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RES UMD

0 invento refere-se a um processo de preparag3o de pépti
dos que mimetizam a ligagZo do substrato de poliproteina da pro-
tease de retrovirus as proteases virais e que s3@o Gteis no ensaio
da actividade da protease ou na inibigdo da actividade da protea-
se e no tratamento da doenga viral, o qual compreende, (a) acoplar
os resfduos de aminodcidos apropriados, (b) remover facultativamen
te quaisquer grupos protectores, e (c) modificar facultativamente

o terminal amino ou carboxilo do péptido.
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MEMORIA DESCRITIVA

ANTECEDENTES

Us retrovirus, isto &, virus dentro da famfilia dos Retro
viridae, s3o uma classe de virus que transportam o seu material
genético como 4cido ribonucleico em vez de como Acido desoxirri-
bonucleico. També&m conhecidos como virus "tumor-ARN", a sua pre-
senga foi associada com um grande ndmero de doengas em humanos e
animais. Acredita-se que eles sejam os agentes causadores de es-
tados patolégicos associados com infecg@o pelo virus do sarcoma
de Rous (RSV), virus da leucemia murina (MLV), virus do tumor ma-
mério de ratinho (MMTV), virus da leucemia felina (FelLV), virus
da leucemia bovina (BLV), virus do macaco Mason-Pfizer (MPMV), vi
rus do sarcoma sfimio (SSV), sfindrome de imunodefici®ncia adquiri-
da sfmia (SAIDS), virus linfotr6pico T humano (HTLV-I, -1I) e vi-
rus da imunodeficifncia humana (HIV-1, HIV-2), o qual é o agente
etiolégico da SIDA (sindrome de imunodefici8ncia adquirida) e de
complexos relacionados com a SIDA, e muitos outros. Embora os pa
togéneos tenham sido, em muitos destes casos, isolados, n%o foi
desenvolvido nenhum método eficaz para o tratamento deste tipo de
infecg@o. Entre estes virus, o HTLY e o HIV foram especialmente

bem caracterizados.

Embora diferentes em detalhe, todos os retrovirus s#o
bastante semelhantes na estrutura global. A partfcula de virus
extracelular & composta por uma membrana exterior erigada com gli
coproteinas virais, um ndcleo de proteinas estruturais e um geno-
ma de 4cido ribonucleico de cadeia simples. O genoma retroviral
tem uma organizag®o regional caracteristica, referida como estru-

tura 5'-gag-pol-env-3', em que a regido gag codifica para as pro-

teinas estruturais do ndcleo, a regido pol codifica para certos
enzimas virais criticos tais como a transcriptase inversa, inte-
grase e protease, e a regi%o env codifica para as glicoprotefnas
do env6lucro. A replicag3o viral ocorre apenas dentro das célu-
las hospedeiras e & dependente das fungBes celulares do hospedei-
ro. A produg3o de protefnas virais funcionais 6 critica parz es-

ta replicag3o. A sintese proteica é efectuada pela translac3o dos
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quadros de leitura abertos para as construgBes de poliproteina,

correspondentes aos quadros de leitura de gag, pol e env, que s3o

processadas, pelo menos em parte, por uma protease viral nas pro-
tefinas funcionais. A actividade proteolftica determinada pela
protease viral no processamento das poliprotefinas n3o pode ser
fornecida pelo hospedeiro e 6 essencial para o ciclo de vida dos
retrovirus. Na realidade, demonstrou-se que os retrovirus que

ndo possuem a protease ou que cont@m uma sua forma mutacionada,
n8o possuem infecciosidade. Ver Katoh e colab., Yirology, 145,
280-92 (1985), Crawford, e colab., J. Virol., 53, B899-907 (1985)

e Debouk, e colab., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, B4, 8903-6 (1987).

A inibig%o da protease retroviral representa, portanto, um mé&todo

de tratamento para a doenga retroviral.

As proteases retrovirais n@o foram bem caracterizadas.
Tanto as proteases como os seus substratos poliproteicos s3o recu
perados a partir das partfculas do viri%o com um rendimento muito
baixo. Para avaliar a sua actividade 6 necessario estipular um
substrato para expressar a actividade proteolitica. A utilizacgzo
do substrato natural para analisar a actividade proteolitica
apresenta dificuldades experimentais na producdo, purificacgso e
guantificag®o do substrato e dos seus produtos de hidrélise. Mui
tas destas desvantagens podem ser ultrapassadas pela utilizagZo
de um pequeno péptido, o qual pode ser produzido sinteticamente s
na forma pura, para analisar a actividade proteclitica. é, por-
tanto, altamente desejédvel e vantajoso produzir pequenos péptidos

que podem ser utilizados como substratos para estes enzimas.

As proteases s#o enzimas gue clivam as ligacg®es peptidi
cas nas proteinas e polipéptidos. EstSo presentes na maior parte
dos sistemas biolégicos, onde cumprem fungBes quer metabdlicas
quer reguladoras. 0 seu papel no metabolismo & o de hidrolisar
0s polipéptidos em péptidos mais pequenos e, em Ultima andlise,
nos seus aminodcidos constituintes. 0 seu papel na regulag3do bip
l6gica & difuso e 6 o tema de diversas investigagBes. Ver, como

um exemplo, Biological fFunctions of Proteinases, editado por H.

Holzer e H. Tschesche, Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-New
York (1979).
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Um dos seus papéis reguladores & o de processamento pés
-translaccional de polipéptidos para formar proteinas, enzimas e
mediadores. Essencial para a sua fung3o reguladora & a sua capa-
cidade para actuar selectivamente sobre os polipéptidos. Esta se
lectividade é constitufda por dois factores, 1.) a sua capacidade
para actuar sobre substratos especificos, e 2.) a sua capacidade
para hidrolisar apenas as ligagBes peptidicas especificas. A um
nfvel estrutural, esta especificidade de substrato é o resultado
da sequéncia de aminoAcidos priméria, a conformag3o local resul-
tante do polipéptido substrato e dos aminoAcidos que formam a li-

gag¥o peptidica nmo sitio de clivagem.

R informagZo da sequBncia concernente ao suposto sitio
de clivagem nos substratos naturais poliproteicos estéd disponfvel
para diversas retrovirais. Contudo, os substratos peptidicos pa-
ra as proteases retrovirais s3o, até agora, desconhecidos. Rlém
disso, dado que as interacg®es de ligag3o do substrato natural
s@o desconhecidas, & muitas vezes dififcil predizer quzal o tamanho
do péptido que serd satisfatério. De forma semelhante, dado que
a conformag®o de um polipéptido grande pode ser significativamen-
te diferente da de um péptido pequeno, & diffcil predizer qual a
sequéncia de amino&cidos que se ligard de forma satisfatéria num

péptido pequeno.

0 estudo de protefnas virais pelo sequenciamento de ami
nodcidos sugeriu alguns resfduos de aminoAcidos comuns dentro da
regido de clivagem para as proteases retrovirais. Por exemplo,
Casey, e colab., J. Virol., 55, 417-23 (1985) revela a sequéncia
terminal amino da proteina gagq p24 madura do HIV-1 como sendo Pro
-lle-Val-Gln-Asn, indicando que o resfduo de prolina est4d envolvi
do no sfitio de clivagem. diMarzo Veronese, e colab., Science,
231, 1289-90 (1986) propuseram um sitio de clivagem (indicado por
*) para a transcriptase inversa (RT) de Thr-Leu-Asn-Phe®*-Pro, o
qual atribui 3 RT um terminal amino de prolina. Debouck, e colab.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 8903-06 (1987), sugeriram que a

protease do HIV-1 & autocatalftica e revelaram que o terminal ami

no da protease contém a sequ@ncia Pro-Gln-Ile-Thr-Leu. Pearl, e

colab., Nature, 328, 482 (1987) compararam alguns substratos poli
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peptidicos precursores do ndcleo para um vasto grupo de retrovi-
rus e sugeriram uma prefer8ncia da sequ@ncia para clivagem no
X-Pro para as proteases retrovirais, em que X & geralmente quer
um aminodcido aromético (Phe, Tyr) quer um amino&cido grande e hi
droff6bico (Met, Leu). é ainda sugerido que esta sequBncia é ge-
ralmente flanqueada, em gualquer dos lados, por um aminodcido pe-

queno e hidrofébico.

A estrutura de muitas proteases retrovirais foi examina
da, baseada primariamente na sua estrutura de aminoicidos predita
a partir da sua estrutura nucleotfdica. Elas sZo geralmente codi
ficadas na extremidade 5' da reqi%o pol, na extremidade 3° da re-
gi%o gag ou entre (mas fora de quadro com) as duas regiBes.
Yasunaga e colab., FEBS Lett., 199, 2, 145-49 (1986) revelam boa
homologia de sequBncia entre famflias de ratfovirus e demonstra-
ram diversas sequ@ncias altamente conservadas entre os membros da
famflia dos lentivirus e da subfamilia HTLV/BLV de retrovirus.

Métodos para expressar as proteases retrovirais em E.
coli foram revelados, para o virus HIV-1, por Debouck e colab.,
Proc, Natl. Acad. Sci. USA, B903-06 (1987) e Graves, e colab.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, B85, 2449-53 (1988).

Até 3 data foi empreendida pouca caracterizag3o bioqui-
mica das proteases retrovirais. Contudo, foi sugerido por Katoh,
e colab., Nature, 329, 654-6 (1987), gue certas proteases retro-
virais podem ser proteases &cidas. Isto & baseado na observagdo
que a pepstatina, um conhecido inibidor da protease dcida, & um
inibidor fraco das proteases retrovirais associadas com o virus
da leucemia bovina, o virus da leucemia murina de Moloney e o vi-

rus da leucemia de células T humanas.

Métodos para a produg3o de inibidores da protease de
proteases retrovirais foram revelados por Kettner, e colab., Pa-
tente dos EUA N2, ¢4 636 492 g Kettner, e colabh.,, Patente dos EUA
Ne. 4 644 055. Desta maneira, tri- e tetra-péptidos, os quais
correspondem substancialmente & sequ®ncia de aminoicidos do sfitio
de clivagem do substrato da protease, s3o modificados para passa-

rem a possuir, no terminal C, uma porcZo halometilcetona. A halo
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metilcetona, sendo uma porg3o reactiva, & pressuposta reagir com

a protease uma vez que a ligacBo do péptido se tenha efectuado.

Apesar de n3o relacionados com as proteases retrovirais,
Umezawa e colab., isolaram inibidores de um grupo diferente de
proteases por exame de filtrados de culturas microbianas. Ver

Proteinase Inhibitors: Medical and Biological Aspects, ed. Katu-

Auma e colab., pégs. 3-15 (1983), Japan Sci. Soc. Press. Tokyo/
/Springer—Uerlag, Berlin. Alguns destes inibidores peptidicos,
tais como a bestatina, amastatina e pepstatina, contlm aminodci-
dos incomuns que n3o s¥o aminodcidos oL . Acredita-se que estes
inibidores actuam por apresentarem uma ligag3@o carbono-carbono,

ndo hidrolisével, 3 enzima proteolftica no sftio cissil,

R pepstatina, um inibidor pentapept{dico isolada a par-
tir de uma cultura de Streptomyces, demonstrou inibir uma larga

variedade de proteases &cidas, e atrafu a atengdo devido 3 sua
capacidade para inibir a renina e a pepsina. Ver Umezawa, H. 8
colab., J. Antibiot., T6quio, 23, 259-263 (1970). A pepstatina

contém o amino&cido incomum, Acido (35,QS)-a-amino-B-hidroxi-6—

-metil-heptandico (AHMHA), denominado estatina, em duas posigBes
do pentapéptido. Este amino&cido incomum n3o & um aminodcido o,
mas acredita-se que funciona como mimico dipeptidico e apresenta
@ enzima uma ligag¥o carbono-carbono em vez de uma ligagdo pepti
dica cissil. Os derivados peptfdicos contendo estatina t8&m sido
utilizados para inibir as proteases humanas renina e pepsina.
(Ver Cazaubon e colab., Patente dos EUA No. 4 481 192).

Foram feitas modificagBes da pepstatina, por diversos
grupos, para optimizar a sua actividade em relag8o 3 inibig¢3o da
renina. Rich e colab., J. Med. Chem., 23, 27-33 (1980) mostra-

ram que 2 quiralidade da estatina incorporada na pepstatina & im

portante para a ligag3o e fizeram modificagBes da estatina para
provar a relag@o entre a estrutura e a actividade inibidora. As-
sim, o &cido (35,45)-4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentandico (AHPPA)
apresentou actividade semelhante & da estatina gquando incorporado

nos péptidos em lugar da estatina.

Outros “andlogos dipeptidicos", que cont@m uma ligacgdo
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carbono-carbono em lugar de uma ligagZo peptidica, foram sintetiza
dos e estudados por diversos grupos. Muitas destas tentativas en
volveram estruturas estreitamente relacionadas com a estatina por
modificag3o do carbono portador do grupo hidroxile e do carbono
adjacente. Assim, derivados oxo, derivados diamino, derivados di
-hidroxi (Thaisrivongs e colab., J. Med. Chem., 30, 976-82 (1987)),
derivados desidroxi (Rich, e colab., J. Med. Chem., 23, 27-33
(1980)), derivados contendo fésforo (Grannousis, e colab., J. Med.
Chem. , 1603-09 (1987)) e derivadeos fldor (Fearon e colab.,

J. Med. Chem., 30, 1617-22 (1987) e Thaisivongs e colab., J. Med.
Chem., 20, 2080-87 (1986)) da estatina foram todos sintetizados e

a sua capacidade para inibir a renina ou a pepsina foi relatada.

Foram também descritas variag@es, nas quais um grupo metileno
substituldo é inserido o em relag3o ao grupo carboxilo da estati
na, para inibig¢3o da renina (Luly e colab., Requerimento de Paten
te Europeia EP 229667; fung e colab., Requerimento de Patente do
PCT PCT/WO 88/05050; Evans, Patente dos E.U.A. 4 655 055; Hester
e colab., Requerimento de Patente Europeia EP 173481). Estes
"andlogos dipeptfidicos" apresentaram capacidades varidveis para
inibir a renina e a pepsina, sendo a sua actividade especifica
também dependente das porg®es adjacentes, as quais medeiam a liga
30 a estes enzimas. Os métodos sintéticos empregues nestas reve

lagBes s@o aqui incorporadas por referBncia.

Existe uma necessidade para péptidos que ligam protea-
ses retrovirais a fim de testar a actividade da protease e para
fornecer inibidores da actividade da protease retroviral para uso
farmaceutico. Tal uso farmacButico proporciona tratamento para

doengas que, até agora, foram n¥o tratdveis.

SUMARIO DO INVENTO

0 presente invento compreende o processo para a prepara
¢3o de péptidos, daqui em diante representados como férmula (1),
que se ligam a proteases retrovirais. Num ponto, estes péptidos
sdo dteis como substratos para analisar a actividade da protease.
Noutro ponto, estes péptidos s%o inibidores das proteases virais

e sdo Gteis para o tratamento de doengas relacionadas com a infec
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¢do por estes agentes.

Este invento refere-se também ao processo para a prepa-
ragdo de uma composigdo farmactutica, a qual compreende um compos

to de férmula (I) e um velcule farmaceuticamente aceit4vel.

Este invento compreende ainda um método para o tratamen
to da doenga viral, o gqual compreende a administrag®oc, a um mami-
fero necessitando do mesmo, de uma quantidade eficaz de um compos
to de férmula (I),

Este invento fornece ainda um m&todo para analisar a

actividade da protease viral.

Ainda num outro aspecto, este invento refere-se ao pro-
Cesso para a preparagdo de um composto, representado dagui em di-
ante como férmula (IIb), o qual pode ser utilizado como um inter-
medidrio na preparag¥o dos péptidos de f6rmula (1), que torna o

péptido resistente 2 degradag3o pela protease viral.

DESCRICAD DETALHADA DO INVENTO

Os péptidos de acordo com este invento sZo ilustrados
pela férmula (I):

A-B—(u)a—<c)b-(D)C-M-(w)d-(x)e-v-z
(1)

em que:

R & BocNH, CbzNH, H, R'R"N, R“CONR' ou DnsNH, ou se a,
becsf3o0eY & uma ligagHo covalente, entdo A 6 H, Boc, Cbz,
R" ou R"CO;

B &€ um ou mais amino&cidos D ou L, /Z-Ala ou & uma li-

gagdo covalente;

C e D s3o0 iguais ou diferentes e s3o Glx, Asx, Ala, /3-
-Ala, Arg, Gly, Ile, Leu, Lys, Ser, Thr, Val, Met ou His;

Q & um amino4cido D ou L e & Ser, Thr, Asp, His, Cys,
Arg ou Ala;

W & Pro ou A 3-desidro-Pro;
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X é Ala, Gly, Ile, Leu, Val, Met, Lys, Glx ou Asx;
Y 6 um ou mais aminodcidos D ou L, ou & uma ligag3o co-
valente;

Z & CUZR“", CONR'R"", COR"', CHZUH, CHZNR'R"" ou H, ou se

d e e sdo 0e Y & uma ligag8o covalente, Z & OR"" gy NR*Rue

a, by c, d e e s¥o0, cada um deles independentemente, O

ou 1, desde que c e e n3o sejam simultaneamente O;
M 6 Cha, Phe(4'R_) ou -NHCHR, R~
em que:

R, é, independentemente, Aqul»S’ (CHz)nSAqul_s,

(CHz)nUAqul_s, (CHZ)n cicloalquilo C;_, ou
(CHy) nCeHy =Ry
Ra é halogéneo, OR', N02, NH2 ou H;

R, & (CHz)n-, CHRB(CHZ)mCD-, CD(CHz)mCD-,

CHRBEHRB,(CHZ)mCD-, CHR3CHR3,CHR1(CH2)mCD-,
' - ' -

CHR3CHR1EHR (CHz)mCD » CHR,CHR CHRl(EHz)mCU y
CUCHRlCHR'(CHZ)mCU-, CUCF2CR'R (CHz)mCU—, CDCFZ(CHz)mCD-,
CH:CR'CHR"(EHZ)mCD-, COCH:CR'(CHZ)mCD-,
CHZS(D) CHR'(CHZ)mCO-, CH NR'CHR"(CHz)mCD-,
P=0(OR" (CHz)mCU-,

\/Q)n VQ)H nHﬁ: ; ?
\/@)m ’ ’ ’ \/N \/N
R& COo- R4 CO- R4 COo- Co- CO-
At )
—p n
I Q . \/Q ;
0
CO- COo-

R3 e R3, sdo, cada um deles independentemente, OH,
H ou NHZ;

2

R, & OH, H, NH, ou =0;
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m é, independentemente, 0, 1, 2 ou 3;
n é, independentemente, 1 ou 2,
p 60, 1 ou?z; e

R* 8 H ou Aqul_s;

R" 6 H ou Alqu_las

R"" & H, AlqC; g, cicloalquileCy_, (CH,) C Hs,

(CHZ)nCSHaN, (CHz)nDH, (CHz)nNHZ, ou (CHZ)nNHC(NH)NHZ;

e o0s seus sais farmaceuticamente aceitiveis.

Também inclufdos neste invento estZo os processos para
a preparagdo de sais de adig¥o, complexos ou prédrogas farmaceuti
camente aceitlveis dos compostos de acordo com este invento. As
prédrogas s3o consideradas como sendo guaisquer veifculos ligados
covalentements, os quais libertam, in vivo, a droga de acordo com

a férmula (1) original activa.

Porguanto possa diferir da notagdo convencional, dever4
notar-se na férmula (1) que A compreende o grupo terminmal amino
do péptido e Z compreende o grupo terminal carboxilo do péptido.
Assim, quando A e Z s3o H, os resfiduos terminais dos péptidos s3o,

respectivamente, amino&cidos "des-amino" e "descarboxi".

Empregando esta representagdo, A compreende o grupo ter
minal amino do resf{duo correspondente a B, ou, quando B & uma 1li-
gagdo covalente, a Q; ou, quando a 6§ 0 e B & uma ligag&o covalen
te, a C; ou, quando B & uma ligag@o covalente e a e b s3o 0, a
D. Quando B 6 uma ligag3o covalente e a, by, e c s%o 0, o grupo
amino de M é substitufdo por um grupo acilo ou alquilo, como espe
cialmente determinado por A na férmula (I). De modo semelhante,
Z compreende o grupo terminal carboxilo do res{iduo de amino4cido
correspondente a Y; ou, quando Y & uma ligagdo covalente, a X;
Ou, quando Y é uma ligag¥o covalente e d e e s3o 0, o grupo termi
nal carboxilo de M & substitufdo por /, como especialmente deter-

minado na férmula (I).

A operag3o dos subscritos a-c na férmula (1) & para as-

sinalar que os resfduos podem ser removidos do terminal amino do
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péptido com retengdo da utilidade nos compostos. Tal cperacgfo
destina-se a prosseguir duma forma sequencial; de modo que a ndo
é 0 excepto se Y 6 uma ligag%o covalente, b nZo & O excepto se a &
0, e c nBo 6 0 onde b & 0. No terminal carboxi, e n3o 6 0 excepto
se Y & uma ligag3o covalente. Tal como mais completamente descri
to daqui em diante, d opera independentemente e & 1 quando M &

Cha ou Phe(Ra), e quer 1 quer 0, preferivelmente 0, gquando M &

-NHCHRlRZ.

Outras abreviaturas e simbolos, comummente utilizados

na especialidade, s#%o aqui utilizados para descrever os péptidos.

Aminoé&cido Cédigo C6digo Amino4cido Cédigo Cédigo
de 3 de 1 de 3 de 1
letras letra letras letra

Alanina Ala A Leucina Leu L

Arginina Arg R Lisina Lys K

Asparagina Asn N Metionina Met M

écido aspértico Asp D Fenilalanina Phe F

Cisteina Cys C Prolina Pro P

Glutamina Gln Q Serina Ser S

Acido glutamice Glu £ Treonina Thr T

Glicina Gly G Triptofano Trp W

Histidina His H Tirosina Tyr Y

Isoleucina Ile I Valina Val v

Asparagina ou Acido Aspartico Asx B

Glutamina ou Acido Clutamico Glx z

De acordo com a representagdo convencional, o terminal
amino est& 3 esquerda e o terminal carboxi estd & direita. A n3o
ser se especificado doutro modo, presume-se que todos os aminodci
dos quirais (AR) s#o da configuragdo absoluta L. (Q'Ra)Phe refe-
re-se a fenilalanina substitufda, na posigdo 4 do anel fenilo,
por Ra. Seria apreciado que, guando Ra é hidrogénio, o residuo
constitui fenilalanina e quando Ra € OH, o residuo constitui tiro
sina. /3-Ala refere-se ao 4cido 3-amino propanfico. Cha refere-

-se a ciclo-hexilalanina. Boc refere-se ao radical t-butiloxicar
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bonil, Dns refere-se ao radical dansilo que & l-dimetilamino
naftileno-5-sulfonilo, Cbz refere-se ao radical carbobenziloxi,
BrZ refere-se ao radical O-bromobenziloxicarbonil, Clz & o radi-
cal p-clorocarbobenziloxi, c122 refere-se 2o radical 2,4-dicloro-
carbobenziloxi, Bzl refere-se ao radical benzilo, MeBzl refere-se
ao radical 4-metilbenzilo, Ac refere-se a acetila, Alg ou Aqul_s
refere-se ao alquilo Cl-S’ Ph refere-se ao fenilo, DCC refere-se
a4 diciclo-hexilcarbodiimida, DMAP refere-se & dimetilaminopiridi-
na, HOBT refere-se ao l-hidroxibenzotriazol, NMM & N-metilmorfoli
na, DTT & ditiotreitol, EDTA & 4cido etilenodiamina, tetracético,
DIER é diisopropil etilamina, DBU & l,B-diazobicile[_S.a.U_7undeg
~7-eno, DMSO & dimetilsulf6xido, DMF & dimetilformamida e THF &
tetra-hidrofurano. HF refere-se ao 4cido fluoridrico e TFA refe-
re-se ao 4cido trifluoroacético. Alguil Cl-S' tal como agqui apli
cado, destina-se a incluir metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo, butilo terciério, pentilo e iso-
pentilo. Tal como aqui utilizados nos compostos de acordo com es
te invento, Asp e Glu, os quais tém cadeias laterais de 4cidos
carbox{lico, abrangem 4cidos carboxflicos livres, alquilo Cl-S e
cadeias laterais de 6ster de benzilo. Aqul-B destina-se a incluir
qualquer grupo alquilo de cadeia linear ou ramificada de 1 a 18

carbonos.

0s péptidos de acordo com este invento ligam-se 2s pro-
teases virais de uma forma que imita a ligagHo ao substrato natu
ral. Os péptidos s%o, na generalidade, dodecapéptidos ou meno-
res. Contudo, péptidos mais longos, que englobam os resfduos
aqui definidos como -Q-C-D-M-¥W-X, como fornecido na férmula (1),
também se acredita serem activos e sZo considerados dentro do &m
bito deste invento. O0s resfduos mais préximos do sftio de cliva
gem suposto do péptido, designado como M-W, s3o os mais importan
tes para ligag%o, X &, preferivelmente, um amino4cido neutro ou
dcido. Adequadamente, X & Ala, Gly, Ile, Leu, Val, Met, Lys,
Glx ou Asx. A valina § especialmente adequada. D §, preferivel
mente, um aminodcido neutro ou hidrofébico, apesar de certos re-
siduos hidrofilicos, tais como Asp e Ser, serem aceitéveis. Gln,
Asn, Ala, /3-Ala, Ile, Leu, Val e Met szo preferidos. Gln, Asn
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e Ala s3o especialmente preferidos. O resfduo correspondente a
C pode ser um amino4cido neutro, 4cido ou bdsico. Glu, Gln, Arg,
Lys, Ser, Ala, A-Rla, Asn e Gly si3o adequados. Gln, Asn e Ala
sdo especialmente preferidos para C. 0 resfduo Q é, preferivel-
mente, um resfduo hidrofflico, tal como Ser, Thr, Asp ou His, D

ou L. Especialmente preferidos s3o Thr e Ser.

B corresponde a um ou mais aminofcidos, os quais podem
ser hidrofilicos ou hidrofébicos, ou pode ser, nos péptidos mais
curtos, uma ligagZo covalente. A identidade de B nzo é critica
8 um residuo pode ser escolhido pelas propriedades fisico-quimi-
cas e bioquimicas que confere ao péptido global, tais como solu-
bilidade na &4gua e resist®ncia 2s exopeptidases. A escolha de
um aminodcido D confere, muitas vezes, resist®ncia &8s exopeptida
ses quandc o aminoé4cido D se encontra no terminal do péptido.
Quando B é uma ligacZo covalente, poderd ser vantajoso para Q ser
um aminoédcido D. Quando B n%o & uma ligag3o covalente, B &, pre
ferivelmente, um ou dois amino&cidos D ou L escolhidos a partir
de Ala, /B-Ala, Gly, Ile, Val, Leu, Met, His, Lys, Arg, Glx, Asx,
Cys, Ser ou Thr. Para a produc3do dos péptidos mais pequenos de
acordo com este invento, os quais se ligam & protease retroviral,

B é preferivelmente uma ligag3o covalente.

