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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invento refere-se a um
processo para a preparacao de novos &cidos aromdticos, em es-
pecial de compostos de fOrmula

CIBA-GEIGY AG.
"pROCESSO PARA A PREPARAGAO DE ACIDOS AROMATICOS E DO DISPO-

SITIVO QUE O0S UTILIZA™




\ —
\\/

Y

em que R1 representa alquilo inferior, R2 representa alquilo
inferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sulfo, R4 re-
presenta carboxi ou sulfo, G representa um grupo 1,4-fenileno,
eventualmente substituido, ou um grupo 1,4-neftileno, eventual-
mente substitufdo, e em que R5 e R6, em conjunto, representam
uma ligacdo adicional e L representa um &dtomo de oxigénio ou
de enxofre, ou em que R5 representa hidrogénio, R6 representa
halogenometilo e L representa um dtomo de oxigénio, e dos sais
destes dcidos. 0 presente invento diz também respeito a um
processo para a preparagdo de compostos de partida e dos seus
sais, usados na preparacdo dos compostos de férmula (I) e a

um processo para o fabrico de um dispositivo no qual se podem
utilizar os compostos de f6rmula I e 0s seus sais, e a um pro-
cesso segundo o qual se pode utilizar o referido dispositivo.

Os compostos de fOrmula I.podem
ser utilizados como agentes auxiliares para a investigacdo de
proteinas.

0 processo para a preparagdo de
compostos de f6rmula (I) consiste, por exemplo, em, num com-
posto de foérmula (II):

Rs\
R, Se=
>N_G_§=h— { -¥m (11
R2 *
K:

ou num seu sal, se converter 0 grupo NH2 num grupo de foOrmula
(Ic)
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0 presente invento refere-se a um
processo para a prepara¢do de novos 4cidos aromdticos, nomea-
damente compostos de foérmula

R \o—.
N =
>N—G—N=N—-< ;-—i—— =L (1),
R> >'—' S (]
Ry

em que R1 representa alquilo inferior, R2 representa-alquilo
inferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sulfo, R4 re-
presenta carboxi ou sulfo, G representa um grupo 1,4-fenileno,
eventualmente substituido, ou um grupo 1,4-naftileno, eventual
mente substituido, e em que R5 e R6, em conjunto, representam
uma ligacdo adicional e L significa um &tomo de oxigénio ou de
enxofre, ou em Qque R5 representa hidrogénio, R6 representa ha-
logenometilo e L representa um dtomo de oxigénio, e se refere
a0s seus sais, e se refere 3 utilizagdo dos compostos de foOr-
mula I e dos seus sais, a um processo para a preparac¢do de
compostos de partida e dos seus sais, para a obten¢do dos com-
postos de f6rmula I e dos seus sais, e se refere ainda a um
processo para a preparacdo de um dispositivo apropriado para

a utilizacdo dos compostos de férmula I e dos seus sais, e se
refere a um processo no ambito do qual o referido dispositivo
pode ser utilizado.

Grupos 1,4-fenileno, eventualmente
substituidos, sdo, por ex., grupos 1,4-fenileno, eventualmen-
te substituidos por carboxg e/ou sulfo, em que 0s grupos 1,4-
fenileno substituidos poderdo conter um ndmero mdximo de 4,




em especial 1 ou 2, dos referidos substituintes. Caso 0s gru-
pos 1,4-fenilo substituidos apresentem mais de um substituin-
te, entdo vdrios ou todos destes substituintes poderdo ser
idénticos. Mencionem-se, a titulo de exemplo, 0 grupo 2-sul-
fo, 2,3-, 2,5- e 3,5-dissulfo-2,3,5-trissulfo- e 2,3,5,6-te -
trassulfo-1,4-fenileno, 0 grupo 2-carboxi-, 2,3-, 2,5- e 3,5-
dicarboxi-, 2,3,5-tricarboxi- e 2,3,5,6-tetracarboxi-1,4-feni-
leno, o grupo 2-carboxi-3-sulfo-, 2-carboxi-5-sulfo-, 3-carbo-
xi-5-sulfo-, 2,3-dicarboxi-5-sulfo-, 3,5-dicarboxi-2-sulfo-,
5-carboxi-2,3-dissulfo- e 2-carboxi-3,5-dissulfo-1,4-fenileno
e, em especial, 0 grupo 1,4-fenileno.

Grupos 1,4-naftileno, eventualemen
te substituidos, sdo, por ex., grupos de 1,4-naftileno, even-
tualmente substituidos por carboxi e/ou sulfo, em que 0s gru-
pos 1,4-naftileno substituidos podem conter um nimero maximo
de 1 a 6, em especial, 1 a 3, dos referidos substituintes. Ca
so 0s grupos 1,4-naftileno substituidos apresentem mais de um
substituinte, entdo vdrios ou todos esses substituintes podem
ser idénticos. Podemos indicar, a titulo de exemplo, 0 grupo
2-, 5- e 6-sulfo-, 2,3-, 5,6-, 6,7- e 2,6- dissulfo-, 2,3,5-

e 2,3,6-trissulfo- e 2,3,5,7- e 2,3,6,7-tetrasulfo-1,4-nafti-
leno, o grupo 2-, 5- e 6-carboxi, 2,3-, 5,6-, 6,7- e 2,6-di -
carboxi-, 2,3,5- e 2,3,6-tricarboxi- e 2,3,5,7- e 2,3,6,7-te-
tracarboxi-1,4-naftileno, 0 grupo 2-carboxi-3-sulfo-, 2-carbo-
xi-5-sulfo-, 3-carboxi-6-sulfo-, 5-carboxi-7-sulfo-, 2,3-dicar
boxi-5-sulfo-, 3,5-dicarboxi-2-sulfo-, 6,7-dicarboxi- 2-sulfo-
3-carboxi-6,7-dissulfo-, 5-carboxi-2,3-dissulfo- e 2-carboxi-
3,5-dissulfo-1,4-naftileno e, em especial, 0 grupo 1,4-pnafti-
leno.

0 presente invento refere-se, por
ex., 4 preparacdo de compostos de fo6rmula I, em que R1 repre-
senta alquilo inferior, R2 representa alquilo inferior, R3 re
presenta hidrogénio, carboxi ou sulfo, R4 representa carboxi

ou sulfo, G representa um grupo 1,4-fenileno, eventualemnte
substituido, ou um grupo 1,4-naftileno, eventualmente substi-
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tuido, R5 e R6, em conjunto, representam uma ligagdo adicio -
nal e L significa um dtomo de oxigénio ou de enxofre, e se re-
fere aos seus sais.

Os compostos de f6érmula I podem es-
tar presentes, em parte, sob a forma de estereoisOmeros. Se,
por ex., 0s compostos de fOrmula I apresentarem pelo menos um
dtomo de carbono quiral (&tomo c*) por ex., um dtomo c* de um
corespondente radical R1), eles poderdo estar presentes, por
ex., como enantibmeros ou misturas enantibmeras, tal como sob
a forma de racematos, e, caso ainda esteja presente, pelo me-
nos, mais um centro assimétrico (por ex., um dtomo de C de um
correspondente radical RZ), eles podem também estar presentes
sob a forma de diastereOmeros, misturas diastereOmeras ou mis-
turas de racematos.

Sais de compostos de formula I sdo
em especial sais com bases, de preferéncia, sais com bases,
farmac8uticamente aceitédveis, por ex., sais de metais alcali-
nos ou de metais alcalino-terrosos, por ex., sais de s6dio,
potdssio ou magnésio, sais de metais de transig¢do, tais como
0s sais de zinco ou de cobre, ou sais com ambnia ou aminas or-
gdnicas, tais como aminas ciclicas, tais como mono-, di- ou
tri-alquilo inferior-aminas, como hidroxi-alquilo inferior-ami
nas, por ex., mono-, di- ou tri-hidroxi-alquilo inferior-ami -
nas, hidroxi-alquilo inferior- alquilo inferior- aminas ou po-
lihidroxi-alquilo inferior-aminas.

Aminas ciclicas sdo, por ex., mor-
folina, tiomorfolina, piperidina ou pirrolidina. Mono-alquilo
inferior-aminas sdo, por ex., etil- ou t-butil-amina; dialqui
lo inferior-aminas sdo, por ex., dietil- ou diisopropil-amina;
trialquilo inferior-aminas sdo, por ex., trimetil- ou trietil-
amina.

Hidroxi-alquilo inferior-aminas cor
respondentes sdo, por ex., mono-, di- ou tri-etanolamina, e
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hidroxi-alquilo inferior-alquilo inferior-aminas, sdo, por ex.
N,N-dimetil-amino- ou N,N-dietilamino-etanol, enquanto polihi
droxi-alquilo inferior-aminas sdo, por ex., glucosamina. Os
compostos de formula I podem também formar sais de adigdo de
dcidos, de preferéncia sais de adicdo de acidos, farmacéutica-
mente aceitdveis, por ex., com &cidos inorgdnicos fortes, tais
como &cidos minerais, por ex., &cido sulflGrico, com um acido
fosf6rico ou um &cido halfdrico, com fortes &cidos carboxili -
cos orgdnicos, tais como &cidos carboxilicos de alcanos infe -
riores, por ex., acido acético, tal como &cidos dicarboxilicos,
eventualmente insaturados, por ex., dcido mal6nico, &cido ma -
leico ou &cido fumérico, ou com &cidos hidroxi-carboxilicos,
por ex., &cido tartdrico ou dcido citrico, ou com &cidos sulfg
nicos, tais como &cidos sulfénicos de alcanos inferiores ou
dcidos benzenossulfbnicos, eventualmente substituidos, por ex.
dcido metano- ou dcido p-tolueno-sulfénico. Os compostos de
f6rmula I podem também formar sais internos. O presente inven-
to refere-se também & preparacdo de sais de compostos I, menos
apropriados para fins farmacéuticos. Estes sais podem ser uti-
lizados, por ex., para o isolamento ou a purificagdo de compos
tos de formula I, livres, do presente invento, bem como dos
seus sais, farmacéuticamente aceitdveis.

Na presente memé6ria descritiva, o
termo "inferior" utilizado em relagdo com os radicais ou com-
postos do invento, significa - a ndo ser que haja qualquer men
cdo em contrédrio - os radicais ou compostos que contém um ndame
ro maximo de 7 atomos de carbono, em especial, um nimero méxi-
mo de 4 &tomos de carbono.

Alquilo inferior representa, por
ex., C1—C4—alquilo, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopro-
pilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo ou terc.-butilo e abran-
ge ainda radicais de C5-C7-alqui10, isto &, radicais pentilo,
hexilo ou heptilo.
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Halogenometilo representa flGoro-,
cloro- ou bromo-metilo, e em especial, representa iodometilo.

O0s compostos de f6rmula I e seus
sais possuem valiosas propriedades. Assim, por ex., eles podem
ser utilizados como agentes auxiliares na andlise de proteinas
por ex., como readgentes para a modificacdo quimica de protef -
nas. 0 conceito de "proteinas" abrange na presente mem6ria des
critiva tanto péptidos com uma massa molar relativa de 10.000
ou mais, que, geralmente, se designam por proteinas, como tam-
bém encerra o0s péptidos com uma massa molar relativa inferior
a 10.000, que geralmente, se designam por poli-péptidos, 0 li-
mite inferior para a massa molar relativa dos polipéptidos va-
ria entre cerca de 1000 e cerca de 2000. Do grande nGmero das
aplicacBes, em que a modificagdo quimica de proteinas poderd
desempenhar um papel importante, poderemos mencionar a deter-
minacdo da estrutura e a coloracdo de proteinas.

Sabe-se que a simples modificagdo
de um Gnico constituinte amino-4cido de uma protefna, ou de al
guns poucos dos seus constituintes amino-édcidos, € capaz de al
terar significativamente a estrutura espacial de uma proteina
e, desta maneira, também a sua fung¢do, por ex., a sua activida
de biol6gica. Desta forma, existe a possibilidade de aprovei-
tar a modificacdo quimica especifica dos amino-dcidos consti -
tuintes como um processos largamente aplicdvel para a determi-
nacdo da contribuigdo destes constituintes estruturais para a
estrutura espacial de uma proteina. Pde-se assim, 0 problema
de relaccionar a alteracdo, eventualmente verificada, em virtu
de de uma determinada modificacdo quimica de amino-&cidos cons
tituintes com o tipo e a extensdo desta modifica¢do quimica.
Para isso, & necessario determinar a estrutura de uma proteina
modificada quimicamente e compard-la com a estrutura existente
antes da modificacdo quimica. Uma das finalidades de uma de -
terminacdo estrutural deste género consiste em verificar como
& que a estrutura primdria da proteina se alterou pela modifi-
cacdo quimica, isto &, gquais foram os amino-acidos constituin-
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tes que sofreram uma modificagdo quimica. Frequentemente, nes-
tas determinacBes da estrutura primdria proteica procede-se de
forma a tratar uma proteina Ma’ modificada quimicamente, que
se obtém a sequir a modificacdo quimica de uma correspondente
proteina ndo-modificada Na’ e a proteina Na ndo-modificada,
eventualmente ap6s realizacdo de uma etapa de desnaturagdo,
eventualmente necessdria com a mesma protease, em seguida, as
misturas peptidicas assim obtidas M; e N; sdo submetidas a cro
matografia liquida de elevada resolugdo (HPLC), comparando-se
os padrdes dos picos nos dois cromatogramas resultantes Mg e
Ng. Utilizam-se, neste caso, geralmente sistemas de deteccé&o
para 0 obtencdo destes cromatogramas, que analisam o comporta-
mente em termos da absorcdo da luz dos péptidos. Geralmente, 0
padrdo dos picos no cromatograma M§ distingue-se naquelas zonas
em que sdo detectados péptidos Mg, que pelo menos contém um
amino-dcido modificado quimicamente, do padrdo dos picos no
cromatograma Ni, dado que os péptidos Mz, por via de regra,
apresentam um comportamento em termos de absorgdo da luz dife-
rente daquele dos correspondentes péptidos Ng ndo-modificados.
Separam-se 0s péptidos Mg e submetem-se estes péptidos a uma
andlise ulterior da sua estrutura primdria, por ex., a andlise
da sequéncia dos aminodcidos. Num caso ideal, & possivel iden
tificar e caracterizar, desta maneira, qualquer amino-dcido

constituinte, quimicamente modificado.

