e motilidade redu-
zida do esperma que origina esterilidade masculina, Como se re
feriu pode administrar-se vantajosamente os antagonistas da
bradiquinina de acordo com a presente invengfo através de vias
de administrag¢fo diversas incluindo a absorgfio sublingual tal
como se administra a nitroglicerina ou por meio de sistemas
terapéuticos transdérmicos que utilizam agentes que favorecem
a absorg8o através da pele como se utiliza no tratamento da
angina, Com base nos valores de PA2 e DE5O de acordo com a
presente inveng3o e nos trabalhos cientificos ja realizados
e relacionados com a capacidade agonista é possivel aos espe-
cialistas na matéria calcular a dose dos novos agonistas da
bradiquinina de acordo com a presente invencg#o.
Consequentemente avaliou-se que a dose caracte-
ristica administrada em situag¢des de dor e inflamaglio de feri-
das, queimaduras e erupcgdes deveria estar compreendida entre
0,1 e 5 mg/ml; nas apresentacSes sob a forma de "spray" para
administrag#io nasal e apropriadas para o tratamento da rinite,
alergias e asma a dose conveniente deveria estar compreendida
entre 0,1 e 5 mg/ml; nas apresentag3es para administrar por
via intravenosa e apropriadas para o tratamento de inflamagdo

sistémica, choque, artrite, alergias e asma e para aumentar a



motilidade do esperma a dose conveniente deveria estar compre-
endida entre 0,1 e 10 mg/kg; nas apresentagdes para administra
¢3o oral e apropriadas para o tratamento da inflamag3o estoma-
cal ou dor e inflamag3o geral a dose conveniente deveria estar
compreendida entre 10 é 100 mg/kg. Os antagonistas da bradiqui
nina também se podem administrar através da vagina, recto, bo=-
ca ou através de outra via interna aceitdvel,

éomo reconhecem 0s especialistas na matéria a
presente inveng3o exibe uma grande 4rea de aplicagfo fornecen-
do os inibidores competitivos com as actividades bioldgicas da
bradiquinina produzida pelo organismo doente, traumatizado e
em estado de choque, As vantagens da presente invencdo ao subs
tituir a L-Pro em posigZo 7 por aminodcidos com a configurag#o
D, para converter os agonistas da bradiquinina em antagonistas
consistem em proporcionar uma grande variedade de antagonistas
especificos e competitivos que reduzem os efeitos conhecidos
da bradiquinina, As vantagens adicionais de acordo com a pre-
sente inveng#o, modificando a posig3o 7 da L-Pro em conjuncgéo
com modificagdes em outras posigdes dos novos antagonistas
consistem em proporcionar uma variedade de compostos tteis,
Poderd ainda observar-se que a presente invencg3o € susceptivel
destas e de outras modificacdes dentro dos par@metros da mesma

sem se afastar do ambito das suas reivindicagdes,



Reivindicagdes

1.~ Processo para a preparacio de péptidos de=-

rivados da bradiquinina de férmula geral
A-Arg=B=C=D=W-X-Y-Z-Arg I

na qual

A representa um dtomo de hidrogénio, um resto
de amino-dcido com a configuracfio D ou L, um
dipéptido que contém amino-acidos com a confi-
guragdo D ou L, um polipeptido que compreende
amino-acidos com a configurag8io D ou L, um gru
po protector do aAtomo de azoto terminal de ti-
po acilo, uretano aromatico ou um grupo protec

tor de tipo alquiloj

B representa um grupo D ou L-prolina (Pro), D ou
L-amino-dcido alifdtico ciclico, D ou L-amino-
~3cido alifdtico, D ou L-amino-icido aromdtico

ou D ou L-amino-acido aromdtico substituido;

C representa um grupo D-prolina (Pro), L-prolina
(Pro), D ou L-amino-dcido ciclico, D ou L ami-
no-dcido alifdtico, D ou L-amino-dcido aromati

co ou D ou L-amino-dcido aromatico substitufdo;

D representa um grupo glicina (Gly), L-amino-aci
do alifético, L-amino-dcido aromdtico ou L-ami
no-dcido aromdtico substituidoj;