Y pode corresponder a um ou mais amino4cidos, ou a uma
ligag3o covalente. Se & um ou mais aminodcidos, estes podem ser
hidrofflicos ou hidrofébicos. S3o preferidos um a trés res{duos,
mas uma cadeia mais longa 6 aceit4vel. De forma muito semelhan-
te 2 de B, os resfduos de Y podem ser utilizados para conferir
propriedades fisico-quimicas e bioquimicas favoriveis ao péptido.
Desse modo, o uso de resf{duos hidrofilicos poder4d ser utilizado
para conferir propriedades de solubilidade desejéveis ou amino-
4cido O no terminal carboxi poderdo ser utilizados para conferir
resist@ncia as exopeptidases. Preferivelmente, Y 6 um a trés
aminodcidos escolhidos a partir de Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Val,
Arg, Lys, Thr, Ser, Cys, Glx ou Asx. Para os péptidos mais cur-
tos de acordo com este invento, Y pode ser uma ligag3o covalente,
mas um aminodcido dnico é especialmente apropriado. Ala, Gly,

Ile, Met, Arg, Asx e Val sao preferidos. A valina & especialmen
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Os péptidos em que M & Cha ou Phe(4'Ra) e d & 1 podem
actuar como substratos e s3o hidrolisados em péptidos menores.
Apesar dos substratos poderem Ser, na generalidade, de qualquer
comprimento, s3o preferidos 6-9 resfduos. Estes s3o conveniente
mente utilizados para analisar a actividade da protease. Alénm
disso, podem competir com is substratos virais naturais e, assim,
servir para inibir a replicag3o viral e, portanto, a progress8o
da doenga in vivo; se bem que, dada a sua instabilidade metabg-
lica, a sua duragdoc de acg®o poderia ser curta. Tipicaments, es
tes péptidos podem ser utilizados na andlise da actividade da
protease submetendo o péptido 2 protease num meio tamponado ade-
quado. A andlise da actividade & efectuada de modo a detectar a
clivagem do péptido. Tal m&todo estabelece a separagdo de, pelo
menos, um dos produtos do péptido ou um dos seus derivados, e a

sua quantificacg3o.

Numa tal andlisse, os recursos cromatogréficos podem ser
utilizados para efectuar a separagdo dos produtos do péptido usan
do suportes sélidos convencionais, tais como gel de silica, octa
decilsilano, Sephadex s Tesinas permutadoras de ifes ou resi-
nas de adsorg3o. A detecgéo/quantificagﬁo dos produtos & efectua
da por absorg3o de ultravioletas ou outras andlises espectroscé-
picas. Alternativamente, a incorporago ou substituigZo de um
is6topo radioactivo no péptido, tal como tritio ou l3C em um gu
mais dos amino&cidos, fornece uma detecgﬁo/quantifica;éo baseada
na radioactividade. Noutra alternativa, a incorporagéo de uma
porgdo fluorescente, tal como um grupo dansilo no terminal amino
do péptido, fornece uma detecgéo/quantificagﬁn por fluoresc®ncia.
Os métodos fluorogénicos, os quais incorporariam um agente de ex
ting3o no péptido, tal como um oxi-éster de 3-(4-N-metil-piridil)—
-propilo do terminal carboxi, além do marcador fluorescente, tam
bém seriam dGteis para testar a actividade da protease. Tais mé-
todos s3o descritos, por exemplo, por Dunn e colab., Apnal. Bio-
chem., 129, 502 (1983), e fornecem a monitorizag®o continua da
actividade. Estes métodos fluorogénicos t@m vantagens dado que

@ hidr6lise & directamente observada sem a necessidade da separa
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¢80 dos produtos da hidrélise.

A actividade de ligag3o da protease dos péptidos de
acordo com este invento, em que M & Cha ou (a'Ra)Dhe, é demonstra
da pela sua capacidade para actuarem como substratos. A tabela

seguinte ilustra ascinéticas do substrato destes péptidos.

Tabela 1

Cindticasde Substrato de péptidos de ligacBo 3 protease do rHIV

Composto do Rel. KM KCat
Exemplo N2, v, (mM) (min-l)
1 1,0 6,7 42

39 1,0 6,9 41
40 0,35 8,6 16
41 ins.X - -
42 1,34 1,9 21
43 0,48 20 30
44 0,48 2,2 5
45 0,46 11 21
46 1,23 2,3 12
47 0,36 8 15
48 1,0 6,8 35
49 0,65 6,0 1B,4
50 0,32 5,0 1,8
51 ins.™ - -
52 ins.™ - -
53 0,71 1,6 12
54 0,39 0,71 2,03
55 0,86 6,5 23,0
56 1,45 1,2 31
57 ins.™ - -
59 0,56 3,3 8,0
60 0,54 8,0 18
61 0,51 2,3 6,4
62 0,05 - -

63 0,045 4,9 1,8
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Cinéticas de substrato de péptidos de ligacdo &

protease do rHIV

Composto do Rel. KM
Exemplo N2, v, (mM)
64 1,24 -
65 0,11 19
66 1,25 11,7
67 0,07 -
68 0,98 -
69 0,70 -
70 0,56 -
95 ins.X 12,8
96 0,34 17,7
98 0,16 25
99 0,09 642
100 0,045 1,8
101 0,06 6,2
102 1,27 7,7
105 1,09 -
107 0,24 -
108 ins.X -
109 1,24 -
110 1,29 9,8
111 1,33 34
112 ins.X -
113 ins.X -
115 0,48 7,1
118 ins.X -
119 ins. X 30
121 0,80 0,96

x ..
insignificants

- n3o efectuado

cgt_l
min~ ")

14
183

5,3
90,4
65

1,6

0,38

7,8
96

103
374
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Noutro aspecto, estes péptidos substrato, nos guais M &
Cha ou (4'Ra)Phe, s#o também indicadores Gteis para a descoberta
de sequéncias de amino&cidos que se ligam as proteases virais e,
portanto, inibem a actividade proteoclftica. As modificagBes de
tais péptidos que se ligam as proteases virais de modo a retardar
a hidréflise do péptido fornecem um meio de produzir inibigZ%o de

maior durag3o da actividade da protease.

Consequentemente, um outro grupo subgenérico de compos-
tos de acordo com este invento compreends os péptidos em que o re
sfduo M 6 -NHCHRlRZ-. Estes péptidos contBm um amino4dcido n3o na
tural, o qual n3o é um aminodcido o/ . Estes péptidos nZo possuem
uma ligagdo peptidica do mesmo modo que um substrato e, portanto,
apesar de eles se ligarem & protease de uma forma que mimetiza a
ligag¥@o ao substrato natural, s%o resistentes & hidrélise. Os
péptidos de 2-9 resfduos sZo adequados. Os péptidos de 3-6 resi-
duos s¥o preferidos. Preferivelmente, quando M & -NHCHRIRZ-, d=0
e W estd ausente, desde que o aminoAcido n3o natural possa actuar

como um mimico dipéptidico. Numa concretizagdo preferida, R, 6

CH2C6H4-Ra, CH2C6Hll ou Alqu_s. R2 é preferivelmente '
CHRBCHRB'(CHZ)mCU-, CHRBCHRZ'CHRICD-, CHR ;CHR, CHR'CO-,
CHRB(CHZ)mCD—, CO(CHz)mCU-, CUCHRlCHR'(CHz)mCO-, CHRBCFZ(CHZ)mCD-,
CDCFZ(CHZ)mCD-, -D:D(DR')(CHz)mCO—,

OR*
(

[ )
n n
— P N
\/Q)m , H-Q ou v :
8]
R& cOo- Co-

L0~

em que R', R3, R3‘, m e n tém os significados definidos na férmula
(I). Nas concretizag®es preferidas, R, & CH,C_H -R_, e R, &

276 4
EH(DH)CH2CHZED—.

Quando administrado a um animal infectado ou potencial-

2

mente infectado com um virus, o qual é dependente de uma protease
codificada pelo virus para processamento de poliprotefinas virais,
a replicag@o viral é inibida e, consequentemente, a progressfo da

doenga € retardada. Visto que parecem existir sequ@ncias consen-
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suais para os substratos poliproteicos de v&rios retrovirus, um
inibidor ou substrato serd provavelmente largamente activo sobre
uma série de retrovirus. Os virus de ADN, os quais sZo dependen-
tes de proteases codificadas pelo virus, tal com o virus da hepa-

tite, podem ser também sensfveis ao referido tratamento.

Us compostos seguintes est%o incluidos em, mas de forma

alguma limitam, o Ambito deste invento:

2-(acetil-seriglutaminilasparaginil)amino-B—Fenilpro—

pil-prolilvalil valinamida;

2-(serilglutaminilasparaginil)amino-B-Fenilpropilproli;

valil valinamida;

2-(acetil-serilglutaminilasparaginil)amino-3-hidroxi-1l-

-oxo0-5-fenilpentilprolilvalil valinamida;

2—(acetil-serilglutaminilasparaginil)amino-3-hidroxi-l—

-oxo0-5-fenilpentilvalil valinamida;

2-(saril-glutaminilasparaginil)amino-3(5)-hidroxi—l-oxg
-5-fenilpentilvalil valinamida;

éster de metilo de 2-((2-(terc-butoxicarbonil-serilala-
nilalanil)amino-l-oxo—3-Fenilpropil)ciclopentilcarbonilvalil vali

na;

éster de metilo de 2-(2-(serilalanilalanil)amino-l-oxo-
—3-Fenilpropil)ciclopentil-carbonilvalilvalina, sal de 4cido acé-

tico trifluorcacético;

éster de metilo de 2-(2-(terc-butoxicarbonil-serilala-
nilalanil)amino—l-hidroxi—B-Fenilpropil)ciclopentilcarbonilualil

valina;

éster de metilo de 2-(—l-hidroxi-B-Fenil-Z-(serilalanii
alanil)aminopropil)ciclopentilcarbunilvalilvalina, sal de 4cido

trifluoroacético;

éster de metilo de 2-((l—metoxi-l-(Z—fenil-l—(terc-buti
loxicarbonil—serilalanilalanil)amino)etil)Fosfinil)ciclopentilca;

bonilvalilvalina;
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éster de metilo de 2-((l-hidroxi-l-(2-Fenil—l-(serilalg

nilalanil)amino)etil)Fosfinil)ciclopentilcarbonilvalil valina;

éster de metilo de 5-(terc-butoxicarbonil—serilalanil-

alanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexilvalil valina;

éster de metilo de 5-(terc-butoxicarbonil-serilalanil—

alanil)amino-4~-hidroxi-l-oxo0-6-(4-hidroxifenil)hexilvalil valina;

éster de metilo de 4-(terc-butoxicarbonil-serilalanil-
alanil)amino-Z,2-difluoro-B-hidroxi-l-oxD-S-fenilpentilvalil va-

lina cloridrato;

éster de metilo de 4—(serilalanilalanil)amino-Z,2—di—

fluoro-3-hidroxi-l-oxo-5-fenilpentilvalil valina cloridrato;

6ster de metilo de 4-(serilalanilalanil)amino-2,2-di-
Fluoro-l,3—dioxo-S-fenilpentilvalil valina cloridrato;

5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino—déhidroxi-
-6-(4-hidroxi)fenil-l-oxo-hexilvalil amida;

éster de metilo de 5-((carbobenziloxi-D-seril)alanil-
alanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexilvalil valinaj;

éster de metilo de 5-((D-seril)alanilalanil)amino-4-hi-

droxi-l-oxo-6~fenil-hexil-valil valina;

5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-e-(a—hidrg

xi)fenil-4-hidroxi-l-oxo-hexilvalil valina;

5-(serilalanilalanil)amino-s-(a-hidroxi)fenil-a-hidrox;

~l-oxo-hexilvalil valina cloridrate;

éster de metilo de 2-((l-hidroxi-2-(serilalanilalanil)-
amino-B-ciclo-hexil)propil)ciclopentanocarbonilualil valina clori

drato;

2—((2-(terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino-l-

—oxo—B—Fenilpropil)ciclopentilcarbonilvalil valinamida;

2—(2-(serilalanilalanil)amino-l—oxo—B-Fenilprcpil)ciclg
pentilcarbonilvalilualinamida, sal de 4cido acético trifluoroacé-
tico;



69 585 o
SKB CASE 14415 -

-20-

2-(2-(terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino-l-
-hidroxi-3-fenilpropil)ciclopentilcarbonilvalil valinamida;
2-(-l—hidroxi-3-fenil-2-(serilalanilalanil)aminopropil)-
ciclopentilcarbonilvalilvalinamida, sal de 4cido acético trifluo-
roacético;
2-((l-metoxi-1-(2-fenil-1-(terc-butiloxicarbonil-seril-
alanilalanil)amino)etil)fosfinil)ciclopentilcarbonilvalilvalinami
da;
2-((1-hidroxi-1-(2-fenil-1-(serilalanilalanil)amino)-
etil)Fosfinil)ciclopentilcarbonil—valil valinamida;
5-(terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino-a-hidro—
xi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valinamida;
5-(terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino-4-hidro-
xi-l-ox0-6-(4~hidroxi-fenil)hexil-valil valinamida;
4—(terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino-?,2—di-

Fluoro-3—hidroxi-l-oxo-S-Fenilpentil-valil valinamida, cloridrato;

d-(serilalanilalanil)amino—Z,2-diFluor0—3-hidroxi—l-0xg
-5-fenilpentilvalil valinamida, cloridrato;

a-(serilalanilalanil)amino—Z,2-diFluoro—l,3-di0xo-5—Fe~

nilpentil-valil valinamida, cloridrato;
5-((carbobenziloxi-D-seril)alanilalanil)amino-a-hidroxg
-l-oxo-6~fenil-hexil-valil valinamida;
5-((D-seril)alanilalanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-6-Ffenil-
~hexil-valil valinamida;
5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-é-(a—hid:g
xi)Fenil—a-hidroxi-l-oxo-hexil-ualil valinamida;
5-(serilalanilalanil)amino-6-(4-hidroxi)fenil-4-hidroxi-
-l-oxo-hexil-valil valinamida, cloridrato;
2—((l-hidrnxi—Z-(serilalanilalanil)amino-B-ciclo-hexil)-
propil)ciclopentanocarbonilvalil valinamida, cloridrato;
éster de metilo de (45,55)-5-(alanilalanil)amino-4-hi-
droxi-l-oxo-6-(4-hidroxifenil)hexil-valil valina, sal de &cido ack

tico;
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éster de metilo de (QS,SS)-S-((carbobsnziloxi-[3—ala-
nil)alanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-é-(a—hidroxifenil)hexilvalil va-
lina;
6ster de metilo de (&S,SS)-S-((/3-alanil)alanil)amino-

-a—hidroxi-l~oxo-6—(4-hidroxifenil)hexilvalil valina, cloridrato;

éster de metilo de (45,55)-5-(alanilalanil)amino-t-hi-

droxi~-l-oxo-6-ciclo-hexil-hexil-valil valina;
éster de metilo de (45,55)-5-(carbobenziloxialanilala-
nil)amino-a-hidrbxi-l-oxo-é—Fenil-hexil-valil valina;
éster de metilo de (45,55)-5-(alanilalanil)amino-4-hi-
droxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina;
(45,ss)-s-(alanilalanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-s-(a-hi-
droxifenil)hexil-valil valinamida, sal de &cido acético;
(aS,55)-5—((carbobenziloxi;/3-alanil)alanil)amino-a-hi-
droxi-l-oxo-s-(a-hidroxifenil)hexilvalil valinamida;
(as,55)_5-((/3-alanil)alanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-s-
-(Q-hidroxifenil)hexilvalil valinamida, cloridrato;
(45,SS)-5-(alanilalanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-é-ciclo-
-hexil-hexil-valil valinamida;
(as,ss)_5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-a-hidrnxi-
~l-oxo-6-fenil-hexil-valil valinamida;
(as,55)_5-(alanilalanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-e-fenil-
~hexil-valil valinamida;
éster de metilo de (&S,SS)-5—(carbobenziloxialanil)ami-
no-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexilvalil valina;
(QS,58)-5-(alanil)amino-&-hidroxi-l—oxo-é-?enil—hexil-

valil valina, sal de Acido acético;

éster de metilo de (45,55)-5-(terc—butiloxicarbonilala—

nil)amino-a—hidroxi—l-oxo-é-(a-hidroxifenil)hexil-valil valina;

éster de metilo de (45,SS)-S—alanilamino-d-hidroxi-l-

-on-6-(4-hidroxifenil)—hexil-ualil valina, sal de 4cido acético;
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(45,55)-5-(carbobenziloxialanil)amino-4-hidroxi-1-oxo-
-6-fenil-hexil-valil valinamida;

(45,55)-5-(2alanil)amino-4-hidroxi-l-oxo=6=Ffenil-hexil-
valil valinamida;

(aS,55)—5~(terc-butiloxicarbonilalanil)amino-d—hidroxi—
-l-oxo-6-(4-hidroxifenil)hexilvalil valinamida;

(48,SS)-5-(alanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-é-(a-hidroxife-
nil)-hexil-valil valinamida, sal de &cido acético;

éster de benzilo de (4RS,55)-5-amino-6-(4-hidroxi)fe-
nil-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina, cloridrato;

éster de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-l-hidroxi-2-ami-
no-3-ciclo-hexil)propil)-ciclopentanocarbonil-valil valina, clori

drato;

éster de metilo de (45,SS)-5—amino-d-hidroxi-l-oxo—é-
-fenil-hexil-valil valina, cloridrato;

éster de metilo de (45,55)-5-(terc-butiloxicarbonil)ami
no-4-hidroxi-l-oxo~6-fenil-hexil-valil valina;
(aRs,ss)-s-amino-e-(a-hidroxi)fenil-a-hidroxi-l-oxo-

~-hexil-valil valinamida, cloridrato;

(lR,ZR)-Z—(((lS,25)-l-hidroxi-2~amino—3-ciclo-hexil)prg

pil)—ciclopentanocarbonil-valil valinamida, cloridrato;

(as,55)-s-amino-a-hidroxi-l-oxo-e-renil-hexil-val11 va-

linamida, cloridrato;

(QS,55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-a—hidroxi-l—oxo—
-6-fenil-hexil-valil valinamida;

(55)-5{carbobenziloxialanil)amino-a-hidroxi-l-oxo—S-Fe-

nil-hexil-valina, isobutil amida;

(SS)-5-(miristil)amino-a-hidroxi-l—oxo-é-Fenil-hexil va

lina, isobutil amida;

(55)-5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-4-hidroxi—l-

~oxo-6-fenil-hexil valina, isobutilamida;
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(55)-5-(estearil )amino-4-hidroxi~l-oxo-6-fenil-hexil
valina, iscbutil amida;

éster de metilo de S5-(carbobenziloxialanil)amino-4-hi-
droxi-2-metil-l-oxo-6-fenil-hexilvalil valina;

7-metil-5-(carbobenziloxialanil)amino-3,4~di-hidroxi-2-
-fenil-l-oxo-octil valina, iscbutilamida;

5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-d-hidroxi-l-oxo-é-

~-fenil-hexil valina, isobutil amida;

5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino—é-Fenil-a-hidroxi-

(1-oxo)hexil-valil valinol;

carbobenziloxi-alanil-(3—hidroxi-5-amino-s-fenil)hexa-
noil-valil-(4-aminometil)piridina;

5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-4-hidroxi-6-fenil-
(l1-oxo)hexil-valina isobutilamida;

(45,55)-5-(metoxicarbonil-alanilalanil)amino-6-fenil-t-
-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina;

(45,55)~5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-6—fenil-f-
-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina;

(as,ss)-s-(alanilalanil)amino-é-fenil-a-hidroxi-l-oxo-
-hexil-valil valina;

éster de metilo de 4cido (4RS,55)-5-((terc-butiloxicar-
bonil)isoleucil)amino-?-metil—a-hidroxi-l—oxo-octil-leucil-(U—bag
zil)aspAartico; e

éster de metilo de 4cido (4RS,55)-5-((terc-butiloxicar-

bonil)isoleucil)amino-?-metil-&—hidroxi—l-oxo-octil-leucil-aspér-
tico.

Alguns compostos individuais preferidos s3op:

éster de metilo de (45,SS)-5-(carbobenziloxi—alanilala—

nil)amino—é-Fenil-a-hidroxi-l-oxo-hexil—valil valina;

éster de metilo de (45,55)-5-(alanilalanil)amino-6-Ffe-

nil-4-hidroxi-l-oxo~hexil-valil valina;

éster de metilo de (45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)-
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amino-6-fenil-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina;

éster de metilo de (45,55)-5-(alanil)amino-6-fenil-4-

-hidroxi-l-oxo-hexilvalil valina; e

éster de metilo de 4cido (4RS,55)-5-((terc-butiloxicar-
bonil)isoleucil)amino-?-metil~4—hidroxi-l-oxo-octil-leucil-(U-beg

zil)aspéartico; e os seus 4cidos carboxilicos e carboxamidas.

Us péptidos de acordo com este invento sZo preparadas
por acoplamento dos residucs de aminoicido apropriados, facultati
vamente removendo-se gquaisgquer grupos protectores e facultativa-
mente modificando os terminais amino ou carboxi do péptido. S%o
preparados, preferivelmente, pela técnica de fase s6lida de Mer-
rifield (3. Am. Chem. Soc., 85, 2149 (1964)), apesar de métodos
en solug¥o conhecidos na especialidade poderem ser empregues com

sucesso. Métodos em solug3o ou uma combinagdo dos mé&todos de fa-
se s6lida e de solugHo, podem ser utilizados numa sintese conver-
gente, na qual os fragmentos di-, tri-, tetra-, ou pentapeptidicos
sdo preparados por sintese de fase s6lida ou de solugdo e quer 1i
gados a outros di-, tri- ou tetrapéptidos, quer adicionalmente mo
dificados por sintese de soluc®o. Os mé&todos de sintese de pépti
dos descritos, na generalidade, em J. M. Stewart e J. D. Young,
"Solid Phase Peptide Synthesis", Pierce Chemical Company, Rock-
ford, I1 (1984) ou M. Bodonsky, Y. A. Klauser e M. A. Ondetti,
"Peptide Synthesis", John Wiley & Sons, Inc., New York, N.Y.

(1976) podem ser utilizados para produzir os'péptidos de acordo

com este invento e s%o aqui incorporados por refer8ncia.

Cada aminoé4cido ou péptido & adequadamente protegido,
tal como conhecido na especialidade relacionada com os péptidos.
Por exemplo, o grupo Boc ou carbobenziloxi & preferido para pro-
tecg3o do grupo amino, especialmente na posigdo ol . Um grupo ben
zilo ou, adequadamente, um grupo benzilo substitufdo, & utilizado
para proteger o grupo mercapto da cistefna ou outros aminoicidos
contendo tiol; ou o hidroxilo de serina ou da treonina. 0 grupo
tosilo ou o azoto pode ser utilizado para protecgdo da guanidina
da Arg ou o imidazol da His, e um grupo carbobenziloxi ou benzilo
adequadamente substitufdo pode ser utilizado para o grupo hidroxi

lo da Tyr, Ser ou Thr, ou para o grupo &£ -amino da lisina. A subs
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tituic3o adequada dos grupos protectores carbobenziloxi ou benzil
é uma substituicgZo orto e/ou para com cloro, bromo, azoto ou meti
lo e 6 utilizada para modificar a reactividade do grupo protector.
R cisteina e outros amino4cidos contendo enxofre podem ser também
protegidos pela formagHo de um dissulfeto com um grupo tioalquilo
ou tioarilo. Excepto para o grupo Boc, os grupos protectores s3o,
0 mais convenientemente, aqueles gque n¥o s¥o removidos por trata-
mento dcido suave. Estes grupos protectores sZo removidos por mé
todos tais como hidrogenac3o catalftica, sédio em ambnia l{fquida

ou tratamento de HF, como conhecidos na especialidade.

Se s3dp utilizados métodos de fase s6lida, o péptido 6
construfdo sequencialmente a partir do terminal carboxi e traba-
lhando em direcgZo do terminal amino do péptido. A sintese de fa
se sb6lida inicia-se pela ligag3o covalente do terminal C de um
aminoécido protegido a uma resina adequada, tal como uma resina
de benz-hidrilamina (BHA), resina de metilbenz-hidrilamina (MBHA)
ou resina de clorometilo (CMR), tal como descritas na generalida-
de na Patente dos E.U.A., N2, 4 244 946. Uma resina de suporte
BHA ou MBHA & utilizada se o terminal carboxi do péptido produto
é uma carboxamida. é geralmente utilizado um suporte de CMR se o
terminal carboxi do péptido produto é um grupo carboxil, embora
esta também possa ser utilizada para produzir uma carboxamida ou

um éster.

Uma vez que o primeiroc aminodcido (AA) protegido tenha
sido ligado a resina desejada, o grupo amino & hidrolisado por
tratamento 4cido suave e o carboxilo livre do segundo AA protegi-
do & acoplado a este grupo amino. Este processo € executado se-
quencialmente, sem isolamento do intermedidrio, até gue o péptido
desejado se tenha formado. O péptido completo pode entZo ser des

bloqueado e/ou separado da resina portadora, em gqualquer ordem.

0 tratamento de um péptido suportado pela CMR com HF ou
HBr/4cido acético separa o péptido da resina e produz o aminodci-
do do terminal carboxi como um Acido carboxfilico. O tratzmento
de um péptido suportado pela CMR com améniz ou alquilaminas num
solvente alco6lico fornece uma carboxamida ou uma alquilcarboxami

da no terminal carboxi.
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Se & desejado um éster, a resina CMR pode ser tratada
com um dlcool apropriado, tal como 4lcool metiflico, etflico, pro-
pilico, butfilico ou benzilico, em presenga de tristilamina, para

clivar o péptido da resina e produzir o éster directamente.

ésteres dos péptidos de acordo com este invento podem
também ser preparados, por métodos convencionais, a partir do pre
cursor do 4cido carboxflico. Tipicamente, o 4cido carboxflico &
tratado com um 4lcool em presenga de um catalisador dcido. Alter
nativamente, o 4cido carboxflico pode ser convertido num interme-
didrio acilo activado, tal como um haleto &cido ou um &ster ou ani
drido activado e tratado com um 4lcool, preferivelmente em presen

¢a de uma base.

0 método preferido para a clivagem de um péptidoc da re-
sina de suporte é pelo tratamento do péptido suportado pela resi-
na com HF anidro em presenga de um depurador de catides adequado,
tal como anisol ou dimetoxi benzeno. Este método, simultaneamen-
te, remove todos os grupos protectores, o grupo tipalquilo protec
tor do enxofre, e separa o p&ptido da resina. Os péptidos hidro-
lisados deste modo da CMR sZo 4cidos carboxflicos, e aqueles sepa

rados da resina BHA sZo obtidos como carboxamidas.

A modificag¥o do grupo amino terminal do péptido é efec
tuada por alquilac?o ou acetilag®o, tal como & geralmente conheci
do na especialidade. Estas modificag®es podem ser realizadas no
aminodcido antes da incorporagdo no péptido, ou no péptido ap6s
este ter sido sintetizado e o grupo terminal amino libertado, mas

antes dos grupos protectores terem sido removidos.

Tipicamente, a acetilag3o 6 realizada no aminodcido li-
vre utilizando o haleto de acilo anidrido ou éster activado, do
dcido de alquilo correspondente, em presenga de uma amina tercis-
ria. A mono-alguilac®o & levada a cabo, o mais convenientemente,
por alguilag3o redutora do grupo amino com um aldefdo alifético
ou cetona apropriados em presenga de um agente redutor suave, tal
como cianoboro-hidreto de 1{ftio ou de sédio. A di-alquilag®o po-
de ser efectuada por tratamento do grupo amino com um excesso de

um haleto de alquilo em presenga de uma base. Cr&-se que os gru-
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pos alguilo e acilo de cadeia mais longa de acordo com este inven
to tenham propriedades vantajosas dada a sua afinidade para as
membranas lipidicas. A miristilagZo e a estearilag3o, por exem-

plo, sdo Gteis.