No entanto, 0 processo atrds referi
do apresenta ainda mitos defeitos. Assim, por ex., acontece
que no caso de uma massa molecular relativa mais elevada da
proteina en ané&lise, geralmente, ap6s tratamento com a protea-
se, existem na correspondente mistura peptidica muitos pépti -
dos diferentes, cuja presenca ndo permite realizar uma separa-
cdo adequada, por HPLC, desta mistura peptidica. Além disso,
a propria modificacdo quimica & muitas vezes demasiado comple-
xa, decorre, frequentemente, de forma ndo-especifica, incide
portanto sobre muitos constituintes amino-dcidos de estrutura

diferente, ou até em todos os amino-4dcidos da proteina em ana-
lise. Com vantagem, a modificacdo quimica deveria decorrer de
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forma bastante especifica, isto &, abranger uma classe circuns
crita de amino-4cidos, com vantagem, uma classe estreitamente
definida em termos de tipo e nGmero, de constituintes amino-
-dcidos da proteina em questdo.

Assim, & conveniente que 0O processo
atrds descrito seja aperfeicoado, eliminando as referidas des-
vantagens, 0 que se reveste de grande interesse prdtico. 0s
compostos de formula I e 0s seus sais, revelados no ambito do
presente invento, tornam possivel a desejada optimizagdo deste
processo. O aperfeigoamento/optimizagdo serda seqguidamente es-
clarecido com base nos compostos de fOrmula I, em que R1 a R4
e G rém os referidos significados, R5 e R6, em conjunto, re-
presentam uma liga¢do adicional e L representa um atomo de oOxi-
génio ou de enxofre, e nos seus sais. Estes compostos serdo
designados, seguidamente, por compostos de formula IA.

Na modificacdo quimica de uma pro-
tefna, isto &, durante a reaccdo com esta protefina, 0s compos-
tos IA e 0s seus sais reagem, em primeiro lugar, e de forma
prdticamente exclusiva, com 0S grupos amino na posigdo e de
radicais lisina {(elemento estrutural lisina), observando-se
uma elevada reactividade. Apenas em casos isolados & que se
verifica primeiro uma reac¢do com 0 grupo amino do radical ami-
nodcido N-terminal da respectiva protefna. Assim, 0s radicais
amino-4cidos de uma protefna, que sofram a modifica¢do quimica
por um composto de f6rmula IA ou por um dos seus sais, encon-
tram-se estreitamente delimitados, quanto ao género e nimero,
de maneira inequivoca e vantajosa. Assim, 0 nGmero dos elemen-
tos estruturais aminodcidos, quimicamente modificados, ndo é
geralmente superior ao nlGmero dos radicais lisina presentes
na proteina em anédlise. Apenas num caso especial, aquando de
uma modificacdo N-terminal adicional, este nGmero poderd ainda
ser maior pela unidade 1.

Além disso, a utilizagdo de um com-
posto de formula IA ou de um dos seus sais para a modificacdo
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quimica de uma protefna apresenta a vantagem de que, apls 0
tratamento por proteases, da proteina Mb resultante, quimica-
mente modificada, se obtém uma mistura peptidica Mg, a qual,
mediante simples cromatografia liquida em fase invertida, de
elevada poder de resolucdo (reversed phase HPLC) & susceptivel
de separacdo, geralmente completa, dos péptidos Mg (contendo,
pelo menos um aminodcido constituinte, quimicamente modifica-

do) dos restantes péptidos Ng.

Além disso, os péptidos Mg, por um

lado, contidos na mistura peptidica Mg, contendo pelo menos

um amino-4dcido constituinte, quimicamente modificado, e 0s pép-
tidos Ng ndo-modificados, por outro lado, podem ser detectados,
respectivamente, a diferentes comprimentos de onde, dado que

os péptidos Mg apresentam um comportamento em termos de absor-
cdo da luz que se distingue nitidamente do observado no caso
dos peptidos Ng. Esta circunstdncia facilita muito a identifi-

cagdo dos péptidos Mg.

Assim, os péptidos Mg, sendo colo-
ridos, podem ser detectados, com vantagem, a comprimentos de
onda da luz visfivel, por ex., a comprimentos de onda de 400 a
cerca de 800 nm, em solucdo &cida, por ex., de 535 nm, ou, em
solucdo alcalina, a um comprimento de onda de 465 nm, de pre-
feréncia, a um comprimento de onda indicado nos exemplos pra-
ticos 10 a 15.

‘Em contrapartida, os péptidos inco-
lores Ng podem ser visualizados a um comprimento de onda de
200, 220 ou 280 nm, ndo interferindo com a detec¢do dos pépti-

dos de cor Mg.

Acrescentemos que se reveste de es-
pecial interesse o facto de ndo apenas serem coloridos os pép-
tidos Mg, mas também a correspondente proteina Mb’ quimicamen-

te modificada, a partir da qual se formam os péptidos Mg apos
tratamento por proteases. Dado que a modificagdo quimica de
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uma proteina por um composto de fOrmula IA ou um dos seus sais,
sempre acompanhada por uma colorag¢do da respectiva proteina,

os compostos de férmula IA e 0s seus sais podem também ser
utilizados como reagentes para a colora¢do de proteinas. As
proteinas Mb coloridas, obtidas através da reac¢do de grupos
t-amino de radicais de lisina, bem como, nalguns casos, atra-
vés da reacc¢do adicional do grupo amino do radical amino-4cido
N-terminal, de correspondentes proteinas Nb ndo-modificadas,
incolores, com um composto de f6rmula IA ou um dos seus sais,
podem ser utilizadas, de vdrias maneiras, para fins analiti-
cos e/ou diagnbsticos. A separag¢do e deteccdo das proteinas

Mb coloridas, e as indicag¢Bes correspondentes, atras menciona-
das relativamente & separacdo e detec¢do de péptidos de cor

Mg, sd0 equivalentes. Também os péptidos Mg podem ser frequen-
temente utilizados para fins analiticos e/ou diagn6sticos.

Visto que as andlises de proteinas
se realizam, geralmente, em solu¢do aquosa ou em solugBes con-
tendo dqua, segue-se que a boa hidrossolubilidade inerte aos
compostos IA e seus sais constitui mais uma propriedade valio-
sa destes compostos.

Dado que também as protefinas Mb’
quimicamente modificadas, e os péptidos Mg, que contém pelo
menos um radical amino-4dcidos quimicamente modificado, se dis-
tinguem por uma O6ptima solubilidade na 4dgua, torna-se possivel
realizar a reacc¢do de proteinas Nb com um composto IA ou um
dos seus sais, também outras etapas de processo adicionais,
eventualmente previstas, e usuais aquando da andlise de pro-
teinas, por ex., aquelas do género mencionado adiante, em soO-
lucdo aquosa, eventualmente com adicdo de um dissolvente orga-
nico.

No dmbito da reac¢dao com um compos-
to de férmula IA ou um dos seus sais, 0S correspondentes gru-

pos amino de uma proteina Nb’ de fOormula geral H2N—RX (Ia),
em que Rx representa o radical da proteina, isto &, 0s grupos
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¢-amino dos radicais de lisina, bem como, nalguns casos, adi-
cionalmente 0 grupo amino do radical amino-4cido N-terminal,
sdo convertidos em grupos carbamoilo ou tiocarbamoilo, de modo
a obter-se uma proteina, quimicamente modificada, de f6rmula

R RJ\.—Q
1 =
an—e” D _ﬁ_ — (1Ib)
>{—G—N-—N \.—./ NH NH Rx
R p
Ry

em que R1 a R4, Rx e G tém os significados atrés referidos, e
L representa um 4dtomo de oxigénio ou de enxofre. A velocidade
desta reaccdo de conversdo aumenta d medida que aumentam a
temperatura reaccional e o valor do pH, do meio reaccional.
Condicbes reaccionais tipicas constam, por ex., dos exemplos
prdticos 9 a 15. Num caso normal, a estabilidade dos compostos
de carbamoilo ou de tiocarbamoilo nas proteinas Ib serd de tal
ordem que as proteinas Ib possam ser armazenadas durante va-
rios dias sem sofrerem qualquer decomposi¢do importante, e
resistem também, sem alteracdo, a outras etapas de processo,
usuais aquando da andlise de proteina, tais como a separac¢do
cromatografica, por ex., por meio de cromatografia de separa-
¢do molecular, tal como a cromatografia em geles, ou HPLC,

tal como tratamentos enzimdticos, por ex., 0 tratamento com
uma protease, por ex., com tripsina ou quimotripsina, e ainda
outras reacc¢des-padrdo, por ex., etapas de desnaturacdo, por
ex., a reducdo de pontes de dissulfureto e subsequente carbo-
xi-metilacdo dos grupos mercapto, ou reacgles-testemunha para
a andlise da actividade biolgica. Estas etapas de processo
sd0o conhecidas ou podem realizar-se em analogia as conhecidas
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etapas reaccionais. Pormenores especificos relativamente 4as
referidas etapas reaccionais constam igualmente dos exemplos
prdticos 9 a 15. Quanto 3a estabilidade dos grupos de carbamoil-
lo ou de tiocarbamoilo, nos péptidos Mg, sdo aplicdveis as
afirmagfes feitas em relagdo as proteinas Ib.

Para a optimiza¢do, atrds menciona-
da, do processo para a modifica¢do quimica de proteinas e para
a determinac¢cdo da estrutura primdria destas protefnas, quimi-
camente modificadas, podem utilizar-se, para além dos compos-
tos de formula IA e de seus sais, também compostos de fOrmula
I, em que R1 a R4, e G tém os referidos significados, R5 re-
presenta hidrogénio, R6 representa halogenometilo e L repre-
senta um dtomo de oxigénio, e 0s seus sais. Estes compostos

serdo designados, seguidamente, por compostos de fOrmula IB.

As afirmagbes feitas em relagdo aos
compostos de fébrmula IA e seus sais, sdo também aplicdveis, de
forma andloga, aos compostos de férmula IB e seus sais. No en-
tanto, 0s compostos IB e 0s seus sais, aquando da modificagdo
quimica de uma proteina, isto &, na reac¢do com esta proteina,
ndo reagem nem com OS grupos & -amino de radicais de lisina,
nem com O grupo amino do radical amino-dcido N-terminal da
respectiva proteina. Pelo contrdario, durante a reacg¢do com um
composto de fOrmula IB ou com um dos seus sais, acontece espe-
cificamente de que 0s grupos mercapto de radicais cistelna
contidos numa proteina Nc’ de férmula geral HS—Ry (Id), em que
Ry, em cada caso, representa o0 radical da protefna, sdo con-
vertidos em grupos carbonilmetiltio, de modo a obter uma pro-
tefna, quimicamente modificada, de férmula
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y NH-L~CHa-s—R_ (Ie),

em que R1 a R4, Ry e G sdo tal como atrds definidos. Assim,
quando se utilizam compostos IB e 0s seus sais, geralmente a
natureza e 0 naGmero dos elementos estruturais amino-é&cidos,
que sofrem uma modificagdo quimica, sdo também definidos de
maneira inequivoca e, com vantagem, definidos de forma restri-
ta; o namero de amino-&cidos constituintes, quimicamente modi-
ficados, ndo & superior ao namero de residuo de cisteina con-
tidos na proteina em andlise.

Assim, o presente invento refere-se
também & utilizacdo de compostos de formula I e dos seus sais,
como agentes auxiliares na andlise de proteinas, por ex., como
reagentes para a modificacdo quimica de proteinas, em especial
como reagentes para a modificagdo quimica de protefinas, asso-
ciada com um processo de coloragdo. Poderd também estar abran-
gida a formulagdo industrial dos agentes auxiliares.

0 invento refere-se també&m a um
processo correspondente para a modificacdo quimica de protel-
nas, em especial a um processo para a modificagdo quimica de
proteinas, associada com uma coloragdo, processo esse que se
caracteriza pela reaccdo da respectiva proteina com um compos-
to de f6rmula I ou com um QOS seus sais.
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0 presente invento refere-se em
especial & preparacdo de compostos de f6rmula I, e dos seus
sais, em que R1 representa alquilo inferior, R2 representa
alquilo inferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sulfo,
R4 representa carboxi ou sulfo, G representa um grupo 1,4-fe-
nileno insubstituido ou substitufdo por carboxi e/ou sulfo,
ou um grupo 1,4-naftileno insubstituido ou substituido por
carboxi e/ou sulfo, e em que R5 e R6, em conjunto, representam
uma ligacdo adicional e L representa um dtomo de oxigénio ou
de enxofre, ou em que R5 representa hidrogénio, R6 representa
halometilo e L significa um &tomo de oxigénio.

0 presente invento refere-se em
especial & preparacdo de compostos de férmula I e dos seus
sais, em que R1 representa alquilo inferior, R2 representa
alquilo inferior, R3 significa hidrogénio, carboxi ou sulfo,
R4 representa carboxi ou sulfo, G representa um grupo 1,4-fe-
nileno insubstituido ou substituido por carboxi e/ou sulfo,
uo um grupo 1,4-naftileno insubstituido ou substituido por
carboxi e/ou sulfo, R5 e R6’ em conjunto, representam uma li-
gacdo adicional e L representa um dtomo de oxigénio ou de en-
xofre.