W representa um grupo L-fenilalanina (Phe), L-fe
nil-alanina (Phe) substitufdo, L-amino-dcido

alifdtico, L-amino=-dcido aromdtico ou L-amino-
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~4cido aromdtico substituido;

X representa um grupo L-serina (Ser), glicina (Gly),
D ou L-amino-dcido alifdtico, D ou L-amino-dcido

aromatico ou D ou Leamino=-dcido aromdtico substi-

tufdos

Y representa um grupo D-amino-dcido aromdtico, D-
-amino-icido aromatico substituido ou D-amino-

-dcido alifdtico; e

Z representa um grupo L-fenilalanina (Phe), Lefe-
nilalanina substituido, L-amino-dcido alifdtico,
L-amino-dcido aromdtico ou L-amino-dcido aromdti

co substituido; e

dos seus sais aceitdveis em farmicia, caracterizado pelo facto
de se substituir um grupo L-prolina em posigsio 7 com amino-écl
dos de configurag3o D, para se obterem compostos com activida-
de antagdnica da bradiquinina, de se reforgar esta acglio e de
se conferir resisténcia aos enzimas e/ou especificidade tecidu
lar mediante substituig8es adicionais em outras posigdes.

2,~- Processo de acordo com a reivindicagfio 1,
para a preparacHo de compostos de formula geral I, na qual o
s{mbolo Y representa

DPhe, beta-2-tienil-DAla (DThi), beta-2-piri-

dil-DAla (DPal), beta-2-naftil-DAla(DNal),

DHis, D-homo-Phe(DhPhe), O-metil-DTyr(DOMT),

D-alfa-fenil-Gly(DPhg), DTrp, DTyr, pNO,-DPhe- -

(PNF) ou pCl-DPhe(CDF),

caracterizado pelo facto de se partir dos compostos iniciais

correspondentemente substituidos,



3.~ Processo de acordo com a reivindieagdio 1 ou
2, para a preparagio de compostos de férmula geral I com a se-

guinte sequéncia

H-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Y-Phe-Arg

e dos seus sais aceitdveis em farmdcia, caracterizado pelo fagc
to de se utilizar compostos iniciais correspondentemente subs-
tituidos,

4,- Processo de acordo com a reivindicagZo 3, pa
ra a preparacgfo de compostos de férmula geral I na qual o simbg
lo Y representa um grupo D=-fenilalanina (DPhe) e dos seus sais
aceitidveis em farmdcia, caracterizado pelo facto de se utilizar
compostos iniciais correspondentemente substituidos,

5.,- Processo de acordo com as reivindicagdes 1
ou 2, para a preparac3io de compostos de férmula geral I na qual
o simbolo Y representa um resto de um D-amino-dcido simples, W
representa um amino-dcido que compreende um grupo tienilo e Z
representa um amino-acido que comporta um grupo tienilo, e dos
seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico, caracte
rizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais correspon-

dentemente substitufdos,

6.~ Processo de acordo com a reivindicacglo 1,

para a preparaglo de compostos de formula geral I na qual:

a, o simbolo A representa um dtomo ou grupo escolhido

entre:

i) um dtomo de hidrogénio,

ii) um resto de um amino-acido com a configuragio

Doul,

iii) um grupo protector N-terminal,
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e dos seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico,

caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais cor

respondentemente substituidos.

7. - Processo de acordo com a reivindicag#o 6,

para a preparagfio de compostos de férmula geral I na quals

A representa um grupo escolhido entre D-Arg, D-Lys,

L-Thi, Lys~-Lys, Met-Lys e Gly-Arg-Met-Lys;

B representa um grupo escolhido entre L~Pro, L-hidroxi-

prolina, 4cido aminoisobutirico (Aib), dcido L-azeti-

dina-2-carboxilico (Azt), dcido L-tiazolidina-2-carbo-

x{lico (Thz), dcido isonipecdtico (Inip) e L-dehidro-

prolinaj

C representa um grupo D- ou L«prolina (Pro);

D representa um grupo glicina (Gly) ou L-alanina (L-Ala);

W representa um grupo escolhido entre L-fenilalanina (L-

-Phe) ou fenilalanina substituida, leucina (Leu), beta~

-2-tienilalanina(Thi), beta-2-naftil-alinina(Nal), 2-

e



-piridil~-alanina (Pal) e O-metil-tirosina (OMT);

