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MERRELL DOW PHARMACEUTICALS INC.

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE NOVOS DERIVADOS
PEPTIDICOS COM ACTIVIDADE ANTAGONISTA

DA NEUROQUININA A",

A presente invengdo refere-se a novos deri-

vados peptidicos que sao antagonistas da neuroquinina A.

Ant€cedentes _da_Invengio

A substdncia P e taquiguininasrelacionadas,
neuroqguinina A e neuroquinina B sdo um grupo de péptido; de
ocorréncia natural exibindo uma larga distribuigdo nos teci-
dos corporais e uma grande variedade de efeitos bioldgicos.
Enquanto que os agonistas e antagonistas da substincia P e de
neuroquinina B sdo conhecidos e enguanto os agonistas de neu-
roquinina A sdo conhecidos igualmente, os antagonistas de
neuroquinina A ndo foram até ao presente assinalados. Os re-
querentes descobriram presentemente uma classe de antagonis-
tas da neuroguinina A. Estes compostos ndo sdo somente inte-
ressantes sob o ponto de vista bioquimico mas também possuem

utilidade médica e farmacoldgica valiosa.



Resumo_da_ Invengéo

T2 <//
/
{.

DerivadosEﬁPtﬁﬁﬁOS antagonistas da neuro-

quinina A com a seguinte formula geral de estructura

X—Al—Az—A3

na qual

-A4—A5—A6—Y

(1)

X representa um atomo de hidrogénio ou um grupo alqui-

lo com 1 a 6Aatomos de carbono ou um grupo acilo com 2

a 10 atomos d

e carbono;

A, representa uma ligagdo ou um grupo contendo de 1 a 4

1

"amipodcidos;

A, representa
A representa
A, representa
A representa
N-Me-Val;
A representa

6

Y representa

uma ligagdo, Asp ou Glu;
aminoacido qualgquer;
Phe ou N-Me-Phe;

Ile, Val, Leu, Phe, 2Ala,

Gly ou Sar; e

um grupo de formula geral

o]
oo}

— NH

na qual

B representa

CONH

um grupo de formula geral

Tyr, Nle, Met,



-CH_ -N-,

- CH_-S-,
-CH=CH-,

o]

I
—C—CHz—,

—CH(OH)CHZ— e

o)

-NH-C-,

em que

R representa um &dtomo de hidrogénio ou um grupo alquilo
com 1 a 4 atomos de carbono ou fenilalquileno em gue
0 grupo alquileno de cadeia linear ou ramificada
comporta de 1 a 6 Atomos de carbono e o grupo fenilo
comporta facultativamente um substituinte escolhido
entre um atomo de halogéneo ou um grupo alqguilo Cl_4'

alcoxi Cl_4 ou hidroxi;

R1 e R2 representam cada um, independentemente, um
grupo isopropilo, isobutilo, sec-butilo, n-butilo ou
2-(metil-tio)etilo;

€ 0S seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico.
Estes novos derivados peptfdicos sdo antagonistas da neuro-

quinina A e portanto utilizdveis como agentes antiasmiaticos,

anti-inflamatorios e anti-artriticos.



Descricdo detalhada da presnte invengao

As abreviaturas correntes comuns dos amino-
acidos e grupos amino e carboxi terminais s&o utilizadas ao

longo da presente memdéria descritiva.

Gly (ou G) - glicina
Ala (ou A) - alanina
Val (ou V) -~ valina
Leu (ou L) - leucina
- Ile (ou I) - isoleucina
Fum - fumarilo
Orn - ornitina
Pro (ou P) - prolina
Phe (ou F) - fenilalanina
Trp (ou W) - triptofano
Met (ou M) - metionina
Ser (ou S) - serina
Thr {ou T) - treonina
Cys (ou C) - cisteina
Tyr (ou Y) - tirosina
Asn (ou N) - asparagina
Gln (ou Q) - glutamina
Asp (ou D) - Aacido aspartico
Glu (ou E) - acido glutamico
Lys (ou K) - lisina

Arg {ou R) - arginina

N



- 5 -
His (ou H) - histidina
Nle - norleucina
Hyp - hidroxiprolina
Glt - glutaril
Mal - maleilo
Npa —/g-(2—naftil)alanina
3,4-dehidroPro - 3,4-dehidroprolina
Pgl - fenilglicina
. NMePgl - N-metil-fenilglicina
Sar - sarcosina (N-metilglicina)
pSubPhe - para fenilalanina substituida
SubPhe - orto, meta, ou para, mono- fenilalamina subs-
tituida
DAla (ou a) - D-alanina -
Ac - acetil
Suc - succinil
pClPhe - para-cloro-fenilalanina
pN02Phe - para-nitro-fenilalanina
NMeVal - N-metil-valina

Considera-se que qualquer grupo alquilo ou
fracgdo alquilica de um grupo alcoxi inclui grupos alquilo de
cadeia linear, ramificada ou ciclica, por exemplo, metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, terc-butilo,
pentilo, isopentilo, sec-pentilo, ciclo pentilo, hexilo, iso-

~hexilo, ciclo-hexilo, e ciclopentilmetil. O radical alqui-



leno dos grupos fenilalquileno da presente invencdo poder con
ter de 1 a 4 dtomos de carbono e ser de cadeia linear ou ra-
mificada por exemplo metileno, etileno, propileno, butileno,
isopropilideno e sec-butilideno. O radical fenilo dos grupos
fenilalquileno desta invengdo podem ser insubstituidos ou
mono-substituidos nas posigdes orto, meta ou de preferéncia
para. Sdo preferidos os grupos fenilo ou para hidroxifenilo
insubstituidos. Considera-se que um grupo acilo com 2 a 10
étqgos de carbono inclui grupos acilo de cadeia linear, rami-
ficada ou ciclica eventualmente saturados com 1 ou 2 radicais
carbonilo por grupo, por exemplo, acetilo, benzoilo, succi-
nilo, maleilo e glutarilo. Um grupo de halogeneo é um &tomo
de fluoro, cloro, bromo ou iodo. Nos grupos representados por
X da presente invengdo o atomo de hidrogénio, o grupo alquilo
ou acilo estdo ligados ao grupo of-amino do aminodcido amino-
terminal. Aqueles peptidos em gue o grupo amino do aminodcido
aminoterminal tem como substituinte dois grupos alquilo ou
acilo também sdo considerados como abrangidos pelo Ambito dos
péptidos da presente invencio.

Devera ser evidente de que os derivados pép-
tidicos da presente invencgdo abrangem os péptidos em que a
ligagdo amido péptidica normal dos dois aminodcidos de ter-
minal carbono, da neuroquinina A de ocorréncia natural foram
modificados e estes dois aminodcidos modificados sdo quimi-
camente representados ali como o grupo Y. Utilizando-se a
nomenclatura convencional adoptada pela quimica péptidica,

0 grupo representado por Y que é constituido por dois resi-



duos de leucina, isto é, em que Rl e R2 representam cada um

um grupo sec-butilo, tendo a sua ligagdo amida modificada por
redugdo do grupo carbonilo a grupo metileno podem ser desi-

gnados por Leu W[CH_ NH]Leu. Esta designagdo indica que o gru-

2

po carbonilo da amida da penultima leucina estd reduzido para
um grupo metileno. Outras designag¢des de nomenclatura utili-
zadas para descrever os derivados péptidicos da presente in-
vengdo sdo YI[CH,S], li’[cazol, Yicu=cu], YIC(0)CH,], WICH(OH)CH, ]
e YInHC(O)].

A designagdo "uma ligagdo", gquando utiliza-

da em relagdo a definigdo de A, entende-se significar que o

1

grupo representado por X é ligado directamente a um grupo A2

ou nas circunstancias em que A, também representa uma ligagdo

2

X estéd directamente ligado a um grupo A3.