Mais especialmente, o0 presente in-
vento refere-se & preparacdo de compostos de férmula I e dos
seus sais, em que R1 representa C1—C4-alquilo, tal como meti-
1o ou etilo, R2 representa C1-C4-alquilo, tal como metilo ou
etilo, R3 representa hidrogénio ou sulfo, R4 representa sulfo,
G representa um grupo 1,4-fenileno insubstitufdo ou substituf-
do por sulfo, e em que R5 e R6, em conjunto, representam uma
ligacdo adicional e L representa um dtomo de oxigénio ou de
enxofre, ou em que R5 representa hidrogénio, R6 representa io-
dometilo e L representa um dtomo de oxigénio.

0 presente invento refere-se espe-

cialmente a preparacdo de compostos de férmula I e Os seus
sais, em que R1 representa C1-C4—a1qui10, tal como metilo ou
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etilo, R2 representa C1-C4-alquilo, tal como metilo ou etilo,
R3 representa hidrogénio ou sulfo, R4 representa sulfo, G re-
presenta um grupo 1,4-fenileno insubstituido ou substitufdo
por sulfo, R5 e R6’ em conjunto, representam uma ligacdo adi-
cional e L representa um dtomo de oxigénio ou de enxofre.

0 presente invento refere-se espe-
cialmente 3a prepara¢do de compostos de formula I e dos seus
sais, em que R1 representa C1-C4-a1quilo, tal como metilo, R2
representa C1—C4~alquilo, tal como metilo, R3 representa hi-
drogénio, R4 representa sulfo, G representa um grupo 1,4-feni-
leno insubstituido, e em que R5 e R6’ em conjunto, representam
uma ligagdo adicional e L representa um dtomo de enxofre, ou
em que R5 representa hidrogénio, R6 representa iodometilo e L
representa um dtomo de oxigénio.

0 presente invento refere-se mais
especialmente d preparac¢do de compostos de f6rmula I, e dos
seus sais, em que R1 representa C1—C4-a1quilo, tal como metilo
R2 representa C1—C4-alquilo, tal como metilo, R3 representa
hidrogénio, R4 representa sulfo, G representa um grupo 1,4-fe-
nileno insubstituido, R5 e R6, em conjunto, representam uma

ligagdo adicional e L representa um 4tomo de enxofre.

0 presente invento refere-se espe-
cificamente d& preparagdo dos novos compostos de fOrmula I, re-
feridos nos exemplos prédticos, e dos seus sais.

0 processo de acordo com 0 presente
invento, para a preparacdo de um composto de fOrmula I ou um
dos seus sais, caracterizado, por ex., pelo facto de num com-
posto de fb6rmula
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ou num dos seus sais, se converter 0 grupo NH2 num grupo de
foérmula

9 S

e, caso se desejar, se separar uma mistura isOmera obtida se-
gundo o processo do invento, nos seus componentes e se isolar o
desejado isOmero de fOrmula I, se resolver uma mistura de enan-
ti6meros ou diasterebmeros obtida nos enantiOGmeros ou diaste-
redmeros individuais e se isolar o desejado enantib6mero ou
diasterefbmero, e/ou se converter num sal um composto livre de
férmula I ou se converter um sal obtido no composto livre de
formula I ou num outro sal.

As referidas reac¢fes e as reacgfes
que irdo ser apresentadas qais adiante, realizam-se de maneira
conhecida per se, por ex., na presenca de um catalisador e/ou
na auséncia ou, dgeralmente, na presenca de um solvente ou di-
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luente inerte apropriado ou de uma mistura correspondente, ge-
ralmente, as reaccbes realizam-se, conforme as condicionantes,
sob arrefecimento, a temperatura ambiente ou sob aquecimento,
por ex., numa gama de temperaturas compreendida entre cerca de
-802C e o ponto de ebulicdo do meio reaccional, de preferéncia
entre cerca de -20°9C e cerca de +150%C e, se for necessdrio,
num reactor fechado, sob pressdo, numa atmosfera de um gas

inerte e/ou em condig¢les anidras.

S3io conhecidos ou podem ser prepa-
rados segundo processos conhecidos per se, alguns dos compo-
nentes de partida de f6rmulas II, IIa, IlI, IV, IVa e V, atrés
referidos e a mencionar mais adiante, e que sdo utilizados
para a preparacdo de compostos de f6rmula I ou dos seus sais.

Os compostos de partida contendo
centros bésicos poderdo estar presentes sob a forma de sais
de &cidos, por ex., com os &cidos atrds mencionados, a0 passo
que os compostos contendo grupos acidicos podem formar sais
com bases, por ex., do género atrds referido.

A transforma¢gdo do grupo amino (NHZ)
presente num composto de f6rmula Il ou num dos seus sais, num
grupo de f6rmula Ic, pode realizar-se, por ex., fazendo reagir
o composto de formula II ou um dos seus sals com um composto
de foOrmula

> =L (11a),
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em que L representa um dtomo de oxigénio ou de enxofre e Z1

e 22, quer independentemente um do outro, reprrsentam um gru-
po nucleof6fugo de partida G1 ou, em conjunto, representam
0ox0 livre ou modificado na sua fung¢do, GZ’ Oou em que L repre-
senta um dtomo de oxigénio, Z1 representa um grupo nucleodfugo
de partida G1 e Z2 representa halometilo.

Grupos G1 nucle6fugos de saida sao
por ex., grupos mercapto ou hidroxi livres, eterificados ou
esterificados, e ainda grupos amino, am6nio ou sulfbnio. Hi-
droxi eterificado representa, por ex., alcoxi inferior, tal
como metoxi ou.etoxi, ou fenilo-alcoxi inferior insubstituido
ou substitufdo, talccomo benziloxi, insubstituido ou substi -
tuido. Hidroxi esterificado representa sobretudo hidroxi este
rificado por um &cido mineral ou um &cido sulfébnico orgdnico,
em especial halogénio, tal como cloro, bromo ou iodo, sulfoni-
loxi, tal como alcano inferior-sulfoniloxi insubstituido ou
halosubstituido, por ex., metanossulfoniloxi, ou trifluorome-
tano-sulfoniloxi, ciclo-alcano-sulfoniloxi, por ex., ciclo-he
xano-sulfoniloxi, ou benzenossulfoniloxi insubstituido ou subs
tituido por alquilo inferior ou halo, por ex., benzenossulfo-
niloxi, p-bromofenilsulfoniloxi ou p-toluenossulfoniloxi, e
ainda alcanoloxi inferior, por ex., acetoxi ou pivalofloxi.
Mercapto eterificado representa, por ex., alquilo inferior-
tio, tal como metiltio ou etiltio, ou feniltio insubstituido
ou substituido, tal como feniltio ou p-toliltio. Grupos mer-
capto esterificados sdo, por ex., grupos alcanoiltio inferior,
tal como acetiltio. Grupos amino sdo, por ex., amino, N-alqui
lo inferior amino, N,N-dialquilo inferior-amino ou N-alcanoi=
lo inferior-amino, e também grupos N,N-alcileno inferior-ami-
no ou N,N-aza-, N,N-oxa- ou N,N-tia-alcileno inferior amino,
por ex., dimetilamino ou dietilamino, e também pirrolidino,
piperidino, morfolino ou tiomorfolino, e ainda anilino. Gru -
pos ambnio sdo, por ex., grupos aménio tercidrios ou quaternd
rios, correspondentes aos grupos amino atrds referidos, tal
como trialquilo inferior-ambnio ou piridino. Grupos sulfoOnio
sdo, por ex., grupos dialquilo inferior-sulfonio, tal como




dimetilsulfbnio.

Oxo G2’ livre ou modificado na sua
fungdo, representa, por ex. ox0, tioxo ou um grupo =N-R'. Gru
pos =N-R' sdo, por ex., aqueles grupos, em que R' representa
hidrogénio, alquilo inferior ou um radical acilo, tal como al
canoflo inferior, benzoflo insubstituido ou substituido, piri-
d6ilo ou alcano inferior-sulfonilo, por ex., imino, N-alquilo
inferior-imino, N-alcanoilo inferior-imino, N-benzoflimino in-
substituido ou substituido, ou grupos N-alcano inferior sulfo-

nilimino.

Compostos de férmula Ila que se uti
lizam, de preferéncia, para a preparagdo de compostos de fOr-
mula I, em que R5 e R6, em conjunto, representam uma ligagdo
adicional, ou os seus sais, sdo, por ex., tiofosgénio (Z1 =
I, = cloro) e dissulfureto de carbono (Z1 e I, = tioxo), que
ddo origem & formagdo de compostos de fb6rmula I, em que L re-
presenta um dtomo de enxofre, ou dos seus sais, e ainda fosgé-
nio (Z1 = Z2 = cloro), que d&d origem a formagdo de compostos
de fOrmula I em que L representa um dtomo de oxigénio, ou dos

seus sais.

Compostos de formula Ila, que se
usam de preferéncia para a preparac¢do de compostos de foOrmula
I, em que R5 representa hidrogénio e R6 representa halometiio,
ou dos seus sais, sdo, por ex., acidos haloacéticos (Z1 = hi-
droxi; 22 = halometilo; L = oxigénio) e o0s correspondentes de-
rivados de acidos haloacéticos reactivos (21, por = halogénio,
alcoxi inferior ou sulfoniloxi).

A reaccdo de um composto de f6rmula
Il ou de um dos seus sais com um composto de férmula Ila rea-
liza-se de maneira usual, por ex., na preseng¢a eventual de um
agente de condensacdo, tal como uma base apropriada, e, no
caso da reacc¢do com compostos de férmula IIa, em que Z1 e 22,
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em conjunto, representam tioxo, eventualmente na presenga de
um agente capaz de se combinar com enxofre e, no caso da reac-
¢do com compostos de f6érmula Ila, em que Z1 representa G1, Z2
representa halometilo e L representa um &tomo de oxigénio,
eventualmente na presenca de um agente desidratante, na ausén-
cia ou, geralmente, na presenca de um solvente ou diluente
Inerte, apropriado, ou numa mistura correspondente e, segundo
as necessidades, sob arrefecimento, 3 temperatura ambiente ou
sob aquecimento, por ex., numa gama de temperaturas compreen-
dida entre cerca de -80°C e cerca de +200°C, de preferéncia,
entre cerca de -20°C e cerca de +150°C e, se for necessério,
num reactor fechado, sob pressdo e/ou numa atmosfera de um

gés inerte, tal como azoto.

Bases apropriadas sdo, por ex., hi-
droxidos, hidretos, amidas alcanolatos, carbonatos, trifenil-
metilidas, dialquilo inferior-amidas, amino-alquilo inferior-
-amidas e alquilo inferior-sililamidas de metais alcalinos, ou
naftalenoaminas, alquilo inferior-aminas, compostos heterocf-
clicos bésicos, hidr6xidos de amé6nio e aminas carbociclicas.
Exemplos que convém referir sdo: hidroxido de s6dio, hidreto
de s6dio, amida de s6dio, etanolato de s6dio ou carbonato de
sédio, terc.-butanolato ou carbonato de potdssio, trifenilme-
tilida de lftio, diisopropilamida de lftio, 3-(aminopropil)-
-amida de potdssio ou bis-(trimetilsilil)-amida de potdssio,
ou ainda dimetilaminonaftaleno, di- e tri-etilamina, piridina,
hidroxido de benzil-trimetilaménio, 1,5-diaza-biciclo/4.3.07-
non-5-eno (DBN) e 1,5-diazabiciclo/5.4.07/undec-5-eno (DBU).

Agentes apropriados capazes de se
ligar ao enxofre, para a reac¢do com compostos de f6rmula Ila,
em que Z1 e ZZ’ em conjunto, representam tioxo, sdo, por ex.,
6xidos de to6storo, tais como deca-6xido de tetra-f6sforo, car-
bodiimidas, tal como carbodiimida de N,N'-diciclohexilo, bem
como derivados do dcido carb6nico, tais como ésteres do &cido
carbonico, por ex., ésteres de alquilo inferior de &cido halo-
carbbnico, tais como ésteres etilicos de &cido clorocarbénico.
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Agentes apropriados, capazes de
se combinarem com a &gua, para a reacgdo com compostos Ila,
em que Z1 representa G1, Z2 representa halometilo e L repre-
senta oxigénio, sdo, por ex., Oxidos de fosforo, tal como de-
ca-6xido de tetraf6sforo, bem como carbodiimidas, tal como
carbodiimida de N,N'-diciclohexilo ou carbodiimida de N-/3-
-(N,N-dimetilamino)-propil/-N'-etilo e os seus sais de adigao
de 4cidos, por ex., 0 hidrocloreto.

Solventes ou diluentes inertes apro-
priados sdo, por ex., dqua e, também na forma de misturas com
a &qua, éteres ciclicos, hidrocarbonetos, insubstituidos ou
halogenados, alcanos inferiores halogenados, amidas de é&acido
N,N-dialquilo inferior-alcan6icos inferiores, alquilo inferior-
-amidas de &cido fosf6rico, dialquilo inferior-sulfoxidos,
compostos heterociclicos badsicos e alcan6is inferiores, tais
como tetrahidrofurano, dioxano, benzeno, tolueno, xileno, clo-
robenzeno, 1,2-diclorobenzeno, triclorometano, N,N-dimetilfor-
mamida triamida de &cido hexametilfosf6rico, sulf6xido de di-
metilo, piridina, N-metilmorfolina, metanol e etanol.

0 composto de partida de formula
II ou um dos seus sais podem ser preparados andlogamente a
processos conhecidos, por ex., por meio de hidrblise, isto é,
mediante reacgdo com &gua, de um composto de férmula.

Rg\
Rl /l='\
>N—G—N=N—~ +—NH-Y (II1),
N\, _7
RZ /o—t
Ry
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em que Y representa um radical acilo, ou com um dos seus sais.

Radicais acilo Y sdo, por ex., ra-
dicais acilo derivados de um &cido carboxilico ou sulfénico
organico.

Acilo derivado de um &cido carboxi-
lico orgdnico representa, por ex., 0 radical de um &cido car -
boxflico alifdtico ou monociclico, aromdtico, tal como alcanol
lo inferior ou benzoilo insubstituido ou substituido, e tam -
bém piridoilo.