A sintese em solug3o dos péptidos & executada utilizan
do os métodos convencionais usados para formar ligag®es amida.
Tipicamente, um amino&cido protegido com Boc, o qual tem um grupo
carboxilo livre, & acoplado a um amino&4cido protegido, o gqual tem
um grupo amino livre, utilizando um agente de acoplamento de car-
bodiimida adequado, tal como a N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida
(pcC), facultativaments em presenga de um catalisador tal como 1-
-hidroxibenzotriazol (HOBT) e dimetilaminopiridina (DMAP). Outros
métodos, tal como a formacZo de haletos de 4cido, anidridos ou és
teres activados, do carboxilo livre de um amino4cidag protegido
com Boc, e posterior reacg3o com a amina livre de um aminoédcido
protegido, facultativamente em presenga de uma base, s¥o também
adequados. Por exemplo, um aminoscido ou péptido protegido com
Boc é tratado num solvente anidro, tal como cloreto de metileno
ou tetra-hidrofurano (THF), em presenga de uma base, tal como N-
-metilmorfolina, DMAP ou uma trialquilamina, com cloroformato de
isobutilo para formar o "anidrido activado", o qual, subsequente-
mente, reage com a2 amina livre de um segundo aminofcido ou pépti-
do protegido. O péptido formado por estes métodos pode ser selec
tivamente desprotegido, usando técnicas convencionais no terminal
amino ou carboxi, e ser acoplado a outros péptidos ocu aminodcidos
utilizando técnicas semelhantes. Ap6s o péptido ter sido comple-
tado, os grupos protectores podem ser removidos, como agqui anteri
ormente descrito, tal como por hidrogenag®@o em presenga de um ca-
talisador de palédio ou platina, tratamento com s6dioc em amonizco

lfquido, &cido fluorfdrico ou &lcali.

Us ésteres s#do, muitas vezes, utilizados para proteger
0 grupo terminal carboxil de péptidos na sintese de solugdo. Po-
dem ser convertidos em 4cidos carboxflicos por tratamento com um
hidr6xido ou carbonato de metal alcalino, tal como o hidréxido de
potédssio ou o carbonato de sédio, numa solugdo alcoblica aquosa.

Os 4cidos podem ser convertidos nos outros ésteres por meio de um
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intermediério acilo activado como anteriormente descrito.

Rs amidas e as amidas substitufdas de acordo com este
invento s3o preparadas a partir dos A&cidos carboxflicos dos pépti
dos de modo muito semelhante. Assim, a améniz ou uma amina subs-
titufda pode reagir com um intermediédrio acilo activado para pro-
duzir a amida. 0O uso de reagentes de acoplamento, tal como DCC,
é conveniente para a formag3%o de amidas substitufdas a partir do
préprio 4cido carboxilico e de uma amina adequada.

Além disso, os ésteres de metilo de acordo com este in-
vento podem ser convertidos nas amidas, ou amidas substitufdas,
directamente por tratamento com améniz, ou uma amina substituida,
numa solug8o de metanol. Uma solug3o de metanol do é&ster de meti
lo do péptido & saturada com aménia e agitada num reactor pressu-
rizado para produzir a carboxamida simples dos péptidos. As car-
boxamidas s3o concretizagBes preferidas deste invento dada a sua

estabilidade aumentada em relagZo aos 6ésteres.

0 aminoédcido gque constitui o resfduo M do péptido com-
preende fenilalanina, um derivado da mesma ou um aminodcido nZEo
natural designado por -NHCHRle—. Os derivados da fenilalanina
incluem tirosina, (D-alquilo Cl-S) tirosina, 4'-halofenilalanina,
4'-nitrofenilalanina e 4'-aminofenilalanina, como s3o geralmente

bem conhecidos na especialidade relacionada com os péptidos.

Um intermedidrio Gtil na sintese de péptidos de acordo
com este invento, em que M 6§ -NHCHRle, é representado pela f6rmy
la (IIa):

(I1a)

em que:

R, &, independentemente, Algl, o, (CHz)nSAqul_S,

(CH,) ORlqC, ., (CH,) cicloalquilo C3_7 ou (CH,) C.H -R_;

Ra é halogéneo, OR', N02, NH2 ou H;
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R, 6 (CHz)n-, CHRS(CHZ)mCD-, EU(EHZ)mCD-, CHR3CHR3,(EH2)m-
Co-, CHRBCHRB,CHRl(CHz)mCU-, CHRBCHRlCHR'(CHz)mCD-,
tRu" -
CHRBCHR'CHRl(CHz)mEO-, COCHRlCHR'(CHz)mCD-, COCF,CR'R (CHz)mCD ,
CUCFz(CHz)mCU-, CH:CR'CHR"(CHZ)NCD-, COCH:CR'(CHz)mCD-,
CHZS(D)pCHR'(CHZ)mCO-, CHZNR'CHR"(CHZ)mCO—, p:o(oﬂ')(cnz)mco_,

) n ) n )n
N <:> )m ‘\V/N
Ra CO-X Ra C0-X Ra CO- CO0-X

X
OR:
( | ) )
n \ n n
\/N R —_ TI ou Yy’ H
: 0
CO-X CO=X CO-X
Ré e R3, sao,-cada um deles independentemente, OH, H

ou NHZ;

R, 6 OH, H, NH,

m é, independentemente, 0, 1, 2 ou 3;

ou =0;

n &, independentemente, 1 ou 2;
p é, 0, 1 ou 2;

R5 & H;

R6 & CH3CD, Aqul_s, Dns, Cbz ou Boc, ou, guando tomados
em conjunto, RS e R6 sdo ftalimido;

X é H, halogéneo, OR", UAqul-S’ NHR*R" ou DCDAqul_S;

R' é H ou ﬂqul_s; e

R" & H ou AlgC, ...

Estes aminodcidos nZ3o naturais té&m utilidads, neles mes
mos, como intermedidrios que podem ser utilizados para preparar
0s inibidores da protease. Consequentemente, um substrato pepti-
dico que se liga 3 protease pode ser convertido num inibidor por

substituigZo de um ou ambos os amino4cidos no sfitio cissil por um
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composto de férmula (Ila) adequado.

Os aminodcidos nZo naturais/sdo, geralmente,  —amino-
acidos , mas s#Ho derivados dos aminodcidos o . Assim, a identida
de de Rl é estabelecida pela escolha de um aminodcido de férmula

(II11), em que Rl é escolhido como anteriormente descrito.

/jf; /jf; /:Ei
R5R6N CDZH R5R6N CHZDH R5R6N CHO

(I111) (1v) (v)

R protecg®o do grupo amino do aminoécido %X 5 por exemplo
por um grupo Boc, acetilo ou ftaloil, e a convers¥o do Zcido ou
do éster num 4lcool de férmula (IV) ou num aldefdo de férmula (V),
fornece um intermedidrio versatil para a introdug®o do substituin
te R2, € a preparagdo de compostos de acordo com este invento, os
quais s¥o designados pela férmula (IIa). As N-metoxi-metil ami-
das destes aminodcidos o s%o intermedidrios Gteis para este uso.
Estes aminodcidos & podem ser obtidos a partir de fontes naturais,
fontes comerciais ou podem ser sintetizados por um certo ndmero de
métodos bem conhecidos na especialidade relacionada com os pépti-

dos.

Us &lcoois de férmula (IV) podem ser obtidos a partir da
redugdo por diborano dos amino&cidos protegidos correspondentes.
Os aldefdos de férmula (U) podem ser obtidos a partir da redugdo
do éster de metilo do aminodcido correspondente, por exemplo com
hidreto de diisobutilalumfnio (DIBAL). Alternativamente, o &lco-
ol de férmula (IV) pode ser oxidado no aldefdo utilizando um agen
te oxidante suave, tal como o periodinano de Dess-Martin ou utili

zando o método de Swern (DMSD, cloreto de oxalilo, trietilamina).

Em exemplos, nos quais Rl €& Rlg, os aminodcidos alanina,
valina, leucina e isoleucina sZo especialmente Gteis para a produ
¢330 de aldefdos quirais. 0 4cido X -aminobutirico, o 4cido o-ami
noisobutirico e o 4cido «-amino pentanfico est®o comercialmente

disponiveis como racematos. Em geral, gualquer &dcido o-amino al
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quilo pode ser sintetizado por alquilac3@o de um éster do 4cido ni
troacético com um haleto de alquilo apropriado em presenga de uma
base, tal como a trietilamina, DBU ou outra amina tercidria., Os
alquéxidos tais como o metéxido ou o stéxido de s6dio, sZ¥o tambdm
bases adequadas. A redug3o subsequente do &ster ou Acido ol-nitrpo
alquilo com hidrogénio e um catalisador de palé&dio ou platina pro
duz o amino4cido. Alternativamente, & comum produzir os aminodci
dos o por alquilag3o de um &ster de N-benzilidino glicina, tal
como um éster de metilo ou etilo. Assim, o tratamento da benzili
dina com uma base forte, tal como o hidreto de sé6dio ou potéssio
ou a diisopropilamida de 1ftio, sequida pela alquilag®o com um
cloreto de alquiloc apropriado, e a subsequente hidrélise Acida do
grupo benzilideno, produz o amino&cido desejado. Estes m&todos
também s¥o adaptéveis 3 formacH3o de cicloalquil aminoédcidos, por
exemplo, pelo uso do brometo de cicloalquil metilo ou o brometo
de 2-cicloalquil etilo. Outros m&todos para a sintese de amino-
dcidos quirais foram revelados por Evans e colab., Tet. Let.,
1123 (1987).

A maior parte dos aminodcidos, nos guais Rl € arilo ou
aralquilo, est3o disponfveis comercialmente, ou s%g bem conheci-
dos na especialidade, tal como fenilalanina, 4'-halo e 4'-nitro-
fenilalanina, tirosina, (O-alquil)tirosina, fenilglicina e (4'-hi
droxi)fenilglicina. Homélogos destes compostos podem ser prepara
dos por técnicas convencionais de sfintese de aminoédcidos. Assim,
a alquilag¥o de um éster de Acido nitroacético ou de N-benzilide-
no glicina com l1-fenil-2-bromoetano ou l-fenil-3-bromopropano,

tal como descrita acima, produz os amino4cidos hom6logos.

Os aminodcidos oL ngs quais Rl contém oxigénio ou enxofre
sdo obtidos a partir da serina, homo-serina, treonina, cisteina
ou metionina ou da alquilag¥o destes amino&cidos com excepgdo da
metionina. A alquilag®o & efectuada por tratamento do composto
hidroxilo ou tiol correspondente com uma base, tal como trietil-
amina, DBU ou hidreto de s6dio, e um haleto de alquilo apropriado,
tal como o brometo de metilo, etilo, isopropilo ou isobutilo. Os
di-homoandlogos s#%o preparados por técnicas convencionais para a

produgdo de aminodcidos tal como descritas acima. Conseguentemen
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te, um éster de 4cido nitroacético & tratado com uma base, tal co
mo anteriormente descrito, e acrolefna, numa reacgdo de Michael.
0 aldefdo produzido & subsequentemente reduzido por um agente re-
dutor suave, tal como o boro-hidreto de s6dio, para produzir o
grupo hidroxi desejado. A redugéd catalitica subseguente do gru-
po nitro produz o 4cido A-amino 5-hidroxi pentanfico. O anélogb
mercapto correspondente pode ser sintetizado a partir do interme-
diério hidroxi. Assim, apés protecgdo dos grupos amino e carboxi
lo como conhecido na especialidade, o grupo hidroxilo é converti-
do num haleto, quer por tratamento com tribromete de fésforo ou
brometo ou cloreto de oxalilo em ﬁresenga de trietilamina ou ou-
tra amina terciéria, gquer por tratamento com trifenilfosfina ou
tetrabrometo de carbono. 0 tratamento do haleto com sulfeto de
s6dio ou tioacetato de potéassio, seguido pela saponificag®o com
hidr6xido de sédio, produz o 4cido 5~-mercapto-2-amino pentanfico.
Este intermediério pode ser adicionalmente alquilado da mesma for

ma, descrita acima, que a cistefna ou a serina.

Tal como anteriormente indicado, os aminodcidos K aqui
descritos podem ser convertidos em aldefdos e dlcoois de f6érmula
(IV) e (V). A elaboraczo subsequente destes intermedidrios para
introduzir o substituinte R2’ e, portanto, formar os compostos de
acordo com este invento designados na férmula (Ila), & dependente

da natureza de R2.

A introdugHo de um substituinte hidrocarboneto em R2 &
adequadamente efectuada por reacg¥o do aldefdo de férmula (V) com
um hidrocarboneto organomet&lico, tal como o reagente de Grignard
ou espécie de organo-lftioc. A funcionalidade do dcido carboxili-
co incipiente de R2 estd na forma protegida, como num éster orto,
Ou mascarada, como numa olefina oxidavel. Numa concretizagdo, a
espécie organometélica & um alquileto de magnésio ou 1lftio gerado
a partir de litio ou magnésio e de um haleto de alquileno, tal co
mo o brometo de alilo, l-bromo-3-buteno, l-bromo-4-penteno, ou 1-

-bromo-5-hexeno, ou um seu derivado substitufdo de alquilo.

A adigZo do reagente organometédlico a um aldeifdo de férmu
la (IV) produz um hidroxialqueno de férmula (VIIa) ou (VIb), e
que Ry & OH, Ry ' & H, AlqC; ., (DHZ)nUAqul_S, (CHz)n01cloalqu1lo
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c3 5 ou (EHz)mcsHa-Ra, e Rl, RS, Rs, R'y R"y m e n s8%o tal como
definidos para a férmula (IIa).

Ry Ry R Ry Ryt
(CHz)m\\jf?i\\ (CHz)mCO-X
RR N R RgR N
Ry R* R, R

(via) (Vila)

R R R R Rt

(CH,) \\¢//L\ (CH,) CO-X
- 27m // . - 2'm

(vib) (VIib)

R C0-X

RN (Vic) (Vilc)

Alternativamente, a adic%o de um alguilideno organometé-
lico, tal como um reagente de Grignard, & N-metoximetilamida de
um aminodcido de férmula (III), produz os ceto-alquenos de férmu-
la (VIa) e (VIb), em que R

excepto a substituig3o por l-metalo-2-propenil ciclopentanog ou 1-

0 ¢ =0. Utilizando os mesmos processos,

-metalo-2-propenil ciclo-hexano, s3o preparados os cicloalquil al
quenos de férmula (VIc) correspondentes, em que Rl’ RS’ R6’ R',
R"y m e n s%o tal como definidos na f6rmula (IIa). Conseguente-~
mente, um processo para a preparagdo de um composto de férmula
(VIila), (VIIb) ou (VIIg), em que R;' & H, AlgC o, (CH2)nDA1qC
(CHz)ncicloalquiloC3_7 ou (CH,) C.H,-R_, e R, R, Rgs R,y RY,
R", X, m e n s3o tal como definidos na f6Armula (IIa), caompreende

1-5°
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a oxidagZo de um composto de férmula (VIa), (VIb) ou (VIe) num
&cido ceto-carboxilico (VIIa), (VIIb) ou (VIIc), em que R, & =0

e X &6 UOH, e, em seqguida, em gualguer ordem, facultativamente re-
duzir ou aminar redutivamente o grupo ceto, e facultativamente
converter o &cido carbox{lico num éster, amida, aldeido, anidrido
ou haleto de acilo. Adequadamente, R' 6 H e m & 0, e numa concre

tizag8o preferida do composto (VIIa), R,' & H.

AR oxidagZo do hidroxi- ou ceto-alcano & efectuada por mé-
todos convencionais, tais como/gﬂmpermanganato de potéssio ou por
ozon6lise seguida por exame padr®o com sulfeto de dimetilo e oxi-
dag8o subsequente com permanganato de potédssio ou reagente de Jo-
nes. Como seria 6bvio para um especialista na matéria, este méto
do ndo é aplicével quando‘Rl contém um substituinte de enxofre.
Outros mé&todos adaptéveis para preparar certos compostos deste ti
po s¥o descritos por Holladay e colab., J. Med. Chem., 30, 374-83

(1987) e Kempf, D., J. Org. Chem., 51, 21, 3921-26 (1986).

A redug¥o dos compostos ceto de fé6rmula (VIIa), (VIIb) e
(VIig) (RU 6 =0) utilizando um agente redutor convencional, tal
como o boro-hidreto de s6dio, produz o &lcool correspondente. Se
0 &lcool & desejado, & muitas vezes Gtil protege-lo pela formagZo
quer de um éter benzflico ou silflico quer de um acetato, para
prevenir reacgBes laterais n3o desejadas, tal como a lactonizag3o
e para melhorar a eficiéncia da incorporag®o posterior nos pépti-
dos de acordo com este invento. Tal protecg¢®o do &lcool & conven
cionalmente efectuada antes ou depois dos passos de oxidacg3o con-
duzindo ao &cido carboxiflico. 0O hidroxilo pode ser adicionalmen-
te convertido no cloreto ou brometo utilizando um agente de halo-
genagdo, tal como o tricloreto de fésforo ou o tribrometo de fés-
foro e posteriormente reduzido num grupo metileno com hidrogénio
e niquel RaneyCD. Se & desejado um grupo amino, o grupo ceto po-
de ser aminado redutivamente com cianoboro-hidreto de sédioc e um
haleto de aménio, tal como um cloreto ou brometao de ambnio. 0 4ci
do carboxflico pode ser convertido num &ster, amida, aldefdo, ani
drido ou haleto de acilo por métodos comuns bem conhecidos na es-

pecialidade quimica.

A introdug3o de insaturag3@o em R2 pode ser derivada dos
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produtos de aminodcido correspondentes &s férmulas (VII). A redy
¢¥0 do grupo carbonilo num grupo hidroxilo, como anteriormente in
dicado, fornece os compostos insaturados de acordo com este inven
to. 0 grupo hidroxilo pode ser eliminado por convers8o num mesi-
lato ou haleto, como anteriormente descrito, e tratamento com uma
base, tal como DBU ou diisopropilamida de 1ftio. Outros mé&todos
de eliminag®o do grupo hidroxilo, tal como o tratamento com dcido
mineral suave (HC1, HZSDQ)’ podem também ser adequados. Outros
métodos para a introdug¥o de insaturacXo em R2 envolvem a olefi-
nagdo de Wittig de um aldefdo de férmula (V). A redugZo destes
compostos insaturados com hidrogénio e um catalisador de paléddio
fornece um método global alternativo para executar a remogdo do
grupo cetona nos compostos de férmulas (VII) (RD & =0).

A introdug®o de um substituinte de azoto em R2 é efectua-
da pela reacg3o de um amino-aldefdo de férmula (v), sob condigdes

redutoras, com um éster de um 4cido aminoalcanéico C ou &cido

alquil aminoalcanéico Cl—&’ ou uma estrutura onde a ;;igﬁo amino
estd inclufda num anel de 5 ou 6 membros saturado ou insaturado.
Exemplos de tais aminas sZ%o os ésteres de benzilo ou metilo de
glicina, alanina, 4cido 3-amino-propiénico, 4&cido 4-amino-penta-
néico, &cido butan6ico, prolina, ZXB—desidro-prolina, e 2-carbo-
Xi-piperidina. CondigBes redutoras adequadas incluiriam o uso de
hidrogénio e de um catalisador de paléddio ou platina, ou ciangbo-

ro-hidreto de s6dio. Consequentemente, os compostos de férmula
(VIII):

CO0-X
(VIII)

em gue R,, Rg, R,y X e n s¥o tal como definidos na férmula (Ila),
sdo preparados por um processo que compreende a reaccfdo de um com
posto de férmula (U), sob condigBes redutoras, com um éster ou

dcido de prolina, ZlB—desidro-prolina ou 2-carboxipiperidipa, e,
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em seguida, em qualquer ordem, conversf@o do &ster num 4cido carbo
xilico, éster, aldefdo ou amida; ou conversZo do 4cido num éster,

amida, anidrido ou haleto de acilo.

A introdug¥o de um substituinte de enxofre em RZ é execu-
tada por reacgso de um éster ou Acido ticalcanéico com um deriva-
do de um amino4cido ¢/. Consequentemente, um 4cido hidroxi-amino
de férmula (IV) é convertido no haleto correspondente utilizando
um reagente convencional, tal como o tribrometo de fésforo, oxi-
cloreto de fé6sforo ou cloreto de tionilo, em presenga de uma base,
tal como trietilamina ou piridina, e tratado com o édster ou 4cido
tioalcanfico, novamente em presenga de uma base. O sulfeto prody
zido deste modo pode ser adicionalmente oxidado num sulféxido por
tratamento com um agente oxidante suave, tal como o metaperiodato
de s6dio, ou numa sulfona, por tratamento com permanganato de po-

téssio.

A introdug¥o de um substituinte de fluorocarbono em R2, em
que o fldor é y* para o grupo amino, 6 efectuada por tratamento
de um aldefdo de férmula (V) com difluorobromoacetato de etilo e

p6 de zinco activado. Thaisrivongs e colab., J. Med. Chem., 29,

2080-87 (1986) descrevem tal qufmica para os compostos do tipo da
fluorostatina. Os homélogos destes compostos podem ser preparados

a partir de o-cetodiésteres, tais como o oxalpacetato de dimetilo.

Ilustrando o método, o oxaloacetato de dimetilo & tratado
com trifluoreto de dietilamino enxofre para produzir o succinato
de ol-difluorodimetilo. A reduc®o preferencial da funcionalidade
do A -~difluoro éster com boro-hidreto de sédio produz o difluoro
élcool, o qual pode ser oxidado no aldefdo correspondente utili-
zando um método de oxidag¢¥o suave, tal como o reagente de Collins,
¢ periodinano de Dess-Martin ou o método de Swern (OMSQO, cloreto
de oxalilo, trietilamina). A condensag3do do o ~difluoro aldefdo
com o composto de azoto de férmula RlCHZND2’ tal como 2-nitrofe-
nil etano ou l-nitro alcano Cl-5’ em presenga de uma base, tal co
mo DBU ou K2E03, e redugdo subsequente do grupo 2zoto com hidrogé
nio e quer Pd a 5%/C quer catalisador de negro de platina, produz
0s hom6logos de difluoro desejados. Os derivados alquilados des-

tes hom6logos podem ser preparados por alquilag3o do o-ceto diés
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ter inicial com uma base e haleto de alquilo antes de dirigir a
sequdncia. Por exemplo, a alguilac3o do oxalacetato de dimetilo
com 2 equivalentes de iodeto de metilo em presenca de DBU produz
0 succinato de 2-ceto-3,3-dimetile. A convers3o adicional pela
sequéncia acima em butanocato de 2,2-dimetil-3,3-difluoro-4-oxo-me
tilo, a condensag3o com 2-fenilnitroetano e a reducd@o com hidrogé
nio e Pd a 5%/C produz o hexanoato de 242-dimetil-3,3-difluoro-4-
-hidroxi-5-amino-6-fenil metilo. A oxidac3o posterior destes com
postos para fornecer a fluorocetona pode ser levada a cabo neste
estéddioc, mas &, muitas vezes, mais adequadamente efectuada apés o
residuo ter sido incorporado nos péptidos. A oxidag3o de Mffatt
(DMSO, anidrido acético), o periodinano de Dess-Martin ou a piri-

dina/triéxido de crémio sZo oxidantes adequados.

A introdug®o de um substituinte fosfonilo em R2 é efectua
da por uma condensag3o do carbamato de benzilo com fosfito de tri
fenilo e um aldeido de férmula geral RlCHO, tal como o fenilace-
taldefdo, iscbutiraldeido ou 2-metilbutiraldeido, em 4cido acéti-

Co, para produzir um fosfonato de férmula (IX).

it
0Ph
Cb NH/KD/ |
P4
Moo
0
(Ix)

0 tratamento adicional do fosfonato com um alquéxido for-
nece o éster de monoalquilo do 4cido fosfénico correspondente. As
sim, o tratamento com o metéxido de sddio produz o éster de mono-
etilo de 4cidoc fosfénico. A conversSo deste 4cido fosfénico no
haleto de fosfonilo com um reagente de halogenag3o adequado, tal
como cloreto ou brometo de tionilo, fornece um intermedi&rio reac
tivo adequado para a elaboragZo posterior da cadeia lateral. O
tratamento com um reagente organc-metdlico, tal como o 1itioc ou o
reagente de LGrignard derivado do brometo de alquilo, bromo 3-bute
no, 2-(2-metilpropenil)clorociclopentano ou 2-(2-metilpropenil)-

ciclo-hexano, produz os fosfinatos de alquenil metilo de acordo
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com este invento, tal como fornecidos pelas férmulas (Xa) e (Xb):

R R Ru
v/li‘DR| ' l ?R'( )
| /J\\ CH \\V//l\\
e 2°m~ ,
R5R6N E R5R6N ﬁ Ru
U \ RIH D
Rl!
(Xa) (xb)

em que Rl’ RS’ R6’ R'y R"y m e n s3o tal como definidos nma f&rmu-
la (IIa) e R" & alquilo C,_5-

plo com permanganato de potéssio ou por ozon6lise como aqui ante-

A oxidacgZo subsequente, por exem-

riormente descrita, fornece os fosfinatos de alquilo de 4&cido car
boxflico de acordo com este invento. Consequentemente, os compos
tos de férmula (XI):

R

OR ! )n L ore
| _(CH,) Cco=X
R5R6N’/A\\D RsR N p~ 2'm
[ I
0 CO=-X 0
(XIa) (xIb)

em gue Rl, RS’ Ré, R'y X e n sdo tal como definidos na férmula
(IIa), podem ser preparados por oxidag3o de um composto de férmu-
la (Xa) ou (Xb) num &cido carboxflico, facultativamente por hidrg
lise do fosfinato de alquilo no 4cido fosfinico e facultativamen-
te por convers®o do 4cido carboxIlico num éster, amida, aldeido,
anidrido ou haleto de acilo. A hidrélise do fosfinato de alquilo
no 4cido fosfinico pode ser alcangada por tratamento com um 4cido
forte, tal como o brometo de hidrogénio. Como seria 6bvio para
os especialistas na matéria, este método n3io 4 aplicével guando
Rl contém um substituinte de enxofre. M&todos adaptéveis para a
sintese de alguns destes compostos s3o descritos, por exemplo,
por Giannousis e colab., J. Med. Chem., 30, 1603-09 (1987).

Um aspecto adicional deste invento refere-se 3 preparacgdo
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de aminoédcidos completamente novos os quais, guando adequadamente
incorporados nos péptidos, fornecem uma imitag3o n3o hidrolis4vel
de uma ligag3o peptidica. Estes compostos s3o preparados tal co-
mo anteriormente aqui descrito e estfo adicionalmente ilustrados
nos Exemplos que se seguem. Eles s%o incorporados nos péptidos
de acordo com este invento por m&todos conhecidos na gspecialida-

de e s¥o apresentados pela f6rmula (IIb) como:

R

L
RgR N R,
(11b)
em que:
Rl €, independentemente, Aqul-S’ -(CHz)nSAqul_s,
-(CH,) 0A1qC, 5, -(CH,) cicloalquilo C3_q ou -(CH,) CH,-R_;
Ra € halogéneo, NDZ’ OH, DAqul_S, NHZ’ ou H;
R, & (CHZ)n-X, (CHZ)nEO-X, EHRBEHRlEHR'(CH2)mCD-,

CDCRlCHR'(CHz)mCD-X, CHR3CF2(CH2)mCD-X, CDCF2CR'R"(CH2)mCD-X,
CHRB(CHz)mCD-X, CD(CHZ)mCD-X,

) ) )

) n n n
\\r/<;j§ m _ 7 o

RQ CO-X R4 CO0-X F\’!4 CO-X C0-X
DR
s | ) )
\\// , Il ou Z H
G
CO=X CO0=X CO-X

R, & H, NH2 ou 0OH;
R, & H, NH2, OH ou =0;
Re & H;

R6 é CHBCU, Aqul_S, Dns, Cbz ou Boc, ou, guando tomados
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em conjuntao, R5 e R6 sdo ftalimida;
X é H, halogéneo, OH, DAqul_S, NHR'R" ou OCDAqul_S;

R* 8 R" szo H ou Aqul_5§

m 6, independentemente, 0, 1, 2 ou 3; e
n é, independentemente, 1 ou 2;

desde que R, n3Zo seja CHR_CH_CO-X, CUCHZCO-X, COCF,_,CO-X

2 32 2

ou CHRBCFZCU-X, quando Rl é fenilmetileno, isobutile ou ciclo-he-
xilmetileno, e R2 ndo seja CH(DH)CHZCHZCU-X ou CUCHZCHZCO-X, quan

do Rl & isobutilo.