Do mesmo modo a designagdo "uma ligacgdo",
G

quando utilizada em relagdo a definigdo de A2 entende-se

significar gque Al etd ligado directamente ao grupo A3 ou nas

circunstadncias em que o grupo A. também representa uma liga-

1
G880 entdo X estd ligado directamente ao grupo representado
or A_.
P 3

A designa¢do "aminoacido qualquer" utiliza-
-se para incluir os aminodcidos de ocorréncia natural assim

. z . n 3 ‘ : "

como outros —-aminoacidos ndo proteilinicos correntemente
utilizados pelos técnicos na quimica dos péptidos de ocorrén-

cia natural. Os aminoacidos de ocorréncia natural sdo: glici-

na, alamina, valina, leucina, isoleucina, serina, metionina,



treonina, fenilalamina, tirosina, triptofano, cisteina, pro-

lina, histidina, 4cido aspartico, asparagina, &cido gluténico,
glutamina, argimina, ormitina e lisina. Exemplos de aminoaci-
dos "nd8o proteinicos" sd3o a morleucina, norvalina, aloisoleu-

cina, homoarginina, tiaprolina, desidroprolina, hidroxiproli-

na (Hip), homo-serina, ciclo-hexilglicine (Chg), acido oAL-ami-
no n-butirico (Aba), ciclo-hexilalamina (Cha), acido amino-
fenilbutirico (Pba), fenilalaminas substituidas nas posigdes

orta, meta ou para, do grupo fenilo tendo como um ou dois

substituintes os &dtomos ou grupos seguintes:

, alcoxi C halogéneo, grupos nitro ou substi-

alguilo Cl—4

1-4'
tuidos com um grupo metileno dioxi,lg—Z— e 3-tienilalanina,
512- e 3—furanilalamina,lg—2—, e 3- e 4-piridilalanina, /?—
-(benzotianil-2- e 3-il)alamina, /2-(1- e 2—naftil)alami?a,
derivados O-alquilados de serina, Treonina ou tirosina, S-
-alquilados de cisteina, O-sulfato éster de tirosina, 3-5-di-
iodotirosina e D-isdmeros dos aminodcidos de ocorréncia natu-
ral.

Os amonoacidos naturais, com excepgdo da
glicina, contém um 4dtomo de carbono gquirdlico. A menos que
especificado de um outro modo, os aminoacidos opticamente
activos referidos aqui apresentam a configuragdo L. Como ha-
bitualmente, a estructura dos péptidos representada aqui por
extenso é tal gue a extremidade aminoterminal apresenta-se do

lado esquerdo da cadeia e a extremidade carboxi-terminal do

lado direito. De acordo com o exposto e com o habito corrente



0s grupos B sdo desenhados de modo que a valéncia aberta do
lado esquerdo esta ligada ao atomo de carbono do grupo repre-
sentado por Y que suporta um "H", o grupo "Rl" e o grupo "NH"
e a valéncia aberta do lado direito do grupo B estd ligada ao
dtomo de carbono do grupo "R2" € um grupo "CONH2".

Os polipéptidos de fdérmula geral I podem
formar sais aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico com
qualquer &cido inorgdnico ou orgdnico ndo Tdéxico. Acidos inor
gdnicos representativos que constituem sais apropriados inclu

- u
em o acido cloridrico, o &dcido bromidrico, o acido sulfurico
e o acido fosfdérico e sais de metal &cido tais como o mono-
-hidrogeno ortofosfato de sdédio e o hidrogeno sulfato de po-
tassio. Acidos organicos representativos gue formam sais
apropriados incluem os acidos mono, di e tricarboxilicos.
Representativos destes adcidos sdo, por exemplo, o acido acé-
tico, o acido glicdlico, o dcido lactico, o acido pirdvico, o
dcido maldnico, o adcido succinico, o acido glutarico, o &cido
fumarico, o 4cido mdlico, o acido tartarico, o acido citrico,
o acido ascérbico, o &cido maleico, o dcido hidroximaleico,

o acido benzdico, o 4cido hidroxibenzoico, o acido fenilacé-
tico, o acido cinamico, o &cido salicilico, os &cidos 2-fe-
noxibenzoico e sulfoéonicos tais como o acido metanossulfdnico
e 2-hidroxietanossulfdnico. Os sais dos aminodcidos de ter-
minal carboxilo incluem os sais dos acidos carboxilicos nio

2 . . -~ . . ~ .
toxicos formados com guaisqguer bases organicas ou inorganicas

apropeiadas. Estes sais incluem os sais de metais alcalinos,



como por exemplo, os sais de sddio e de potdssio; os sais de
metais alcalinoterrosos tais como os de magnésio e calcio; os
sais de metais leves do grupo IIIA que inclui o aluminio e os
sais de aminas orgdnicas primdrias, secunddrias ou terciirias
como por exemplo de trialquilaminas que incluem a trietilami-
na, a procaina, a dibenzilamina, a l-atanamina, a N,N'-diben-
ziletilenodiamina, a di-hidroabietilamina, as N-alquilo (in-
ferior) piperidinas e qualquer outra amina apropriada.

Como com qualquer grupo genérico de com-
pos;os quimicos preferem-se certos grupos. Preferem-se os
grupos de derivados péptidicos de fdérmula geral I em que X
representa um atomo de hidrogénio e A uma ligagdao, aqueles em
que os derivados péptidicos de fdérmula geral I na qual X re-
presenta Get, Mal, Fum e especialmente Suc. Preferem-se tam-

bém aqueles derivados péptidicos de férmula geral I em gque Ay

representa His-Lys~-Thr, Lys-Thr, Thr, Asp-Val-Pro-Lys-Ser,
Val-Pro-Lys-Ser, Pro-Lys-Ser, Lys-Ser, Ser, pGlu-Pro-Ser-Lys,
Pro~Ser-Lys, Ser-Lys ou Lys.

Sdo especialmente preferidos os derivados

péptidicos de férmula geral I na qual A, representa His-Lys-

1

-Thr, Lys-Thr ou Thr. Também se preferem os derivados pepti-

dicos de fdérmula geral I na qual A_ representa Asp, e ainda

2

os derivados peptidicos de fdérmula geral I na qual A, repre-

3

senta Gly, Gln, Asn, Sar e especialmente Ala ou Ser. Sdo
ainda preferidos os derivados peptidicos de férmula geral I

na qual A, representa Phe assim como aqueles derivados de

4



férmula geral I em que A_ representa Val e em que A_ repre-

5 6

senta Gly.
Preferem-se os derivados peptidicos de
férmula geral I em gue B representa um grupo -CH_NH- assim

2

como agueles em que R, representa um grupo isobutilo, isto é,

1

2-metilpropilo e em que R, representa um grupo metiltio-etilo,

2
isobutilo ou n-butilo. S&8o especialmente preferidos os com-
postos em que Rl e R2 representam cada um um grupo isobutilo.

Os derivados peptidicos mais preferidos de férmula geral I

sdo -H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu W[CH_NH]~Leu~NH em que R

2 2’
representa um atomo de hidrogénio ou um grupo metilo.

Podem preparar-se as proteinas da presente
invengdo por uma diversidade de processos facilmente determi-
nados pelos técnicos. Estes processos incluem o processo
sequéncial de fase sdlida que pode realizar-se utilizando-se
métodos automatizados estabelecidos tais como a utilizacgdo de
um sintetizador peptidico automdtico. Para preparar os deri-
vados peptidicos desta invengdo, liga-se a um suporte de resi
na um dipeptido modificado que corresponde ao dipeptido de
terminal carbono que apresenta a ligagdo peptidica modificada
ou o seu precursor. Os processoS a utilizar para preparar
cada uma das ligagdes peptidicas modificadas sdo conhecidos
dos técnicos e facilmente determinados por um quimico desta
area dos peptidos. O processo para preparar os derivados pep-

tidicos de fdérmula geral I em que B representa um grupo -NHCO-

isto é os compostos Y[NHCO] é conhecido de Chorev e Goodman,



Int. J. Pept. Protein Res., 21(3), 258-68 (1983).
O processo para preparar o5 derivados pep-
tidicos de férmula geral I em que B representa um grupo-{DCHz—

ou -CH(OH)CH_- isto é& os compostos W[COCH

) ] e ‘#[CH(OH)CHZ]

2
respectivamente é descrito por Holladay e Rich, Tetrahedron
Letters, 24(41), 4401-04 (1983). O processo para preparar Os
derivados peptidicos de fdrmula geral I em que B representa
NH] é descrito por

um grupo -CH_NH- isto é os compostos W[CH

2 2

Sasaki e Coy, Peptides, Vol. 8 pp. 119-121, 1987 e estd mais
completamente referido posteriormente. O processo para pre-
parar aqueles derivados peptidicos de formula geral I em que

B representa um grupo -CH,S- isto é os compostos W[CH_S] &

2
descrito por Spatola e Darlak, Tetrahedron Letters, 44(3),

821-33 (1988). O processo para preparar os derivados pepti-
dicos de fdérmula geral I em que B representa um grupo —CHZO—

isto é os compostos V[CHZO] esta descrito por TenBrink, J.
Org, Chem., 52,418-22, 1987.