Acilo derivado de um &cido sulfoni-
co orgédnico representa, por ex., alcano inferior-sulfonilo.

Alcanoilo inferior &, por ex.,
C2—C5-a1canoilo, tal como acetilo, propionilo, butirilo, iso-
butirilo ou pivaloéilo.

Benz6ilo insubstituido ou substi -
tuido &, por ex., benzoflo, p-clorobenzoilo ou p-nitrobenzof-
lo.

Alcano inferior-sulfonilo &, por
ex., C1—C4-alcanossulfonilo, tal como metano- ou etano-sulfo-
nilo.

A hidr6lise de um composto de fOr-
mula III ou de um dos seus sais, realiza-se de maneira usual,
por ex., na presenca de um agente de hidr6lise e, eventualmen
te, na auséncia ou, geralmente, na presenga de um solvente ou
diluente inerte, apropriado, ou numa mistura correspondente,
e a operacdo realiza-se, de acordo com as necessidades, sob
arrefecimento, a temperatura ambiente ou sob aquecimento, por
ex., numa gama de temperaturas compreendida entre cerca de
-80°C e cerca de +200°C, de preferéncia, entre cerca de -20°C
e cerca de +150°C e, se for necessdrio, num reactor fechado,
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sob pressdo e/ou numa atmosfera de um gds inerte, tal como
azoto.

Agentes hidrolisantes adequados
sdo, por ex., dcidos ou bases. Acidos apropriados sdo, por ex.
dcidos proténicos, inorgadnicos ou orgdnicos, tais como dcidos
minerais, por ex., &cido sulfarico ou dcidos halidricos, por
ex., &cido cloridrico, é&cidos sulf6nicos, por ex., dcidos sul-
fénicos de alcanos inferiores, ou dcidos benzenossulfbnicos
insubstituidos ou substituidos, por ex., dcido metano- ou p-to
lueno-sulfénico, ou &cidos carboxflicos, por ex., dcidos car -
boxiflicos, por ex., &cidos carboxilicos de alcanos inferiores,
por ex., dcido acético, ao passo que bases apropriadas sdo,
por ex., aquelas atrds mencionadas, em especial hidr6xido de
s6dio ou de potdssio.

Diluentes ou dissolventes inertes,
apropriados, sdo sobretudo aqueles referidos atrds, mais espe-
cialmente, dqua e alcan6is inferiores aquosos, tal como meta -
nol ou etanol aquosos.

0 compostos de partida de foOrmula
II] ou um dos seus sais pode ser preparado andlogamente a mé-
todos conhecidos, por ex., por meio da reacgdo de um sal de
férmula

N
/-—NH—Y (1v),

em que A representa o0 anido de um dcido prot6nico, com um com-
posto de fb6rmula
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ou com um dos seus sais.

Anides A de 4cidos protbnicos, em
sais de fé6brmula IV, sdo, por ex., anides dos acidos referidos
atrds para a formagdo de sais de adigdo dos compostos de fo6r-
mula I, em especial anides de fortes &cidos prot6nicos inorga-
nicos, tais como anides de &cidos minerais, por ex., dcido
sulftGrico, um &cido fosforico ou um dcido halfdrico, ou de um
scido tetrafluorob6rico, ou anides de fortes dcidos carboxili-
cos organicos, tais como dcidos carboxilicos de alcanos infe-
riores, por ex., acido férmico ou 4cido acético, por ex., O
ijo sulfato, fosfato, cloreto, brometo, tetrafluoroborato ou
acetato.

A reaccdo de um sal de formula IV
com um composto de férmula IVa ou com um dos seus sais, reali-
za-se andlogamente a processos conhecidos, nas usuais condi-
¢Bes reaccionais, por ex., num solvente ou diluente inerte,
por ex., do género atrds mencionado, de preferéncia, na 4agua,
eventualmente na presenca de um agente acidico, por ex., na
presenca de um dos &cidos atrds referidos e/ou sob arrefeci-
mento, 4 temperatura ambiente, sob aquecimento, por ex., numa
gama de temperaturas compreendidas entre cerca de -209C e cer-
ca de +50¢C, de pretferéncia, entre cerca de 0 e cerca de +30¢<C.

0 composto de partida de foOrmula
IV 6 conhecido ou pode ser preparado andlogamente a métodos
usuais, por ex., pela reacgdo de um composto de tOrmula
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ou de um dos seus sais, com &cidos nitroso; a reacgdo decorre
nas condicBes reaccionais normalmente adoptadas, por ex., num
solvente ou diluente, de preferéncia, na &gua, e/ou sob arre-
fecimento, 3 temperatura ambiente ou sob aquecimento, por ex.,
numa gama de temperaturas compreendida entre cerca de -20°C e
cerca de +509°C. Depreferéncia, o dcido nitroso produz-se in
situ, por ex., pela reacgdo de um hitrito de um metal alcali-
no, tal como nitrito de s6dio, com um forte dcido protonico,
por ex., um &cido halidrico, tal como dcido clorfdrico, ou um
dcido carboxilico de alcanos inferiores, tal como 4cido formi-
co ou &cido acético glacial. '

Segundo uma forma de realizagdo
especialmente preferida, um composto de f6rmula V ou um dos
seus sais & levado a reagir, tal como atrés se refere, com
scido nitroso, que, pode por ex., se forma in situ, e o sal
de f6rmula IV, gue se obtém em primeiro lugar, continua a rea-
gir, sem ser isolado e/ou purificado adicionalmente, in situ,

segundo o processo do invento, com um composto de foérmula IVa
ou com um dos seus sais, para se obter o desejado composto de
férmula III.

0s compostos IVa e seus sais sdo
compostos conhecidos ou podem ser preparados andlogamente a
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métodos conhecidos.

Também se conhece 0 composto de
partida de formula IIa ou este pode ser preparado andlogamen-
te a métodos usuais.

Os sais dos compostos de fOrmula I
podem obter-se de maneira usual. Assim, por ex., Obtém-se sais
de adicdo de &cidos de compostos de fOrmula I mediante trata-
mento com um &cido ou um apropriado reagente permutador de
ides. Os compostos acidicos de férmula I podem ser convertidos
em sais com bases, por ex., mediante tratamento com uma base
ou com um adequado'feagente permutador de ides. Sais de com-
postos de férmula I podem ser transformados nos compostos li-
vres de formula I, de forma usual; por ex., sais de adigdo de
dcidos podem ser transformados nos compostos livres mediante
tratamento com um agente bdsico apropriado, e sais com bases
podem ser transformados nos compostos livres, por ex., median-
te tratamento com um agente acidico apropriado.

Consoante a natureza do processo
adoptado e as condicdes reaccionais, os compostos de fOrmula
I com propriedades halogénicas, em especial, propriedades aci-
dicas, podem obter-se na forma de compostos livres ou na forma
de sais.

Em consequéncia da estreita relagdo
existente entre o novo composto de f6rmula I na forma livre e
na forma dos seus sais a mencdo de um composto livre de fOrmu-
la I ou dos seus sais implica também a existéncia dos corres-
pondentes sais ou do composto livre de formula I, respectiva-
mente, sempre que isso seja apropriado e Gtil.

Os novos compostos de férmula I,
inclusivé os seus sais, podem também obter-se na forma dos

seus hidratos ou eles podem incluir outros solventes, por ex.,
aqueles que se utilizam para a cristalizagdo de compostos exis
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tentes na torma de s6lidos.

De acordo com o0 género de compostos
de partida e segundo 0s processos escolhidos, 0s novos compos-
tos de formula [ podem estar presentes sob a forma de um dos
isomeros possiveis ou na forma de uma mistura isOmera. Consoan
te a simetria molecular, por ex., segundo o0 nfmero e a confi-
guracdo absoluta e relativa dos centros quirais, como atomos
de carbono assimétricos, podem obter-se como isOmeros puros,
por ex., enantibmeros puros e/ou diasterebmeros puros, tais
como cis-/trans-isdbmeros puros ou compostos mesbgiros.

Assim, por conseguinte, podem obter-
-se como misturas is6meras, por ex., misturas enantilOmeras,
tais como racematos, misturas diastere6bmeras ou misturas de
racematos.

As misturas diasterebOmeras e as mis-
turas de racematos resultantes podem ser separadas nos diaste-
rémeros puros Ou racematos puros, de maneira usual, com base
nas diferencas de ordem fisico-quimica entre os componentes,
por ex., por meio de cristalizagdo fraccionada.

As misturas enantifmeras resultan-
tes, tais como racematos, podem ser resolvidas nos enantibme-
ros mediante métodos conhecidos, por ex., por meio de recris-
talizacdo a partir de um solvente, Opticamente activo, por
meio de cromatografia em adsorvantes quirais, com o auxilio
de microrganismos apropriados, mediante clivagem por enzimas
especificas, imobilizadas, mediante a formacdo de compostos
de inclusdo (clatratos), utilizando, por ex., éteres corond-
rios quirais, sendo que, neste caso, apenas se déd complexacgdo
de um dos enanti6meros, ou por meio de conversdo em sais dias-
tere6meros, por ex., por meio de reacgdo de um racemato bdsico
como produto final, com um dcido, Opticamente activo, tal como

um &cido carboxflico, por ex., dcido tartdrico ou dcido mdlico,
ou um acido sulfénico, por ex., &cido canforossulfbnico, e se-
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paracdo da mistura de diasterebmeros obtida desta maneira,

por ex., com base nos seus diferentes graus de solubilidade,
nos diasterebmeros, a partir dos quais se pode libertar o de-
sejado enantibmero pela acc¢do de agentes apropriados. Com van-
tagem, isola-se o0 enanti6mero mais activo.

0 presente invento refere-se também
dquelas formas do processo de preparacao segundo as quais um
composto obtenfivel como composto intermédio numa qualquer das
fases do processo & utilizado como composto de partida e se
realizam as respectivas estapas do processo, Ou se usa um com-
posto de partida na forma de um derivado ou sal e/ou na forma
dos seus racematos ou enantiomeros ou, em especial, se forma
o composto de partida nas condigfes reaccionais.

No processo de preparagdo-do pre-
sente invento prefere-se utilizar aqueles compostos de partida
que déem origem & formacdo dos compostos de f6rmula [, espe-
cialmente valiosos, descritos no inicio da presente memOria.

0 invento refere-se também a um processo para 4a preparacdo de
novos compostos de partida, especialmente concebidos para a
preparacdo dos compostos de formula I, bem como se refere 4
utilizacdo destes compostos de partida; as varidveis R1 a R6’
G e L tém os significados referidos para 0S grupos de compos-
tos de f6rmula I, que se preferem, em cada caso.

Neste contexto, convém mencionar

sobretudo a preparacdo de compostos de formula

N
Rl eae
RN
>N—G—N=N—'\ ~+—NH; (1)
\,_7
R2 p




-31-

Y
U G

e dos seus sais, a qual se aplicam também as observagles atrés
feitas em relacdo aos sais dos compostos de fOrmula I. Estes
compostos podem ser utilizados, de maneira especialmente van-
tajosa, como compostos de partida para a preparag¢do de compos-
tos de fOrmula I ou dos seus sais, por ex., segundo O proces-
so atré&s descrito.

Por conseguinte, 0 presente invento
refere-se também a preparagdo de compostos de fOrmula II, em
que R1 representa alquilo inferior, R2 representa alquilo in-
ferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sulfo, R4 repre-
senta carboxi ou sulfo, e G representa um grupo 1,4-fenileno
insubstituido ou substituido ou um grupo 1,4-naftileno insubs-
tituido ou substituido, e aos seus sais, e & utilizagdo des-
tes compostos e seus sais.

As varidveis na férmula II tém, por
ex., 0s significados preferidos, indicados na foOrmula I.

Assim, 0 presente invento refere-se
em especial & preparacdo de compostos de formula II, e dos
seus sais em que R1 representa alquilo inferior, R2 represen-
ta alquilo inferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sul-
fo, R4 representa carboxi ou sulfo, e G representa 1,4-fenile-
no insubstituido ou substituido por carboxi e/ou sulfo, ou um
grupo 1,4-naftileno insubstituido ou substituido por carboxi
e/ou sulfo.

Mais especialmente, 0 invento refe-
re-se 3 preparac¢do de compostos de formula Il e dos seus sais,
em que R1 representa C1-C4-a1quilo, tal como metilo ou etilo,
R2 representa C1—C4—alquilo, tal como metilo ou etilo, R3 re-
presenta hidrogénio ou sulfo, R4 representa sulfo e G represen-
ta um grupo 1,4-fenileno insubstituido ou substituido por sul-
fo.
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Ainda mais especialmente, 0 presen-
te invento refere-se a preparacdo de compostos de fOrmula II
e dos seus sais, em que R1 representa C1-C4—alquilo, tal como
metilo, R2 representa C1-C4-a1quilo, tal como metilo, R3 re-
presenta hidrogénio, R4 representa sulfo, e G representa um
grupo 1,4-fenileno insubstituldo.

Especificamente, 0 presente inven-
to refere-se a preparacdo dos novos compostos de foOrmula II,
referidos nos exemplos prédticos, e se refere aos seus sais.

0 processo do invento para a prepa-
racdo de um composto II ou de um dos seus sais, caracteriza-se,
por ex., pela hidr6lise de um composto de formula

R;\
R /TN
>N—G—N=N—-\ JNH-Y (111),
R% P
Ry

em que Y representa um radical acilo, ou de um dos seus sais,
por ex., tal como se refere atréds, e, caso se desejar, se se-
para uma mistura is6mera obtida nos seus componentes e se 1isO-
la 0 desejado is6mero de férmula II, se resolve uma mistura

de enantibmeros ou diastere6meros obtidos nos enanti6meros ou
diastere6meros individuais e se isola 0 desejado enantiOmero
ou diastere6mero, e/ou se converte num sal um composto livre
de f6érmula II obtido ou se transforma um sal obtido segundo

0 processo do invento no composto livre de foOrmula II ou num
outro sal.