A incorporag®o de um composto de férmula (IIb) num pépti-
do em lugar de um ou dois resfduos de amino&cido que sofrem cliva
gem por uma protease, especialmente uma protease retroviral, for-
nece um método para produg¥o de actividade inibitéria da protease.
Seré apreciado que os métodos de sintese acima introduzam centros
quirais de uma forma n¥o-selectiva ou racémica. Como & muitas ve
zes o caso em sistemas biolégicos, uma configurac®o Gnica de cen-
tros guirais & geralmente satisfat6ria. E£m muitos dos compostos,
existe mais do qus um centro guiral, o que torna os compostos com
centros quirais varidveis diastereoméricaos. Estes diasteredmeros
sdo geralmente separlveis por cromatografia em gel de silica ou
um suporte cromatogrédfico de octadecil silano com uma fase mével
adequada. Se € utilizado o gel de silica, 6 usada uma mistura de
acetato de etilo e hexano ou metanol e cloroférmio ou cloreto de
metileno para eluir os diasteredmeros. Se 6 utilizado um suporte
de octadecil silano, pode ser usada uma mistura de dgua e metanol
ou acetonitrilo para purificar os diastereémeros. No caso de com
postos 4cidos ou bédsicos, a fase m6vel pode ser tamponada pela
adig¥o de 0,02 a 0,5% de 4cido acético, 4cido trifluoroacético ou
tampZ@o fosfato. Se o resfduo, designado como M, possui apenas um
centro quiral Unico, ou se os diasteredmeros s3o dificeis de sepa
rar, serd preferfvel incorporar o resfduo no péptido, em que os
centros quirais dos outros amino4cidos constituintes conferem assi
metria adicional e tornam os diastereémeros resultantes separéveis
num estddio mais tardio. Contudo, enguanto pode ser, por vezes,

preferivel separar os diastereémeros, n3o & por gqualquer meio ne-
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cessdrio separar os centros quirais para aplicar este invento.

Os amino4cidos nZ%o naturais do resfduo M s3o incorporados
nos péptidos de acordo com este invento, tal como anteriormente
aqui descrito, por mé&todos comuns na especialidade relacionada

com os péptidos.

Se o péptido final, ap6ds ter sido desprotegido, contém um
grupo bésico, pode ser preparado um sal de adigdo de 4cido. Os
sais de adig3o de 4cido dos péptidos s%o preparados de uma manei-
ra padrd@o num solvente adequado a partir do composto de origem e
de um excesso de um &cido, tal como clor{drico, bromfdrico, sulfyg
rico, fosférico, acético, maleico, succinico ou metano-sulfénico.
R forma do sal acetato & especialmente Gtil. Se o péptido final
contém um grupo 4cido, podem ser preparados sais catifnicos. Ti-
picamente, o composto de origem & tratado com um excesso de um rea
gente alcalino, tal como um hidréxido, carbonato ou alquéxido, con
+’ Ca++
NH, * s2o exemplos de catifes presentes em sais farmaceuticamente

4
aceitdveis. Alguns dos compostos formam sais, internos ou zwitte

tendo o cati%o apropriado. Os catifes, tais como Na+, K

riénicos que tambédm podem ser aceitAveis.

Us compostos de férmula (1), em que M & -HNCHRlRZ-, sIo
utilizados para induzir a actividade anti-viral em doentes que es
tdo infectados com virus susceptfveis e requerem o referido trata
mento. 0 método de tratamento compreende a administrac®o por via
oral, parentérica, bucal, trans-dérmica, rectal ou por insuflacg3o,
de uma guantidade eficaz do compostao escolhido, preferivelmente
disperso num vefculo farmacButico. As unidades de dosagem do in-
grediente activo s3o seleccionadas a partir da variag%o de 0,05 a
15 mg/kg. Estas unidades de dosagem podem ser administradas uma

a dez vezes diariamente para a infecgdo aguda ou crénica.

As propriedades de inibigHo da protease dos péptidos de
acordo com este invento, em que M & —HNCHRLRZ-, sZo demonstradas
pela sua capacidade para inibir a hidr6lise de um substrato peptf
dico pela protease do rHIV entre os limites de cerca de 10 nM e
de cerca de 250 /MM. A tabela seguinte & representativa das cons

tes de inibigdo destes péptidos.
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Tabela I1I

Inibic30 da protease de rHIV

Composto do Exemplo N2, Ki (/LM)
15 14
16 1
17 68
18 6,7
19 7
20 32
21 160
22 47
23 - 27
24 6
25 40
26 60
27 0,26
28 0,026
29 >28
30 14
31 1,2
32 220
33 3,6
34 0,140
35 0,110
36 10
37 3,5
38 0,15

As composig®es farmacButicas dos péptidos de acordo com
este invento, ou dos seus derivados, podem ser formuladas cComo sQ
lugBes ou pés liofilizados para administrag3o parentérica. Os
p6s podem ser reconstitufdos por adig3o de um diluente adequado
ou outro vefculo farmaceuticamente aceitdvel, antes da utilizagdo.
A formulagZ3o lfiquida & geralmente uma solug3o aguosa tamponada e

isotfnica. Exemplos de diluentes adequados s%o o soro fisiol6gi-
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co isoténico, dextrose a 5% padrZ3o em dgua ou solug3o de acetato
de s6dio ou aménic tamponado. A referida formulac®o & especial-
mente adequada para a administrag®o parentérica, mas também pode
ser utilizada para a administragZo oral ou ser colocada num inala
dor ou nebulizador com doseadarpara insuflag®o. Poderd ser dese ja
vel adicionar excipientes tais como polivinilpirrolidona, gelati-
na, hidroxi celulose, goma arébica, polietileno glicol, manitol,

cloreto de sédio ou citrato de sédio.

Uma composig®o preferida para administracg3o parentérica
pode compreendsr, adicionalmente, uma quantidade do composto en-
capsulado num vefculo lipossémico. O lipossoma pode ser formado
pela dispers¥@o dos péptidos numa fase aquosa com fosfolfipidos,
com ou sem colesterol, utilizando uma variedade de técnicas, incluin
do agitag¥o manual convencional, extrusZo a alta pressdo, evapora-
¢80 de fase invertida e microfluidificag®o. Um método adequado
de preparacdo das referidas composigBes € mais completamente des-
crito . no: Pedido.. co-pendente com o N2. de Série 06/763 4B4 e
€ agqui incorporado por referfncia. O referido velfculo pode ser
facultativamente dirigido para o seu local de acgdo por uma imuno
globulina ou protefna reactiva com a partfcule viral ou as célu-
las infectadas. A escolha das referidas protefnas seria, eviden-
temente, dependente das determinantes antigénicas do virus infec-
tante. Um exemplo da referida protefna &€ a glicoprotefna da célu
la T CD-4, ou um seu derivado tal como a sCD-4 (CD-4 soltvel), a
gual é reactiva com o envélucro glicoproteico do virus de imunode
ficitncia humana (HIV). As referidas protefnas estfo descritas
no Requerimento co-pendente com N2. de Série 07/160 463, que &
agqui incorporado por refer®ncia. Protefnas alvo semelhantes po-
dem ser delineadas, por métodos conhecidos na especialidade, pa-
ra outros virus e s3o consideradas como estando dentro do ambito

deste invento.

Alternativamente, estes péptidos podem ser capsulados,
comprimidos ou preparados numa emuls3o ou Xarope para administra-
¢do oral. Vefculos sélidos ou lfquidos farmaceuticamente aceita-
vels podem ser adicionados para aumentar ou estabilizar a composi

zd0, ou para facilitar a preparagdo da composic¢Zo. Velculos 11-
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quidos incluem xarope, 6lec de amendoim, azeite, glicerina, soro
fisiol6gico e agua. Velculos s6lidos incluem amido, lactose, sul
fato de célcio di-hidratado, magnésia branca, estearato de magné-
sio ou 4cido esteédrico, talco, pectina, goma aréabica, dgar ou ge-
latina. O vefculo também pode incluir um material de libertag8o
controlada, tal como monoestearato de glicerilo ou diestearato de
glicerilo, sozinho ou com uma cera. A quantidade do veiculo s61i
do varia mas, preferivelmente, estaréd entre cerca de 20 mg e cer-
ca de 1 g por unidade de dosagem. As preparacgBes farmac®uticas
sdo preparadas seguindo as técnicas convencionais de farmacia en-
volvendo trituracgZo, mistura, granulagdo e compress¥o, gquando ne-
cessdria, para formas em comprimido; ou triturag¥o, mistura e en
chimento de formas em cédpsula de gelatina dura. Quando é'utilizg
do um vefculo lfquido, a preparag®o estar4d sob a forma de um xarg
Pe, elixir, emuls3o ou uma suspens#o aquosa ou nio aquosa. A re-
ferida formulag¥o lfquida pode ser administrada directamente P.0.

ou enchendo uma cépsula de gelatina mole.

Para administrac¢¥o rectal, um p6 pulverizado dos péptidos
de acordo com este invento pode ser combinado com excipientes tal
como manteiga de cacau, glicerina, gelatina ou polietileno gli-
c6is e moldado em suposit6rios. Os p6és pulverizados também podem
ser combinados com uma preparag3oc oleosa, gel, creme ou emuls3o,
tamponada ou n3o tamponada e administrados através de um emplas-

tro transdérmico.

Os Exemplos que se seguem servem para ilustrar este inven
to. 0Os Exemplos n3o se destinam, de forma alguma, a limitar o am
bito deste invento, mas s%o fornecidos para mostrar como se prepa

ram e utilizam os compostos de acordo com este invento.

Nos Exemplos, todas as temperaturas est3o em graus Centi-
grados. As andlises dos aminodcidos foram executados num Dionex
Autoion 100. A anpilise do contefldo peptidico & baseada na An4dli-
se dos Amino4cidos. Os espectros de massa FAB foram efectuados
num espectrémetro de massa UG Zab utilizando bombardeamento de
dtomos rédpido. As abreviaturas utilizadas para representar a com

posigdo do eluente para a cromatografia de camada fina e distri-
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buig3o em contracorrente s¥o B: n-butanol, A: 4cido acé&tico, W:
&dgua, E: acetato de etilo e IP: isopropanol. A RMN foi registada
a 250 MHz utilizando um espectrémetro Bruker AM 250, As multipli
cidades indicadas s#o: S=singuleto, d=dupleto, t=tripleto, g=quar
teto, m=mlltipleto e br indica um sinal amplo. O 4cido 4(S)-ami-
no-3(R)-hidroxi-5-fenil hexanéico / AHPPA_/ e o seu epfmero 3(R)
Z_B-R-AHDPA_7 foram preparados pelo método de Rich e colab.,

J. Med. Chem., 23, 27-33 (1980). O racemato / 3-R,S-AHPPA_/ foi

obtido pela omiss@o da cromatografia final neste mé&todo.

Purificac%o da protease de HIV recombinante

Os métodosrpara expressar a protease de HIV recombinante

em E. coli foram descritos por Debouck e colab., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, B4, B8903-6 (1987). 0 enzima utilizado para testar o
péptido de acordo com este invento foi produzido deste modo e pu-
rificado a partir do sedimento celular, como se segue. O sedimen
to celular de E. coli foi resuspenso num tampZo constitufdo por
Tris-HC1 50 mM, pH 7,5; DTT, EDTA e PMSF (fluoreto de fenilmetil
sulfonilo), 1,0 mM de cada. As células foram lisadas por sonica-
G40 e o material insoldvel foi removido por centrifugag3o a

15 000 x g médio, durante 15 min. O sobrenadante clarificado foi
entdo levado até a saturagZo de 40% com sulfato de aménio. Esta
suspensdo fol agitada 3 temperatura ambiente durante 30 min. B,
em seguida, centrifugada como acima. O precipitado resultante
foi redissolvido/ressuspenso num veolume minimo de Tris-HC1l 20 mM,
pH 7,55 NaCl 200 mM; DTT e EDTA, 0,1 mM de cada. A amostra foi
novamente centrifugada antes da aplicacg3o (em aliquotas de 5 ml)
a uma coluna de filtrag3o em gel de HPLC preparativa Beckman TSK
G2000SW (2,1 cm x 60 cm). A coluna foi equilibrada no mesmo tam-
P3o a2 uma velocidade de fluxo de 4 ml/min. O efluente da coluna
foi monitorizado a 280 nm e fcram recolhidas fracgB®es de 1 min.
Tipicamente, a HIVPRTr (protease de HIV recombinante) eluiu 45-46
min para a corrente. Neste estdgio, a protease era NB5-95% pura.
Por andlise de imunomancha >90% do material imunorreactivo foi
precipitado no passo do sulfatoc de aménio. Pela andlise da acti-
vidade, o pico de actividade mais alto foi encontrado nas fracgtes

recolhidas aos 45 e 46 minutos. A anilise das fracgB®es da coluna
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TSK por HPLC-RP e SDS-PAGE indicou que a maioria da proteina de
11 000 Mr também & encontrada nas fracgBes 45 e 46 minutos. A
prépria actividade n3o pode ser utilizada para obter dados de re-
cuperagdo fidedignos dado que & influenciada pelo sal elevado, is
to é, com sal aumentado foram obtidos nfveis aumentados de activi
dade. Assim, com cada passo na purificacg®o, foi recuperada mais
actividade total do que aquela com que se iniciocu. O rendimento
global do HIVPRTr foi de Nl mg a partir de um sedimento celular
de E. coli de 50 g.

Cinéticasdo substrato para a actividade da protease de HIV

Os dados da velocidade inicial para os oligopéptidos fo-
ram determinados a pH 6,0, 372C. As misturas reaccionais (0,01-
-0,1 ml) continham Mes (4cido 2-N-morfolino)etano-sulfénico) 50
mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, NaCl 0,2 M, Triton X-100 a 0,1% (v/v)
(pH 6,0), DMSO a 10%, e concentrag®es varidveis dos péptidos.
Ap6s incubag®o a 379C durante alguns minutos, a reacg¥o foi ini-
ciada pela adig®o de protease de HIV purificada (0,01-2 mg), e
as reacgdes foram rapidamente arrefecidas apés 10-30 min com um
volume igual de, quer 4cido triclorpacéticeo 0,6 N quer 4cido tri-
fluoroacético a 0,27, gelados. As amostras foram centrifugadas a
17 000 rpm durante 5 min e os substratos e produtos peptfdicos fo
ram separados e quantificados (por integrag3o de pico) por HPLC
de fase invertida. As velocidades iniciais foram determinadas co
mo (produto peptfdico formado mM)/min, baseado na percentagem de
convers@o do substratoc no produto, para uma dada concentrag®o do
substrato. Tipicaments, as velocidades da reacgdo foram lineares
em relagdo ao curso do tempo da reacgfo, e menos de 15-20% do
substrato tinha sido convertido no produto no final da reacg3o.
As constantes cinéticas (constantes de Michaelis, velocidades ma-
ximas) foram determinadas ajustando os dados da velocidade inici-
al 3 equag¥do de Michaelis-fenten (v = vmax(s)/(Km + (S))), utili-
zando o programa Fortran de Cleland (W. W Cleland, Adv. Enzymol.

Cat) foi

obtido como kcat = Umax/Et’ onde € admitido que est4& presente um

sitio activo por dimero 22-kD de protease de HIV.

29, 1 (1967)). 0O némero de renovag¥o (“"turner-over") (k
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Uma estimativa da viabilidade do substrato foi obtida por
determinagdo de uma velocidade inicial relativa (rel Uo)’ Esta
andlise foi efectuada da mesma maneira, excepto por a percentagem
de hidr6lise do substrato apés 10-20 min ter sido comparada com a
percentagem de hidr6lise de Ac-Arg-Ala-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-
-Ual-NH2 (controlao), ap6s uma incubag®o semelhante. Isto estabe-
leceu uma comparagfio da velocidade reaccional inicial num ponto

do tempo relativamente ao pé&ptido de controlo.

InibigZ%o da actividade da protease de HIV

Um ensaio tipico continha 10 ml de tamp¥%o MENDT (Mes 50
mM (pH 6,0; 4cido 2-(N-morfolino)etano-sulfénico), EDTA 1 mM,
ditiotreitol 1 mM, NaCl 200 mM, Triton X-100 a 0,1%); N-acetil-
-L-arginildL—alanil-L-seril-L-glutaminil-L-asparaginil—L-tirosil—
-L-propil-L-valil-L-valinamida, 2, 3 ou 6 mM (Ac-Arg-Ala-Ser-Gln-

-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH K. =7 mM); e concentrac@es micromola-

H
res e sub-micromolares ge compostos sintéticos. A seqguir 3 incu-
bag3o a 379C durante alguns minutos, a reacg¥o foi iniciada com
0,01-1 mg de protease de HIV purificada. As misturas reaccionais
(379C) foram rapidamente arrefecidas ap6s 10-20 minutos com um vo
lume igual de 4cido tricloroacético 0,6 N gelado e, ap6s centrifu
gagdo para remover o material precipitado, os produtos da peptido
lise foram analisados por HPLC de fase invertida (Beckman Ultras-
phere 0DS, 4,5 mm x 25 mm; fase mBvel: 5-20% de acetonitrilo/
/HZD - TFA a 0,1% (15 min), 20% de acetonitrilo/H20 - TFA a 0,1%
(5 min) 2 1,5 ml/min, detecg®o a 220 nm). As posigBes de eluicg3o
de AC-Arg-ﬂla-Ser-Gln—Rsn-Tyr-Dro-Ual-Val-NH2 (17-18 min) e Ac-
-Arg-Ala-Ser-Gln-Asn-Tyr (10-11 min) foram confirmadas com materi
al auténtico. As velocidades iniciais de formagd@o de Ac-Arg-Ala-
-Ser-Gln-Asn-Tyr foram determinadas a partir da integrac3o destes
picos e, tipicamente, as propriedades inibitérias dos compostos
Sintéticos foram determinadas a partir da anglise do declive/ordena
da/éﬁﬁgem d um grafico de 1/v versus / inibidor_/ (An&lise de Di-
xon). 0Os valores de Ki resultantes deste tipo de anAdlise prima-
ria sd@o exactos apenas para os inibidores competitivos e sob con-
digBes em que a constante de Michaelis do substrato utilizado &

bem determinada.
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Procedimento geral para a sfintese peptfdica de fase s6lida

ARs amidas peptfdicas s%o sintetizadas por sfintese pepti-
dica de fase s6lida utilizando resina de benz-hidrilamina como
suporte. Os amino&cidos protegidos s#o adicionados sequencialmen
te, a partir do terminal carboxilo, até que a sequ®ncia desejada
tenha sido obtida. O grupo t-butiloxicarbonilo (Boc) & utilizado
para protecgdo do grupo amina (x . Us grupos funcionais das cadei
as laterais s#@o protegidos como se segue: arginina e histidina,
tosilo (Tas); cisteina, p-metilbenzilo (MeBzl); serina e treoni
na, &ter benzflico (Bzl); lisina, p-clorocarbobenzoxi (Clz); dci
do glutl@mico e 4cido aspé&rtico, éster de benzilo (0Bzl); tirosi-
na, p-bromocarbobenzoxi (BrZ). A remoc3o do grupo Boc & efectua-
da com &cido trifluoroacético (TFA) a 50% em cloreto de metileno.
A neutralizag®o do sal de TFA-amina & executada por tratamento
com diisopropilamina (DIEA) a 7% em cloreto de metileno. Os ami-
nodcidos s3@o acoplados ao péptido em crescimento utilizando 3
equiv. de amonoicido-Boc, 3 equiv. de l-hidroxibenzotriazol (HOBt)
em DMF e 3 equiv. de diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) em cloreto
de metileno. A perfeigdoc da ligagBo & verificada pelo teste da
ninhidrina e as ligag®es s3o repetidas, se necessédrio. 0O protoco

lo geral é dado abaixo.

1. Lavagem com CH2C12 1 x 1 min.
2. Lzvagem com TFA a 50% 1 x 1 min.
3. Desbloqueio com TFA a 50% 1 x 20 min.
4. Lavagem com CH2C12 6 x 1 min.
5. Neutralizac3@o com DIEA a 7% 3 x 2 min.
6. Lavagem com CH2C12 4 x 1 min.
7. Lavagem com OMF 2 x 1 min.
8. Boc-AA + HOBt em DMF ndo drenar
9. DCC em CH2C12 2 h.
10. Lavagem com DMF 2 x 1 min.
11. Lavagem com CHZCl2 3 x 1 min.

Para ligag¥o do primeiro resfduo (terminal C) 2 resina

BHA, a2 sintese comega no passo 5. Para todos aminodcidos subse-
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guentes, a sintese inicia-se no passo l.

Preparagzc de Ac-Arg-ﬂla-Ser-Gln-Rsn~Tyr-Pro-Ual-Val-NH2

A resina-nonapéptido protegido Boc-Arg(Tos)-Ala-Ser(Bzl)-
-Gln-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual.
Ap6s remogdo do grupo Boc do terminal N com TFA a 50% em CH2C12
e neutralizag#@o do sal de TFA resultante com DIEA a 7% em CH2C12,
0 péptido ligado & resina foi acetilado com anidrido acético (2
ml) em CH,C1, (30 ml) durante 30 minutos.

0 péptido foi clivado da resina com remoc¥o dos grupos pro
tectores das cadeias laterais por tratamento com HF lfquido anidro
(10 ml) em presenga de anisol (1 ml), a 09C durante 50 minutos.
Ap6s remog3o do HF sob vécuo, a resina foi lavada com &ter etfli-
Co e seca ao ar. A resina foi ent3o extrafda com 2 x 30 ml de
HOAc a l%/HZO’ seguida por 2 x 30 ml de HOAc a lD%/Hzﬂ. Os ex-
tractos combinados foram liofilizados produzindo 476 mg do pépti-

do em bruto.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuig®o em con
tracorrente utilizando o sistema n-BuDH/HDAc/HZD 4:1:5, As frac-
¢Bes apropriadas foram reunidas, evaporadas até& 2 secura e o resi
duo foi liofilizado de HOAc a l%/H2D produzinde 294 mg do péptido
parcialmente purificado. Uma alfquota de 100 mg do péptido parci
almente purificado foi adicionalmente purificada por filtracZo em
gel numa coluna de Sephadex R G-15 de 2,6 x 70 cm, utilizando
HOAc a 1% como eluente. As fracg®es apropriadas foram reunidas e

liofilizadas produzindo B9 mg do composto do tftulo purificado.

TLC (n-BuDH/HDAc/HZU 4:1:1) Rp=0,49.

HPLC: (Hamilton PRP-1, CHBEN/HZU/TFA a 0,1%, 5% a 407 de CH4CN,
15 minutos, gradiente linear, 1,5 ml/min.) k'=2,6; FAB=MS: m/z
1074 (M+HY).

Exemplo 2

Preparac3o de (25)-N-(2—N—terc-butiloxicarbonil)amino-B-fenil)prD—

pil-prolina

Ester de metilo de N-terc-butiloxicarbonil-L-fenilalanina
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a) 0 cloridrato do 6ster de metilo de L-fenilalanina
(10,0 g, 46,4 mmol) foi dissolvido numa mistura de trietilamina
(12,9 ml, 92,8 mmol) e DMF (60 ml). Bicarbonato de N-t-butilo
(16,0 ml, 69,6 mmol, excesso de 50%) foi adicionado durante 5
min. & temperatura ambiente. Ap6s agitag3o durante 16 h, a mistu
ra foi filtrada e concentrada sob press3o reduzida. A cromatogra
fia flash sobre gel de sflica utilizando EtO0Ac a 20% em hexano

forneceu 13,0 g do composto do tftulo.

TLC: (EtOAc a 20% em hexano) Re=0,31.
RMN (CDC15): 6 7,23 (m, S5H), 5,16 (d, 1H, J=8 Hz), 4,57 (g, 1H,
J=7 Hz), 3,66 (s, 3H), 3,07 (d, 2H, J=6 Hz), 1,40 (s, 9H).

N~terc-butiloxicarbonil-L-fenilalaninal

b) Boc-Phe-OMe (12,9 g, 46,4 mmol), preparada como acima,
foi dissolvida em tolueno seco (50 ml) e arrefecida até -789C. Hi
dreto de diisobutilalumfnio (25% em tolueno, 77,3 ml, 116 mmol,
excesso de 150%) foi adicionado durante 2 min. Ap6s agitac®o du-
rante 15 min a -782C, foi adicionado metanol (15 ml), lentamente,
para controlar a efervesc®ncia. A mistura foi vertida em sal de
Rochelle (94 g de tartarato de s6dio e potédssio em 1 1 de dqua,
150 ml) e agitada com é&ter (100 ml) até ser extrafvel. A fase
aguosa foi lavada com éter (3 x 100 ml). As fases orgdnicas fo-
ram combinadas, secas (MgSDa) e evaporadas. 0 produto resultante

foi utilizado directamente no passo seguinte.
TLC: EtDAc a 20% em hexano) Re=0,21

RMN (CDClB): $9,69 (s, 1H), 7,28 (m, SH), 5,05 (s, 1H), 4,473
(qsy 1H, I=7 Hz), 3,10 (d, 2H, 3I=7 Hz), 1,43 (s, 9H).

Ester de benzilo de (25)-N-(2—(N-terc—butiloxicarbonil)amino—S-

-Fenil)propil-L-prolina

c) 0 aldefdo em bruto, preparado como acima, 2(b), foi
dissolvido em 4cido acético a 1% em metanol (250 ml) com cloridra
to de éster de benzilo de prolina (18,1 g, 75 mmol). Cianoboro-
-hidreto de s6dio (3,06 g, 48,7 mmol, excesso de 5%) foi adiciona
do, e a mistura foi deixada, sob agitagd3o, 2 temperatura ambiente

durante 16 horas. A soluc3o foi entZo evaporada e o resfduo foi
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dividido entre EtOAc e HCl1 IN. A camada organica foi lavada com
HC1 1IN (2x), NaHCO, 1N (3x), e 4gua (1x). A evaporacfo da fase

organica originou 13,5 g do éster de benzilo do titulo. A croma-
tografia flash de uma porg¢¥o do material em bruto (gel de silica,
EtOAc a 20% em hexano) forneceu o produto puro o qual foi crista-
lizado de CHCl3 e hexano. Estes cristais forneceram uma estrutu-

ra do cristal aos raios X satisfatéria (S,S).

p.f.: 79-79,502C.
TLC: (EtOAc a 20% em hexano); Re=0,31.

RMN (CDClB): §7,33 (s, 5H), 7,20 (sy SH), 5,14 (s, 2H), 4,95 (d,
1H, J=9 Hz), 4,05 (d, 1H, J=7 Hz), 3,17 (m, 2H), 2,63 (m, 5H),
1,87 (m, 4H), 1,35 (s, 9H).

MS: m/z 439 (M+H)T, 383, 365, 347, 339, 303, 231, 218, 91, 79.
Anal. calculado para C__H. N_O : C, 71,213 H, 7,81; N, 6,39;

26 34 °2°4°
Encontrado C, 71,00; Hy, 7,835 N, 6,25.