X representa um grupo escolhido entre L-serina (Ser),
glicina (Gly), p-cloro~D-fenilalanina (pC1-DPhe) ou

D-fenilalanina (D-Phe);

Y representa um grupo escolhido entre D-fenilalanina(D-
-Phe), beta-2~tienil-D-alanina (D—Thi), beta=-2-piri-
dil-D-alanina, befa-z-naftil-D-alanina, D-histidina
(D-His), D-homo-fenilalanina, orto-metil-D-tirosina
(DOMT), D-alfa-fenil-glicina (DPhg), D-triptofano
(DTrp), D-tirosina (D=Tyr) e para-cloro-D-fenilalani-
na (CDF); e

Z representa um grupo escolhido entre Leu, Thi, Pal,
Phe, ou Phe substitufido, Thi, O-metil-Tyr (OMT) ou be-

ta-2-naftil-Ala-(Nal),

caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais

correspondentemente substitufdos.

8,- Processo de acordo com a reivindicag#io 6,
para a preparag3io de compostos de féormula geral I na qual A
representa um dtomo de hidrogénio, B representa um grupo Pro,
C representa um grupo Pro, D representa um grupo Gly, X repre
senta um grupo Ser, W representa um grupo Phe e Z representa
um grupo Phe, caracterizado pelo facto de se utilizar compos-

tos iniciais correspondentemente substituidos,

9.= Processo de acordo com a reivindicagdo 6,
para a preparagfo de compostos de férmula geral I, na qual o

s{mbolo Y representa

DPhe, beta~-2-tienil-DAla,(DThi), beta-2-piridil-

-DAla(DPal), 2-naftil-DAla(DNal), DHis, D-homo=-



-Phe(DhPhe), O-metil-DTyr(DOMT), D-alfafenil-Gly(DPhg), DTrp,

DTyr ou pCl-DPhe(CDF),

caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais cor

respondentemente substituidos,

10.~ Processo de acordo com a reivindicagio 6,
para a preparaglio de compostos de formula geral I na qual Y re
presenta um D-amino-acido simples, W representa um resto de um
amino-dcido que comporta um grupo tienilo e Z representa um ami
no-acido que compreende um grupo tienilo, e dos seus sais acei-
tdveis em farmdcia, caracterizado pelo facto de se utilizar

compostos iniciais correspondentemente substituidos,

11,- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicag¢8es 6, 9 ou 10, para a preparag3o de compostos de
férmula geral I na qual o simbolo B representa hidroxiprolina
e/ou o s{mbolo C representa hidroxiprolina, caracterizado pe-
lo facto de se utilizar compostos iniciais correspondentemen-

te substituidos.

12,- Processo de acordo com a reivindicagfo 1,
para a preparacgdo de péptidos antagonistas modificados de fég

mula geral
(Arg-B-C=D=W-X-Y-Z-Arg) I
na qual
A representa argininaj

B representa L-Pro, um L-amino-icido alifdtico cicli-
co, um L-amino-4cido alifdtico, um L-amino-dcido arg

mético ou um L-amino-dcido aromitico substituido;

C representa um grupo D-Pro, um grupo L-Pro, um amino=



~4dcido ciclico, um amino-dcido alifdtico, um amino-
~dcido aromatico ou um amino-acido aromitico substi-

tufido com a configurag3o Dj

D representa um grupo Gly, um amino-acido alifdtico,
um amino-acido aromdtico ou um amino-dcido aromatico

substitufdo com a configuragZio L;

W representa um grupo L-Phe ou Phe substituido, um ami-

no=-dcido alifftico ou amino-dcido aromaticoj

X representa um grupo L-Ser, um grupo Gly, um D= ou L~
-amino-dcido alifdtico, um D= ou L-amino-dcido aroma-

tico ou um D= ou L-aminodcido aromdtico substitufdo;

Y representa um D-amino-dcido aromatico ou um D-amino-

-4cido aromdtico substituido; e

Z representa um grupo L-Phe ou Phe substituido, um ami-

no-dcido alifdtico ou um amino-acido aromaticoj

e dos seus sais aceitdveis em farmicia, caracterizado pelo
facto de se utilizar compostos iniciais correspondentemente

substituidos,

13.- Processo de acordo com a reivindicag#o 12,
para a preparac8o de péptidos antagonistas modificados de fér-

mula geral I na qual o simbolo Y representa:

(DPhe ), beta-2-tienil-DAla (DThi), beta-2-piri-
dil-DAla (DPal), beta-2-naftil-DAla(D-Nal),
DHis, D-homo-Phe(DhPhe), O-metil-DTyr(DOMT),
D-alfa-fenil-Gly(DPhg), DTrp, DTyr ou pCl-DPhe
(CDF); e dos seus sais aceitdveis em farmicia,

caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais cor



respondentemente substituidos,

14,~ Processo de acordo com as reivindicagdes
12 ou 13, para a preparagio de compostos peptidicos antagonig

tas modificados de fdrmula geral
(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Y-Phe-Arg)

e dos seus sais aceitdveis em farmdcia, caracterizado pelo fac
to de se utilizar compostos iniciais correspondentemente subs-

tituidos.

15.- Processo de acordo com a reivindicag3o 1k,
para a preparacfio dos compostos peptidicos antagonistas modi-
ficados af referidos em cuja fdrmula geral o simbolo Y repre-
senta um grupo D-Phe e dos seus sais aceitdveis em farmdcia,
caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais cor

respondentemente substituidos,

16.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicag3es 12 ou 13, para a preparagfo de compostos pepti
dicos antagonistas modificados com a férmula geral ai referida
na qual o simbolo Y representa um D-amino-icido simples e W e
Z representam, cada um, um amino-acido que compreende um gru-
po tienilo, ou dos seus sais aceitdveis em farmacia, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais correspon-

dentemente substituidos,

17.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicag3es 12 ou 13, para a preparagdo de compostos pepti
dicos antagonistas modificados com a formula geral ai defini-
da, na qual o simbolo B representa L-hidroxiprolina, D repre-
senta alanina (Ala), W representa leucina (Leu), beta-2-tie-

nil-alanina (Thi) ou 2-piridil-alanina (Pal), X representa pa
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ra-cloro-D-fenilalanina (pCl-D-Phe) ou D-Phe e Z representa
Leu, Thi ou Pal, caracterizado pelo facto de se utilizar com=-

postos iniciais correspondentemente substituidos,

18,~ Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicag®es 12 ou 13, para a preparagdo de compostos com a
férmula geral af definida, na qual os simbolos B e C represen
tam, cada um, hidroxiprolina, W representa beta-2-tienil-ala-
nina (Thi), Y representa um D-amino-icido aromatico eventual-
mente substituido e Z representa beta-2-tienilalanina (Thi),
caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais

correspondentemente substituidos.

19,.,- Processo para a preparagiio de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de férmula
geral I, preparado pelo processo de acordo com uma qualquer
das reivindicag8es 1 ou 2, que possui resisténcia reforgada a
degradagfo enzimatica e em que o simbolo A representa D-Arg,
D-Lys, Lys-Lys, L-Thi, Met-Lys ou Gly-Arg-Met-Lys ou os seus
sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico, como ingre

diente activo, com um veficulo aceitdvel em farmicia.

20,- Processo para a preparagido de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de férmula
geral I, preparado pelo processo de acordo com a reivindica-
¢80 1 ou 2, que possui selectividade tecidular reforgada e em
que os simbolos A e/ou C representam grupos escolhidos entre
L-Pro, L-hidroxiprolina, D-Pro, A -Pro, D-valina, L-valina,

dcido alfa-aminoisobutirico (Aib), L-Ala, D-Ala, Sar, D-Gly,



L«Gly e os seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacég

tico, como ingrediente activo, com um vefculo aceitdvel em

farmacia.,

21,~- Processo para a preparag@io de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade eficaz de um composto de férmula geral I, prepara-
do pelo processo de acordo com uma qualquer das reivindica-
¢Bes 1 ou 2, que possui poténcia reforgada, e em que os simbg