~
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A preparacdo de compostos III ou
dos seus sais descrevem-se atrés.

Operacfes subsequentes que, caso
se desejar, podem ser efectuadas sobre os compostos II ou seus
sais, obteniveis segundo 0 processo ou por outros métodos, sdo
em especial, separac¢des de enanti6meros ou diasterebmeros e a
matua transformacdo de sais e compostos livres de formula II,
andlogas dquelas referidas para os compostos I, operagles essas
que se realizam também de forma andloga.

0 presente invento refere-se também
3 utilizacdo de compostos de f6rmula II ou dos seus sais como
compostos de partida para a preparagdo de compostos de férmula
I ou dos seus sais.

0 processo optimizado, atrés refe-
rido, para a modificag¢do quimica de proteinas e para a andlise
da estrutura primdria destas proteinas quimicamente modifica-
das, isto &, a sequéncia, constituida pela modificacdo quimica
por meio de um composto de f6rmula I ou de um dos seus sais,
desnaturacdo eventual, tratamento com uma protease e HPLC,
pode também ser efectuado de forma automgtico, mediante um
dispositivo especificamente concebido para este fim.

A estrutura do referido dispositivo
autom&tico estd apresentada, esquemdticamente, na figura 1. 0
referido dispositivo & constituido por uma bomba de injeccgdo
(24), que serve para fornecer ao reactor (15) uma amostra da
proteina, que se pretende modificar quimicamente mediante um
composto I ou um dos seus sais, solventes, reagentes e/ou ca-
talisadores, que sdo necessdrios para as mencionadas etapas da
modificacdo quimica mediante um composto de formula I ou um
dos seus sais, desnaturacdo eventual e tratamento com uma pro-
tease, g&s inerte e solucdo de purificacdo (lavagem), através
do elemento de ligacdo (1); o reactor (15), & constituido por
uma tampa roscada (16) e encontra-se instalado no interior de
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um inv6lucro aquecedor (14); por uma bomba de vécuo (25), que,
através do elemento de ligacdo (2), permite a evacuagdo do
reactor (15) para a concentracdo do conteGdo do reactor (15),
por um elemento de ligagdo (3), que, através de uma ligeira
sobrepressdo de um gds inerte fornecido a partir da bomba de
injeccdo (24), por meio do elemento de ligagdo (1), serve para
fornecer o contetdo do reactor (15), & unidade de dessalgagdo
(19), uma vez efectuada a etapa da modificagdo quimica ou da
desnaturacdo eventual, através da valvula (26), do elemento

de ligacdo (5), da vélvula (27) e do elemento de ligagdo (9),
ou serve para transportar o conteGdo do reactor (15), para a
unidade de HPLC (21), apb6bs a realizacdo da etapa do tratamento
com uma protease, através da vélvula (26), do elemento de li-
gacdo (5), da valvula (27) e do elemento de ligacdo (7); a
unidade de HPLC (21) apresenta um dispositivo de registo ('plot
ter') (22) e, através do elemento de ligagdo (8), um colector
de fraccdes (20), ou serve para fornecer ao dep6sito de liqui-
dos residuais (17) a solucdo de lavagem contida no reactor (15)
através da vélvula (26) e do elemento de ligacdo (11); uma
bomba (23) que fornece & unidade de dessalgagdo (19) o eluente
através do elemento de ligacdo (6), da valvula (27) e do ele-
mento de ligacdo (9); um elemento de ligacdo (10), que serve
para transmitir ao detector (18)o eluato elufdo a partir da
unidade de dessalgacdo (19); o referido detector (18) serve
para regular a vélvula (28) de modo tal que o0 eluato eluido a
partir da unidade de dessalga¢do (19), quando contenha a pro-
tefna quimicamente modificada, preparada na etapa de modifica-
cdo quimica ou, eventualmente, a protefna desnaturada, quimi-
camente modificada, preparada na etapa de desnaturagdo facul-
tativa, seja fornecido ao reactor (15), através do elemento

de ligacdo (4), e se ndo contiver uma protefna quimicamente
modificada ou uma proteina desnaturada, quimicamente modifica-
da, o eluato seja fornecido ao depb6sito de liquidos residuais
(17), através do elemento de ligagdo (12), bem como apresenta
um elemento de ligacdo (13), que serve para fornecer 0 eluato
do detector (18) a valvula (28). 0 residuo dispositivo abrange
os componentes (1) a (28).
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Em termos de tamanho e forma, O
reactor (15) pode ser comparado a um tubo de Eppendorf (1,5
ml). 0 reactor (15) pode ser feito de qualquer material iner-
te, por ex., de vidro, material pléastico prdticamente inerte,
tal como politetracluroetileno, ou de ago inoxidédvel de boa
qualidade, de preferéncia de um material transparente, por ex.,
de vidro ou material plédstico transparente, praticamente iner-
te. As etapas de modificacdo quimica, desnaturacdo facultativa
e tratamento com uma protease, realizam-se na parte inferior,
pontiaguda, do reactor, com um volume reaccional total de cer-
ca de 100 a cerca de 300 pl. 0 reactor pode ser tapado median-
te a tampa roscada (16) que, de preferéncia, & feita do mesmo
material que o reactor (15). O elemento de ligacdo (3) deverd
aproximar-se o mais possivel do fundo do reactor, a fim de
permitir uma evacuac¢do, prdticamente completa, do reactor (15).

A bomba injectora (24) pode intro-
duzir no reactor (15) o eduto (a proteina que se pretende mo-
dificar quimicamente), 0s necessdarios solventes, reagentes,
por ex., 0 composto de f6rmula I ou um dos seus sais, utiliza-
do na etapa da modificacdo quimica, e/ou catalisadores, bem
como gas inerte e solugdo de lavagem. A bomba injectora (24)

& um dispositivo que se pode adquirir ao comércio da especia-
lidade, e cuja configuragdo permita dosear, em qualquer altu-
ra, e de forma independente, 0 género e a quantidade do agen-
te que se pretende introduzir no reactor (15). Mediante uma
vialvula praticada na bomba injectora (24), o elemento de liga-
cdo (1), que conduz ao reactor (15), pode ser obstruido em
qualquer altura, por ex., logo que a desejada quantidade do
agente tiver sido bombeada para dentro do reactor (15).

As quantidades que podem ser bom-
beadas, numa Gnica etapa, para dentro do reactor (15) poderdo
variar dentro de largos limites volumétricos, por ex., entre
cerca de 1 pl e cerca de 200 pl. ’




\ e
T o

Como bomba de vdcua (25) serve
qualquer bomba industrial, de preferéncia, uma bomba de 06leo.
A unidade de dessalgacdo (19) serve para remover 0 excesso de
reagentes e produtos secunddrios contidos na mistura reaccio-
nal, que se formam a seguir d& etapa da modificacdo quimica e
d etapa da modificacdo quimica e & etapa da desnaturacgdo fa-
cultativa. Para a unidade de dessalgacdo (19) podem utilizar-
-se dispositivos de separac¢do cromatogrdafica usuais, por ex.,
dispositivos usados para a cromatografia em coluna, tal como
cromatografia de exclusdo molecular, por ex., cromatografia
em gele. 0 detector (18) funciona de preferéncia com base no
comportamento em termos de absor¢do de luz das moléculas, por
ex., no comportamento em termos de absorcdo de luz a compri-
mentos de onda que se situem no ultravioleta ou, em especial,
na zona de luz visivel. Comprimento de onda tipicos sdo aque-
les que se indicam atrds em relagdo ao detector do sistema de
HPLC. Componentes industriais apropriados podem ser utiliza-
dos para servirem de camisa de aquecimento (14), dep6sito de
dguas residuais (17), colector de fracgdes (20), componente
de HPLC (21), aparelho de registo ('plotter') (22) e bomba
(23), que fornece 0 eluente a unidade de dessalgac¢do (19).

_ Por um lado, a vdlvula (26) pode
abrir os elementos de ligacdo (3) e (5) e, ao mesmo tempo, fe-
char o elemento de ligacdo (11).

Por outro lado, a védlvula (26) pode
abrir os elementos de ligacdo (3) e (11) e, simultdneamente,
fechar o elemento de ligacdo (5). A vélvula (27) poderéd abrir
os elementos (5) e (9) e, ao mesmo tempo, fechar o0s elementos
(6) e (7), ou pode abrir os elementos (5) e (7) e, a0 mesmo
tempo, fechar os elementos (6) e (9), ou também abrir os ele-
mentos (6) e (9) e, ao mesmo tempo, fechar os elementos (5) e
(7). A véalvula (28) pode abrir os elemntos de ligacdo (4) e
(13) e, ao mesmo tempo, fechar os elementos (12), ou pode abrir
0s elementos de ligacdo (12) e (13) e, ao mesmo tempo, fechar
0 elemento de ligacdo (4). Podem usar-se vdlvulas industriais,
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de tipo adequado.

Os elementos de ligacdo (1) e (3)
podem ser fabricados de qualquer material inerte, por ex.,
vidro ou material plastico, prdticamente inerte, tal como
politetrafluoroetileno, de preferéncia, de um material trans-
parente, por ex., de vidro ou de um material plastico transpa-
rente, praticamente inerte. 0 elemento de ligagdo (2) & feito
de um tubo resistente ao vécuo. ’

Em mais pormenor, realiza-se da
seguinte maneira a sequéncia de reacg¢fes: Uma solucdo da pro-
teina, que se pretende modificar quimicamente por um composto
de f6rmula I ou um dos seus sais, & introduzida no reactor
(15), por actuacdo da bomba injectora (24), através do elemen-
to de ligacdo (1). Em seguida, uma solucdo do reagente (um
composto de f6rmula I ou um dos seus sais) & guiada para O
reactor (15) da mesma maneira.

Terminada a etapa da modificagado
quimica, gera-se uma ligeira sobrepressdo de um gdas inerte,
por ex., argon, no reactor (15) (o gds inerte & fornecido a
partir da bomba injectora (24), através do elemento de liga-
cdo (1)). A sobreposicdo faz com que o0 conteldo do reactor
(15) seja transportado para a unidade de dessalgagdo (18),
através dos elementos (3), (26), (5), (27) e (9). Procede-se
3 regulacdo apropriada das vdlvulas (26) e (27). 0 elemento
de ligacdo (4) é fechado mediante a vdlvula (28). Depois de
a totalidade do contetdo do reactor (15) ter sido transferida
para a unidade de dessalgagdo (19), alivia-se a sobrepressdo.
Em seqguida, a amostra atravessa a unidade de dessalgacado (19),
para ser purificada, e a bomba (23) fornece o eluente por meio
dos elementos (6), (27) e (9). (a valvula (27) & regulada de
forma apropriada). Por meio dos elementos (10), (18), (13),
(28) e (4), a proteina purificada, quimicamente modificada,

& reenviada ao reactor (15), tendo sido ajustada a vélvula
(28) de forma apropriada para este fim. 0 detector (18) serve




E A= -38-
L—

para regular a vdlvula (28) de modo tal que apenas aquela

fracgdo do eluato que contém o produto desejado seja forneci-
da ao reactor (15), enquanto as restantes fracg¢les sdo direc-

tamente transmitidas, através do elemento de ligagdo (12),
para o dep0sito de liquidos residuais (17), O conteGdo do reac
tor (15) (eluato com protefina purificada, quimicamente modifi-
cada) & concentrado, gerando-se, através do elemento de liga-
¢do (2), um vécuo pela acgdo da bomba de vécuo (25).

Durante a criacdo do vdcuo, 0 ele-
mento de ligacdo (1) & fechado pela ac¢do da vélvula que se
encontra na bomba injectora. Estdo igualmente fechados os ele-
mentos de ligacdo (3) e (5) (mediante a valvula (27) e o0 ele-
mento de ligacdo (4), mediante a valvula (28).

Quando se pretende realizar o0 pro-
cesso de desnaturacdo, procede-se de modo andlogo ao referido
em relacdo a etapa da modificagdo quimica, utilizando-se o0s
reagentes e dissolventes apropriados. A esta etapa de desnatu-
racdo segue-se entdo de novo uma etapa de purificagdo, em que
se usa de forma andloga a unidade de dessalgacdo (19). 0 re-
sultanto eluato é de novo enviado ao reactor (15), onde &
concentrado.

Por Gltimo, realiza-se no reactor
(15) o passo do tratamento com uma protease de maneira andloga
3 indicada para o passo da modificacdo quimica, utilizando-se,
igualmente, 0s reagentes e solventes apropriados. Uma vez ter-
minado o tratamento com a protease, 0 conteGdo do reactor (15)
& transferido para o componente de HPLC do sistema (21), por
via dos elementos (3), (26), (5), (27) e (7) (as vélvulas (26)
e (27) sdo reguladas de maneira adequada), procedendo-se de
maneira andloga a descrita atrds (gerando-se uma ligeira so-
brepressdo do gds inerte). A seguir a realizagdo da HPLC, o
correspondente cromatograma aparece no dispositivo de registo
('pletter') (22). As fracg¢Bes obtidas na HPLC podem ser colhi-
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das mediante o colector de fraccgdes (20).

As condicBes reaccionais (tempera-
tura, volume, perfodo reaccional, etc.) bem como o gradiente
da HPLC sdo controladas por meio de um programa préviamente
estabelecido.

Quaisquer catalisadores ou outros
aditivos agentes ou auxiliares, necessérios para a realizagdo
das referidas reaccBes podem ser introduzidas no reactor (15)
mediante a bomba injector (24), passando pelo elemento de li-

gacdo (1).