LZS)—N-(2-(N-terc—butiloxicarbonil)amino-3-Fenil)propil-L-prolina

d) 0 dipéptido reduzido protegido (0,44 g, 1,0 mmol), pre
parado tal como acima, 2(c), foi dissolvido em metanol (100 m1)
com Pd a 10%/C (0,50 g) e hidrogenado, sob H, a 3,1 x 10° Pa, du-
rante 1 h. A mistura foi filtrada e concentrada originando 0,35
g (100%) do composto do titulo.

TLC: (:A:W 4:1:1); szo,se.
RMN (DMSU-dG): S 7,26 (s, S5H, 6,80 (dy 1 H, J=9 Hz), 6,00 (s, 2H),
3,78 (s, 1H), 2,9 (m, 6H), 1,85 (m, 4H), 1,30 (s, 9H).

Executando a mesma sequncia, excepto " substituindo
por piperidina-2-carboxilato de benzilo o éster de benzilo de pro
lipa, produziu-se 4cido (25)-N-(2-(N-t-butiloxicarbonil)amino-s-

~fenil)propilpiperidino-2-carboxflico.

Executando a sequBncia 2(a)-2(c), excepto © substituin-
do por éster de metilo de A 3-desidro-prolina o éster de benzi-
lo de prolina, produziu-se metil (25)-N-(24N-t-butiloxicarbonil)-
amino-B-Fenil)propil—L-prolina. A saponificagZ@o do éster de meti
lo com 5 equivalentes de K2[?D3 em metanol:é4gua 4:1 originou 2(S)-
-N-(Z-(N-t-butiloxicarbonil)amino-B—fenil)propil-L-prolina.
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Exemplo 3
Preparac®o de 4cido (1R,2R)-2-(((25)-2-terc-butiloxicarbonilami-

no-B-Fenil-l—oxo)propil)ciclopentanocarboxilico

6-carbometoxibicicle/ 3.1.0 /hexano

a) Diazoacetato de etilo puro (53 ml, 0,50 mol) foi adici
onado, por meio de um propulsor de seringa, durante um perfodo de
4 horas, a uma mistura agitada do dimero de acetato de rédio (1,0
g, 0,0023 mol) e ciclopenteno (250 ml, 2,5 mol) imersa em banho-
-maria a 20-259C. Apés mais 30 minutos, o ciclopenteno em exces-
so foi removido por evaporagZo rotatéria. O residuo foi dilufdo
com CH2C12, filtrado através de CeliteGa e concentrado por evapo-
ragdo rotatéria. 0 resfduo foi destilado a 44-462C/66,7 Pa para
fornecer o composto do titule (46,5 gy 0,302 mol) como uma mistu-

ra de epimeros de carboetoxi, com rendimento de 60%.

TLC: (Hexano: acetato de etilo - 80:20) RF=D,67.
RMN (CDC13): § 4,1 (2H, quartetos em sobreposic%a), 2,0-1,5 (7H,

m)’ 1,45—1,1 (SH, m)o

6—(l-hidroxi—l~metiletil)bicicloZ—B.l.Q;7hexano

b) Uma solugdo 1,4 M de metil 1ftio em &ter (350 mi, 0,50
mol) foi agitada rapidamente sob Ar a -782C, enquanto o produto
do Exemplo 3(a) (27,67 g, 0,180 mol) foi adicionado puro, por
melo de seringa, durante um perfiodo de 15 minutos. A mistura foi
agitada durante 1 hora a -782C, em seguida foi deixada aquecer
até a temperatura ambiente durante um per{odo de 2 horas. égua
(400 ml) foi adicionada, cautelosamente, seguida por HCl 3N (cer-
ca 200 ml) até que a solucdo se tornou neutra. A camada do &ter
foli separada e a camada aquosa foi extrafda, duas vezes, com éter.
UOs extractos do éter combinados foram secos sobre MgSOa e concen-
trados por evaporag®o rotatéria. O resfduo foi destilado (802-
-902C/1999,8 Pa) fornecendo o produto do tItulo (19,79 g, 0,141

mol) como uma mistura de epimeros, com rendimento de 79%.

TLC: (Hexano: acetato de etilo - 80:20) Re = 0,36, 0,17,
RMN (coc13): 82,0 - 1,6 (5H, m), 1,5 - 1,0 (9H, m), 0,55 (1H, m).
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(+)-trans-2-(2-metilpropenil)clorociclopentanc

c) Uma solug¥o do produto do Exemplo 3(b), acima, (19,6
9, 0,140 mol) em THF (125 ml, foi adicionada, de uma s& vez, a
uma mistura, sob agitagdo répida, de HCl aquoso a 37% (250 ml) e
THF (125 ml), arrefecida num banho de gela. Ap6s 3,5-4,0 minu-
tos, a mistura foi vertida em salmoura (1 1) e foi rapidamente ex
trafida com pentano (3 x 250 ml). DOs extractos do pentano foram
lavados com NaHCD3 a 5% (200 ml), secos sobre MgSD4 e concentra-
dos por evaporag3o rotatéria (252C/15 mm). 0O resfduo foi destila
do a 7B2-802C/1999,8 Pa, através de uma coluna Vigreux de 20,32
cm, originando o composto do tftulo (18,65 g, 0,118 mol), com ren
dimento de B4%.

TLC: (hexano) RF=D’71

RMN (CDC14): 4,95 (1H, dm), 3,84 (1H, gquarteto aparesnte) 2,87
3

(1H, quinteto aparente), 2,2 (1H, m), 2,07 - 1,75 (4H, m), 1,72

(3H, d; 3=1,2 Hz), 1,68 (3H, d; J=1,2 Hz), 1,33 (1H, m).

GC-MS (isobutano): m/z 158 (M)*, 123 (M+H-HC1)®*.

IR (pelfcula): 2980, 1455, 1382, 838 cm +

2-(2-metilpropenil)litiociclopentano

d) Um frasco de 50 ml seco adaptado com um condensador
de refluxo foi purgado com Ar. Litio pulverizado (0,34 g, 49
mmol; conteddo de Na de 1%; 25 peso % de dispersdo em 6lec mi-
neral) foi introduzido e foi lavado com 2 x 100 ml de pentano se
CO para remover o 6leo mineral. Uma solug¥o do produto do Exem-
plo 3(c) (1,58 g, 10,0 mmol) em pentano desgasificado por caonge-
lagdo-descongelagio, seco, (20 ml) foi adicionada. A mistura
foi agitada sob refluxo num banho de 6leo a 550C durante 19 horas
€, Bem sequida, deixada assentar. 0 sobrenadante foi retirado por
meio de uma seringa e filtrado, sob Ar, através de um filtro de
vidro fritado seco. A solugdo amarelo claro resultante (17,6 m1)
era de 0,45 M no composto do titulo por titulag3o contra mentol
com 1l,10-fenantrolina como indicador. O composto do tftulo foi

produzido com rendimento de 79%.
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K;R,ZR)-Z-((25)-2-terc—butiloxicarbonilamino-B—Fenil—l-oxo)pro—

pil-2-metilpropenilciclopentano

e) A uma solug3o agitada de Boc-L-fenilalanina (1,59 g,
6,00 mmol) em &ter (40 ml) a -782C, sob Ar, foi adicionado n-bu-
tillftio (4,00 ml, 1,50 M em hexano; 6,00 mmol). Apé6s 10 minu-
tos, o produto do Exemplo 3(d) (37 ml, C,32 M em pentanc, 11,8
mmol) foi adicionado, gota a gota, durante um perfodo de 10 minu-
tos. Ap6s 10 minutos, a solug®Bo foi aquecida até 0°oC e agitada 1
hora e 45 minutos e, em seguida, foi adicionada &qua (200 ml) com
agitac®o vigorosa. A mistura foi extrafda com acetato de etilo e
0 produto em bruto foi purificado tr@s vezes por cromatografia
flash (hexano: acetato de etilo - 95:5) fornecendo o isémero B
(0,356 9, 9,60 mmol; 16% de rendimento baseado na Boc-L-Phe), que
eluiu em segundo lugar e o isémero A (0,314 g, B,46 mmol; 14% de

rendimento), que eluiu em primeiro lugar.

(is6mero B)
(lR,ZR)-Z-(ZS)-2-£g£g—butiloxicarbonilamino—3-Fenil-l-0xo)propil-
-2-metilpropenilciclopentano

TLC: (hexano: acetato de etilo - 95:5) Rp=0,19.

RMN (CDC13): © 7,28-7,08 (SH), 5,06 (1lH, d; J=7,8Hz; NH),

4,95 (1H, d; J=9,6Hz; wvinile), 4,61 (1H, quarteto aparente),
3,11 (1H, m), 3,10 (1H, dd; benzflico), 2,83 (1H, dd; benzili-
co)y 2,77 (1H, m), 2,05 -~ 1,25 (&H), 1,68 (3H; metilo), 1,62
(3H; metilo), 1,39 (9H, s; Boc).

MS (DCI/NHB): m/z 372 (M+H)T, 316, 272.

(isémero R)
(lS,ZS)—Z-((28)-2-§§££~butiloxicarbonilamino-B-Fenil-l-oxo)propi;
-2-metilpropenilciclopentano

p.f. 42-4409C,

TLC: (hexano: acetato de etilo - 95:5) Re=0,26.,

RMN (CDC14): S 7,27-7,08 (5H), 5,18 (1H, d; J=7Hz; NH), 5,00
(1H, d; 3=9,3 Hz; wvinilo), 4,57 (1H, quarteto aparente), 3,05
(1H, dd; 3=13,9, 6,7 Hz; benzilico), 2,95 (1H, dd; J=13,9, 5,8
Hz; benzflico), 2,79 - 2,58 (2H, m), 1,95-1,20 (&H, m), 1,70
(3H; metilo), 1,52 (3H; metilo), 1,41 (9H; Boc).

MS (DCI/NH5): m/z (M+H)™, 372, 316, 272.
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dcido (1R,2R)-2-(((25)-2-terc~butiloxicarbonilamino=3-fenil-l-

—oxo)propil)ciclopentanocarboxilico

f) Uma solugZo do produto do Exemplo 3(e) - isémero B
(186 mg, 0,50 mmol) em CH2C12/CH30H 4:1 (5 ml) foi agitada a
-782C, e foi introduzido ozono numa corrente até gque uma cor azul
persistisse (cerca de 2 min.). A solugdo fol purgada com &rgon,
foi adicionado (CHS)ZS (0,5 ml) e a solucBo foi deixada aquecer
até 209C, Ap6s 2 horas, os componentes voliteis foram removidos
sob vécuo. 0 aldefdo em bruto resultante foi dissolvido em 5 ml
de acetona e tratado com reagente de Jones (0,25 ml, 0,2M),
09C com agitag3o durante 3 min. Foi adicionado isopropanol (0,2
ml). A mistura foi dilufda com &gua e extrafda com CH Clz, e o0s
extractos foram concentrados. A cromatografia flash (hexano:
acetato de etilo B0:20, sequido por hexano:acetato de etilo:écido
acético B0:20:4) forneceu o composto do titulo (148 mg, 0,410

mmol), como um vidro, com rendimento de B2%.

p.f. 94,5-960
TLC: (hexano:acetato de etilo: dcido acético 80:20:4) R -U 27.
RMN (CDC1 ) 6 7,26-7,13 (SH, m), 5,12 (1H, d; 3J= 8,0 Hz), 4,70
(1H, quarteto aparente), 3,46-3,27 (2H, m), 3,16 (1H, dd; J=14
Hz, 6,2 Hz), 2,93 (1H, dd; J=14,0 Hz, 6,5 Hz), 2,14-1,67 (6H,
m), 1,39 (12H, s).
S (DCI/NH): m/z 362 (MeH)™.

A execug@o da mesma sequBncia, excepto substituindo
por ciclo-hexeno o ciclopenteno em 3(a), produziu 4cido 2-(((25)-
—2—terc—butiloxicarbonilamino-B-Fenil-l-oxo)propil)ciclo-hexano-

carboxilico.

Exemplo 4

Preparac®o de Acido (15,25)-2-(((25)-2-terc—butiloxicarbonilamino-
-l—oxo-B—Fenil)propil)ciclopentanocarboxilico

Pelo mesmo processo utilizado para preparar o composto do
Exemplo 3(f), excepto pela substituigZo pelo isémero A (186 mg,
0,50 mmol) do Exemplo 3(c), foi obtido o composto do tftulo (135
mg, 0,37 mmol), como um s&lido branco, com rendimento de 75%.
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TLC: (hexano: acetato de etilo:écido acético 80:20:5) RF=D,a1.
RMN (c0613): 6 7,32-7,12 (5H, m), 5,13 (1H, d; 3J=8,1 Hz), 4,71
(1H, quarteto aparente), 3,42 (1H, quarteto aparente), 3,22-3,08
(2H, m), 2,91 (1H, dd; J=13,8, 6,9 Hz; benzilico), 2,20-1,62
(6Hy m), 1,38 (12H, s).

MS (DCI/NH3): m/z 362 (MeH)™, 323 (MeNH+H-tBU) ", 262, 120.

Exemplo 5
Preparac8io de 4cido (1R,2R)-2-(((1R5,25)~1-hidroxi-2-terc-butilo-

xicarbonilamino-3-fenil)propil)ciclopentanocarboxflico

A uma solug3o do Exemplo 7(f) (216 mg, 0,598 mmol) em me-
tanol (5 ml) a 09C foi adicionado NaBH, (25 mg, 0,66 mmol), com
agitag3o. Apés 20 min., foi adicionado HCl dilufdo e a mistura
foi extrafda com CH2C12 produzindo o composto do titulo como uma
mistura de epimeros (216 mg, 0,595 mmol), com rendimento de 100%

e uma propor¢3do de 2:1, aproximadamente.

RMN (coc13): ®7,35-7,15 (5H), 5,05 (1H; NH), 3,87-3,56 (2H),
2,95-2,60 (3H), 2,38 (1H), 219-1,55 (6H), 1,38 (9H).
MS (DCI/NHB): n/z 364 (M+H)T, 325, 308 (M—C(CH3)3+H)+, 264 (M-
DCDC(CH3)3+H)+, 183, 160, 120.

A execug3o da mesma reducZo sobre &cido 2-(((25)-2-terc-
-butiloxicarbonilamino-3-fenil-l-oxo)propil)ciclo-hexanocarboxi-
lico produziu o 4cido 2-(((25)-2-terc-butiloxicarbonilamino-3-Ffe-

nil-l-hidroxi)propil)ciclo—hexanocarboxilico correspondente.

Exemglo 6
Preparac3o de 4cido (1R,2R)-2-(((15,25)-1-hidroxi-2-terc—butilo-

xicarbonilamino—B-Fenil)propil)ciclopentanocarboxilico

g;R,ZR)-metil-z-(((15,25)-2-terc-butiloxicarbonilamino-l-hidroxi-
-3-fenil)propil)ciclopentanocarboxilato

a) Uma soluc¥o dos epfmeros do Exemplo 5 (140 mg, 0,386
mmol) em &ter (5 ml) a 09C foi tratada com diazometano etéreo em
excesso, durante cerca de 5 min (até que uma cor amarela persis-
tisse). Foi adicionado 4cido acético (0,1 ml) e a soluc3o foi

concentrada por evaporagfo notatéria. A separag¥o por HPLC (ace-
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tato de etilothexano 80:20) sobre sflica forneceu o isémero A
(47,0 mg, 0,125 mmol), que eluiu em primeiro lugar, seguido pelo
isémeroc B (50,6 mg, 0,134 mmol).

isémero A

(1R,2R)-metil-2-(((15,25)-2-terc-butiloxicarbonilamino=1-hidroxi-

-3-Fenil)propil)ciclopentanocarboxilato

TLC: (hexano:acetato de etilo - 2:1) RF=D,5a.

RMN (CDC1,): & 7,32-7,18 (5H, m), 4,85 (1H, d; J=8,7 Hz; NH),

3,72 (1H, m), 3,66 (3H, s), 3,52 (1H, dd), 2,90 (2H, d aparente;

benzflico), 2,58 (1H, quarteto aparente), 2,40 (1H, m), 1,92-1,50

(6H, m), 1,39 (9H, s).

MS (DCI/NH3): m/z 378 (MsH)™, 339, 322 (M-C(EH3)3+H)+, 321,

304 (M-OC(OEH3)3+H)+, 278 (M-DCOC(CH3)3+H)+, 120.
A configurag3@o do hidroxi na posic3o 2 foi determinada

como se segue. 0 is6mero A foi convertido no seu derivado de oxa

zolidinona por tratamento com TFA para remover o grupo protector

Boc, seguido por tratamento com fosgénio e trietilamina., 0Os hi=-

drogénios do anel oxazolidinona tinham uma constante de ligagdo

da RMN consistente com uma relagfic trans (J=5,3 Hz), a gual foi

confirmada com uma falta observada em NOE, estabelecendo deste mo

do a configurag®o do hidroxi na posig3o 2 como sendo (S).

isfmero B
(1R,2R)-metil-2-(((1R,25)-2-terc~-butiloxicarbonilamino-l-hidroxi-
-3-fenil)propil)ciclopentanocarboxilato

TLC:(hexano:acetato de etilo - 2:1) Re=0,42.

RMN (CDElB): 7,31-7,16 (5H, m), 4,92 (1H, d; 3J=8,7 Hz), 3,89
(1H, m), 3,72 (3H, s), 3,64 (lH, d aparente), 3,41 (1H, dd;
J=14,2, 4,2 Hz; benzilico), 2,72 (2H, m), 2,36 (1H, quinteto apa
rente), 2,06-1,40 (6H, m), 1,32 (9H, s).

Ms (DCI/NHy): m/z 378 (MsH)™, 322, 278, 120.

A configurag3o do hidroxi na posicHo 2 do isémero B foi

determinada do mesmo modo que para o isémero A.

Num processo alternativo, os dois epimeros foram claramen
te separados por HPLC preparativa (coluna de sflica Rainin Dyna-

max R 2,54 cm x 25 cm, 20 ml/min, hexano:acetato de etilo:4cido
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férmico - 75:25:1) para fornecer o isémero A (rendimento de 49%)

e o is6émero B8 (rendimento de 35%).

acido (1R,2R)-2-(((15,2S)-1-hidroxi-2-terc-butiloxicarbonilamino-

-3-fenil)propil)ciclopentanocarboxflico

b) A uma solugZo do is6mero A do Exemplo 6(a) (23,7 mg,
63,2 mmol) em THFiAgua:metanol - 2:1:1 (2 ml) foi adicionado NaOH
a 10% (cerca de 0,2 mmol). Ap6s 2,5 horas, a mistura foi dilufda
com acetato de etilo e lavada com HCl a 5%. A secagem sobre MgSO,
e a evaporag3do forneceram o composto do titulo (21,4 mg, 59,0

mmol), com rendimento de 94%.

p.f.: 120-1229C

TLC: (hexano:acetato de etiloj;é&cido acético 80:20:4) Re=0,34.

RMN (CDBDD): 7,23 (5H), 3,73 (1H, m), 3,53 (1H, m), 2,85 (1H,
dd; benzilieco), 2,73 (lH, dd; benzilico), 2,55 (1H, m), 2,37

(14, m), 1,90-1,57 (6H), 1,35 (9H, s).

Exemplo 7

Preparag®o de dcido (1R,2R)-2-(((1R,2R)-2-(((1R,25)-1-hidroxi-2-

-terc-butiloxicarbonilamino-3-fenil)propil)ciclopentanocarboxfli-

cO

Pelo processo do Exemplo 6(b), o isémero B do Exemplo
6(a) (20,1 mg, 53,6 mmol) forneceu o composto do tftulo (19,3 mg,

53,2 mmol; rendimento de 99%).

p.f.: 133-1350C
TLC: (hexano:acetato de etilo:4cido acético - 80:20:4) RF:D’27
RMN (CDBGD):5‘7,21 (sH), 3,75 (1H, m), 3,49 (1H, dd), 2,96 (1H,
dd; benzilico), 2,77-2,42 (3H), 1,95-1,83 (3H), 1,78-1,60 (2H),
1,50 (iH, m), 1,30 (9H, s).

Exemplo B8
PreparagZio de &cido (15,25)-2-(((1RS5,25)-2-terc-butiloxicarbonil-

amino—l-hidroxi-B—Fenil)propil)ciclopentanocarboxilico

Utilizando o processo do Exemplo 5, excepto substi-
tuindo pelo composto do Exemplo 4 (38 mg, 0,105 mmol), foi obtido
o composto do tftulo (35,5 mg, 0,0978 mmol), numa proporgdo de 1l:1
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e com rendimento de 93%, como um sélido branco.

TLC: (hexano:acetato de etiloj;4cido acético - 80:20:5) RF=D,26.
RMN (50013): 6 7,32-7,14 (SH, m), 3,93-3,60 (2H, m), 3,38-3,21
(1H, dois multipletos), 3,05-2,70 (2H, m), 2,55-2,38 (1H, m),
2,35-1,54 (7H, m), 1,31-1,14 (9H, dois singuletos).

Exemplo 9

PreparacZo de cloridrato do metil éster de valil valina

Ester de metilo de fenilmetoxicarbonil-valil valina

a) Cloroformato de isobutile (1,30 ml, 10,0 mmol) foi
adicionado, gota a gota, durante 10 min, a umz solug¥Ho agitada de
N-Cbz-L-valina (2,51 g, 10,0 mmol) e N-metilmorfolina (1,21 ml,
11,0 mmol) em THF (30 ml), a -409C sob &rgon. Ap6s 1 hora, foi
adicionado cloridrato de éster de metilo de L-valina s6lido
(1,68 g, 10,0 mmol), seguido por mais N-metilmorfolina (1,21 ml,
11,0 mmol). A mistura foi agitada, com aquecimento até 202C, du-
rante 24 horas; em seguida foi filtrada e concentrada até um s6-
lido por evaporag¥o rotat6ria. - A cromatografia flash (gradiente,
0 a 5% de CH;OH em CHClB) forneceu o composto do titulo (3,44 g,

9,50 mmol) como um s6lido branco, com rendimento de 95%.

RMN (c0513): 67,3 (SH, m), 6,80 (1H, d), 5,62 (1H, d), 5,13 (2H
s), 4,56 (1H, dd), 4,17 (1H, dd), 3,74 (3H, s), 2,15 (2H, m),
1,00-0,88 (12H, dupletos em sobreposic®o).

Cloridrato de metil é&ster de valilvalina

b) Uma solug3o do composto do Exemplo 9(a) (535 mg, 1,47
mmol) em 4cido acético (4 ml) foi agitada com Pd a 10% em carbono
(50 mg), sob uma atmosfera de H2 durante 5 horas. A mistura foi
filtrada, dilufda com CHBDH, acidificada com HCl1 a 37% (0,2 m1),
e concentrada sob védcuo até uma goma. 0 resfiduo foi triturado
com éter e seco sob vécuo, originando o composto do titulo (395

mgy, 1,47 mmol) como um pé& branco
RMN (CD,00): 6 4,36 (1H, d; 3=5,8Hz), 3,81 (1H, d; J=5,7 Hz),

3,73 (3H, s), 2,21 (2H, septeto), 1,09 (3H, d; 3J=7,0 Hz), 1,06
(3H, d; J=6,9 Hz), 0,998 (6H, dupletos em sobreposig¥o), MS

-
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(FAB + VE): M/z 231 (M « H)", 188, 171, 132, 72, S5.

Exemplo 10

Preparac®o de terc-butiloxicarbonil-(0-fenilmetil)serilalanil ala-

nina

éster de metilo de terc—butiloxicarbonil—(O—Fenilmetil)seril ala-

nina
a) Cloroformato de isobutilo (2,59 ml, 20,0 mmol) foi
adicionado, gota a gota, durante 15 min. a uma solug3do agitada de
éter de N-Boc-L-serina-0O-benzilo (5,90 g, 20,0 mmol) e N-metilmor
folina (2,74 ml, 25,0 mmol) em THF (100 ml) a -409C, sob 4drgon.
Ap6s 45 minutos, foram adicionado N-metilmorfolina (2,75 ml, 25,0
mmol) e cloridrato de &ster de metilo de L-alanina s6lido (3,22
9, 23,0 mmol). A mistura foi deixada sob agitagdo, com aquecimen
to gradual até 2092C. Apés 18 horas, a mistura foi dilufda com
acetato de etilo e lavada sucessivamente com HCl a 5%, NaHCD3 a
5% e salmoura. A filtragdo e a remog3o do solvente sob vécuo,
forneceram o composto do titulo (7,54 g, 19,8 mmol) como um 6leo,

com rendimento de 99%.

TLC: (acetato de etilo:hexano 1:1) RF=U,5.

RMN (CDC13): 67,32 (5H, m), 7,11 (1H, br m), 5,41 (1H, br m),
4,65-4,53 (3H, m), 4,30 (1H, br m), 3,92 (1H, dd; J=9,2 Hz, 3,9
Hz), 3,73 (3H, s), 3,58 (1H, dd; J=9,2 Hz, 616 Hz), 1,45 (9H, s),
1,39 (3H, d5 J=7,1 Hz).

terc-butiloxicarbonil-(0-fenilmetil)seril alanina

b) Hidréxido de sédio (0,8 g, 20 mmol), em &gua (50 ml)
foi adicionado fraccionadamente durante 2 horas, a uma solug%o do
composto do Exemplo 10(a) (7,5 g, 19,7 mmol) em metanol:4qua 2:1
(225 m1). A agitagdo continuou durante mais uma hora até gque a
solug¥o ficou aproximadamente neutra e TLC indicou a reacg3o como
completada. A soluc®o foi concentrada por evaporagdo rotatéria,
dilufda com 4qua e extrafda com acetato de etilop. A camada aquo-
sa foi acidificada com HCl a 10% e extrafda, duas vezes, com ace-
tato de etilo. A secagem sobre MgSDa e a concentrag3o sob vacuo

produziram o composto do tftulo (6,89 g, 18,8 mmol), como um vi-
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dro, com rendimento de 96%.

RMN (CDCL4): 67,32 (5H, m), 5,62 (1H, largo), 4,60 (1H, n),
4,55 (2H, s), 4,36 (1H, largo), 3,87 (1H, dd), 3,61 (1H, dd),
1,46-1,40 (12H, m).

éster de metilo de terc-butiloxicarbonil—(D-Fenilmetil)serilala-

nil alanina

c) Cloroformato de isobutilo (2,42 ml, 18,8 mmol) foi
adicionado, gota a gota, durante 18 min., a uma solugZo agitada
do composto do Exemplo 10(b) (6,89 g, 18,8 mmol) e N-metilmorfoli
na (2,74 ml, 25,0 mmol) em THF (100 ml) a -40°C sob argon. Apés
20 min., foram adicionados N-metilmorfolina (2,74 ml, 25,0 mmol)
e cloridrato de éster de metilo de L-alanina sélido (3,07 g, 22,0
mmol). A mistura foi deixada sob agitacg#o, com aquecimento gra-
dual até 209C, durante 20 horas; em seguida foi diluifda com ace-
tato de etilo e lavada sucessivamente com HCl a 5%, NaHCD3 a 5% e
dgua salgada. A filtracZ%o e a remog3o do solvente sob vécuo pro-
duziu o produto em bruto (7169 g), como um s6lido. A recristali-
zag3o (hexano:acetato de etilo 2:1) forneceu o composto do tfitulo
(7,55 9, 16,7 mmol) com rendimento de 89%, como cristais brancos.

TLC: (acetato de etilo:hexano 1:1) Re=0,15.