Especificamente os compostos da presente
invengdo em gue B representa um grupo de formula geral —CH?NR)
preparam-se mediante redugdo do grupo N-metoxi-N-metilamida
de férmula 2 para se obter o aldeido de férmula 3. A redugdo
pode realizar-se por qualquer procedimento habitual e facil-
mente determinada pelos técnicos nesta matéria, como por
exemplo, mediante utilizagdo de hidreto de aluminio e litio.

Esta redugdo pode realizar-se de um modo conveniente por meio

de adigdo de cerca de um equivalente molecular de LAH a uma



solugdo arrefecida, habitualmente a OOC, de um composto de
férmula geral 2 no seio de um solvente ndo reactivo tal como
um solvente etéreo, isto é, por exemplo, tetra-hidrofurano ou
éter dietilico.

Apds a reacgdo estar essencialmente com-
pleta, normalmente decorridos 30 minutos, a mistura reaccio-
nal é diluida mediante adigdo de, por exemplo, hidrogeno sul-
fato de potdssio ou de sédio a 10% e em seguida a agua. Pode
isq}ar—se depois o produto, por exemplo, por extracg¢do da
mistura agquosa com um solvente como o éter dietilico, lavagem
da fase etérea arrefecida, diluicgdo com &cido cloridrico di-
luido, secagem e eliminagd3o do solvente. O produto impuro
pode-se purificar, por exemplo, em coluna de gel de silica e

eluigdo com acetato de etilo a 55%/hexano.

0 o)
BocNH
BocNH
— QCH
OH N 0 3
—_—_—
R
CH
Rl 1 3
2 3
LAH/THF
0
R 0
’2 1)BocNH
BocNH CHZ R
AN 2 BocNH H
NH ‘ ¢ :
2)NaCNBH
3
R © R
1 1



0 aldeido de férmula geral 3 faz-se reagir

em seguida com o aminodcido ligado a resina de fdérmula geral 6

R (6)

na qual R e R, tém os significados como definidos para a féc-

2

mula geral 1 e emn que <:>representa a resina. A base de Schiff
que se forwma inicialmente é reduzida in situ utilizando-se,
por exemplo, cianoboro-hidreto de sdédio, para se obter um

dipeptido modificadn ligado a resina de férmula geral 7.

Boc-NH CHZ/ @

na qual R, Rl e R2 tém os significados como definidos para a
férmula geral 1 e (:) representa a resina.

Os aminoacidos representados pelos simbo-
los de A. até A, podem ser depois ligados sequéncialmente ao
dipeptido modificado ligado a resina da fdérmula habitual.

As amnidas de N-metoxi-N-metilo de férmula

geral 2 preparam-se por forma convencional a partir do corres-

L



pondente composto N-Boc protegido.

Adiciona-se carbonil-diimidazol a solugio
seca do aminoacido N-Boc protegido num solvente etéreo como o
éter dietilico. A mistura reaccional permanece em agitacgéo
durante um tempo compreendido entre 10 minutos e uma hora,
normalmente durante 15 a 20 minutos. Adiciona-se cloridrato
de N,0-dimetil-hidroxilamina em dimetilformamida e uma amina
com impedimento entérico, tal como a diisopropiletilamina e
deiya—se a mistura sob agitagdo durante um periodo de cerca
de 6 até 24 horas a temperatura ambiente. O composto desejado
é isolado de seguida por evaporagdo do solvente e purificacgéo
do produto impuro que se pode realizar, por exemplo, por cro-
matografia rapida em gel de silica e eluigdo com cloreto de
metilo.

O suporte de resina utilizado pode ser
qualquer resina convencional utilizada habitualmente na pre-
paragdo de polipéptidos de fase solida, de preferéncia polis-
tireno préviamente preparado por ligagdo cruzada com 0,5 a
cerca de 3% de divinil-benzeno, que fora clorometilado ou
hidroximetilado para proporcionar sitios para a formagdo de
éster com o aminodcido K-amino protegido inicialmente intro-
duzido.

O exemplo duma resina hidroximetilica estd
descrito por Bodanszky, et al., Chem. Ind. (London) 38, 1597-
-98 (1966). Estd comercializada uma resina clorometilada por

Bio Rad Laboratoires, Richmond, California e a preparagdo



duma resina destas esta descrita por Stwart et al., "Solid
Phase Péptide Synthesis" (Freeman & Co., San Francisco 1969),
Capitulo 1, pp. 1 a 6. Pode ligar-se o aminodcido protegido a
resina pelo processo de Gisin, Helv. Chem Acta, 56, 1476(1973).
S&0 comercializadas muitas resinas de ligagdo a aminoacidos
protegidos. Como por exemplo, para se preparar um polipeptido
da presente invengdo em que a extremidade do terminal carboxi
lo consiste num residuo Thr, pode utilizar-se um grupo terc-
-butiloxicarbonilo (Boc) Thr protegido ligado a uma resina
benéilada, hidroximetilada, fenilacetamidometilica (PAM) que
é comercializada.

A seguir a ligagdo do aminodcido ¢{-amino
protegido ao suporte de resina, o grupo de protecgdo é eli-
minado utilizando-se qualquer processo apropriado, tal _como
por exemplo, o dcido trifluorocacético em cloreto de metileno,
o &dcido trifluoroacético apenas, ou acido cloridrico em dio-
Xxano. Realiza-se a desprotecgdo a uma temperatura compreen-
dida entre 0°C e a temperatura ambiente. Podem-se utilizar
outros reagentes de separagdo padrdo e condigdes para a eli-
minagdo dos grupos de protecgdo ®-amino especificos. Apds a
remogdo do grupo de protecgido X-aminoc os outros aminoprote-
gidos sdo ligados fase a fase na ordem desejada.

Alternativamente grupos multiplos de amino
dcido podem ligar-se mediante um método de solugdo antes da
ligagdo com a resina que suporta a sequéncia de aminodcidos.

O grupo de protecgdo o{-amino utilizado para



cada aminodcido introduzido na sequéncia polipeptidica pode
ser qualquer grupo de protecgdo conhecido. Entre as classes
de grupos de protecgdo -amino considerados incluem-se

(1) grupos de protecgdo tipo acilo, tais como: formilo, tri-
fluoro-acetilo, ftalilo, tolueno-sulfonilo, tritil-sulfenilo,
O-nitrofenoxi-acetilo e ®-clorobutirilo; (2) grupos de pro-
tecgdo do tipo uretano aromdticos tais como, benziloxicarbo-
nilo e benziloxicarbonilo substituido tais como p-clorobenzi-
loxicarbonilo, p-nitrobenziloxicarbonilo, p-bromobenziloxicar
bon;lo, p-metoxibenziloxicarbonilo, l-(p-bifenilil)-l-metil-
etoxicarbonilo, d,c(-dimetil—3,5-dimetoxibenziloxicarbonilo e
benzidriloxicarbonilo; (3) grupos de protecgdo uretano aliféa-
ticos, tais como: terc-butiloxi carbonilo (Boc), diisopropil-
metoxicarbonilo, isopropiloxicarbonilo, etoxicarbonilo e ali-
loxicarbonilo; (4) grupos de protecgdo tipo uretano ciclo-
alquilico, tais como, ciclopentiloxicarbonilo, adamantiloxi-
carbonilo e ciclo-hexiloxicarbonilo; (5) grupos de protecgdo
tipo tio-uretano, tais como: feniltiocarbonilo; (6) grupos de
protecgdo tipo alquilo, tais como: trifenilmetilo (tritilo)
e benzilo; e (7) grupos trialquilo-silano tais como: trimetil
silano. O grupo de protecgdo ol-amino preferido & o grupo terc-
-butiloxicarbonilo.