0 dispositivo do invento & utiliza-
do de modo que, por um lado, a unidade de dessalgagdo (19)
seja lavada continuamente com o eluente aduzido da bomba (23),
enquanto uma reaccdo (modificada quimica, desnaturagdo facul-
taiva ou tratamento com protease) estd a decorrer no reactor
(15), e, por outro lado, o reactor (15) seja depurado com a
solucdo de lavagem (introduzida pela bomba injectora (24) atra
vés do elemento (1)), enquanto a amostra (proteina quimicamen-
te modificada ou proteina quimicamente modificada e eventual-
mente desnaturada) est& a ser purificada na unidade de dessal-
gacdo (19). A solugdo de lavagem da unidade de dessalgacao
(19) & introduzida no dep6sito de &guas residuais (17) atra-
vés dos elementos (10), (18), (13), (28) e (12), e a solugdo
de lavagem do reactor (15) & introduzida no depbsito de daguas
residuais (17) através dos elementos (3), (26) e (11); proce-
de-se, em cada caso, tal como se refere no caso da transferén-
cia dos produtos e eluatos.

0 presente invento refere-se tam-
bém a um processo para a preparacdo de um dispositivo do géne-
ro descrito atrds, e que se destina especificamente d realiza-
cd0 automdtica da sequéncia de etapas, constitufda pela modi-
ficacdo quimica de um proteina por meio de um composto de fOr-
mula I ou de um dos elementos e dos seus sais, pela desnatura-
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cio facultativa da proteina quimicamente modificada, pelo
tratamento com uma protease da proteina quimicamente modifi-
cada e eventualmente desnaturada, e pela HPLC da mistura pép-
tidica resultante do passo do tratamento com a protease, pro-
cesso caracterizado por se combinarem os componentes do refe-
rido dispositivo da maneira atrds mencionada, a fim de se ob-
ter o0 desejado dispositivo.

0 presente invento refere-se também
a um processo para a modificagdo quimica automdtica de uma
protefna e para a andlise automdtica da estrutura primdria de
uma proteina quimicamente modificada, constituida pela sequén-
cia de passos atrés referida, processo caracterizado por se
tratar a proteina mediante o dispositivo atrds descrito.

0 invento refere-se também & utili-
zacdo do dispositivo atrds descrito para a realizagao automé-
tica da sequéncia atrds referida, bem como se refere & utili-
zacdo de um composto de férmula I ou um dos seus sais, como
reagente na etapa da modificag¢do quimica realizada mediante
o referido dispositivo.

0 invento refere-se igualmente aos
seguintes exemplos préticos, que servem para ilustrar melhor
o invento, sem, no entanto, limitar-lhe o alcance inventivo.
As temperaturas estdo referidas em graus centigrados. HPLC
significa cromatografia liquida de elevado rendimento. Lis
representa lisina. Val representa valina.
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EXEMPLO 1

25 ml de uma solucdo 0,24M de car-
bonato de sé6dio e 0,91 g (7,9 mmoles; 0,6 ml) de tiofosgénio
sdo adicionados a 1 g (3,1 mmoles) de &cido 4-amino-4'-(N,N-
-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfénico. A mistura reaccional
& agitada, durante 30 minutos, a 702C. Ap6s o arrefecimento
até & temperatura ambiente, 0 produto resultante & filtrado,
mediante um filtro de vidro fritado e o filtrado & lavado enér-
gicamente, com &cido cloridrico 1N, tolueno e novamente com
dcido cloridrico IN. Em seguida, 0s cristais negros sdo secos
num vazio, 3 temperatura ambiente, obtendo-se o &cido 4'-(N,N-
-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfbnico. Quando
aquecido, o produto comeca a decompor-se e ndo apresenta qual-
quer ponto de fusdo definido; o espectro do infra-vermelho
apresenta uma banda nitida, a 2110 cm'1, causada pela vibragdo
de distensdo assimétrica do grupo N=C=S.

0 4cido 4-amino-4'-(N,N-dimetilami-
no)-azobenzeno-2-sulfoénico pode obter-se, por ex., da seguinte

maneira:

0,9 g (8,5 mmoles) de carbonato de s6dio anidro e 38 ml de
dgua sdo adicionados a 3,5 g (15 mmoles) de &cido 5-(N-aceti-
lamino)-2-aminobenzenossulf6nico. A mistura reaccional é agi-
tada até se obter uma solucdo limpida. Em seguida, esta solu-
cdo & arrefecida até +10°C, mediante um banho de gelo. A se-
guir 3 adicdo de 1,22 g (17, 7 mmoles) de nitrito de s6dio sO-
lido, a mistura & agitada durante mais 2 minutos. Em seguida,
a mistura reaccional & deitada sobre uma mistura de 3,5 ml de
dcido cloridrico concentrado e 25 g de gelo triturado. Conti-
nua-se a agitar durante um perfodo adicional de 30 minutos, a
0°C e, seguidamente, junta-se, & mistura reaccional, uma solu-
cdo de 2,01 g (16,6 mmoles; 2,1 ml) de N,N-dimetilanilina, em
3 ml de dcido acético glacial. Deixa-se que a temperatura da
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mistura aumente até a4 temperatura ambiente, durante um perfodo
de 3 a 4 horas. 0 produto precipitado é filtrado e & seco,
durante a noite, num vazio, & temperatura ambiente, obtendo-se
dcido 4—(N—aceti1amino)—4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno—Z-
-sulfénico sob a forma de cristais negro-purplreos, que se de-
compdem quando aquecidos e que ndo apresentam qualquer ponto
de fusdo definido.

2 g (5,5 mmoles) De dcido 4-(N-ace-
tilamino)-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfonico sdo
dissolvidos em 8 ml de etanol. Ap6s adicdo de 4 ml de uma so-
lugdo 11N de hidr6xido de s6dio, a mistura & agitada durante
60 minutos, a 90°C. Em seguida, a mistura & deixada em repou-
so para arrefecer até & temperatura ambiente, juntando-se,
sequidamente, 5 ml de &cido cloridrico 11,5 N. Em seguida, a
mistura reaccional & deixada em repouso, durante uma noite,

a +4°. 0 produto precipitado & separado, por filtracdo, e é
lavado exaustivamente, com &cido cloridrico 1N. ApOs a secagem
num vacuo, a temperatura ambiente, obtém-se o acido 4-amino-
-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfonico sob a forma de
cristais negros a purplreos, que se decompdem quando aqueci-
dos, e que ndo apresentam ponto de fusdo definido.

EXEMPLO 2

0,67 g (2,1 mmoles) De &cido 4-
—amino-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfénico (exemplo
1) sdo dissolvidos em 5 ml de piridina absoluta. Em seguida,

a solucdo é gotejada, sob agitagdo, e sob arrefecimento com
gelo/cloreto de s6dio, para uma mistura de 424 mg (2,1 mmoles)
de carbodiimida de N,N'-diciclohexilo, 5 ml de piridina anidra
e 1,26 g (16,6 mmoles; 1 ml) de dissulfureto de carbono. Se-
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guidamente, a mistura reaccional & agitada durante 3 a 4 horas
sem remover O banho de refrigerac¢do. A mistura & deixada em
repouso, a temperatura ambiente, durante um periodo de 17 ho-
ras. A piridina e 0 excesso do dissulfureto de carbono sao
removidos da maneira mais completa possivel, sob pressdo re-
duzida. A seguir & cromatografia em coluna do residuo, sobre
sflica-gel (150 a 200 melhas) (eluente:benzeno), obtém-se
dcido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sul-
fonico, que comeca a cristalizar quando o eluato & concentra-
do, por evaporagao.

EXEMPLO 3

0,67 g (2,1 mmoles) De &cido 4-ami-
no-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfénico (Exemplo 1)
sio dissolvidos em 5 ml de piridina absoluta. Juntam-se, sob
agitacdo e arrefecimento, com gelo, 1,26 g (16,6 mmoles; 1 ml)
de dissulfureto de carbono e 0,22 g (2,2 mmoles; 0,3 ml) de
trietilamina. Em seguida, a mistura reaccional é agitada, du-
rante 3 a 4 horas, sem remover 0 banho de refrigeragdo. A mis-
tura & deixada em repouso, durante 17 horas, a temperatura
ambiente, e, em sequida, & concentrada, até & secagem, por
evaporacgao.

0 ditiocarbamato de trietilamoénio
remanescente (residuo) & seco durante a noite, num vacuo e,
em sequida, & dissolvido em 12 ml de triclorometano. Juntam-
-se, & solucdo, 0,22 g (2,2 mmoles; 0,3 ml) de trietilamina,
sob arrefecimento com gelo. Em seguida, juntam-se a esta mis-
tura, gota a gota, dentro de um perfodo de 4 minutos, 0,34 ¢
(3,1 mmoles; 0,3 ml) de clorocarbonato de etilo, sob agitagado
e arrefecimento com gelo. A mistura reaccional & deixada em




\\ { -44-

repouso durante 3 a 4 horas, sem remover o0 banho de refrige-
racdo e, em seguida, & concentrada, até a secagem, por evapo-
racdo, sob pressdo reduzida. O produto bruto remanescente (re-
siduo) & purificado por meio de cromatografia em coluna, tal
como se refere no exemplo 2, obtendo-se acido 4'-(N,N-dimetil-
amino)-4-isotiocianato-2-sulfénico.

EXEMPLO 4

Procedendo de maneira andloga a
descrita nos exemplo 1 a 3, e partindo de &cido 4-amino-4'-
-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2,6-dissulfonico e é&cido 4-
-(N,N-dimetilamino)-naftaleno-1-azo-(4'-aminobenzeno-2'-sul-
fonico, & também possivel obterem-se, respectivamente, dcido
4'-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2,6-dissul-
fénico e &cido 4-(N,N-dimetilamino)-naftaleno-1-azo-(4'-iso-
tiocianatobenzeno-2'-sulfbnico).

Os compostos de partida podem obter
-se de maneira andloga a referida no Exemplo 1, partindo-se
de &cido 4-(N-acetilamino)-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-
-2,6-dissulfébnico e acido 4-(N,N-dimetilamino)-naftaleno-1-
-azo-/[4'-(N-acetilamino)-benzeno-2'-sulfbnico/, respectivamen-
te.
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EXEMPLO 5

20 ml de clorobenzeno sdo arrefe-
cidos até 09, com gelo/cloreto de s6dio. Introduzem-se no clo-
robenzeno arrefecido 1,1 g (11,1 mmoles) de fosgénio, por con-
densacdo, observando-se os cuidados usuais. Sem remover O ba-
nho de refrigeracdo e sob agitagdo enérgica, adiciona-se uma
solucdo de 1,79 g (5,6 mmoles) de 4cido 4-amino-4'-(N,N-dime-
tilamino)-azobenzeno-2-sulf6nico (Exemplo 1), em 30 ml de clo-
robenzeno, gota a gota, a uma velocidade tal que a temperatu-
ra da mistura reaccional ndo ultrapasse os +25%C. Terminada
a adicdo gota a gota, substitui-se o banho de refrigeracgao
por um banho de aquecimento, através do qual a mistura reac-
cional & aquecida até 130°C, dentro de um perfodo de 90 minu-
t0s; continua-se sempre a manter uma agitagdo constante. Du-
rante esta operacdo, e logo que a mistura reaccional tenha
atingido uma temperatura de 75°C, introduz-se lentamente mais
fosgénio, até se formar uma solugdo limpida. A mistura reac-
cional & aquecida, ao refluxo, faz-se passar nitrogénio atra-
vés da mistura, até na corrente de gds evacuada j& ndo se de-
tectar a presenca de fosgénio (cerca de 2 horas). Depois de
arrefecer até a temperatura ambiente, a mistura reaccional &
concentrada da maneira mais exaustiva possivel, sob pressdo
reduzida. Ap6s cromatografia em coluna do residuo, em silica-
-gel (150 a 200 mesh), com benzeno como eluente, obtém-se dci-
do 4'-(N,N-dimetilamino)-4-isocianato-azobenzeno-2-sulfénico,
que comega a cristalizar quando se concentra 0 eluato, por
evaporagao




EXEMPLO 6

Procedendo de maneira andloga d 1n-
dicada no exemplo 5, e partindo de 4cido 4-amino-4'-(N,N-dime-
tilamino)-azobenzeno-2,6-dissulfénico e de &cido 4-(N,N-dime-
tilamino)-naftaleno-1-azo(4-aminobenzeno-2'-sulfénico) podem
obter-se &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-isocianato-azobenzeno-
-2,6-dissulfébnico e &cido 4-(N,N-dimetilamino)-naftaleno-1-
-azo-(4'-isocianatobenzeno-2'-sulfénico), respectivamente.

Cada um dos compostos de partida
podem obter-se de maneira andloga a referida no exemplo 4.

EXEMPLO 7/

1,8 g (9,7 mmoles) De &cido iodo-
acético e 1,2 g (6,3 mmoles) de hidrocloreto de N-/3-(N,N-di-
metilamino)-propil/-N'-etilcarbodiimida sdo dissolvidos em 9
ml de &gqua. A solucdo resultante & misturada, imediatamente,
sob agitacdo, com uma solugdo de 0,5 g (1,6 mmoles) de acido
4-amino-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfonico (Exemplo
1), em 7,6 ml de uma solucdo-tampdo (pH = 9), constituida por
50 mM de uma solucdo de hidrogenocarbonato de s6dio e 50 mM
de uma solucdo de carbonato de sodio. Em seguida, gotejam-se
0,4 ml de uma solucdo 11N de hidr6xido de s0dio para a mistu-
ra obtida, que, em seguida, & agitada durante 10 minutos, 4
temperatura ambiente. Em seguida, junta-se, gota a gota, aci-
docloridrico 1N, até a mistura reaccional apresentar uma colo-
racdo purpirea. 0 produto precipitado & separado por filtra-
cdo, & lavado enérgicamente com 100 ml de dcido cloridrico
0,1N e & seco num vazio. 0 produto seco, bruto, & dissolvido
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numa mistura de 16 ml de N,N-dimetilformamida e 0,4 ml de
trietilamina. A seguir &4 precipitacdo subsequente, com d4cido
cloridrico 1N, da maneira atrds referida, ap6s filtragem e
secagem do conteGdo do filtro, num vdcuo, obtém-se o0 dcido
4'-(N,N-dimetilamino)-4-(N-iodoacetil)-amino~-azobenzeno-2-sul-
fonico puro, que se decompde quando aquecido e que ndo apre-
senta ponto de fusdo definido.