RMN (CDC13): ® 7,32 (54, m), 7,00 (1H, d), 6,90 (1H, d), 5,44 (1H,
d), 4,58 (2H, s), 4,54 (2H, m), 4,30 (1H, largo), 3,90 (1H, dd),
3,74 (3H, s), 3,64 (1H, dd), 1,44 (9H, s), 1,38 (6H, dupletos em

sobreposicg3a).

terc-butiloxicarbonil-(0-fenilmetil)serilalanil alanina

d) Hidréxido de s6dio (0,25 g, 6,2 mmol) foi adicionado,
fraccionadamente durante 4 horas, a uma solug3o do composto do
Exemplo 10(c) (2,79 g, 6,19 mmol) em metanol:4qua 2:1 (75 ml), a
uma velocidade tal que o pH permaneceu entre 7 e 9. A agitago
continuou durante mais 10 horas e, em sequida, a solug3o foi con-
centrada por evaporag3o rotatdria. Foi adicionada dgua e a solu-
¢d3o0 foi extrafda, duas vezes, com acetato de etilo. A camada aqug
sa foi acidificada com HCl a 10% e extrafda, tr&s vezes, com ace-
tato de etilo. A secagem (MgSDa) do extracto orgfnico e a remoGgao

do solvente sob vécuo originaram o composto do tftulo (2,58 9,
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5,90 mmol), com rendimento de 95%), como um p6é branco.

RMN (CDC13): $7,30 (7H, m; arom&tico + NH), 5,57 (1H, largo),
4,64-4,46 (4H, m), 4,38 (1M, largo), 3,86 (1H, dd), 3,65 (1H, dd),
1,44 (9H, s), 1,39 (6H, dupletos em sobreposic3a), MS (FAB + VE):
m/z 438 (M+H)®, 382, 338, 293, 249, 221, 203.

MS (FAB-VE): m/z (M-H)™, 336, 254.

Exemplo 11

Preparac@o de Acido trans-2-((l-metoxi—l-(Z-Fenil-l-Fenilmetoxi-

carbonilamino)etil)Fosfinil)ciclopentanocarboxilico

dcido (+)-2-fenil-l-fenilmetoxicarbonilaminoetil fosfénico, &ster

de monometilo

a) Fosfonato de (+)-difenil-(2-fenil-l-fenilmetoxicarbo-
nilamino)etilo foi preparado como descrito em Synthesis, 985
(1979). Resumidamente, uma mistura de fosfito de trifenilo (0,1
mol), fenilacetaldefdo (0,15 mol, distilado recentemente), carba-
mato de benzilo (0,1 mol) e &cido acético glacial (15 ml) foi
agitada durante 1 hora 2té que a reaccZ3o exotérmica acalmasse. A
mistura foi ent3o aguecida a B0-852C durante 1 hora e os produtos
voldteis foram removidos num evaporador rotatério sob pressdo re-
duzida, com aguecimento num banho-maria em ebulig3o. O resfduo
cleoso foi dissolvido em metanol (180 ml) e deixeado pera cristali
zagdo a -109C. Apés 1-3 horzs, o éster cristalino fosi recolhido
por filtrag@o e recristalizado por dissolug3o numa quantidade mi
nima de cloroférmio quente (30-40 ml) e adigdo de um volume 4 ve-

zes supericr de metanol.

Uma porg3o do fosfonato de difenilo resultante (2,44 g,
5,0C mmol) foi agitzda durante 2 dizs em metancl (75 ml) com me-
téxido de s6dio (1,6 g, 30 mmol). A solucBo foi dilufda com HCI
a 57 (250 ml) e extralfda com éter. A camada do éter foi extraf-
da caom Na2CD3 a 5% e salmoura, sendo, em seguida, concentrado. C
fosfonate de dimetilo em bruto foi agitado durante 1 dia como uma
solugZo em 50 ml de metanol e 50 ml de NaOH a 10%. A solugdo foi
acidificada com HCl a 10/ (300 ml) e extrafda com CH.C)

272"
2o do solvente forneceu um s6lido gue fecl dissolvide em ChCl

A remo

quente (100 ml). Foi adicionado hexano (50 ml) e a solug3o F01
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armazenada durante toda a noite a -209C., O0Os cristais resultantes
foram recolhidos por filtrag®o originando o composto do tftulo

(1,53 g, 4,38 mmol), com rendimento de B88%.

Brometo de 2-(2-metilpropenil)ciclqpsntilmagnésio

b) A uma suspensdo, sob agitagdo, de aparas de magnésio
(432 mg, 18 mmol) em éter seco (15 ml) e benzeno seco (5 ml), sob
Ar num frasco equipado com um condensador de refluxo, foi adicio-
nado 1,2-dibromoetanc puro (1,55 ml, 18 mmol), cautelosamente e
gota a gota, durante 30 min. Uma aliquota de 10,0 ml (9,0 mmol)
da solug3o de MgBr2 limpida resultante foi adicionada a uma solu-
¢330 a -782C de 2—(3-metilpropenil)litociclopentano (o composto do
Exemplo 3(d)) (8,6 mmol) em pentano (20 ml) e THF (20 ml). A mis
tura héterogénea resultante foi aquecida até 02C, originando uma
solugdo cor de laranja clara do reagente de Grignard corresponden
te (8,6 mmol), a qual foi rearrefecida até -782C para utilizacHo

no passo (b).

trans-Z—(l-metoxi-l-(2-Fenil—l-Fenilmetoxicarbonilamino)etil)—Fos—

finil-2-metilpropenilciclopentano

c) A uma solug3o do composto do Exemplo 11 (a) (1,92 g,
5,50 mmol) em EH2C12 seco (15 ml), sob Ar, foi adicionado SDCl2
(0,40 ml, 5,5 mmol). Apés 2,5 horas, o solvente foi removido sob
vacuo. 0 HC1l residual foi removido por adig3o e re-evaporacg8o de
CH,Cl, seco (10 ml), seguido por THF seco (10 ml). O cloreto de
fosfonilo viscoso restante foi dilufdo com THF seco até um volume
de 11,0 ml; wuma aliquota da solugZo (8,6 ml, 4,3 mmol) foi adi-
cionada, com agitag®o, a uma solug3o a -782C de reagente de Fri-
gnard (8,6 mmol) tal como preparado no passo (a) acima. A mistu-
ra homogénea foi deixada sob agitac®o durante 1 hora a -78¢9C e,
em seguida, 1 hora a -202C. HCl a 10% aquoso (50 ml) foi adicio-
nado, seguido por &4gua (200 ml). A mistura foi extrafda, trés ve
zes, com éter. Us extractos do 4ter combinados foram lavados com
NaHCD3 a 5%, secos sobre MgSU/4 e concentrados até um 6leo (2,1 g).
A cromatografia flash (CHE13) forneceu o composto do tf{tuloc como
uma goma (864 mg, 1,90 mmol; rendimento de 44%) e como uma mistu

ra de quatro diastereémeros.
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TLC: (CHClB:CHBDH 25:1) Rp=0,4.

GC (coluna: CHROMPACK 51 mm x 0,22 mm i.d.; fase lfguida CP sil
5 CB. Forno: 2400°C): RT (4rea rel.) 4,04 (1,0), 4,17 (1,3),
4,42 (1,2), 4,58 (1,9).

RMN (coc13); ©7,35-7,03 (10H, m), 5,56-5,10 (1H, m; NH), 5,05~
~4,87 (3H, m), 4,33 (1H, m), 3,76-3,60 (3H, m), 3,29-2,69 (3H, m),
2,08-1,56 (12H, m), 1,29 (1H, m).

Ms (DCI/NH;): m/z 456 (M + H)", 378, 365, 348, 322, 213, 203,
120, 108, 91.

écido trans-2-((l-metoxi-l-(2-Fenil-l-Fenilmetoxicarbonilaminq)-

etil)fosfinil)ciclopentanocarboxflico

d) Utilizando o processo de ozon6lise do Exemplo 3(f), o
composto anterior do Exemplo 11(c) (680 mg, 1,49 mmol) forneceu o
composto do titulo como uma goma em bruto. A cromatografia flash
(CHC13:CH3UH 25:1, seqguido por CHClB:CHBDH:écido acético 25:1:1)
forneceu o produto puro (365 mg, 0,820 mmol), com rendimento de

55%, como uma espuma frifvel.

RMN (coc13): ©7,32-7,12 (10H, m), 5,00-4,91 (2H, m)y 4,45 (1H,
m)y, 3,78-3,64 (3H, m), 3,35-2,68 (4H, m), 2,08-1,60 (7H, m).

A execug®o da mesma sequ8ncia, excepto substituindo
por 4-bromo-l-buteno o 2-(2-metil propenil)litiociclopentano,
produziu o 4cido 2-((1-metoxi-1-(z-fenil-l-Fenilmetoxicarboxilam;

no)etilFosFinil)propanéico correspondente.

Exemplo 12

Preparac®o de 4cido (SS)-Q—oxo—E-(t—butoxicarbonilamino)-é-Fenil-

-hexanfico

jéﬁ)-?-Fenil—S—(t-butoxicarbonilamino—hept-l—eno-S-ona

a) A uma solugdo sob agitagZo de p6 de magnésio (1,82 gs
75 mmol) em é&ter dietflico seco (10 ml), sob drgon, foram adicio-
nadas diversas gotas de 4-bromo-l-butenc. Uma vez iniciado o re-
fluxo espont8neo, foi adicionado 4-bromo-l-butena (6,75 g, 50
mmol), gota a gota, a uma velocidade que mantivesse um refluxo sua
ve. A mistura foi agitada durante mais 30 minutos com aquecimen- |

to até ao refluxo. Apbs arrefecimento, a solug3o de reagente de
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Grignard foi adicioneda a umza sclugdo agitada de (Boc)-L-Fenilalg
nina-N-metoxi-N-metilamida (1,0 gy 3,2 mmol) em éter dietflico se
co (10 ml) a 0eC. Apés 1,5 horas, a mistura reaccional foi dilui
da com HCl a 10% e extrafda 3x com éter dietflico. A camezda org2
nice foi lavada sucessivamente com HCl1 1 M, bicarbonato de s6dio
aquoso saturado e cloreto de s6dic aquoso saturado, seca (MgSGa)
e evaporada sob press8o reduzida, originando o compaosto do titulo
(780 mg, rendimento de 81,8%), como cristzis brancos.

RMN (CDC1,): & 7,20 (5H, m); 5,73 (1H, m); 5,1 (LH, d);

5,05 (2H, m); 4,55 (1lH, quarteto); 3,05 (2H, m);

2,48 (2H, guarteto); 2,30 (2H, m); 1,40 (9H, s).

MS (DP/NHy): m/z (MeH)™ 3043 248, 204, 120.

Acidg (5-S)-4-ox0-5-(t-butoxicarbonilaming)-6-fenil-hexanéico

b) Foi introduzide ozono numa solugcdo do composto do Exem
plo 12(a) (400 mg, 1,32 mmol) em CHZClZ:MeUH 4:1 (5 ml) a -78°C,
até que uma cor azul persistisse. A solug#Zc foi purgada com 4rgon
durante diversos minutos, sendo, em seguida, adicionado sulfeato
de dimetilo (2 ml). A mistura foi agquecida até 2 temperatura am-
biente durante 2 horas, sendo, em sequida, concentrada scb pressdag
reduzida até um 6leo. O resfduo oleosc foi dissolvido em acetona
e arrefecido, com agitag3do, até 02C, O reagente de Jones (1,32
mmol, 2M soln.) foi adicionado, gota a gota. Ap6s 5 minutos, foi
adicionado isopropanocl. A mistura foi dilufda com HZD e extralda
3x com diclorometano. A camada org&nica foi seca (MgSOQ), filtra
da e concentrada até um 6leo. A cromatografia flash scbre gel de
sfilica (hexano:acetato de etila 60:40, seguido por hexano:acetato
de etilo:4cido acético 65:35:5) farneceu o composto do titulo co-
mo um 6lec (175 mg, rendimento de 41%).

RMN (CDC1,): 57,24 (5H, m); 5,1 (1H, d);
4,55 (1H, quarteto); 3,05 (2H, m); 2,68 (5H, m); 1,38 (9H, s).
Ms (FAB): m/z 322; (FAB™): m/z 320.

Utilizando 2 mesma sequ@ncia, exceptoc substituindo
por Boc-fenilglicina a Boc-(U—benzil)tirosina, originou 4cido

a-oxo-S-(terc-butiloxicarbonil-amino)-S-Fenilpentanéico.
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Exemplo 13

Preparag®o de &cido (55)-4-oxo-5-(terc-butoxicarbonilaming)-6-

-(4-benziloxifenil)-hexan6ica

Boc-(0O-benzil)tirosina-N-metoxi-N-metil amida

a) a uma solugZo de Boc-(0-benzil)tirosina (7,42 g;

30,0 mmol) em CH2C12 seco (20 ml) foram adicionados trietilamina
(3,0 ml, 21,5 mmol) e hexafluorofosfato de benzotriazol-l-iloxi-
tris (dimetilamino) fosfénio (6,96 g, 20,0 mmol). Apés 10 minu-
tos, trietilamina (3,0 ml, 21,5 mmol) e O,N-dimetil-hidroxilamina
(2,15 g, 22,0 mmol). Apés 16 horas, a solug3Zo foi dilufda com
acetato de etilo e lavada sucessivamente com HCl a 5%, bicarbona-
to de sédio aquoso saturado, e cloreto de sédig aquoso saturado.
AR solug3o orglnica foi seca (MgSDa), filtrada e concentrada até
uma espuma. A cromatografia flash sobre gel de sflica (hexano:
tacetato de etilo 50:50) forneceu o composto do titulo (5,87 g,

rendimento de 71%) como um p6é branco.

RMN (CDClB): 5 7,40 (5H, m); 7,02 (4H), dd;
5,12 (1H, d); 5,05 (2H, s); 4,90 (1H, largon);
3,62 (3H, s); 3,15 (3H, s); 2,92 (2H, m);
1,38 (9H, s).

MS: m/z (M+H)T 415; 359, 341, 315

165)-7-(a-benziloxifenil)-é-(terc—butoxicarbonilamino)hept-l-eno-

-5-p0na

b) A uma suspens3c de p6 de magnésio (6,68 g, 0,275 mol)
em éter dietilico anidro (100 ml), sob uma atmosfera de drgon, fo
ram adicionadas diversas gotas de 4-bromo-l-buteno. Uma vez ini-
ciado o refluxo espontaneo, foi adicionado 4-bromo-l-buteno (24,72
g, 0,183 mol) a uma velocidade que mantivesse um refluxo suave.
Ap6s terminar a adigdo, a mistura continuou sob refluxo durantes
mais 30 min. Foi preparada uma solugdo de t-butiloxicarboniltirg
sina-(O-benzil)-metoximetilamida (18,95 g, 0,046 mol) em THF ani-
dro, gue foi lentamente adicionada a 0°C, ao reagente de Grignard
previamente preparado. Ap6s 90 min, a reacgdo estava completada,
tal como indicado por TLC e foi rapidamente arrefecida com HC1
aguoso a 10%. A mistura reaccional foi extrafda com éter, trés
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vezes, e os extractos orglnicos combinados foram lavados sucessi-
vamente com HCl 1 M, NaHCU3 aquoso saturado, e NaCl aquoso satura
do. A solucg3o foi seca (MgSDA), filtrada e evaporada sob press3o
reduzida originando um s6lido branco. A purificag¢®o por cromato-
grafia de coluna em gel de sf{lica eluindo com acetato de etilo a
17%/hexano forneceu 0 composto do titulo como um sélido branco
(18,1 g, 96%)

RMN (COC1l5): ©7,42 (5H, m); 6,96 (4H, dd);

5,72 (1H, m); 5,10 (1H, br d); 5,06 (2H, s); 4,95 (2H, m);
4,48 (1H, q); 2,95 (2H, m); 2,5-2,0 (4H, m); 1,38 (9H, s).

MS: m/z (M+H)" 410, 371, 354, 310.

dcido (SS)—a-oxo-S-(terc-butoxicarbonilamino)-6-(a—benziloxife-

nil)-hexanéico

c) Numa solug¥o do composto do Exemplo 13(b) (8,0 g,

19,6 mmol) em CHC1;:MeOH 4:1, a -782C, foi introduzido ozono até
que uma cor azul persistisse. A solugHo foi entXo purgada com
drgon durante alguns minutos, seguida pela adic®o de sulfeto de
dimetilo (6 ml). A mistura resultante foi agitada durante 2 h &
temperatura ambiente e, em seguida, evaporada. O resfduo oleoso
foi dissolvido em acetona (175 ml) e arrefecido até 0°C, Ffoi adi
cionado reagente de Jones (12 ml de uma solug3o 2 M), gota a gota
e a mistura foi agitada durante 10 minutos antes de ser rapidamen
te arrefecida com isopropanol. A solugdo foi vertida em H20 e ex
tralida, tr8s vezes, com CH2C12. Os extractos organicos combina-
dos foram secaos (MgSDa), filtrados e evaporados sob pressdo redu-
zida. O resifduo oleoso foi purificado por cromatografia de colu-
na utilizendo gel de sflica, elufndo, primeiro com acetato de eti
lo:hexano 2:3, seguido por 4cido acético:acetato de etilo: hexano
5:35:60, originando o composto do titulo como um s6lido castanho-

-amarelado (3,39 g, rendimento de 40%),
RMN (coc13): > 7,40 (5H, m); 7,0 (4H, dd);

RMN (CD,0D): § 5,05 (1H, obsc.); 5,03 (2H, s); 4,52 (1H, quarte
to)s 3,2-2,5 (7H, m); 1,40 (9H, s).
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Exemplo 14

Preparac3o de &cido (3R,43)—4-(N-benziloxicarbonil)amino-2,2~diflu—

oro-3-hidroxi-5~fenilpentanfico

(3R,45)-4~(N-benziloxicarbonil )aming-2,2-difluoro-3-hidroxiz5-

-fenilpentanoato de etilo

a) Uma solugZo de N-Cbz-L-fenil-alanol (0,77 gs 2475
mmol) em 10 ml de CHZEl2 seco foi adicionada a uma solugZo do pe-
riodinano de Dess-Martin (1,28 g, 3,02 mmol) em 15 ml de CH,C1,
seco, num fluxo uniforme e lento. Ap6s agitac¥o durante 30 min.,
foram introduzidos 100 ml de uma solugdo de 1 parte de tiossulfa-
to de s6dio aquoso a 10% e 1 parte de NaHCD3 aguoso saturado, e a
mistura foi agitada virogosamente durante 30 min. A mistura foi
extralida, tres vezes, com CH2C12 e os extractos orglnicos combina
dos foram secos sobre MgSUa, filtrados e concentrados in vacuo,
originando N-Cbz-L-fenilalanal como um s6lido amarelo. Uma sus-
pens3o de zinco (0,54 g, 8,24 mmol) e CuBr (60 mg, 0,22 mmol) em
15 ml de THF seco foi tratada com cloreto de dietilaluminio (6,04
ml, 6,04 mmol, 1 M em hexano) e arrefecida até -209C, A esta sus
pens3o foi adicionada uma solug®o do N-Chz-L-fenilalanal em bruto
e de bromodifluoroacetato de etilc em 25 ml de THF seco, gota a
gota, durante 20 min. A mistura reaccional foi agitada durante
45 min., em seguida foi rapidamente arrefecida pela adigZo de HCl
aquoso a 5% e deixada aquecer até a temperatura ambiente. A mis-
tura foi extrafda, tr&s vezes, com EtZO’ e os extractos orgfnicos
combinados foram secos sobre MgSUQ, filtrados, e concentrados. A
cromatografia flash sobre gel de sflica (EtZD:hexano 1,5:1) prody
ziu 0,78 g (70%) de uma mistura de diasteredmeros de 3:2. 0Os di-
asterefmeros foram separados por cromatografias flash repetidas
(hexano:EtZU 1:1) fornacendo 468 mg (427) do composto do titulo

como um s6lido branco.
RMN (COCLl5): © 7,27 (10H, m); 5,02 (3H, m); 4,31 (2H, q; 3=7,5

Hz)5 4,23 (1H, m); 4,09 (1H, m); 3,86 (1H, br d; J=6,2 Hz);
3,01 (2H, m); 1,31 (1H, t, J=7,5 Hz).
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dcido (BR,AS)-4-(N-benziloxicarbonil)amino-2,2-diFluoro-3-hidroxi-

-5-fenilpentanfico

b) 0 éster do Exemplo 14(a) (1,0 g, 2,45 mmol) foi dissol

vido em 40 ml de MeOH:THF 3:2. Esta solug3o foi adicionada a
K2CO3 (2,7 gy 19,6 mmol) em dgua (25 ml), e a mistura foi agitada
vigorosamente durante 3 horas. A solug3o aquosa foi lavada com
EtZU (rejeitado), acidificada com HCl e extrafda, uma vez, com
EtZO, e, duas vezes, com CH2C12. Os extractos orgfnicos combina-
dos foram secos saobre MgSD4 e filtrados. A evaporacg3io do solven-
te in vacuo forneceu o 4cido do titulo (0,93 gs 90%) como um sfli

do branco.

RMN (EDC13): b 7,21 (10H, m); 4,91 (3H, m); 4,22 (3H, m); 2,97
(ZHy m)
MS: m/z 380

Exemplo 15

Preparac3o de 2-(acetilserilqlutaminilasparaqinil)amino-B-Fenil-

=propil-prolilvalilvalinamida

0 composto do Exemplo 2(d) (0,35 g, 1,0 mmol) foi ligado
a Val-Val-BHA (1,0 mmol) utilizando DCC (0,21 g, 1,0 mmol) e HOBT
(0,15 g, 1 mmol) em CH2C12 a 50%/DOMF, durante toda a noite. A re
,C1,)

até que o teste da ninhidrina fosse negativo. 0 péptido foi en-

sina-peptidilo fci acetilada com Ac,0 (1 ml em 30 ml de CH

tdo completado e acetilado, de acordo com o processo do Exemplo 1,
utilizando metade da resina. 0 intermedidrio resina-peptidilo
foi clivado com 10 ml de HF anidro e com 1 ml de anisol, durante
1 ha 02C. O péptido foi extrafdo da resina com HOAc glacial. A
liofilizag¥o forneceu 150 mg do péptido em bruto (37%). 0O pépti-
do fol purificado por distribuic%o em contracorrente (n-butanol:
‘4cido acéticorégua 4:1:5) produzindo 60 mg. 0 péptido foi adi-
cionalmente purificado por HPLC preparativa, k' 4,00 (coluna de
HPLC semi-preparativa Hamilton PRP=1 305 x 7 mm, &dgua-zacetonitri-
lo-TFA a 0,1%, 95:5 a 78:22 em 13 min, 78:22 a 60:40 em 6,5 min)
originando 17,9 mg.

TLC: Re 0,34 (B:A:W 4:1:1), 0,68 (B:E:A:W 1:1:1:1).
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HPLC: (coluna de HPLC apalftica Hamilton PRP-1 250 X 4,1 mm,
&gua-acetonitrilo - TFA a 0,1%, 95:5 a 60:40 durante 15 min.) k'
2,73,

FAB-MS: m/z 817 (M+H)™.

An&lise de amino&cidos: Ser 0,57, Gln 1,00, Asn 1,00, val 2,00.

A execugZo da mesma sequBncia, excepto substituindo
por 1,1 equivalentes molares de cloreto de butirilo o anidrido
acético, produziu 2-(butiril-serilglutaminilasparaginil)amino-3—

~fenil-propil-prolilvalil valinamida.

Exemplo 16

Preparac%o de 2-(serilqlutaminilasparaginil)amino-B-Fenilpropil—

-prolilvalil valinamida

0 composto do Exemplo 2(d) (0,87 g, 2,5 mmol) foi ligado
a Val-Val-BHA (1,2 mmol) com DCC (0,52 g, 2,5 mmol) e HOBt (0,38
g, 2,5 mmol) em 30 ml de CH,C1, a 50%/DMF, durante toda a noite.
0 teste da ninhidrina mostrou ligagdo completa. O péptido foi
completado utilizando 0,6 g (0,4 mmol) da resina. O péptido foi
clivado da resina utilizando 15 ml de HF com 1,5 ml de aniscl a
02C durante 1 h. A mistura resina-peptidilo foi lavada com &ter
(3x) seguido por HOAc (4x). A liofilizag3o do HOAc originou
192,5 mg do péptido em brute (62%). Uma fracc3o de 100 mg do
péptido em bruto foi purificada por filtrag3@o em gel através de
Sephadex " G-15 utilizando HOAc a 1%. Isto forneceu 33,3 mg de
péptido, o gual foi adicionalmente purificado por HPLC prepara-
tiva (coluna de HPLC semi-preparativa Hamilton PRP 305 x 7 mm,
dgua-acetonitrilo-TFA a 0,1%, 85:15 a 60:40 em 15 min) originando
8,10 mg.

R, 0,93 (B:tA:W 4:1:1), 0,97 (B:E:A:W 1:1:1:1).

HPLC: (coluna de HPLC analftica Hamilton PRP-1 250 X 4,1 mm,
dgua-acetonitrilo - TFA a 0,1%, 95:5 a 60:40 durante 15 min.) k!
2,87

FAB-MS m/z 775 (M+H)"*
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Exemplo 17

Preparac3o de 4—(acetilserilqlutaminilasparaqinil)amino-B(RS)-

~hidroxi-l-pxo-5-fenilpentilprolilvalil valinamida

0 intermedidrio suportado pela resina, Ac-Ser(le)-Gln—
-Asn[_B(RS)-AHPDA_7-pr0-Val-Ual—BHA, fol preparado numa escala de
1l mm da forma usual, de acordo com o Exemplo 1. 0O Boc-AHPPA uti-
lizado era racémico na posig3o 3. O péptido foi clivado da resi-
na, e o grupo benzilo foil removido do hidroxilo da serina por tra
tamento, a 02C, com 10 ml de HF anidro e 1 ml de anisol, durante
60 min. 0O HF foi removido in vacuo a 02C. O resfduoc foi tritura
do com éter dietflico, o péptido foi extrafdo com 4cido acético
(3 x 20 ml) e liofilizado, originando 302 mg. A purificag®io foi
efectuada por distribuig¢¥o em contracorrente (n-butanol:&cido acé
tico:8gua 4:1:5; 200 transfr®ncias). As fracgBes principais fo-
ram reunidas, concentradas, dilufdas com 4cido acético e liofili-
zadas, produzindo 103 mg do composto do titulo.

TLC: (B:E:A:W, 1:1:1:1) Re=0,51;

FAB-MS: m/z 875 (M+H)™;

Andlise de aminoAcidos: Asp=1,00, Ser=0,14, Glu=0,94, Pro=1,09,
Vai=2,2a, conteGdo em péptido (baseado em Asp)=80,8%.

Exemplo 18

Preparac3o de a—(acetilserilqlutaminilasparaqinil)amino-B(RS)-

-hidroxi-l-oxo-5-fenilpentil-valil valinamida

U intermediério suportado pela resina Ac-Ser(Bzl)-GCln-Asn-
Z—B(RS)-AHPDA_7-Ual—Ual~NH2, foi preparado da forma usual numa es
cala de 0,5 mmol. O Boc-AHPPA utilizado era racémico na posigdo
3. 0 péptido foi clivado da resina com HF anidro (10 ml) em pre-
senga de anisol (1 ml), a 09C durante 60 minutos. Ap6s remogo
do HF a 09C sob vécuo, a resina foi triturada com éter dietflico
e seca ao ar. U0 péptido foi extrafdo da resina com 4cido zcético
(4 x 20 ml), e liofilizada, originando 110 mg. O péptido foi puri
ficado utilizando distribuigX®o em contracorrente (B:A:W 4:1:5; 200
transfer®ncias). As fracg®es principais foram reunidas, concentra

das, dilufdas com 4cido acético e liofilizadas, produzindo 21 mg
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do composto do tftulo.
TLC: (B:E:A:W, 1:1:1:1) R.=0,53
HPLC: (4,5 mm X 25 cm Altex Ultrasphere 5 m 0DS,
acetonitrilo-4gua-TFA a 0,1%, gradiente de 10-50% de acetonitrilo
durante 20 min.), k' = 4,47, 4,37
FAB-MS: m/z 778 (M+H)"
Anédlise de amino&cidos: Asp=1,00, Ser=0,71, Glu=1,00, Val=2,09;
Conteldo em péptidos (baseado em Rsp)=72,75%.