A selecgd3o de um reagente de ligagdo apro-
priado é da competéncia do prito. Um reagente de ligagdo par-
ticularmente apropriado, quando um aminodcido a adicionar é
Gln, Asn ou Arg é a N,N'-diisopropilcarbodiimida ou l-hidroxi

benzotriazol. A utilizagdo destes reagentes impede a formacédo



de nitriio e de lactama. Outros agentes de ligagdo sdo: (1)
as carbodiimidas, por exemplo, N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida
e N-etil-N'-Y- dimetilaminopropilcarbodiimida; (2) as cia-
namidas, por exemplo, N,N-dibenzilcianamida; (3) ceteniminas;
(4) sais de isoxazolio, por exemplo, N-etil-5-fenil-isoxazolio-
-3'-sulfonato; (5) compostos monociclicos azotados contendo
amidas heterociclicas de cardcter aromatico comportando entre
um a gquatro adtomos de azoto no nicleo, tal como os imidazo-
lidos, pirazolidos e 1,2,4~triazolidos.

Amidas heterociclicas especificas que sio
utilizdveis incluem o N,N'-carbomildiimidazol e N,N-carbomil-
-di-1,2,4-triazol; (6) acetileno alcoxilado, por exemplo,
etoxiacetileno; (7) reagentes que formam uma mistura anidra
com o radical carbonilo do aminodcido, por exemplo, clorofor-
mato de isobutilo ou o anidrido simétrico do aminodcido que
se pretende ligar, por exemplo, Boc-Ala-O-Ala-Boc e (8) com-
postos heterociclicos contendo azoto que tém um grupo hidroxi

num nucleo azotado, por exemplo, N-hidroxiftalimida, N-hi-
droxi-succinimida e l-hidroxibenzotriazol. Estdo descritos
por Kapoor, J. Pharm. Sci., 59, pp. 1-27 (1970) outros rea-
gentes activantes e a sua utilizagdo na ligacgao peptidica.
Prefere-se a utilizagdo de anidrido simétrico como reagente
de ligagd@o para todos os aminoacidos excepto para Arg, Asn e
Gln.

Cada aminodcido ou sequéncia de aminodci-

dos protegido é introduzida no reactor de fase sdlida numa
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quantidade qutro vezes superior a necessaria e a ligagdo rea-
liza-se num meio de dimetilformamida: cloreto de metileno a
1l:1 ou em dimetilformamida apenas ou de preferéncia apenas em
cloreto de metileno. Nos casos em gue ocorre ligagd&o imcom-
pleta, o processo de ligagio repete-se antes da eliminagdo do
grupo de protecgdo &-amino, antes da ligagdo do aminodcido
seguinte no reactor de fase sdélida. O sucesso da reacgdo de
ligagdo em cada estddio da sintese é controlado pela reacgdo
da ginidrina como descrita por E. Kaiser et al., Analyt.
Biochem. 34, 595 (1970).

Apds a obtengdo da sequéncia de aminodci-
dos desejada separa-se o peptido da resina. Esta separagdo
pode efectuar-se por hidrdlise tal como mediante tratamento
da resina-ligagdo-polipeptido com uma solugdo de dimetilsul-
fito, p-cresol e tiocresol em acido fluoridrico anidro.

Como é conhecido na sintese peptidica de
fase sdlida muitos dos aminoacidos que apresentam grupos fun-
cionais requerem protecgdo durante a preparacao da cadeia. A
utilizagdo e selecgdo dos grupos de protecgdo apropriados é
da competéncia do técnico nesta matéria e dependerd do amino-
dcido a proteger e da presenca no péptido de outros residuos
de aminoacidos protegidos. A selecg¢do de um destes grupos de
protecgd3o de cadeia lateral é critica porque deve ser um gru-
po que ndo seja eliminavel durante a separagdo do grupo de
protecgdo do radical &-amino protegido. Por exemplo grupos de

protecgdo da cadeia lateral apropriados para a lisina sdo os



grupos benziloxicarbonilo e benziloxicarbonilo substituidos,
tendo como substituintes adtomos ou grupos escolhidos entre
halogéneo, por exemplo, cloro, bromo, fluoro e nitro, por
exemplo, 2-clorobenziloxicarbonilo, p-nitrobenziloxicarbonilo,
3,4-diclorobenziloxicarbonilo, tosilo, t-amiloxicarbonilo, t-
-butiloxicarbonilo e diisopropilmetoxicarbonilo. O grupo hi-
droxilo alcodlico da treonina e da serina podem ser protegidos
com um grupo acetilo, benzoilo, terc-butilo, tritilo, benzilo,
2,6-diclorobenzilo ou benziloxicarbonilo. O grupo hidroxilo
carboxilico do &dcido aspdrtico e do 4dcido glutdmico pode pro-
teger-se com um grupo benzilo ou ciclo-hexilo. O grupo de
protecgdo preferido é o grupo benzilo.

Estes grupos podem eliminar-se pelos pro-
cessos correntes. Elimina-se usualmente o grupo de protecgdo
apdés a sintese da cadeia peptidica estar completa mas os gru-
pos de protecgdo podem eliminar-se em qualguer outro momento
apropriado.

Pode demonstrar-se a capacidade dos deri-
vados peptidicos de foérmula geral 1 para actuarem como anta-
gonistas da neuroquinina A pela capacidade desses peptidos
para competir com a neuroquinina A iodada para os receptores
da neuroquinina A dos mamiferos (NK2) utilizando-se o método
de Buck, et al., Science 226: 987-989, 1984, para capacidade
destes compostos para estimular ou inibir a renovacdo de
fosfatidilinositol induzida pela neuroquinina A utilizando-se

o método de Bristow, et al., British J. Pharmacol. 90:211-21,



1987 ou para antagonizar a contacgdo muscular lisa induzida
pela neuroquinina A utilizando-se o método de Dion, et al.,
Life Sciences 41:2269-2278, 1987.

Devido a capacidade dos derivados peptidi-
cos da presente invengdo actuarem como antagonistas da neuro-
guinina A os compostos sdo utilizdveis como imunodepressores
€ no tratamento de artrite, asma, ardor, inflamacdo, desen-
volvimento de tumor, hipermotilidade gastro-intestinal, doenga
deyHuntingténis, psicose, neurite, neuralgia cefaleia incluindo
a enxaqueca, hipertensdo, incontinéncia urindria, urticdria,
sintomas da sindrome carcinoide, influénza e resfriamento
vulgar.

Os técnicos determinam facilmente doses
eficazes por via oral ou parentérica podem ser determinadas
facilmente pelo técnico e consistem em doses que provocam O
antagonismo do receptor de neuroquinina A (NK2). Por exemplo
doses eficazes de péptidos da presente invencdo podem estar
compreendidos entre cerca de 0,5 ug/kg e cerca de 500 mg/kg
por massa corporal do doente e por dia. Os compostos sdo
administrados de um modo conveniente sobre a forma de doses
unitdrias contendo entre cerca de 1 mg a cerca de 500 mg de
composto activoc e podem ser administradas de uma a quatro ou
mais doses unitdrias por dia. O termo "doente" utilizado aqui
refere-se a mamiferos, tais como os primatas, incluindo seres
humanos, carneiros, cavalos, gado, porcos, cdes, gatos, ratos

e murganhos.