EXEMPLO 8

Procedendo de maneira andloga a
referida no exemplo 7, e partindo de &cido 4-amino-4'-(N,N-
dimetilamino)-azobenzeno-2,6-dissulfo6nico e de §cido 4-(N,N-
-dimetilamino)-naftaleno-1-azo-(4'-aminobenzeno-2'-sulfobnico,
podem também obter-se &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-(N-iodo-
acetil)-amino-azobenzeno-2,6-dissulfénico e &cido 4-(N,N-di-
metilamino)-naftaleno-1-azo-/4'-(N-iodoacetil)-aminobenzeno-
-2'-sulfbnico), respectivamente.

Cada um dos compostos de partida
podem obter-se de maneira andloga 3 referida no exemplo 4.

EXEMPLO 9

" Anticorpos monoclonais que actuam
de forma especifica sobre a eglina C, sdo quimicamente modi-
ficados, & temperatura ambiente, durante um periodo de 18 ho-
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ras, numa solucdo de 50 mM de hidrogenocarbonato de sé6dio,
pela accdo de uma solucdo 2 mM de é&cido 4'-(N,N-dimetilamino)-
-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfébnico. A anédlise estrutural
seguinte mostra de que cada molécula de anticorpo foi modifi-
cada quimicamente por 30 moléculas de &cidos 4'-(N,N-dimetil-
amino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfonico. Com este grau
de modificacdo, os anticorpos possuem uma especificidade e
afinidade para a eglina C recombinante, que sdo inalteradas

em relacdo aos anticorpos ndo-modificadas. Esses anticorpos,
quimicamente modificados, que foram também colorados, a0 mes-
mo tempo, podem utilizar-se para comprovar a presenca de egli-
na C por meio do teste de 'sandwich dot'. No referido ensaio

& possivel detectar concentragfes de 1 Pg/ml e concentragles
mais elevadas.

EXEMPLO 10

Hirudina, um agente inibit6rio es-
pecifico da trombina, & quimicamente modificada, a 37°9C, du-
rante um periodo de 7 horas, numa solugdo 50 mM de hidrogeno-
carbonato de s6dio, pela accdo de uma solugdo 2mM de 4cido 4'-
-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfbnico.

A hirudina modificada desta maneira & submetida a cromatogra-
fia em gel, numa coluna Sephadex G 25. Durante a modificacdo
do referido agente inibidor, reagem 1,96 mmoles de dcido 4'-
-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfénico
por cada mole de hidrudina. Procede-se & analise da estrutura
do agente inibit6rio modificado e & sua actividade biolobgica,
sendo reveladas as seguintes caracterfsticas:

a) A hirudina, quimicamente modificada, apresen-
ta uma reduzida actividade inibit6ria relativamente & trombina
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conforme se pode inferir do facto de a correspondente constan-
te de dissociagdo Ki ser 300 vezes maior.

b) Anticorpos monoclonados que actuam sobre hirudina na-
tiva agem igualmente sobre a hirudina, quimicamente modifica-
da.

c) Procede-se a carboximetilacdo e a0 tratamento com a
protease V8 de hirudina quimicamente modificada. Os péptidos
resultantes sdo submetidos a HPLC. Detectam-se dois péptidos
a um comprimento de onda de 536 nm. A andlise estrutural mos-
tra de que esses dois péptidos coloridos correspondem aos ele-
mentos constituintes amino-&cidos 1 a 7 e 18 a 37, e que 0sS
blocos constitutivos Val-1 e Lis-27 sdo modificados de forma
selectiva por &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-azo-
benzeno-2-sulfobnico.

EXEMPLO 11

Modifica-se quimicamente a antitrom
bina, & temperatura ambiente, durante um perfodo de 15 minu-
tos, numa solucdo 50 mM de hidrogenocarbonato de s6dio, pela
accdo de uma solugdo 1 mM de 4dcido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-
-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfénico. A antitrombina modifi-
cada desta forma & submetida a cromatografia em gel, numa coO-
luna de Sephadex G 25. Analisam-se a estrutura da antitrombi-
na modificada e a sua actividade biol6gica, revelando-se as
seguintes caracteristicas:

a) A antitrombina, quimicamente modificada, conserva
apenas 25% da sua actividade em termos de cofactor para hepa-
rina, enquanto que a sua acc¢do inibit6ria sobre a trombina,
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na auséncia de heparina (accdo inibitoria progressiva) fica
préticamente inalterada.

b) Procede-se a carboximetilagdo e ao tratamento com
tripsina de antitrombina quimicamente modificada. Os péptidos
resultantes sdo submetidos a HPLC. Detectam-se 3 péptidos a
um comprimento de onda de 436 nm. A andlise estrutural mestra
de que esses 3 péptidos coloridos correspondem aos radicais
amino-&cidos 91 a 111, 115 a 129 e 133 a 139, e que 0s blocos
estruturais Lis-107, Lis-125 e Lis-136 sdo modificados de for
ma selectiva por &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-
-azo-benzeno-2-sulfoénico.

c) Ao incubar a antitrombina com heparina, antes daque-
la ser submetida a acgdo do &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-iso
tiocianato-azobenzeno-2-sulfoénico, a modificacdo quimica dos
blocos estruturais Lis-107, Lis-125 e Lis-136 fica inibida em
respectivamente 98%, 88% e 93%.

d) Por conseguinte, 0s blocos estruturais Lis-107, Lis-
-125 e Lis-136 da antitrombina humana sdo especialmente impor
tantes para a combinagdo com a heparina.

EXEMPLO 12

Procedendo de maneira andloga d re
ferida nos exemplos 9 a 11, podem também usar-se um outro com
posto de férmula I ou um dos seus sais, por ex., procedendo
de acordo com os exemplos 1 a 8, para a modificagdo quimica
de uma proteina.
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EXEMPLO 13

A andlise do local para a combina-
cdo com a heparina da antitrombina humana, mediante um dispo-
sitivo do género representado na figura 1, pode realizar-se
do seguinte modo:

a) A antitrombina humana (432 amino-&cidos) e o0 com -
plexo de heparina-antitrombina sdo tratados, sucessivamente,
da maneira descrita nos passos (b) a (g). 0 dispositivo uti-
lizado nesses pass0os contém 0s componentes apresentados de
forma esquemdtica na figura 1. 0 reactor (15) & constituido
por vidro. 0 detector (18) funciona com base na absorgdo de
luz de um comprimento de onda de 436 nm. 0Os elementos de liga
cdo (1) e (3) a (13) sdo feitos de vidro. 0 elemento de liga-
¢do (2) & constituido por um tubo resistente a vacuo. Como
bomba de vazio (25) utiliza-se uma bomba de 6leo. A unidade
de dessalgacdo (18) compreende uma coluna Sephadex G 25.

b) Passo de modificag¢do quimica

Dissolvente: solugdo 50mM de hidrogenocarbonato de sédio
(pH = 8,3);

Amostra 1: antitrombina, 250 pg;

Amostra 2: complexo de heparina-antitrombina (2:1, partes
em peso), 750 pg (250 pg de antitrombina e 500 pg de heparina)
Reagente de férmula I para a modifica¢do quimica:

solucdo 1mM de &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-isotiocianato-
azobenzeno-2-sulfénico, no solvente mencionado.

Volume de reaccdo: 200 pl;

Temperatura reaccional: +25¢;

Tempo de reacc¢do: 7,5 minutos.
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c) Passo de dessalgacgdo

Coluna: Sephadex G 25 (comprimento: 3,5 cm; didmetro interno:
1 ¢cm);

Eluente: solucdo 50 mM de hidrogenocarbonato de aménio (pH =
8,0).

d) Passo de desnaturagado

Solvente: Solucdo 0,5M de hidrocloreto de «,«,x-tris-(hidro-
ximetil)-metilamina ("Tris-hidrocloreto") (pH = 8,4) e solu -
cdo 5M de hidrocloreto de guanidinio.

Volume de reaccdo: 200 pl;

Reagente redutor: treo-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol (ditio-
treftol, DIT), 1 mg;

Temperatura de reducgdo: + 37°9C;

Tempo de redugdo: 2 horas;

Reagente de carboximetilagdo: &cido iodoacético, 2 mg;
Temperatura de carboximetilagdo: + 37°C;

Duracdo da carboximetilagdo: 15 minutos.

e) Passo da dessalgagado

Coluna: Sephadex G 25 (comprimento: 3,5 cm; diametro interno;
1 ¢cm);
Fluente: solucdo 50 mM de hidrogenocarbonato de am6nio (pH =
8,0).
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f) Passo de tratamento com protease

Protease: tripsina, 10 ug;

Solvente: solucdo 50 mM de hidrogenocarbonato de aménio (pH =
8,0);

Volume de reaccdo: 100 pl;

Temperatura da reacgdo: +379C;

Periodo reaccional: 2 horas.

g) Passo da HPLC

Coluna: Vydac C-18, para péptidos e proteinas;

Temperatura da coluna: + 25°9C;

Solvente A: acetato de s6dio 15,5 mM (pH = 5,0);

Solvente B: acetonitrilo;

Gradiente: linear, de 10% de B até 70% de B, dentro de 30 mi-
nutos;

Débito: 1 ml por minuto;

Detector: absorcdo de luz de comprimento de onda de 436 nm.

h) A comparacdo dos padrdes dos picos nos dois cromato-
gramas obtidos da amostra 1 e da amostra 2, respectivamente,
bem como a andlise da sequéncia dos péptidos de cor, que cor-
respondem aos picos que apenas figuram no cromatograma da amos
tra 1, revelam de que o0s radicais amino-&cidos Lis-107, Lis-
125 e Lis-136 se situam dentro da zona do local da combinagdo
com heparina, na antitrombina humana.




EXEMPLO 14

Procedendo da maneira referida no
exemplo 13, a andlise do local da combina¢do com hirudina, na
trombina humana, pode realizar-se mediante o dispositivo des-
crito no exemplo 13 . A trombina humana (amostra 1; 250 ug)

e 0 complexo de hirudina-trombina /amostra 2; 750 ug; razdo
molar (hirudina:trombina) = (1,2 : 1)/ sdo tratados, sucessi-
vamente, da forma referida nos passos b) a g) do exemplo 13.
A comparacdo dos padrdes dos picos nos dois cromatogramas ob-
tidos da amostra 1 e a amostra 2, respectivamente, bem como

a an&lise da sequéncia dos péptidos de cor, que correspondem
aos picos que apenas surgem no cromatograma da amostra 1, re-
velam de que os radicais amino-4cidos Lis-21, Lis-52, Lis-65,
Lis-106, Lis-107 e Lis-154 se emcontram dentro da drea do lo-
cal da combinacdo com a hirudina, na trombina humana.

EXEMPLO 15

Procedendo de maneira andloga &
referida nos exemplos 13 e 14, pode também usar-se um outro
composto de fo6rmula I ou um dos seus sais, por ex., de acordo
com 0s exemplo 1 a 8, como reagente para a modificagdo quimi-
ca no passo b) da sequéncia de tratamento realizada mediante
o dispositivo descrito no exemplo 13.
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REIVINDICAGCOES:
12, - Processo para a preparagao
de um composto de formula
Ry,
Rl >-=.\
NGN=ti=e{ e (D,
R2 Pt 5 Re
Ru

em que R1 representa alquilo inferior, R2 representa alquilo
inferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sulfo, R4 re-
presenta carboxi ou sulfo, G representa um grupo 1,4-fenileno
eventualmente substituido, ou um grupo 1,4-naftileno, eventual
mente substituido, e em que R5 e R6’ em conjunto representam
uma ligacdo adicional e L significa um &tomo de oxigénio ou

de enxofre, Ou em que R5 representa hidrogénio, R6 representa
halogenometilo e L representa um atomo de oxigénio, ou de um
dos seus sais, caracterizado por, num composto de fOrmula

N
AN
\N—G-N—N—-\ K2 (11)
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ou num dos seus sais, se converter O grupo NH2 no grupo de
férmula

T

e, caso se desejar, se separar uma mistura is6mera obtida nos
isémeros individuais e se isolar o is6mero desejado de foOrmu-
la I, se resolver uma mistura enantifmera ou diastereOmera
obtida nos enantibmeros ou diasterebmeros individuais, e se
isolar o enanti6mero ou diasterebmero desejado, e/ou se con-
verter num sal um composto livre obtido, de fOrmula I, ou se
transformar um sal obtido no composto livre de fOrmula I ou
num outro sal.

2%. - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
formula I ou um dos seus sais, em que R1 representa alquilo
inferior, R2 representa alquilo inferior, R3 representa hidro-
génio, carboxi ou sulfo, R4 representa carboxi ou sulfo, G
representa um grupo 1,4-fenileno, eventualmente substituido,
ou um grupo 1,4-naftileno, eventualmente substituido, R5 e
R6 em conjunto, representam uma ligagdo adicional e L repre-

senta um atomo de 0xigénio ou de enxofre.

32, - Processo de acordo com a rei-
vindicagdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
formula I ou um dos seus sais, em que R1 representa alquilo
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inferior, R2 representa alquilo inferior, R3 representa hi-
drogénio, carboxi ou sulfo, R4 representa carboxi ou sulfo,

G representa um grupo 1,4-fenileno insubstitufdo ou substitufl-
do por carboxi e/ou por sulfo, e:em que R5 e R6’ em conjunto
representam uma ligagdo adicional, e L representa um dtomo de
oxigénio ou de enxofre, ou em que R5 representa hidrogénio,

R6 representa halogenometilo e L representa um dtomo de oxi-
génio.

48, - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
formula I ou um dos seus sais, em que R1 representa alquilo
inferior, R2 representa alquilo inferior, R3 representa hidro-
génio, carboxi ou sulfo, R4 representa carboxi ou sulfo, G
representa um grupo 1,4-fenileno insubstitufdo ou substituido
por carboxi e/ou por sulfo, ou um grupo 1,4-naftileno insubs-
titufdo ou substituido por carboxi e/ou por sulfo, R5 e R6 em
conjunto, representam uma liga¢do adicional, e L representa
um dtomo de oxigénio ou de enxofre.

52, - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
formula I ou um dos seus sais, em que R1 representa C1-C4-al—
quilo, R2 representa C1-C4-a1quilo, R3 representa hidrogénio
ou sulfo, R4 representa sulfo, G representa um grupo 1,4-feni-
leno insubstituido ou substituido por sulfo, e em que R5 e
R6, em conjunto representam uma ligagdo adicional ou de enxo-
fre, ou em que R5 representa hidrogénio, R6 representa iodome-
tilo e L representa um &tomo de oxigénio.

63. - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
f6ormula I ou um dos seus sais, em que R1 representa C1-C4-al—




\ w -58-
[ \ g

quilo, R2 representa C1-C4-a1quilo, R3 representa hidrogénio
ou sulfo, R4 representa sulfo, G representa um grupo 1,4-feni-
leno insubstituido ou substituido por sulfo, R5 e R6’ em con-
junto representam uma ligagdo adicional e L representa um dto-
mo de oxigénio ou de enxofre.

78, - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
formula I ou um dos seus sais, em que R1 representa C1-C4~al-
quilo, R2 representa C1-C4—alquilo, R3 representa hidrogénio,
R4 representa sulfo, G representa um grupo 1,4-fenileno insubs
tituido, e em que R5 e R6’ em conjunto, representam uma liga-
cdo adicional e L representa um &tomo de enxofre, ou em que
R5 representa hidrogénio, R6 significa iodometilo e L repre-
senta um dtomo de oxigénio.

82, - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar um composto de
formula I ou um dos seus sais em que R1 representa C1—C4, R2
representa C1—C4-a1quilo, R3 representa hidrogénio, R4 repre-
senta sulfo, G representa um grupo 1,4-fenileno insubstituido,
R5 e R6 em conjunto, representam uma ligacdo adicional e L re-
presenta um dtomo de enxofre.

92, - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por se preparar édcido 4'-(N,N-di-
metilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfénico ou um dos

seus sais.

102. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por se preparar dcido 4'-(N,N-
-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2,6-dissulfénico ou
um dos seus:sais.
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112. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por se preparar acido 4-(N,N-
-dimetilamino)-naftaleno-1-azo-(4'-isocianatobenzeno-2"'-sul-
fénico) ou um dos seus sais.

122, - Processo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por se preparar dgcido 4'-(N,N-
dimetilamino)-4-isocianato-azobenzeno-2-sulfénico ou um dos
seus sais.

132, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por se preparar &cido 4'-(N,N-
-dimetilamino)-4-isocianato-azobenzeno-2,6-dissulfbnico ou
um dos seus sais.

148, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por se preparar dcido 4-(N,N-
-dimetilamino)-naftalen-1-azo-(4'-isocianatobenzeno-2'-sulfo6-
nico) ou um dos seus sais.

152. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por se preparar 4acido 4'-(N,N-
-dimetilamino)-4-(N-iodoacetil)-amino-azobenzeno-2-sulfonico

ou um dos seus sais.

16¢. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por se preparar dcido 4'-(N,N-
-dimetilamino)-4-(N-iodoacetil)-amino-azobenzeno-2,6-dissul-
fénico ou um dos seus sais.
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172. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por se preparar &cido 4-(N,N-
-dimetilamino)-naftaleno-1-azo-/4'-(N-iodoacetil)-aminobenze-
no-2'-sulfonico/ ou um dos seus sais.

1828, - Processo para a preparagao

de um composto de fOrmula geral

R;
R, No=.
_ — 7 N\
>{ G—N—N—' *—
RS \,_.7 M (1D,
RY

em que R1 representa alquilo inferior, R2 representa alquilo
inferior, R3 representa hidrogénio, carboxi ou sulfo, R4 re-
presenta carboxi ou sulfo e G representa um grupo 1,4-fenile-
no, eventualmente substituido, ou um grupo t,4-naftileno, even
tualmente substituido, ou para a preparacdo de um dos seus
sais, caracterizado por se hidrolisar um composto de férmula

R;

R,
>N~G—N=N—-
R:

R

N
/-—NH—Y (111),

e\ N\ /

~

ou um dos seus sais, em que Y representa um radical acilo, e
caso se desejar, se separar uma mistura isémera obtida nos
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seus componentes individuais e se isolar o is6mero de f6rmula
II, desejado se resolver uma mistura enantibmera ou diastere6-
mera obtida nos enantibmeros ou diastere6meros individuais e
se isolar o enantibmero ou diasterebmero desejado, e/ou se
converter num sal um composto livre obtido, de f6rmula II, ou
se transformar um sal obtido no composto livre de f6rmula II,
ou num outro sal.

192, - Processo de acordo com a

reivindica¢do 18, caracterizado por se preparar um composto

de formula Il ou um dos seus sais, em que R1 representa alqui-
lo inferior, R2 representa alquilo inferior, R3 representa hi-
drogénio, carboxi ou sulfo, R4 representa carboxi ou sulfo, e
G representa um grupo 1,4-fenileno insubstituido ou substituf-
do por carboxi e/ou sulfo, ou um grupo 1,4-naftileno insubsti-
tuido ou substituido por carboxi e/ou sulfo.

20%. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 18, caracterizado por se preparar um composto
de formula Il ou um dos seus sais, em que R1 representa C1—C4-
-alquilo, R2 representa C1—C4—alquilo, R3 representa hidrogé-
nio ou sulfo, R4 representa sulfo e G representa um grupo 1,4-
-fenileno insubstituido ou substitufido por sulfo.

212, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 18, caracterizado poOr se preparar um composto
de fOrmula Il ou um dos seus sais, em que R1 representa C1-C4-
-alquilo, R2 representa C1-C4—alquilo, R3 representa hidrogé-
nio, R4 representa sulfo e G representa um grupo 1,4-fenileno
insubstituido.

22%. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 18, caracterizado por se preparar dcido 4-amino-
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-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2-sulfénico ou um dos seus
sais.

232. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 18, caracterizado por se preparar dcido 4-amino-
-4'-(N,N-dimetilamino)-azobenzeno-2,6-dissulfébnico ou um dos
seus sais.

2428, - Processo de acordo com a
reivindicacdo 18, caracterizado por se preparar dcido 4-(N,N-
-dimetilamino)-naftaleno-1-azo-(4'-aminobenzeno-2'-sulfoénico)
ou um dos seus sais.

252, - Processo para a modificagdo
quimica de uma proteina, caracterizado por se fazer reagir a
respectiva proteina cum um dos compostos de formula I ou um
dos compostos de f6rmula I ou um dos seus sais, obtidos de
acordo com uma qualquer das reivindicagfes 1 a 17.

262, - Processo para a modificagdo
quimica de uma protefna, que envolve também uma coloragdo,
de acordo com a reivindicacdo 25, caracterizado por se proce-
der tal como se indica na reivindicag¢do 25.

27%. - Processo para a modificagdo
quimica dos radicais de lisina de uma proteina, caracterizado
por se fazer reagir a respectiva proteina com é&cido 4'-(N,N-
-dimetilamino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfoénico.

282, - Processo para a modificacao
quimica dos radicais de lisina de uma protefna, que envolve




uma coloracdo, de acordo com a reivindicagdo 27, caracteriza-
do por se proceder da maneira indicada na reivindicag¢do 27.

292, - Processo para a modificagdo
quimica dos radicais de cisteina de uma proteina, caracteriza-
do por se fazer reagir a proteina com dcido 4'-(N,N-dimetil-
amino)-4-(N-iodoacetil)-amino-azobenzo-2-sulfoénico.

302, - Processo para a modificagdo
quimica dos radicais de cistefna de uma proteina, que envolve
uma coloracdo, de acordo com a reivindicagdo 29, caracteriza-
do por se proceder tal como se indica na reivindicag¢do 29.

312, - Processo para a investigagdo
de uma proteina, caracterizado por se utilizar, na referida
investigag¢do, como agente auxiliar, um composto de foOrmula I,
ou um dos seus sais, obtenivel de acordo com qualquer uma das
reivindicagBes 1 a 17.

322, - Processo para a modificagdo
quimica de uma protefina, caracterizado por se utilizar, na
referida modificacdo, como reagente, um composto de foOrmula I,
ou um dos seus sais, obtenivel de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 17.

338, - Processo para a modificagdo
quimica de uma protefna, de acordo com a reivindicag¢do 31 ou
32, caracterizado por a referida modifica¢do estar associada
com coloragado.

342, - Processo de acordo com qual-
quer uma das reivindicag¢des 31 a 33, caracterizado por por se
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utilizar o &cido 4'—(N,N—dimetilamino)—4—isotiocianato-azoben-
zeno-2-sulfénico.

352, - Processo de acordo com qual-
quer uma das reivindicagBes 31 a 33, caracterizado por por se
utilizar o &cido 4'-(N,N-dimetilamino)-4-(N-iodoacetil)-amino-
-azobenzeno-2-sulfoénico.

362. - Processo para a preparacdo
de um composto de formula II, obtenfvel segundo 0 processo de
acordo com qualquer uma das reivindicacoOes 18 a 24, ou de um
seu sal, caracterizado por se utilizar nesse processo, como
material de partida, um composto de férmula I, ou um seu sal.

378, - Processo para o fabrico de
um dispositivo para efectuar automaticamente a sequéncia que
consiste na modificacdo quimica de uma proteina por meio de
um composto de formula I que se pode obter de acordo com qual-
quer uma das reivindicagbes de 1 a 17, ou de um seu sal; na
eventual desnaturacdo da proteina quimicamente modificada e
na cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) da mistura
peptidica resultante do tratamento com protease, caracteriza-
do por compreender a combinacdo dos seguintes componentes:
uma bomba injectora que serve para fornecer uma amostra da
protefna que se pretende modificar quimicamente por meio de
um composto I ou de um seu sal, solventes, reagentes e/ou ca-
talisadores necessdrios aos referidos passos de modificacgdo
quimica por meio de um composto I ou de um seu sal, da desna-
turacdo facuitativa e do tratamento com protease g&s inerte
e solucdo de lavagem, através de uma primeira ligagdo até um
reactor componente essa que estd equipada com uma tampa ros-
cada e estd instalada dentro de uma manga de aquecimento, uma
bomba de vdcuo componente essa que permite através de uma se-
gunda ligacdo a evacuagdo do referido reactor fim de concen-




trar o conteado do referido reactor uma terceira ligacao,
compente essa que através de um ligeiro excesso de pressadao

de g&s inerte fornecido pela referida bomba injectora através
da referida primeira 1igacdo que serve para libertar o conteG-
do do referido reactor uma vez efectuada a modificacdo quimica
ou a desnaturacdo facultativa através de uma primeira vidlvula,
de uma quarta ligacdo, de uma segunda vdlvula e uma quinta
ligagdo para uma unidade de dessalinizagdo, Ou que serve para
libertar o conteGdo do referido reactor quando se efectuou O
tratamento com protease através da referida primeira vilvula,
da referida quarta ligacdo, da referida segunda vadlvula e de
uma sexta ligacdo a uma componente de HPLC componente essa a
que estdo ligados um tracejador ("plotter") e, através de uma
sétima ligacdo um recolher da fracgdes, Ou que serve conduzir
a solucdo da lavagem contida no referido reactor através da
referida primeira vdlvula e de uma oitava ligagdo para um re-
servat6rio de resfduos, uma bomba componente essa que fornece
eluente através de uma nona ligacdo a referida segunda vélvu-
la e a referida quinta ligacdo para a referida unidade de des-
salinizacdo, um décima ligagdo, componente essa que serva pdarad
conduzir o eluato que é elufdo de referida unidade de dessa-
linizacdo para um detector, componente esse que serve para
controlar uma terceira vdlvula de modo que o eluato que € eluf
do a partir da referida unidade de dessalinizacdo, quando con-
tém a proteina quimicamente modificada no passo de modifica-
cdo quimica ou eventualmente a proteina quimicamente modifica-
da desnaturada preparada no passo de desnaturacgao facultativo,
seja fornecido através de uma décima primeira liga¢cdo ao re-
ferido reactor e que, quando ndo contém essa proteina quimica-
mente modificada ou essa protefna quimicamente modificada des-
naturada, seja conduzida através de décima segunda ligagdo
para o referido reservat6rio de residuos, e uma décima tercei-
ra ligagdo, componente essa que serve para conduzir o eluato
do referido detector para a referida terceira vdlvula.
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388, - Processo para preparar au-
tomdticamente a sequéncia mencionada na reivindica¢do 37, ca-
racterizado por a referida proteina ser processada com O au-
xflio de um dispositivo fabricado de acordo com a reivindica-
¢do 17.

392, - Processo de acordo com a
reivindicag¢do 38, caracterizado por, no passo de modificacdo
quimica se fazer reagir a proteina com &cido 4'-(N,N-dimetil-
amino)-4-isotiocianato-azobenzeno-2-sulfobnico.

40%. - Processo de acordo com a
reivindicacdo 38, caracterizado por, no passo de modificagdo
quimica se fazer reagir a protefna com dcido 4'-(N,N-dimetil-
amino)-4-(N-iodoacetil)-amino-azobenzeno-2-sulfénico.

412, - Processo para efectuar au-
tom&ticamente a sequéncia mencionada na reivindica¢do 37, ca-
racterizado por se utilizar nesse processo um dispositivo ba-
bricado de acordo com a reivindicagdo 37.
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42¢, - Processo para realizar o
passo de modificacdo quimica mencionado na reivindicagdo 37,
e efectuado num dispositivo fabricado de acordo com a reivin-
dicagdo 37, caracterizado por se utilizar nesse processo, como
reagente, um composto obtenivel de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 17.

Lisboa, 8 de Maio de 1989
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