Exemplo 19

Preparac®o de 4-(serilqlutaminilasparaqinil)amino-3(R)-hidroxi-l—

-oxo-5-fenilpentil-valil valinamida

0 intermediério suportado pela resina, Boc-Ser(Bzl)-Gln-
-Asn[_B(R) AHPPA_/-Val-Val-BHA, foi preparado da forma usual numa
escala de 1 mmol. Omitindo o passo de acetilag@o, o péptido foi
clivado da resina com remogZoc do grupo protector benzilo por trata
mento com HF (10 ml) e anisol (1 ml), a 02 durante 60 min. O HF
foi removido sob vécuo a 09C., O residuoc foi triturado com éter
dietilico e o péptido foi extrafdo do resfIduo com 8cido acético
(4 x 10 ml). O extracto do dcido acético foi lisfilizado produ-
zinco B5 mg. 40 mg do péptido em bruto foram purificado por HPLC
preparativa (Ultrasphere 00S, 15% de acetonltrllo/H 0-TFA a 0,1%).
As fracg®es contendo o produto desejado foram comblnadas, concen-
tradas in vacuo, dilufdas com &cido acético e liofilizadas origi-
nando 20 mg do péptido do tftulo.

HPLC: (4,6 X 25 cm Altex Ultrasphere 0DS, 15% de acetonitrilo-
-&gua-TFA a 0,1%) k'=6,33.

FAB MS: m/z 736 (M+H)®

Andlise de amino4cidos: Asp 1,00, Ser 0,71, Glu 0,99, val 1,96

Exemplo 20

Preparac3o de 4-(serilqlutaminilasparaqinil)amino-B(S)-hidroxi-

~l-ox0-5-fenilpentil-valil valinamida

O intermediédrio do péptido suportado pela resina, Boc-Ser-
(Bz1)- Gln-Asn/ 3(S)- AHPPA_/-Val-Val- NH, foi preparado da maneira
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usual numa escala de 1 mm. O péptido foi clivado da resing, desblog
queado e purificado da mesma forma que no Exemplo 19, produzindo
12 mg do composto do titulo.

HPLC (4,6 mm X 25 cm Altex Ultrasphere ODS, 15% de acetonitrilo-
-&4gua-TFA a 0,1%): k'=6,33

FAB MS: m/z 736 (M+H)*

Ané&lise de amino&cidos: Rsp 1,00, Ser 0,71, Glu 0,99, Vval 1,96

Exemplo 21

Preparac®o de &ster de metilo de (lR,ZR)-Z-(((25)-2-(terc-butilo-
xicarbonilserilalanilalanil)amino-l-oxo-S-Fenil)propil)ciclopen—

tilcarbonil-valil valina

Ester de metilo de (lR,ZR)-Z-(((25)~2—terc-butiloxicarbonilamino-

=l-oxo-3-fenil)propil)ciclopentilcarbonil-valil valina

a) A uma solug¥o do composto do Exemplo 3(F) (10,5 mg,
29,0 mmol) em THF (0,4 ml), sob &rgon a -402C, foram adicionados
N-metilmorfolina (6 ml, 55 mmol) e cloroformato de isobutirilo
(3,8 ml, 29,1 mmol). Ap6s 20 min., mais N-metilmorfolina (6 ml)
foi adicionada, sequida por uma solugdo de cloridrato de &ster de
metilo de valil valina (16 mg, 60 mmol) em THF (0,5 m1). A mistu
ra foi agitada a -40°C durante 30 min., em seguida 209C durante
17 horas. A mistura foi dilufda com acetato de etilo, lavada com
HC1l a 5%, seca sobre MgSDa e concentrada. A cromatografia flash
(CHC138H3DH 50:1) forneceu o composto do tftulo como um s6lido
branco (13,4 mg, 23 mmol; rendimento de 81%).
TLC: (CHClB:CHBDH 50:1) Re=0,28.
RMN (coc13): 5 7,26 (3H, m; arom&tico), 7,10 (2H, m, arom&tico),
6,50 (1H, d; J=8,7 Hz; NH), 6,35 (1H, d5 3=8,6 Hz; NH), 5,11
(1H, d; 3=7,9 Hz; BoeNH), 4,70 (1H, quarteto aparente), 4,52
(1H, dd; 3=8,7, 4,9 Hz), 4,26 (1H, dd; J=8,6, 7,1 Hz), 3,73
(34, s), 3,51 (1H, quarteto aparente), 3,16 (1H, dd; J=14,1,
5,5 Hz; benzilico), 3,07 (1H, quarteto aparente), 2,86 (1H, dd;
J=14,1, 6,7 Hz; benzilico), 2,25-1,60 (8H, m), 1,38 (9H, s),
0,941-0,874 (12H, dupletos em sobreposic3o).
MS (FAB + VE): m/z 574 (M + HY'Y, 518, 474, 443, 387, 343, 244,
229.
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Ester de metilo (1R,2R)-2-(((25)-2-amino-1-ox0-3-fenil)propil )~

ciclopentilcarbonil-valil valipa, sal de &cido trifluoroacético

b) 0 composto do Exemplo 21(a) (13 mg, 23 mmol) foi dis-
solvido em &cido trifluorocacético (0,5 ml). Ap6s 2 horas, a solu
¢d3o foi concentrada sob vA&cuo, e o residuo foi combinado com clo-
reto de metileno e reconcentrado, ofiginando 0 composto do titulo

(13 mg) como um s6lido branco.

Ester de metilo de (lR,2R)-2-(((25)-2-(terc-butiloxicarbonil-(U—

—Fenilmetil)serilalanilalanil)amino-l-oxo—B-fenil)propil)ciclopen—

tilcarbonil-valil valina

c) A uma solug3oc de Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (15,1 mg, 34,5
mmol) em THF, a -40°C sob 4rgon, foram adicionado N-metilmorfoli-
na (7,7 ml) e cloroformato de isobutilo (4,5 ml, 35 mmol). Apé6s
agitagdo durante 20 min., foi adicionada mais N-metilmorfolina
(7,7 ml), seguida por uma solucZe do tripéptido do Exemplo 21(b)
(13 mg) em THF., A mistura foi agquecida até 2092C e agitada toda a
noite. A mistura reaccional foi dilufda com CH2C1 e lavada com
HC1l a 5%, NaHCO,

um produto em brute que foi purificado por cromatografia flash

2,
a 5% e dgua. A evaporac®o do solvente forneceu

(gradiente de eluicdo, CHClB:CHBUH 50:1 a 25:1), originando o pro
duto do tftulo (17,9 mg, 20 mmol) como um sélido branco.

TLC: (CHClB:CHBDH 95:5) RF:G,BS.

RMN (CD3DD:CDC13 1:1): § 7,35 - 7,20 (S5H, m), 4,80 (1H, dd;
J=8,7, 4,8 Hz), 4,54 (2H, s; DhCﬂ2D), 4,42-4,16 (5H, m), 3,73
(3H, s), 3,78-3,62 (2H, m; BnGCﬂz), 3,40 (1H, m), 3,20 (1H,

dd; J=14,4, 4,7 Hz; benzflico), 3,09 (1H, m), 2,92 (1H, dd; 3=
=14,4, 8,7 Hz; Benzflico), 2,25-1,95 (4H, m), 1,85-1,65 (4H, m),
1,47 (9H, s), 1,35 (3H, d; 3J=7,2 Hz), 1,23 (34, d; J=7,2Hz),
0,956-0,922 (12H, dupletos em sobreposic3o).

MS(FAB + VE): m/z 893 (M + H)", 793, 762, 706, 662, 645, 634,
514, 474, 420, 364,

Ester de metilo de (lR,ZR)-Z—(((25)—2-(terc—butiloxicarbonilseril—

alanilalanil)amino-l-oxo-}-fanil)propil)ciclopentilcarbonil-valil

valina
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d) Uma solugdo do hexapéptido do Exemplo 21(c) (8,1 mg,
9,1 mmol) em metanol (4 ml) foi agitada com Pd a 10%/C (7 mg),

sob uma atmosfera de H durante 15 horas. A filtragZo e a evapg

2,
ragdo forneceram o composto do tftulo (7,2 mg, 9 mmol) como um s6

lido branco.

TLC (CHClB:EHBDH 95:5): Re=0,15.
RMN (co3oozc0213 1:1): 67,21 (5H, m), 4,80 (1H, m), 4,36-4,12
(sH, m), 3,81 (1H, dd; J=10,9, 5,3 Hz; CH,OH), 3,72 (3H, s),
3,67 (1H, dd; 3=10,9, 5,8 Hz; CﬁZDH), 3,41 (1H, m), 3,20 (1H,
dd; J=14,3, 4,6 Hz; Benziflico), 3,07 (1H, m), 2,88 (1H, dd;
J=14,3, 9,0 Hz; benzflico), 2,22-1,96 (4H, m), 1,81-1,67 (&H, m),
1,47 (9H, s), 1,38 (3H, d; 3J=7,3 Hz), 1,27 (3H, d; J=7,3 Hz),
0,960-0,932 (12 H, supletos em sobreposicgfo).

Ms (FAB + VE): m/z 803 (M + H)", 787, 703, 672, 616, 572, 544,
473, 330, 315, 298, 274, 244, 203,

Ms (FAB - VE): n/z 802, 698, 307, 273, 241, 201, 185, 153,

Exemplo 22
Preparac3o de &ster de metilo de (1R,2R)-2-(((25)~2-(serilalanil-

alanil)amino-l-oxo-3-Fenil)propil)ciclopentilcarbonil—ualil vali-

na, cloridrato

0 composto do Exemplo 21(d) (5 mg, 6,2 mmol) foi dissolvi
do 2m Scido trifluoroacético (0,25 ml1). Apés 90 min., a solucgdo
foli concentrada sob vécuo, o resfduo foi dissolvido em metanol
(0,5 ml) e foi adicionado HCl concentrado (cerca de 0,025 ml). A
solugdo foi concentrada, sendo a goma resultante triturada com
éter e seca sob vacuo, fornecendo o composto do tftulo (4,5 mg)

como um s6lido branco.

RMN (CD50D): & 7,20 (5H, m), 4,72 (1H, dd; J=8,5, 5,0 Hz),

4,38 (1H, m), 4,31 (2H, m), 4,19 (1H, d), 3,92 (3H, m), 3,70

(3H, s), 3,48 (1H, m), 3,19 (1H, dd; J=14,3, 5,0 Hz; benzflico),
3,08 (1H, m), 2,83 (1H, dd; J=14,3, 8,5 Hz; benzilico), 2,21-
-1,98 (4H, m), 1,84-1,65 (4H, m), 1,35 (3H, d; J=7,2 Hz), 1,29
(3H, d; J=7,1 Hz), 0,958-0,921 (l2H, dupletos em sobreposic¥o).
MS (FAB + VE): m/z 703 (M + H)Y.
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Exemplo 23

PreparacZo de éster de metilo de (15,25)—2-(((15,25)-2—(terc—buti—

loxicarbonilserilalanilalanil)amino-l-hidroxi-3-fenil)propil)-

ciclopentilcarbonil-valil valina

Ester de metilo de (15,25)-2-(((1RS,25)~2-terc-butiloxicarbonil-

amino-l-hidroxi-B-Fenil)propil)ciclopentanocarbonil-L-valil-L-va-

lina

a) O produto do Exemplo 8 (35,5 mg, 97,8 mmol) e HOBT (26
mg, 196 mmol) foram dissclvidos em dioxano (0,5 ml) e DMF (0,1 m1),
e, em seguida, foi adicionado DCC (20,2 mg, 98,1 mmol). Apés 20
min: de agitag¥o, foram adicionados N-metilmorfolina (32 m1, 290
mmol) e cloridrato de éster de metilo de valil valina (52 mg, 195
mmol). Ap6s 3 dias, a mistura foi dilufda com acetato de etilo,
filtrada e extrafda com HCl dilufdo. A camada organica foi con-
centrada. A cromatografia flash (CHCl3:CH30H 50:1) do produto em
bruto forneceu o isémero A (26 mg, 45,9 mmol; rendimento de 47%)
que elufu primeiroc e o is6mero B (25 mg, 43,1 mmol; rendimento
de 44%).

is6mero A:

ester de metilo de (15,25)-2-(((1R,25)-2-(terc-butiloxicarbonil)-
amino-l—hidroxi-3—?enil)propil)ciclopentanocarbonil—ualil valina
TLC: (CHC13:CH30H 25:1) Re=0,55.

RMN (CDC13): ® 7,28 (5H, m), 6,73 (1H, d; 3J=8,7 Hz; NH),

6,42 (1H, d; 3J=8,6 Hz; NH), 5,16 (1H, d; J=9,5 Hz; BocNH) ,
4,58 (1H, dd; 3J=8,8, 5,2 Hz), 4,32 (1H, dd; 3J=8,6, 6,0 Hz),
3,91 (1H, quarteto aparente), 3,76 (3H, s), 3,25 (1H, dupleto apa
rente; J=10,2 Hz), 2,95-2,83 (2H; benzflico), 2,52 (1H, quarte-
to aparente), 2,30-2,10 (3H, m), 2,00-1,55 (6H, m), 1,39 (9H, s),
0,990-0,907 (12H, quarteto aparente).

MS(FAB + VE): m/z 576 (M + H)*, 476, 389, 345, 317, 246, 225.

is6mero B:

ester de metilo de (lS,ZS)-Z—(((lS,25)—2-(terc—butiloxicarbonil)—

amino—l-hidroxi—B-Fenil)propil)ciclopentanocarbonil-valil valina

TLC: (CHClB:CHBOH 25:1) ero,as.
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RMN (coclB): & 7,24-7,15 (5H, m), 6,77 (1H, d; 3J=8,3 Hz), 6,56
(1H, d; 3J=8,2 Hz), 4,80 (1H, d; J=8,4 Hz), 4,47 (1H, dd; J=8,4,
4,9 Hz), 4,36 (1H, tripleto aparente), 3,80-3,60 (SH, m), 3,08
(1H, dd), 2,69 (2H, m; benzflico), 2,53 (1H, m), 2,25-2,05 (2H,
m), 2,00-1,60 (6H, m), 1,32 (9H, s), 0,979-0,855 (12H, dupletos
em sobreposicg3o).

MS(FAB + VE): m/z 576 (M + H)", 476, 389, 246, 231, 152, 132.

Ester de metilo de (15,25)-2-(((15,25)-2-aming=1-hidroxi-3-fenil)-

propil)ciclopentanocarbonil-valil valina, cloridrato

b) O isémero B do Exemplo 23(a) (25 mg, 43 mmol) foi dis
solvido em &cido trifluoroacético (0,25 ml). Apés 1 hora, a solu
¢d3o foi concentrada por evaporagZo rotatéria. O resfduo foi dis-
solvido em CHBOH, tratado com HC1l concentrade (0,05 ml) e re-con-
centrado. A triturag®o com EtZU e secagem sob vécuao forneceram o
composto do t{tulo como um p6 brance (22 mg, 43 mmol).

Ester de metilo de (15,28)-2-(((lR,2S)-2-amino-l-hidroxi-B-Fenil)—

Q;opil)ciclopentanocarbonil-ualil valina, cloridrato

c) O is6mero A do Exemplo 23(a) (26 mg, 45 mmol) foi tra
tado com &cido trifluoroacético e HC1l de acordo com o processo do
Exempla 23(b), fornecendo o composto do tftulo (19,9 mg, 39 mmol).

Ester de metilo de (15,25)-2-(((15,25)-2-(terc-butiloxicarbonil-~

-L—(D—Fenilmetil)serilalanilalanil)amino-l-hidroxi—B-Fenil)pro-

g;l)ciclopentilcarbonil-valil valina

d) A uma solugBo de Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (l9,& mg, 44,4
mmol) em THF (0,5 ml), a -402C sob 4rgon, foram adicionados N-me-
tilmorfolino (8,8 ml) e cloroformato de isobutilo (5,8 ml, 44,4
mmol). Ap6s agitagdo durante 20 min., foi adicionada mais N-me-
tilmorfolina (8,8 ml), seguida por uma solugZo do composto do
Exemplo 23(b) (22 mg, 43 mmol) em THF (1,0 ml). A mistura foi
aquecida até 20°C e agitada durante toda a noite. A misturs reac
cional foi dilufda com CH L1, e lavada com HCl a 57, seca (MgSOa)
e concentrada. A cromatografia flash do resfduo forneceu o com-~
posto do tfitulo como um sé6lido branco (25 mg, 28 mmol; Rendimen-
to de 65%).
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RMN (CDC14): % 7,40-7,05 (11H, m), 7,00-6,80 (4H, m; NH), 5,53
(1H, d; BocNH), 4,52 (2H, s), 4,47-4,30 (4H. m), 4,19-4,06 (2H,
m), 3,97 (1H, largd, 3,80-3,62 (2H, m), 3,69 (3H, s), 3,07 (1H,
dd), 2,83 (1H, dd), 2,66 (1H, m), 2,52 (1H, m), 2,34 (1H, largo),
2,23-2,05 (2H, m), 2,00-1,84 (2H, m), 1,80-1,60 (4H, m), 1,46

(9H, s), 1,32 (3H, d; 3J=7,0 Hz), 1,15 (3H, d; 3J=7,1 Hz), 0,939
(6H, dois dupletos em sobreposic3o), 0,871 (6H, dois dupletos em
sobreposicg3o).

MS (FAB + VE): m/z 895 (M + H)", 795 (M-Boc + H)*, 764, 708, 664,
618, 565, 547, 476, 416, 388.

Ester de metilo de (15,25)-2-(((1R,25)-2-(terc-butiloxicarbonil-

-L-(O-Fenilmetil)serilalanilalanil)amino-l—hidroxi-B-fenil)pro-

pil)ciclopentilcarbonil-ualil valina

e) Por um processo substancialmente id8ntico ao do Exem-
plo 23(d), utilizando o tripéptido preparado no Exemplo 25(c)
(19,9 mg, 39 mmol), Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (17,5 mg, 40 mmol), clo-
roformato de isocbutirilo (5,2 ml, 40 mmol) e N-metilmorfolina
(2x8,8 ml), foi obtido o composto do tftulo como um s6lido branco
(23,2 mg, 26 mmol; rendimanto de 67%).

RMN (COCl5): ©7,38-7,17 (10H, m), 7,10 (2H, m; NH), 6,96 (1H,
d; J=8,3 Hz; NH), 6,87 (1H, d; J=9,1 Hz; NH), 6,63 (1H, d;
J=8,4 Hz; NH), 5,50 (1H, d; J=6,4 Hz; BocNH), 4,56 (2H, s3
benz{lico), 4,53-4,36 (4H, m), 4,39 (2H, m), 4,15 (1H, gquarteto
aparente), 3,84 (1H, dd; J=9,4, 4,6 Hz), 3,74 (3H, s), 3,66 (1H,
dd; J=9,4, 5,8 Hz), 3,33 (1H, tripleto aparente), 2,94-2,91 (2H,
m; benz{flico), 2,57 (1H, gquarteto aparente), 2,26-2,08 (4H, m),
1,95-1,75 (3H, m), 1,67-1,50 (2H, m), 1,45 (9H, s), 1,37 (3H, d;
J=7,1 Hz), 1,30 (3H, d; J=7,1 Hz), 0,950-0,892 (12H, dupletos em
sobreposicgao).

Ester de metilo de (18,25)-2~(((lS,25)—2—(terc—butiloxicarbonil—L-

-serilalanilalanil)—amino—l-hidroxi-B—Fenil)propil)ciclopentilcar-

Bonil-valil valina

f) Uma solugdo do composto do Exemplo 23(d) (25 mg, 28
mmol) em metanol (1 ml) foi agitada com Pd a 10%/C (12 mg), sob

uma atmosfera de H2, durante 15 horas. A filtracZo e a evapora-
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¢¥0 do solvente forneceram o composto do tftule (20,7 mg, 25,7

mmol; rendimento de 92%) como um sflido brancao.

TLC: (CHC13:CH30H 95:5) Re=0,39.

RMN (CDClS): $ 7,71 (1H, largo; NH), 7,58 (1H, d largo; NH),
7,16 (5H, m), 6,97 (2H, m; NH), 6,12 (1H, largo; NH), 4,75

(1H, largo; BocNH), 4,42 (1H, dd), 4,40-4,04 (SH, m), 3,89 (1H,
largo), 3,70 (3H, s), 3,64 (2H, m), 3,03 (1H, dd), 2,82-2,44 (4H,
m), 2,23-1,87 (4H, m), 1,80-1,60 (4H, m), 1,45 (9H, s), 1,35 (3H,
d; J=6,8 Hz), 1,09 (3H, d; J=6,9 Hz), 0,963 (6H; dois dupletos),
0,853 (6H, dois dupletos).

Ms (FAB + VE): mw/z 805 (M + H)", 789, 705, 674, 618, 574, 476,
416, 388, 300.

MS (FAB-VE): m/z 803 (M-H) .

Exemplo 24
Preparac#@o de 8ster de metilo de (15,25)-2-(((15128)-2-(L-seril-

-L-alanil—L-alanil)-amino-l-hidroxi-B-Fenil)propil)ciclqggntilcar—

bonilvalil velina, sal de 4cido trifluoroacético

0 produto do Exemplo 23(f) (1,3 mg, 1,6 mmol) foi dissol-
vido em &cido trifluoroacético. Ap6s 90 min., a solug2o foi con-
centrada até & secura sob vdcuo. O resfduo fei triturado com
éter e o éter foi removido sob véacuo, produzindo o hexapéptido do

tftulo como um s6lido branco.

Exemplo 25
Prepsrac3o de éster de metilo de (15,25)-2-(((1R,25)-2-(terc-bu-

tiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-l—hidroxi-3-fenil)propil)-

ciclopentilcarbonil-lL-valil-L-yvalina

Utilizando o processo do Exemplo 23(f), o hexzpéptido do
Exemplo 23(e) (23 mg, 26 mmol) foi desbenzilado para originar o
composto do tf{tulo, como um s6lido branco (18,9 mg, 23,5 mmol;

rendimento de 90%).

TLC: (EHE13:CH3DH 95:5) Re=0,45.

RMN (CDClB): 6 7,47 (1H, d; 3=7,3 Hz; NH), 7,34 (14, d; J=6,8
Hz; NH), 7,29-7,16 (5H, m), 7,09 (1H, d; J=8,9 Hz, NH), 6,79
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- (1H, d5 3=8,5 Hz; NH), 5,79 (lH, d; JI=6,5 Hz; NH), 4,76 (1H,
largo), 4,45-4,20 (5H, m), 4,11 (1H, quarteto aparente), 3,94
(1H, dd; 3=10,9, 4,3 Hz), 3,74 (3H, s), 3,66 (1H, dd), 3,31

(1H, dupleto largo), 2,91 (2H, dupleto aparente), 2,58 (1H, quar-
teto aparente), 2,44 (2H, largo), 2,28-2,08 (3H, m), 1,95-1,71
(3H, m), 1,59 (2H, m), 1,45 (9H, s), 1,41 (3H, d; 3J=7,1 Hz),
1,30 (3H, d; 3J=7,1 Hz), 0,951-0,906 (12H, m).

MS (FAB + VE): m/z 805 (M + H)*, 787, 731, 705, 674, 618, 547,
519, 476.

MS (FAB-VE): m/z 803, 711, 699.

Exemplo 26

Preparac3io de éster de metilo de (15,25)-2-(((1R,25)-2-(serilala-
nilalanil)amino-1-hidroxi-3-fenil)propil)ciclopentilcarbonil-yva-

1il valina, sal de 4&cido trifluoroacé&tico

0 composto do Exemplo 25 (1,2 mg, 1,5 mmol) foi dissolvi-
do em écido trifluoroacético. Ap6s 90 min., a solugdo foi concen
trada até & secura, sob vicuo. O resfiduo foi triturado com éter,

originando um sélido branco.

Exemplo 27
Preparac3o de éster de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-2-(terc-bu-

tiloxi-carbonilserilalanilalanil)amino—l—hidroxi-B-Fenil)propil)-

ciclopentilcarbonil-valil valina

LJR,ZR)-Z-K((lRS,ZS)-l-hidroxi-Z-terc-butiloxicarbonilamino-B—

-fenil)propil)ciclopentilcarbonil—ualil valina

a) A uma solug¥o dos epfmeros do Exemplo 5 (36 mg, 0,10
mmol) em dioxano (0,4 ml) foram adicionados N-hidroxibenzotriazol
(27 mg, 0,20 mmol) e DCC (22 mg, 0,11 mmol). Apé6s 20 min. de agi
tag3o. foi adicionada N-metilmorfolina (27 ml, 0,25 mmol), sequi-
da por cloridrato de éster de metilo de valil valina (53 mg, 0,20
mmol). A mistura foi agitada durante 5 dias, sendo, em seguida,
filtrada e concentrada. A cromatografia flash (CHClB:CHBDH 25:1)
forneceu os compostos epiméricos do titulo, com rendimento de B9%,

como uma espuma branca (51 mg, 0,089 mmol).
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TLC (CHClB:CHBDH 20:1): Re=0,37.

RMN (CDCl3): 5 7,35-7,15 (5H, m), 7,05-6,75 (2H, m; NH), 5,13
(1H, m; BocNH), 4,50 (1H, m), 4,30 (1H, m), 3,85-3,60 (5H, m),
2,95-2,58 (3H, m), 2,43-1,55 (8H, m), 1,45-1,25 (9H, dois sin-
guletos; Boc), 1,05-0,90 (12H, m).

MS(FABY): m/z 576 (M+H), 476 (M-UCUC(CH3)3)*.

Ester de metilo de (1R,2R)-2-(((1R5,25)-1-hidroxi-2-amino-3-fenil)-

propil)ciclopentilcarbonil-valil valina, cloridrato

b) Os péptidos do Exemplo 27(a) (48 mg, 83 mmol) foram
dissolvidos em &cido trifluoroacético (0,5 ml). Ap6s 1 hora, a
solugdo foi concentrada por evaporag®o rotatéria, e o resfduc foi
dissolvido em CH30H, tratado com HCl concentrade (0,1 ml) e re-
-concentrado. A triturag3o com &ter e a secagem sob vécuo, forne
ceram os compostos do tfitulo epiméricos, como um p6 branco (42 mg,
82 mmol).

Ester de metilo de (1R,2R)-2-(((1RS5,25)-2-(terc-butiloxicarbonil-
:go-fenilmetil)-serilalanilalanil)amino-l-hidroxi-}-fanil)propil)-

ciclopentil-~carbonil-valil valina

c) A uma solugZo de Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (35 mg, 0,080
mmol) em THF (0,4 ml), a -409C sob 4&rgon, foram adicionados N-me-
til morfolinma (11 ml, 0,10 mmol) e cloroformato de isobutirilo
(10,4 ml, 0,080 mmol). Ap6s 20 minutos de agitagdo, foi adiciona
da N-metilmorfolina (11 ml), seguida por uma soluc3o dos compostos
do Exemplo 27(b) (42 mg, 0,082 mmol) em THF (1 ml). A mistura
foi agitada com agquecimento até 209C durante toda a noite, em se-
guida foi dissolvida em CH2C12 e lavada com HCl a 5%, NaHCD3 a 5%
e dgua. A evaporagZ@o do solvente forneceu 61 mg de um produto em
bruto. Uma fracgZo de 50 mg do produto em bruto foi purificada
por cromatografia flash (gradiente de eluicgdo, CHCl3:CH30H 50:1 a
25:1), eluindo o isémero A puro (16 mg), seguido por uma fracg3o

mista (11 mg), e finalmente o isémero B puro (13 mg) .

isémero 8:

éster de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-2-(terc-butiloxicarbonil-
-L-(D-Fenilmetil)serilalanilalanil)amino-l—hidroxi-B-Fanil)pro—

pil)ciclopentilcarbonil-valil valina
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TLC: (CHClB:CHBDH 25:1) R.=0,40.