Ainda que alguns derivados peptidicos pos-
sam sobreviver a passagem através do intestino apdés adminis-
tragdo oral, prefere-se a administragdo ndo oral, por exemplo
subcutanea, endovenosa, intramuscular ou intraperitoneal;
administragdo por injecgdo depdsito, por preparagdo de um
implante ou por aplicagdo as membranas mucosas, tais como a
membrana do nariz, da garganta ou dos tubos brdonquicos, por
exemplo, sob a forma de aerossol que pode conter um derivado
pepFidico da presente invengdo sob a forma de uma aspersdo ou
de um po seco.

Para administragdo por via parentérica os
compostos podem administrar-se como doses injectaveis de uma
solugdo ou suspensdo do composto, num solvente aceitavel sob
o ponto de vista fisioldgico com um veiculo farmacéutico que
pode ser um liquido estéril tal como a agua ou dleos com ou
sem adigdo de um agente tensioactivo ou de outros adjuvantes
aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico. Oleos represen-
tativos que podem ser utilizados nestas preparagfes sdo o0s
provenientes da parafina, dleos animais, Oleos vegetais ou
6leos de origem sintética, por exemplo éleo de amendoim, dleo
de soja e 6leo mineral. Em geral preferem-se veiculos liqui-
dos como agua, solugdo de cloreto de sédio, dextrose aquosa
€ agucares em solugdo relacionados com esta, etanol e glicois
como o propilenoglicol ou o polietilenoglicol, particular-
mente para solugdes injectdveis.

Os compostos podem ser administrados sob a



forma de uma injecgdo depdsito ou de um implante que pode ser
preparado de tal modo a permitir a libertagdo controlada do
ingrediente activo. O ingrediente pode ser comprimido em gra-
nulos ou em pequenos cilindros e implantado por via subcuta-
nea ou intramuscular sob a forma de injecgdes depdsito ou de
implantes. Os implantes podem utilizar substancias inertes
tais como os polimeros biodegraddveis ou os silicones sinté-
ticos, por exemplo, "silastic", borracha de silicone prepa-

rada pela Dow-Corning Corporation.

Exemplos
A presente invencgdo é ilustrada através

dos exemplos ndo limitantes seguintes.

Exemplo 1
Antagonismo para o receptor da neuroquinina A por H-Asp-Ser-
—Phe—Val—Gly-Leu—"[CH

NH]-Leu-NH, e H-Asp-Ser-Phe-Gly-Leu-

2 2

—\V[CHzN(CH3)]—Leu—NH como se demonstra pelo efeito sobre a

2
reposigdo de fosfatidilinositol.

Reuniram-se diversas bexigas provenientes
de murganhos, cortadas e homogeneizadas em 50 mM Tris-ACl (pH
7,4) contendo 120 mM de NaCl e 5 mM KCl a temperatura de 40C
e centrifugadas a 48 x g durante 15 minutos. O aglomerado sus
pendeu-se durante 30 minutos em 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) con-
tendo 10 mM de EDTA e 300 mM de KCl a temperatura de 1°¢c.
Centrifugou-se a suspensdo como anteriormente e lavaou-se o

aglomerado duas vezes em 50 mM Tris-HCl simples (pH 7,4) e

centrifugou-se de um modo idéntico. Em seguida fez-se a sus-
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pensdo do tecido em tampdo de incubagdo e adicionou-se uma
aliguiota (aproximadamente 3 a 5 mg de tecido) em cada tubo
de ensaio para se iniciar o ensaio. Os tubos de ensaio con-
tinham tampdo de incubagdo constituido por 50 mM de Tris-Hcl
(ph 7,4), 0,02% de BSA, 40 jmg/ml de bacitracina, 4 ug/ml  de
guimostetina, a pg/ml de leupeptina, 2 mM de MnClz, 0,1 nM de
125 iodo-histidilo-neuroquinina A (Amersham Corp.) e concen-
tragdes dos compostos em epigrafe ou dos padrdes, variando
ent;e 0,03 nM e 100 auM. Para se atingir o equilibrio deixou-
-se § ensaio processar-se durante 120 minutos a temperatura
ambiente. Apds este periodo, os conteddos de cada tubo foram
rapidamente filtrados por filtros Whatman GF/B pré-humedecidos
com BSA 0,5% e lavaram-se os filtros rdpidamente duas vezes
com 50 mM Tris-HCl simples arrefecido com gelo a pH 7,41

A radioactividade ligada ao filtro foi
quantificada por um contador-gama. A ligagdo especifica (maxi
ma) definiu-se com uma diferencga entre a ligagdo na presenga
e na auséncia de 1 muM de neuroquinina A n&o marcada. A com-
petigdo entre a ligagdo de neuroqguinina A iodada e 0s compos-
tos em ensaio ou os padrdes expressou-se sob a forma de per-
cetagem desta competigdo maxima. Os valores de CiSO (concen-
tragdo requerida para inibir 50% da ligagdo com o receptor)
verificaram-se ser da ordem de 100 a 200 nM para os compostos

em epigrafe (Fig. 1).



Exemplo 2
Antagonismo para o receptor de neuroquinina A por H-Zsp-Ser-
—Phe—Val—Gly—Leu—V[CHZNH]—Leu—NH2 e H-Asp-Ser-Phe-val-Gly-

—Leu—‘V[CHzN(CH3)]-Leu—NH como demonsrado pelo efeito sobre

2"
a reposigdo de fosfatidilinositol.

Reuniram-se as bexigas de diversos murga-
nhos e fizeram-se cortes de 350 am com um cortador de tecido.
0 tecido cortado foi em seguida incubado em tampd3o de Krebs-
~Hepes a 37OC com mudangas de tampdo recente, cada 15 minutos
durante 30 minutos. Em seguida incubou-se o tecido neste tam-
pdo contendo 100 a 200 uCi de 3H-inositol a temperatura de
37°%. Em seguida lavou-se o tecido e incubou-se durante mais
30 minutos em tampdo Krebs-Hepes contendo 10 mM de Li+, a
temperatura de 37% com mudanga para tampdo recente de 15 em
15 minutos. As porg¢des de massa tecidular, aproximadamente 10
a 20 mg por tubo de ensaio foram depois colocadas em tampio
de litio, e adicionado o composto em ensaio, 25 pul e em segui
da varias concentragdes de neuroquinina A, 25 pl, para um vo-
lume final de 250 pl. Avaliou-se o composto em ensaio com
concentragdes variando desde 1 nM até 100 uM e as concentra-
¢O0es de neuroquinina A variando entre 1 nM e 10 juM. Também se
avaliou o composto em ensaio isoladamente nas concentracgdes
para o teste da actividade agonista. Apds 30 minutos a tem-
peratura ambiente, determinou-se a reposigdo de fosfatidilino
sitol por adigdo de 940 pl de cloroformio: metanol a 1:2, se-

guido de 310 pl de cloroformio e depois de 310 pl de &agua.



Em sequida cada tubo foi submetido a agitagdo turbilhonar
durante 15 segundos e depois centrifugado a 3.000 rpm durante
10 minutos para separagdo das fases. Em sequida impregnaram-
-se 900 mpl da fase superior (aguosa) numa coluna de permuta
idénica (formato) Biorad AG-1X8 de 0,5 ml. Retiraram-se 50 aul
da fase inferior (cloroformio) de cada tubo e colocaram-se
numa ampola de contagem, seca, e contou-se o fluido de cinti-
lag8o. O material das colunas lavou-se na ordem seguinte:

1) 10 ml de agua.

2) 5 ml de mM tetraborato dissddico/160 mM de forma-

to de sodio.
3) 10 ml de formato de aménio 1 M em 4cido férmico
0,1 M.

Recolheu-se a lavagem final (a terceira) e misturou-se um ml
com 6 ml de liquido de cintilagdo ACS e contou-se. A relagao
destas contagens (total de fosfatos de inositol) com as conta
gens da fase organica correspondente foi calculada em seguida
para cada amostra. As relagdes na presenga do composto em
ensaio e/ou dos padrdes foram depois comparadas com as rela-
g8es com os tubos de controlo, isto é, sem agonista estimu-
lante. Construiram-se as curvas dose-resposta e determinaram-
-se as capacidades dos compostos em ensaio para estimularem
ou inibirem a reposigdo de fosfatidilinositol induzida por
neuroquinina A mediante andlise grafica ou com auxilio de um

programa computorizado; representam-se nas Figuras 2 e 3.