los W e/ou Z representam grupos escolhidos entre

Phe, O-metil-Tyr(OMT), p-cloro-Phe(CLF), p-nitro-

-Phe(PNF), beta-2-naftil-Ala (NAL), Tyr, Thi e Pal,

e os seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico,

como ingrediente activo, com um vefculo aceitdvel em farma-

cia,

22,- Processo para a preparac3io de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto preparado
pelo processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 6
ou 9, que possui resisténcia reforgada & degradaglio enzimdtica,
em que o simbolo A representa um grupo D-Arg, D-Lys, Lys-Lys,
Met-Lys ou Gly-Arg-Met~Lys ou os seus sais aceitdveis sob o
ponto de vista farmacéutico como ingrediente activo, com um

veiculo aceitidvel em farmicia,

23,- Processo para a preparacgfio de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto preparado
pelo processo de acordo com uma das reivindicagdes 6 ou 9,

que possui selectividade tecidular reforgada e em que oS sim-



bolos B e/ou C representam, cada um, um grupo escolhido entre
L-Pro, L-hidroxiprolina, D-Pro,~Pro, D-valina, L-valina, dci-
do alfa-aminoisobut{rico (Aib), L-Ala, D-Ala, Sar, D-Gly ou
L-Gly e os seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéu
tico, como ingrediente activo, com um veiculo aceitavel em

farmicia.

24 ,« Processo para a preparagfio de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto preparado
pelo processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes
6 ou 9, que possui poténcia reforgada e em que os simbolos W
e/ou Z representam grupos escolhidos entre Phe, Thi, Tyr, Pal,
O-metil=Tyr(OMT), para-cloro-Phe(CLF), para-nitro-Phe(PNF) e
Beta-z-naftil-Ala(Nal), e os seus sais aceitdveis sob o ponto
de vista farmacéutico, como ingrediente activo, com um ve{cu-

lo aceitdvel em farmdcia.

25,.= Processo para a preparac¢3o de composig¢des
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapéuticamente eficaz de um péptido antagonista
modificado preparado pelo processo de acordo com uma qualquer
das reivindicag8es 12 ou 13, que possui selectividade tecidu-
lar reforgada e em que os simbolos B e/ou C representam gru-
pos escolhidos entre L-Pro, L-hidroxiprolina, D-Pro ou D-Pro,
D-valina, L-valina, dcido alfa-aminoisobutirico (Acb), L-Ala
D-Ala, Sar, D-Gly ou L-Gly, e os seus sais aceitdveis sob o
ponto de vista farmaceutico, como ingrediente activo, com um

vef{culo aceitdvel em farmacia,

26.- Processo para a preparagdo de composigles



farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se combinar uma
quantidade terapéuticamente eficaz de um péptido antagonista
modificado preparado pelo processo de acordo com uma qualquer
das reivindicac3es 12 ou 13, que possui poténcia reforgada e
em que os simbolos W e/ou Z representam grupos escolhidos en-
tre Thi, Pal, Nal, OMT, PNF, CLF, e os seus sais aceitaveis
sob o ponto de vista farmacéutico, como ingrediente activo,

com um vefculo aceitdvel em farmicia,

Lisboa, 12 de Fevereiro de 1987

O Agente Qficial da Froprisdade industrial
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RESUMO

"Processo para a preparagio de péptidos

antagonistas da bradiquinina"

Descreve-se um processo para a preparacgdo de

péptidos derivados da hormona bradiquinina de férmula geral
A-Arg-B-C=D-W-X-Z-Y-Arg I

ou derivados de andlogos da bradiquinina, que consiste em
substituir o grupo Le-prolina em posiglio 7 por um grupo amino-
-adcido aromatico ou com a configuragfio D, eventualmente subs=-
tituidos, convertendo-se assim os compostos de bradiquinina
agonistas em compostos antagonistas da bradiquinina,

A presente invengfo também inclui modificagdes
adicionais em outras posig3es nos compostos antagonistas obti
dos antes que conferem resisténcia enzimitica reforgada, maior
poténcia antagonista e/ou especificidade tecidular a estes no
vos compostos antagonistas da bradiquinina.

0s compostos andlogos assim obtidos sfo utili-
zaveis no tratamento de condigdes e doengas dos mamiferos, in
cluindo o homem, resultantes de um excesso de bradiquinina ou
de outras quininas relacionadas produzidas ou infectadas no

organismo, por exemplo por mordeduras,

Lisboa, 12 de Fevereiro de 1987
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