Exemplo 3

Preparagdo da contracgdo de bexiga de murganho

Meias tiras de bexigas provenientes de mur
ganhos Syrian machos dourados (75 a 100 g) suspenderam-se em
tampdo de Tyrode a temperatura de 31°% e com 1 g de tensdo de
repouso como descrito por Dion et al. (Life Sciences 41; 2269-
-2278, 1987). Adicionou-se ao tampdo o inibidor de encefali-
nase, tiorfan, a 10 amh, 15 minutos antes da adigdo de cada
composto em ensaio. As curvas dose-resposta a NKA cumulativas
construiram-se primeiro na auséncia e em seguida na presencga
do composto em ensaio.

Adicionaram-se cumulativamente os compostos
em ensaio para determinar se estes tinham ou ndo efeitos de
contracgdc. Antes de se adicionar a concentragfo cumulativa
seqguinte, deixou-se aplanar qualquer efeito observado do

composto em ensaio. Sob estas condigdes a CE g bara os efeitos

5
de concentragdo de NKA foi geralmente de 10 nM, o gque estd em
boa concordancia com os valores da bibliografia. Os resulta-
dos de contracgdo sdo expressos pelos valores da tensido
desenvolvida acima ou abaixo da tensdo de repouso. Em tecidos
de bexiga de trés murganhos separados o composto H-Asp-Ser-
-Phe-Val-Gly-Leu W[CHZNH)Leu—N'H2 ou H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-
-Leu V’[CHzN(CH3)Leu-NH até concentracgdes de 10 MM ndo pro-
duziu qualquer concentragdo. As figuras 4 e 5 representam a

forga contractil como uma fungdo da concentracdo de NKA sem

e com a presenga do composto em ensaio.



I. Sintese de Boc-Leu-aldeido (Fehrentz, J.-A. e Castro, B.
Synthesis, 676-678, 1983);

A. N-metoxi-N-metilamida de N-t-Boc-Leucina.

Dissolveram-se 15,0 mmoles de hidrato de
Boc-Leucina em 30 ml de eter anidro. Secou-se a solugdo com
sulfato de magnésio anidro e eliminaram-se os sdlidos por fil
tragd8o. Adicionaram-se 16,5 mmoles de carbonildiimidazol ao
filtrado e agitou-se a reacgdo durante 20 minutos a tempera-
tura ambiente. Adicionou-se a solugdo resultante uma suspen-
sd3o de 22,5 mmoles de uma suspensdo de cloridrato de O,N-dime
til-hidroxilamina em 15 ml de dimetilformamida e 3,9 ml de
diisopropiletilamina. Agitou-se a mistura reaccional durante
a noite a temperatura ambiente. Diluiu-se a reacgdo com‘ace—
tato de etilo 75 ml e lavou-se com 3 x 40 ml de acido clori-
drico 1N arrefecido com gelo, 3 x 40 ml de hidrogeno carbo-
nato de so6dio saturado e 1 x 40 ml de cloreto de sodio satu-
rado. Secou-se a fase organica com sulfato de magnésio, fil-
trou-se e eliminou-se o acetato de etilo sob vacuo.
Dados analiticos: R_ (silica gel F254) : 0.51 (acetato de

f

etilo/hexanoc 3/2); 'H-NMR (CDCl3) TMS int) : 6=0.95 ppm (2D,
6H, J=6.6 Hz); 1.42 (s,11H); 1.64-1.80 (m,1H); 3.20 (s,3H);
3.80 (s, 3H); 4.72 (m, 1lH); 5.10 (4, 1H, J=7.5 Hz). Mass.

+
Spec: M+H : Teorico: 275. Observado: 275.

B. Aldeido de Boc-Leucina:

Dissolveram-se 2,5 mmoles de N-metoxi-W-



-metilamida de Boc-leucina em éter dietilico anidro, 30 ml.
Adicionaram-se a esta solugdo 3,2 mmoles de hidreto de alumi-
nio e litio (solugdo 1M em tetra-hidrofurano). Agitou-se a
reacgdo durante 20 minutos a temperatura ambiente e diluiu-se
cuidadosamente por adigdo de uma solugdo de hidrogeno sulfato
de sdédio (0,6 g) em 10 ml de adgua. Adicionou-se a mistura
reaccional a 75 ml de éter dietilico e lavou-se com acido
cloridrico 1N arrefecido com gelo, 3 x 30 ml, solugdo satu-
rada de hidrogeno carbonato de sddio, 3 x 30 ml e solugdo
saturada de cloreto de sdédio, 1 x 30 ml. Secou-se a fase or-
ganica com sulfato de magnésio filtrou-se e eliminou-se o
solvente no vacuo.

Resultados analiticos: Rf (silica gel 60 F 254) : 0,68 ace-
tato de etilo/hexano 3/2. Espectro de massa: M = H+ : Tedri-

co: 216. Obesrvado 216.

IT: Sintese de Resina-Leu:

Utilizaram-se técnicas de sintese pepti-
dica de fase sdlida padrdo num sintetizador de peptidos auto-
matico. Apds a formagdo de Boc-Leu-resina (0,5 mmoles), eli-
minou-se o grupo de protecgdo Boc e lavou-se a resina com

dimetilformamida, diclorometano e secou-se.

III. Formagdo de ligagdo amida reduzida

(Leu \gJ[CHzN’H]):

Dissolveram-se 2 mmoles de Boc-Leu aldeido

em acido acetico a 1% em dimetilformamida (10 ml) e introdu-
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ziu-se esta solugdo num reactor contendo resina-Leu (0,5
mmoles, ver II, citado antes). Adicionou-se a esta mistura

uma solugdo de NaCNBH, (150 mg) em 2 ml de dimetilformamida.

3
Agitou-se a mistura durante 4 horas e decantou-se o reactor,

lavou-se a resina com dimetilformamida e em seguida com diclo

metano.

Iv. Sintese de [MJ[CHzNH]Q, Leulo]NKA4_10:

A sintese do peptido completou-se num sin-
tetizador de peptidos automatico por adigdo sequéncial dos
aminodcidos restantes (Gly, Val, Phe, Ser (bzl) e Asp (Chxl)).
O peptido separou-se da resina e desprotegeu-se globalmente
utilizando-se &dcido fluoridrico anidro-anisol a 10:1. Puri-
ficou-se o peptido utilizando-se técnicas de HPLC de fase
inversa. Dados analiticos: Andlise de aminodcidos: (Digesto
de HCl) Asp (1,03); Ser (0,93); Gly (1,01); val (0,96): Phe
(0,74). Conteudo peptidico= 53,4%. Espectrometria de massa
bombardeamento atdmico rapido: M+H+. Teorico: 735. Observado

735.

’ 9 1
V. Sintese de [ WY [CH_NCH.] , Leu 0]NKA

27703 4-10°
Fez-se reagir N-metil-Leu-resina (0,5
mmoles), (preparada a partir de Boc-N-metil leucina de acordo

com o processo descrito no ponto II) com 0,2 mmoles de Boc-
-Leu aldeido como descrito no ponto III anterior. A sintese
peptidica copletou-se em seguida como descrito no ponto IV

anterior.



Dados analiticos: Andlise de aminoacidos (digesto de HC1l) Asp
(1,01); Ser (0,89); Gly (1,02); val (1,00); Phe (0,98).
Conteldo peptidico+ 53,5%. Espectrometria de massa bombardea-

o P + ‘.
mento atomico rapido: N+H . Teorico 749. Observado 749.

. 9
VI. Sintese de [\ [CH NCH2R] , LeulO]NKA :

2 4-10

Preparou-se a resina Boc-Leu [\#(CHZNH)—
-Leu de acordo com as fases II e III anteriores. Em seguida
fez-se reagir a resina com 2,5 mmoles de R-CHO em 10 ml de

HOAC a 1% em dimetilformamida na presencga de NaCNBH_, como des

3
crito no ponto III anterior. A sintese do peptido completou-

-se depois como descrito no ponto IV referido anteriormente.

Explicagdo das Figuras

A Figura 1 representa a capacidade de H-

-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu W [CH_NH]Leu-NH_ e H-Asp-Ser-Phe-Val-

2 2

-Gly-Leu W[CH NCH3]Leu-NH2 para antagonizar a ligagdo ao re-

2
ceptor de NKA demonstrado pela capacidade do composto em en-
saio para deslocar NKA marcada com I125 na bexiga urindria do
murganho (Exemplo 1). A abcissa (eixo do X) indica logaritmi-
camente a concentragd8o em nanomoles de agonista ou de antago-
nista do receptor de neuroquinina A (NKA). A ordenada (eixo
do Y) indica a ligagdo especifica observada para cada agonis-
ta testado ou antagonista avaliada sob a forma de percentagem
de ligagdo especifica maxima.

——3>——  NKA

—®—— NKA(3-10)



——— NKA(4-10)
————— H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu \J[CHZNH)Leu—Nﬂz

—_— H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu ¥ [CH,N(CH,) ]Leu-NH,
Os agonistas ensaiados foram NKA e fragmentos de NKA consti-
tuidos por os aminoacidos de NKA do terceiro ao décimo (3-10)
e os aminodcidos de NKA do quarto ao décimo (4-10). Os valores
sdo a média + EPM de 6 a 12 experiéncias. Os valores de CI.,
avaliaram-se graficamente a partir do ponto de inibigdo de
50%.

A Figura 2 representa a capacidade de H-

-Asp-Ser-Phe-Val-Gly~Leu V[CH NH]Leu-NH2 para antagonizar a

2
ligag&o ao receptor de NKA como demonstrado pelo efeito sob a
reposigdo de fosfatidilinositol (PI) em bexiga de murganho
(Exemplo 2). As abcissas (eixo do X) indicam logaritmicamente
a concentragdo em nanomoles (nM) de agonista ou de antagonis-
ta do receptor de NKA. As ordenadas (eixo do Y) indicam a
reposgdo de PI observada sob a forma de percentagem do con-
trolo.
—Py— NKA
—@—— NKA + 10 uM H-Asp-Ser-Phe-vVal-Gly-Leu \Y [CH,NH)-
Leu-NH

2
10 uM de H—Asp—Ser—Phe-Val—Gly—Leu\#[CHZNH)Leu—NH2 produziu
uma variagdo em direcgdo a direita significativa da curva

dose-resposta de NKA de um modo competitivo. Os valores s&do

a média + E.P.M. de experiéncias em triplicado.



A Figura 3 representa a capacidade de H-

—Asp—-Ser—Phe—Val-Gly—Leu‘(J[CH2NCH3]Leu—NH2 (MDL29916) para

antagonizar a ligagdo ao receptor de NKA como demonstrado pelo
efeito sobre a reposigdo de fosfatidilinositol (PI) na bexiga
do murganho (Exemplo 2). As abcissas (eixo do X) indicam lo-
garitmicamente a concentragdo em nanomoles (nM) de agonista
ou de antagonista do receptor de NKA. As ordenadas (eixo do
Y) indicam a reposigdo de PI observada sob a forma de uma

percentagem do controlo.

——&—— NKA
— @ — 1H-Asp-Ser-Phe-vVal-Gly-Leu ¥ [CH,N(CH,) ]Leu-NH,
~——A—— H-Asp-Ser-Phe-vVal-Gly-Leu W [CH,NH)Leu-NH,

— @ — NKA + 1 uM H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu WIcH, N(CH ) ]-

3

Leu—NH2

——F3—— NKA + 10 uM H-Asp-Ser-Phe-vVal-Gly-Leu VJ[CHZN(CHB)]—,

Leu-NH
2

—8@—— NKA + 100 pM H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu 'V [CH,N-
(CH3)]Leu—NH2
1, 10 e 100 uM de H~Asp-Ser-Phe-vVal-Gly-Leu \#[CH2N(CH3)]Leu—
NH2 produziram uma variagdo significativa para a direita da
curva dose-resposta de NKA de um modo significativo. O plano
de Schild destes dados tem uma inclinag¢do de menos 0,99 indi-

cando antagonismo competitivo e pH2 de 7,66. Até 100 uM de H-

—Asp—Ser—Phe—Val—Gly—Leu*y[CH2N(CH3)Leu—NH apresentam apenas

2

actividade agonista parcial 5% e H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu' -

[CH._ NH]Leu-NH_ apresentam apanas actividade agonista parcial

2 2



de 12%. Os valores sdo a média + E.P.M de experiéncias em

triplicado.

A Figura 4 representa o efeito antagonista

de H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu WY[CH_NH]Leu-NH_, sobre a activi-

2 2

dade contrdctil mediada por NKA em preparacdes de bexiga de
murganho (Exemplo 3). As abcissas (eixo do X) indicam logarit
micamente a concentragdo nanomolar (nM)}) de NKA ou de NKA con-

juntamente com 10 nM de H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu \W[CH_NH]Leu-

2

-NH2. Os valores sdo a média + E.P.M. de experiéncias em

triplicado.

A Figura 5 representa o efeito antagonista
de H—Asp—Ser—Phe—Val—Gly—Leu\‘}[CH2NH]Leu-NH2 sobre a activi-
dade contractil induzida por NKA em preparacgdo de bexiga de
murganho (Exemplo 3). As abcissas (eixo do X) indicam ioga—
ritmicamente a concentragdo nanomolar (nM) de NKA ou de NKA
conjuntamente com 10 aM de H—Asp—Ser—Phe—Val—Gly—Leu\#[CHZN-

(CH3)]Leu—NH2. Os valores sdo a média + E.P.M. de uma expe-

riéncia em triplicado.



REIVINDICACOES

l.- Processo para a preparagao de derivados peptidicos de

formula geral
X-Al—A2_A3—A4—A5_A6-Y I
na qual

X representa um atomo de hidrogénio, um grupo alquilo com

1l a 6 atomos de carbono ou um grupo acilo com 2 a 10

atomos de carbono;

Al representa uma ligag¢ao ou um grupo contendo de 1 a &
aminoacidos;

A, representa uma ligagao, Asp ou Glu;

A, representa aminoacido qualquer;

representa Phe ou N-Me-Phe;

cﬁ“GMQNL,

e



A5 representa Ile, Val, Leu, Phe, Ala, Tyr, Nle, Met, ou
N-Me-Val;
A6 representa Gly ou Sar: e

Y representa um grupo de formula geral

Ry R,

-NH CONH

fo v
s}

na qual

B representa um grupo de formula geral —CH2-N-, ou de
uma das formulas:
—CHQ—s-,
—CHQ—O—,
-CH=CH-,

0
f
-C-CH, , _

-CH(OH)CH e

2_7
0
I

-NH-C-,
em que
R representa um atomo de hidrogénio ou um grupo alquilo
com 1 a 4 atomos de carbono ou fenilalquileno em que o

grupo alquileno, de cadeia linear ou ramificada comporta

de 1 a 6 atomos de carbono e o grupo fenileno compor,
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facultativamente um substituinte escolhido entre um
atomo de halogéneo ou um grupo alquilo Ci._y» alcoxi
Cl—u ou hidroxi

Rl e R2 representam, cada um, independentemente um grupo
isopropilo, isobutilo, sec-butilo,n-butilo ou 2-(metil-

-tio)etilo;

e dos seus sais aceitdveis sob o ponto de vista farmaceutico, ca-
racterizado pelo facto de se ligar ao composto ligado a resina de

formula

na qual Rl, R2 e B tem os significados definidos antes, e Boc repre

senta o grupo de protecgao butiloxicarbonilo e JOR (rodeado por um

[ 4 . . - .
circulo) representa a resina, na ordem de A6 para A aminoacidos

l,
alfa-amino-protegidos ao grupo amino-terminal da cadeia peptidica
em crescimento que, entretanto, fol exposta por eliminagao dos

grupos amino-protectores.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepara-
gao de derivados peptidicos de formula geral I, na qual X represen-
ta um atomo de hidrogénio, caracterizado pelo facto de se utiliza-

rem compostos inicials correspondentemente substituidos.

3.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepara-

BAL UHIGINAL
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gao de derivados peptidicos de formula geral I na qual Al, represen
ta uma ligagao e X representa Glt, Mal, Fum ou Suc, caracterizado
pelo facto de se utilizarem compostos iniciais correspondentemente

substituidos.

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-

‘ragéo de derivados peptidicos de formula geral I na qual A1 repre-

senta uma ligagao e X representa Suc, caracterizado pelo facto de

se utilizarem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

5.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, para a prepara-

g¢ao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A, represen-

ta His-Lys-Thr, Lys-Thr, Thr, Asp-Val-Pro-Lys-Ser, Val-Pro-Lys-Ser,

Pro-Lys-Ser, Lys-Ser, Ser, pGlu-Pro-Ser-Lys, Pro-Ser-Lys, Ser-Lys,

ou Lys, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos ini-

cials correspondentemente substituidos.

6.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, para a prepa-
ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A, repre-
senta His-Lys-Thr, Lys-Thr ou Thr, caracterizado pelo facto de se

utilizarem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

7.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, para a prepara-

gao de derivados peptidicos de férmula geral I na qual A repre-

2

senta Asp, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

BAw uriGINAL |
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iniciais correspondentemente substituidos.

8.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragdo de derivados peptidicos de formula geral I na qual A3 re-
presenta Gly, Gln, Asn, Sar, Ala ou Ser, caracterizado pelo facto

de se utilizarem compostos iniciais correspondentemente substitul-

dos.

9.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, para a prepa-
ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A3 repre-
senta Ala ou Ser, caracterizado pelo facto de se utilizarem com-

postos iniciais correspondentemente substituidos.

10.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual AL+ repre-
senta Phe, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

iniciais correspondentemente substituidos.

11.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a pre-
paragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A5 re-

presenta Val, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

iniciais correspondentemente substituldos.

12.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-

ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A, repre-

senta.

BAD URIGINAL
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Gly, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciais

correspondentemente substituidos.

13.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual B repre-
senta um grupo de formula geral —Csz-, caracterizado pelo facto
de se utilizarem compostos iniciais cgrrespondentemente substitui-

dos.

14.- Processo de acordo com a reivindicagao 1l,para a prepa-
ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual R, repre-
senta um grupo isobutilo, caracterizado pelo facto de se utiliza-

rem compostos inicials correspondentemente substituidos.

15.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-

ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual R, re-

2
presenta um grupo 2-metil-tio-etilo, isobutilo ou n-butilo, ca-

racterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciais corres-

pondentemente substituidos.

16.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-

ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual Rl e R2

representam cada um, um grupo isobutilo, caracterizado pelo facto

de se utilizarem compostos iniciais correspondentemente substitui-
dos.
9
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17.- Processo de acordo com a reivindicagao I, para a prepa-
racido de derivados peptidicos de formula geral I na qual X repre-

senta um atomo de hidrogénio, um grupo Glt, Mal, Fum ou Suc, Al re-

presenta uma ligagao ou His-Lys-Thr, Lys-Thr,Thr, Asp-Val-Pro-Lys-
-Ser, Val-Pro-Lys-Ser, Pro-Lys-Ser, Lys-Ser,Ser, pGlu-Pro-Ser-Lys,

Pro-Ser— Lys, Ser-Lys, ou Lys; A, representa uma ligagao Asp, ou

Glu; A

2

representa Gly, Gln, Asn, Sar, Ala, ou Ser; A representa

3
Phe ou N-Me-Phe; A

u

5 representa Ile, Val, Leu, Phe, Ala, Tyr, Nle,
Met, ou N-Me-Val, A6 representa Gly ou Sar; B representa -CHQNH—;
e Rl e R2 representam, cada um, independentemente, um grupo isopro-
pil, isobutilo, sec-butilo, n-butilo ou 2-(metil-tio)etilo, ca-

racterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciails corres-

pondentemente substituidos.

18.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a prepa-
ragao de derivados péptidicos de formula geral I na qual X repre-

senta um atomo de hidrogénio, caracterizado pelo facto de se uti-

lizarem compostos inicials correspondentemente substituldos.

13.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a prepa-
ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A, repre-

senta uma ligagao, His-Lys-Thr, Lys-Thr ou Thr, caracterizado pelo

facto de se utilizarem compostos iniciails correspondentemente

substituidos.

BAD ORIGINAL

[y



42~

20.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a pre-
paragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A2 repre
senta uma ligagao ou Asp, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituldos.

21.- Processo de acorda com a reivindicagao 17, para a prepa

racdo de derivados peptidicos de férmula geral I na qual X repre-

senta um atomo de hidrogénio, A, representa His-Lys-Thr, Lys-Thr

1
ou Thr, e A2 representa Asp, caracterizado pelo facto de se utili-

zarem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

22.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a prepa-

ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A repre-

3
senta Ala ou Ser, caracterizado pelo facto de se utilizarem compos-

tos iniciais correspondentemente substituidos.

23.- Processo de acordo com a reivindicagao 17 para a prepa-

ragao de derivados peptidicos de férmula geral I na qual A, repre-
senta Phe, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

iniciais correspondentemente substituidos.

24.~- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a prepa-

ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual A repre-

senta Val, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

iniciais correspondentemente substituildos.

BAD ORIGINAL |
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25.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a pre-
paragao de derivados peptidicos de férmula geral I na qual Ag
representa Gly, caracterizado pelo facto de se utilizarem compos-

tos iniciais correspondentemente substituidos.

26.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, para a prepa-
ra;éo de derivados peptidicos de formula geral I na qual B repre-
senta um grupo de formula geral —Csz-, caracterizado pelo facto
de se utilizarem compostos iniciais gorrespondentemente substitui-

dos.

27.- Processo de acordo com a reivindicagdo 17, para a prepa

ragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual R, repre-

1
senta um grupo sec-butilo, caracterizado pelo facto de se utiliza-

rem compostos 1niciais correspondentemente substituidos.

28.- Processo de acordo com a reivindicagdo 17, para a pre-

paragao de derivados peptidicos de formula geral I na qual R, re-

2

presenta um grupo 2-(metil-tioletilo, sec-butilo ou n-butilo, ca-

racterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciais corres-

pondentemente substituidos.

29.- Processo de acordo com a reivindicagdo 17, para a pre-

paragao de derivados peptidicos de férmulas Y-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-
Leu-?[CHQNﬁ]Leu—NH2 ou H-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu ?[CH?N-(CH3):Leu—

BAD ORIGINAL
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—NHQ, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciais

correspondentemente substituidos,

Lisboa, 19 de Junho de 1989

e Oheia! de Prover oo .
Q Agente Ohcal da Propriedade incustrial
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RESUMDO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE NOVOS DERIVADOS
PEPTIDICOS COM ACTIVIDADE ANTAGONISTA DA NEURO

QUININA A"

Descrevem-se novos derivados peptidicos de férmula geral
X-Al-AQ-A3-Au—A5-A6-Y I

2ssim COmoO um processo para a sua preparagao ou para a -preparacgao

dos seus sais, por intermédio de uma resina de suporte e que con-

siste em se formar, desde A6 até Al’ a cadeia peptidica em cresci-

mento por ligagao dos aminoacidos (O -amino-protegidos ao grupo
amino-terminal e subsequente eliminagao dos grupos amino-protecto-
res.

Os novos derivados peptidicos obtidos deste modo apresen

tam actividade antagonista da neuroquinina A a qual foi confirmado
mediante aplicagao de ensaios de ligacao competitiva e ensaios

bioquimicos convencionais assim como de testes fisiologicos conven-
cionais e de utilizigao dos derivados citados sob ume diver::iade

de condigoes em cuja neuroquinina A estd envolvida.

Lisboa, 19 de Junho de 1989
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