RMN (EDC13): © 7,40-6,95 (15H, m; arilo + NH), 5,58 {(1H, d;
BocNH), 4,53 (2H, s; benzflico), 4,51 (1H, dd), 4,37 (2H, m),
4426-4,20 (3H, m), 3,75 (2H, m), 3,71 (3H, s), 3,54 (1H, largo),
2,96-2,90 (2H; benzflico), 2,69 (1H, m), 2,38 (1H, m), 2,15 (2H,
m; CH(CH3)2), 1,90-1,60 (6H, m), 1,46 (9H, s; Boc), 1,37 (3H,
d; J=7,2 Hz; EHB), 1,20 (3H, d; J=7,2 Hz; CHB), 0,937 - 0,980
(12H, dupletos em sobreposic®o; CHB)'

isfmero A

éster de metilo de (1R,2R)-2-(((1R,25)-2-(terc-butiloxicarbonil-
-L-(U-Fenilmetil)serilalanilalanil)amino-l-hidroxi-B-Fenil)pro-
pil)ciclopentilcarbonil—valil valina

TLC: CHC15:CH50H 25:1) Re=0,45

RMN (coc13): 7,79 (14H, d; NH), 7,40-7,10 (11H, m; arilo + NH),
6,70 (2H; NH), 5,59 (1H, d; J=3,3 Hz; NH), 4,93 (1H, d; J=3,2
Hz), 4,54 (2H, s; benzilico), 4,47 (1H, dd; 3J=8,5, 5,0 Hz),
4,30-4,20 (4H, m), 4,14 (1H, m), 3,78 (1H, m), 3,71 (3H, )y 3,67
(1H, m), 2,90 (1H, dd; benzflico), 2,77 (2H, m), 2,35-2,10 (4H,
m), 1,95-1,55 (6H, m), 1,49 (9H, s; Boc), 1,40 (3H, d; J=7,3 Hz;
EHB), 1,12 (3H, d; 3J=7,3 Hz; CHB), 0,99 (6H, dois dupletos; CH3),
0,91 (6H, dois dupletos; CHB).

Ester de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-2-(terc-butiloxicarbonil-

serilalanilalanil)amino-l-hidroxi-}-fenil)propil)ciclopentilcar-

bonilvalil valina

d) Uma solugZo do isfmero B do Exemplo 27 (c) (13 mg, 15
mmol) em metanol (5 ml) foi agitada com Pd a 10%/C (10 mg), sob
uma atmosfera de H2, durante 15 horas. A filtracZo e a evapora-
G¥o forneceram o péptido do tftulo (12 mg, 15 mmol), como um s6li

do branco.

TLC: CHC15:CH50H 95:5) Re=0,21.

RMN (CDBOD): & 7,21 (5H, m), 4,35 (1H, m), 4,30-4,13 (4H, m),
4,08 (1H, largo), 3,85 (1H, dd; J=10,8, 5,4 Hz) CH,0H), 3,73
(1H, m), 3,72 (3H, s), 3,58 (1H, t aparente; J=4,3 Hz), 2,92
(14, dd5 3J=13,7, 6,2 Hz; benzilico), 2,75 (1H, dd; benzflicao),

2,71 (1H, m), 2,37 (1H, m largo), 2,19-2,02 (2H, m; Qﬂ(CHB)Z),
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1,85-1,60 (éH, m), 1,48 (9H, s; Boc), 1,41 (3H, d; J=7,3 Hz;
CH3), 1,21 (3H, d; J3=7,3; CHg), 0,934-0,928 (12H; dupletos em
sobreposicg3o; CHS)'
MS (FAB + VE): m/z 805 (M + H)", 674, 618, 574, 476, 309, 274,
246, 228, 203,

Exemplo 28
Preparac@o de éster de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-2-(seril-

alanilalanil)amino~l—hidroxi-3-ﬁenil)propil)ciclopentilcarbonil—

~valil valina, cloridrato

_-\\.

0 produto do Exemplo 27(d) (12 mg, 15 mmol) foi dissolvido
em &cido trifluoroacético (0,5 ml). Apés 90 min, a solucZo foi
concentrada sob védcuo; o residuo foi dissolvido em metanol (1 ml)
e foi adicionado HC1l concentrado (cerca de 0,05 ml). A solugdo
foi concentrada, a goma resultante foi triturada com éter e seca
sob vécuo, originando o composto do tftulo (11 mg) como um p6

branco.

RMN (CDBDD): 7,23 (5H, m), 4,50-4,25 (3H, m),
4,16 (1H, m), 4,05-3,90 (3H, m), 3,70 (3H, s),

3,51 (1H, dd), 3,00-2,70 (2H, m), 2,56 (1H, m),
2,32 (14, m), 2,20-1,95 (2H, m), 1,80-1,58 (&H, m),
1,40 (3H, d5 3J=7,1 Hz), 1,27 (3H, d; 3=7,2 Hz),
0,959-0,931 (12H, dupletos em sobreposicao).

MS (FAB + VE): m/z 705 (M+H)*, 574, 476.

Exemplo 29
Preparac3o de &ster de metilo de (1R,2R)-2-(((1R,25)~2-(terc-bu-

tiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-l-hidroxi-B-Fenil)propil)~

ciclopentilcarbonil-valil valina

0 isémero A do Exemplo 27(c) (15,5 mg, 17,3 mmol) foi agi
tado com Pd a 10%/C (10 mg) em metanol (5 ml), sob uma atmosfera
de H2, durante 15 horas., A filtragdo e a evaporagdo forneceram o
péptido do tftulo (13,8 mg, 17,2 mmol).

TLC: (CHC13:CH30H 95:5) Re=0,27.
RMN (CDBDD): & 7,22 (5H, m), 4,40 - 4,10 (6H, m), 3,86 (1H, dd;
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J=11,0, 5,5 Hz; CH,OM), 3,78 (1H, dd; 3J=11,0, 6,0; CH,0H),
3,72 (3H, s), 3,58 (1H, dd; 3=10,0, 1,8), 2,98 (1H, dd; J=14,1,
3,4 Hz; benzflicae), 2,81-2,71 (2H, m), 2,34 (1H, m), 2,24-1,60
(8H, m), 1,50 (9H, s), 1,40 (3H, d; JI=7,3 Hz; EHB), 1,11 (3H,
d; J=7,4 Hz; CHB), 1,02-0,940 (12H, quatro dupletos; CH(CﬁB) ).
S (FAB + VE): m/z 805 (M + H)', 674, 618, 574, 519, 475, 308,
264.

Exemplo 30
Preparacdg de éster de metilo de (1R,2R)-2-(((1R,25)-2-(serilala-

nil-L-alanil)amino-hidroxi-B—Fenil)propil)ciclopentil—carbonil-

-valil valina, cloridrato

Utilizando o processo do Exemplo 28, o hexapéptido do
Exemplo 29 (13,8 mg, 17,2 mmol) foi tratadoc com %cido trifluoro-
acético e HCl, originando o composto do titulo (13 mg) .

RMN (CDBDD): 67,20 (5H, m), 4,39-4,17 (4H, m), 4,07-3,92 (4H, m),
3,70 (3H, s), 3,52 (1H, dd; 3=9,5, 2,9 Hz), 2,98 (1H, dd; J=14,2,
3,4 Hz; benzilico), 2,82-2,68 (2H, m), 2,38 (1H, m), 2,21-1,55
(8H, m), 1,35 (3H, d; J=7,2 Hz), 1,20 (3H, d; J=7,1 Hz), 1,01-
-0,889 (12H, quatro dupletes).

MS (FAB + VE): m/z 705 (M + H)¥, 575, 476.

Exemplo 31

Preparac®o de metil éster de (1R,2R)-2-(((1RS,25)-2-(acetil-seril-
alanilalanil)amino-l-hidroxi—B-Fenil)propil)ciclopentilcarbonil-

-valil valina

Metil &ster de (lR,ZR)-Z-(((lRS,28)-2-(acetil—(D-Fenilmetil)se—

rilalanil alanil)amino—l~hidroxi-3-?enil)propil)ciclopentilcar-

bonil-valil valina

a) Uma mistura de 1:1 dos epimeros do composto do Exemplo
27(c) (10,8 mg, 12,2 mmol) foi dissolvida em &cido trifluoroecéti
co (0,5 ml). Apés 75 min, a solugdo foi concentrada sob vé4cua. O
residuo foi dissolvido em CH2C12 e extrafdo cam NaHCD3 a 5%. A ca
mada do CH2C12 foi seca sohre MgSD4 e concentrada até um sé6lido
branco (8,8 mg, TLC: (CHClB:EHBUH 25:1) szo,lz). 0 s6lido foi
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agitado como uma suspens3o em CHzClZ:dioxano 1:1 (2 ml) e anidri-
do acético (1,1 ml, 12 mmol). Ap6s 30 min., o solvente foi remo-
vido por evaporag3o rotatéria. O resfduo foi purificado por cro-
matografia flash (EHC13:CH30H 9:1) fornecendo a mistura epimérica
do tfitulo como um sélido branco (9,2 mgy, 11,0 mmol).

TLC: (CHC13:CH30H 25:1) Re=0,25, 0,18.

RMN (CDBDD): $7,38-7,11 (10H, m), 4,57 (2H, s), 4,53-3,97 (6H,
m), 3,78 (2H, tripleto aparente), 3,70 (3H, s)y, 3,68 (1H, m),

3,53 (1H, m), 3,00-2,59 (2H, m), 2,35 (1H, m), 2,18-1,98 (5H, m),
1,95-1,55 (6H, m), 1,37 (3H; dupletos em sobreposi¢3o), 1,17-1,07
(3H, dois dupletos), 0,94 (12H, dupletos em sobreposicZo).

Ester de metilo de (1R,2R)-2-(((1R5,25)-2-(acetil-serilalanilala-
nil)amino—l-hidroxi-B-fenil)propil)ciclopentilcarbonil-valil vali-

na

b) Uma solugZo dos epfmeros do Exemplo 31(a) (9,2 mg,
11,0 mmol) em &cido acético (1 ml) foi agitada com Pd a 10% em
carbono (6,0 mg), sob hidrogénio (1 atmosfera) durante 18 horas.
A solugdo foi filtrada e concentrada sob vacuo fornecendo a misty

ra epimérica do tftulo como um s6lido branco (8,2 mg, 11,0 mmol).

TLC: (CHClB:CHBDH 9:1) Re=0,35, 0,27.

RMN (EDBUD): 07,21 (5H, m), 4,42-4,09 (6H, m), 3,89-3,60 (2H, m),
3,70 (3H, s), 3,04 (1H, m), 2,99-2,59 (2H, m), 2,34 (1H, m), 2,18-
-1,99 (5H, m), 1,92-1,55 (6H, m), 1,38 (3H, dupletos em sobreposi
¢3o), 1,20-1,08 (3H, dois dupletos), 0,93 (12H, supletos em sobre
posic3o).

MS (FAB + VE): m/z 747 (M + H)*, 616, 517, 476, 317, 272, 246,
228, 201, 183,

Exemplo 32

Preparac#®o de &ster de metilo de trans—Z-((l-metoxi—l—(2-Fenil-l—

—(terc-butiloxicarbonil-serilalanilalanil)amino)etil)FosFinil)-

ciclopentilcarbonil-valil valina

Ester de metilo de trans-2-((l—metoxi-l-(2-Fenil-l—fenilmetoxi—

carbonilamino)etil)fosfinil)ciclopentilcarbonil-valil valina
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a) Foi adicionado cloroformato de isobutilo (13 ml, 0,10
mmol) a uma solug3o sob agitag®o do composto do Exemplo 11(d)
(45 mg, 0,10 mmol) e N-metilmorfolina (17 ml, 0,15 mmol) em THF a
-402C. Apé6s 30 min, foi adicionada N-metilmorfolina (17 ml, 0,15
mmol), seguida por cloridrato de &ster de metilo de valil valina
s6lido (40 mg, 0,15 mmol). A mistura foi deixada aquecer até
209C com agitag@o. Ap6s 14 horas, a mistura foi dilufda com HC1
a 5% e extralfda com CH2C12. 0 extracto do CH2C12 foi concentra-
do e purificado por cromatografia flash (CHClB:CH30H 25:1) origi-
nando o composto do tftuloc como um s6lido branco (65 mg, 98,9 mmol),
com rendimento de 99%.
TLC: (CHClB:CHBDH 9:1) R.=0,6.
RMN (c0513): & 7,33-7,10 (10H, m), 5,08-4,77 (2H, m), 4,70-4,24
(3H, m), 3,82-3,66 (6H, m), 3,41-2,63 (3H, m), 2,24-1,51 (8H, m),
1,03-0,89 (13H, m).

Ester de metilo de trans-2-((l—metoxi-l-(l-amino—2-Fenil)etil)-

fosfinil)ciclopentilcarbonil-valil valina

b) Uma solug3o do composto do Exemplo 32(a) (30 mg, 46
mmol) em metanol (1,5 ml) foi agitada com Pd a 10%/C (30 mg), sob
hidrogénio (1,013 x 10° Pa) durante 9 horas. A mistura foi Fil-
trada e concentrada sab vécuo originando o composto do titulo co-

mo um vidro (20 mg, 38 mmol; rendimento de 84%).

RMN (coc13): ® 7,38-7,18 (SH, m), 4,51 (1H, m), 4,30 (1H, m),
3,90-3,68 (6H, m), 3,44-3,03 (2H, m), 2,93-2,48 (1H, m), 2,25-
-1,67 (BH, m), 1,27 (1H, m), 1,01-0,85 (13H, m).

Ester de metilo de trans-2-((l-metoxi-1-(2-fenil-1-(terc-butiloxi-

carbonil-(D—Fenilmetil)serilalanilalanil)amino)etil)fcsfinil)—

ciclopentilcarbonilvalil valina

c) Por um processo substancialmente semelhante ao do
Exemplo 27(c), utilizando o composto do Exemplo 32(b) (20 mg, 38
mmol), Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (18,4 mg, 42 mmol), N-metilmorfolina
(7,0 ml, 63 mmol) e cloroformato de isobutirilo (5,5 ml, 42 mmol),
e cromatografia flash subsequente (CHClB:CHBDH 50:1), foi obtido
0 composto do tfitulo como um vidro (23,5 mg, 24,9 mmol; rendimen
to de 65%).
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TLC: (CHClj:CHBDH 9:1) Re=0,5.

RMN (coclB): &7,39-7,13 (10H, m), &,80-4,20 (8H, m), 3,90-3,60
(8H, m), 3,45-2,70 (3H, m), 2,22-1,64 (BH, m), 1,50-1,25 (12H,
m), 1,10 (3H, m), 1,04-0,85 (13H, m).

Ester de metilo de trans-Z—((l-metoxi-11£2-Fenil-l—(terc-butilo-

xicarbonilserilalanilalanil)amino)etil)fosfinil)ciclopentilcar-

bonilvalil valina

d) Utilizando o processo do Exemplo 27(d), o composto aci
ma do Exemplo 32(c) (23 mg, 24 mmol) foi hidrogenolisado originan
do o composto do tfitulo (19,1 mg, 22 mmol; rendimento de 93%),
como um sélido branco.

RMN (cojoo): & 7,32-7,16 (SH), 4,75-4,10 (6H), 3,87-3,66 (BH),
3,32-2,72 (3H), 2,20-1,62 (8H), 1,50-1,28 (12H), 1,13 (3H), 1,05-
-0,85 (13H).

MS (FAB + VE): 853 (M + H)Y, 753.

Exemplo 33

Preparac3o de bromidrato de &ster de metilo de trans-2-((l-hidro-

xi-l-(?-fenil-l-jserilalanilalanil)aminq)etil)Fosfinil)ciclopen—

tilcerbonil-velil valina

Brometo de trimetilsililo (4,0 ml, 30 mmol) foi adiciona
do 2 uma solug¥o do composto do Exemplo 32(d) (9,6 mg, 11,3 mmol)
em CHZCl2 seco (1 ml). Ap6s 4,5 horas, foi adicionada dgua:dcido
acético 1:1 (D,S ml). A mistura foi concentrada e seca sob vicuo,
até um s6lido. O resfduo foi dissolvido em metanol (1 ml) e tra-
tado com HBr a 30% em 4cido (50 ml), em seguida foi concentrzdo e
Seco sob vicuo originando o composto do tftulo (9 mg) como um pé

amarelo claro.

RMN (CDBDD): &7,30-7,15 (5H, m), 4,55-3,92 (5H, m), 3,83-3,66
(5H, m), 3,30-2,08 (4H, m), 2,20-1,64 (8H, m), 1,47-1,25 (&4H, m),
1,12 (34, m), 1,05-0,90 (12H4, m).

M5 (FAB + VE): m/z 739 (M-HBr + H)', 260G, 232, 159.
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Exemplo 34

Preparac3o de éster de metilo de (55,4RS)-5-(terc-butiloxicarbo-

nil-serilalanilalanil)-amino—a-hidroxi-l-ox0-6—Fenil-hexil-ualil

valina

Ester de metilo de (55)-5-(t-butiloxicarbonilamino)-1,4-dioxo-6—

-fenil-hexil-valil valina

a) A uma solucZo do composto do Exsmplo 12(b) (160 mg,
0,495 mmol) em THF (5 ml) a -402C sob drgon foi adicionado N-me-
tilmorfolina (66 mg, 0,66 mmol), seguida por cloroformato de iso-
butilo (68 mg, 0,495 mmol). A mistura reaccional foi agitada du-
rante 15 minutos, em seguida foi adicionada N-metilmorfolina (66
mg, 0,66 mmol), seguida por uma solugdo de cloridrato de éster de
metilo de valil valina (120 mg, 0,45 mmol) em THF (6 ml), gota a
gota. A mistura foi agitada a -409C durante 30 min, em seguida a
200C durante 17 horas. A mistura reaccional foi entZo diluida
com acetato de etilo:diclorometano 1:1 (100 ml), e lavada sucessi
vamente com HCl a 5%, bicarbonato de s6dio a 5% e cloreto de s6-
dio aquoso saturado. Os extractos orgénicos feram secos (MgSD ),
fechados e evaporados sob press®o reduzida até um 6leo. A croma-
tografia flash sobre gel de sflica (cloroférmio:metanol 25:1) for
neceu o composto do tftulo (160 mg; rendimento de 70%) como uma

espuma branca.

RMN (CDC13): 7,25 (5H, m), 6,34 (1H, d), 6,15 (1H, d), 5,24
(1H, d), 4,58 (2H, m), 4,31 (1H, dd), 3,78 (3H, s), 3,19 (1H, m),
2,95 (1H, m), 2,87 (2H, m), 2,52 (2H, t), 2,21 (2H, penteto),
1,43 (9H, s), 0,98 (12H, m).

MS (FAB™): w/z 534;

MS (FAB™): m/z 532

Ester de metilo de (SS,ARS)-5-(terc—butiloxicarbonil)amino-a-hi-

droxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina

b) A uma solugZo do composto do Exemplo 34(a) (160 mg,
3,0 mmol) em metanol a 0°C foi adicionado boro-hidreto de sédio
(5,7 mg, 1,5 x 107 -4 mole) em fracgBes. Ap6s 20 min, a mistura
fol dilufda com HC1 a 5% e extraida (3x) com diclorometano. Os

extractos org8nicos foram secos com MgSOa, filtrados e evaporados
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até flocos brancos. A cromatografia flash sobre gel de silica
(cloroférmio:metanol 40:1) produziu o composto do tftulo como flo
cos brancos (112 mg, 70%).

RMN (CDC1,/Me0D): 67,15 (5H, m); 4,38 (1H, dd); 4,10 (1H, m);
3,63 (34, s); 3,0 a 1,5 (BH, m); 1,28 (9H, s); 0,88 (12H, m).

éster de metilo de (5S,4RS)-5-(terc-butiloxicarbonil-(0-fenilme-

til)serilalanil-alanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil

valina

c) O péptido do Exemplo 34(b) (98 mg, 0,183 mmol) foi
dissolvido em &cido trifluoroacético puro (3 ml) e agitado, 2
temperatura ambiente, durante duas horas. A solugZo foi entZo
concentrada sob press@o reduzida, dissolvida em metanol, tratada
com HCl concentrado (3 gotas) e evaporada sob pressd@o reduzida
originando 68 mg do cloridrato da amina tripeptfdica como flocos

brancos.

A uma solugZo de Boc-Ser(0Bz)-Ala-Ala (87,4 mg, 0,20 mmol)
em THF (5 ml) a -4092C sob drgon, foi adicionada N-metil morfolina
(25 m1, 0,27 mmol), seguida por cloroformato de isobutilo (27 mg,
0,20 mmol). A mistura foi agitada durante 15 minutos, em seguida
foi adicionada N-metilmorfolina (25 ml, 0,27 mmol), sequida pelo
cloridrato de 5-amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina
(86 mg, 0,18 mmol) em THF (1 ml), gota a gota. A mistura foi agi
tada a -409C durante 30 minutos, em sequida a 209C durante 17 ho-
ras. A mistura reaccional foi dilufda com acetato de etilo:di-
clorometanc 1:1 (100 ml), e lavada sucessivamente com HCl a 5%,
bicarbonato de s6dio aquoso a 5%, cloreto de s6dio aquoso satura-
do, e evaporada até um s6lido branco. 0 s6lido foi purificado
por cromatografia flash sobre gel de sfilica (cloroférmio:metanol
20:1) produzindo o hexapéptido do titulo como cristais brancos
(98 mg; rendimento de 63%).

RMN (EDElB/CDBDD): 57,1 (5H, m), 6,95 (S5H, m), 3,48 (3H, s),
1,29 (9H, s), 1,05 (6H, m), 4,2-1,5 (m), 0,70 (12H, m).

15 (FABY): m/z 855;

MS (FAB™): m/z 853
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E’:ster de metilo de (55,4RS)-5-({(terc-butoxicarbonil-serilalanil-

alanil)amino)-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina

d) A uma solug¥o do composto do Exemplo 34(c) (31 mg,
36,2 mmol) em metanol:4cido acético 9:1, foi adicionado Pd a 10%/
/C (35 mg). A mistura foi agitada sob H, (1,013 x 10°

te 6 horas. A mistura reaccional foi filtrada através de uma al-

Pa) duran-

mofada de CeliteGD e o Celite<> fol lavado sucessivamente com &ci
do acético, metanol, e acetato de etilo. A solucg®o combinada foi
evaporada sob press@o reduzida, originando o composto do tftulo
como cristais brancos (21 mg; rendimento de 75%).

RMN (coc13/c0300): 97,14 (5H, m), 4,33 (1H, m), 4,08 (4H, m),
3,60 (3H, s), 2,95 (1H, dd), 2,70 (1H, m), 2,35 (1H, m), 2,06

(2H, m), 1,72 (1H, m), 1,40 (9H, s), 1,22 (6H, m); 0,85 (12H, m).
MS (FABY): m/z 765;

MS (FABT): m/z 764.

Exemplo 35
Preparacg3do de &ster de metilo de (4RS,55)-5-(terc-butiloxicarbo-

nil-serilalanilalanil)amino-a-hidroxi-l—oxo-é-(a-hidroxifenil)—

hexil-valil valina

Ester de metilo de (55)—5-(terc-butiloxicarbonilamino)-l,a-dioxo—

-6-(4-benziloxifenil Jhexil-valil valina

a) A uma solug¥o do composto do Exemplo 13(c) (810 mg,
1,9 mmol) em THF (20 ml), a -402C sob uma atmosfera de &rqon, foi
adicionada N-metilmorfolina (0,27 ml, 2,5 mmol), seguida por clo-
roformato de isobutilo (0,246 ml, 1,9 mmol). A mistura reaccio-
nal foi agitadea durante 15 min, e mais N-metilmorfolina (0,27 ml,
2,5 mmol) foi adicionada seguida pelo sal cloridrato de é&ster de
metilo de valil valina (459 mg, 1,7 mmol). A mistura resultante
foi agitada a -409C durante 30 min, em seguida deixada aquecer
até a temperatura ambiente e agitada durante 17 h. A mistura
reaccional foi dilufda com acetato de etilo:CH2C12 1l:1 e lavada
sucessivamente com HCl a 5%, NaHCD3 aquoso a 5%, e NaCl aquoso sa
turado. A solugZo foi seca (MgSDa), filtrada e evaporada soh

press3do reduzida. 0 resfduo s6lido foi purificado por cromatogra
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fia de coluna utilizando gel de silica, eluindo com CHClB:MeUH

40:1,0riginando o composto do tftulo (838 mg, 76%) .

RMN (coc13): 57,4 (5H, m), 7,02 (4H, dd), 6,42 (1H, br d), 6,18
(1H, br d), 5,19 (1H, br d), 5,0 (2H, s), 4,51 (2H, m), 4,25 (1H,
m), 3,70 (3H, s), 3,04 (1H, m), 2,82 (3H, m), 2,48 (2H, m), 2,15
(2H, m), 1,39 (9H, s), 0,91 (12H, m).

Ester de metilo de (QRS,55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-a—hi—
droxi-l-oxo-6-(4-benziloxifenil )hexil-valil valina

b) A uma solugZo do composto do Exemplo 35(a) (144 mg,
0,225 mmole) em metanol a 09C, foi adicionado boro-hidreto de s6-
dio (4,28 mgy 0,113 mmole), em fracgBes. Apé6s 20 min., a mistura
foi dilufda com HC1l a 5% e extrafda (3x) com diclorometang. Os
extractos org&nicos foram secos (MgSDa), filtrados e evaporados
até um s6lido branco. O produto em bruto foi purificadovpor
cromatografia flash sobre gel de sflica (cloroférmio:metanol 20:1)
produzindo o tripéptido como cristais brancos (118 mg; rendimen-
to de B2%).

RMN (CDC13): © 7,4 (5H, m), 7,02 (4H, dd), 6,40 (2H, m), 5,03
(2H, s), 4,54 (2H, m), 4,30 (1H, m), 3,70 (3H, s), 3,61 (2H, m),
3,0 a 1,6 (11H, m), 1,38 (9H, s), 0,91 (12H, m).

Ester de metilo de (QRS,55)-5-(terc-butiloxicarbonil—(O—Fenilme-

til)serilalanilalanil)amino-a—hidroxi—l—oxo—6-(&~benziloxifenil)-

hexil-valil valina

c) O tripéptido do Exemplo 35(b) (115 mg, 0,179 mmol) &
tratado com 4cido trifluoroacético e HCl, de acorda com o oroces-
so do Exemplo 34(c). O sal cloridrato resultante foi acoplado ao
Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (83 mg, 0,19 mmol) utilizando a N-metilmorfo
lina (50 mg, 0,51 mmol), e cloroformato de isobutilo (26 mg, 0,19
mmol). O hexapéptido do tftulo foi obtido como cristais brancos

(40 mg; rendimento de 253).

RMN (c0513/c0300): o 7,35 (10H, m), 6,91 (&H, dd), 4,95 (2H, d),
4,48 (2H, d), 4,37 (1H, d), 4,07 (4H, m), 3,62 (4H, s), 3,60 (1H,
obsc m), 2,5 a 1,5 (3H, m), 1,38 (9H, s)y, 1,2 (6H, m), 0,80 (12H,

m).
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éster de metilo de (ARS,SS)-S-(terc-butoxicarbonil-serilalanil-

alanil)amino-é-hidroxi—l-oxo-é-(a-hidroxi-Fenil)hexil-valil vali-

na

d) O composto do Exemplo 35(c) (39 mg, 40,6 mmol) foi
desprotegido pelo processo de hidrogenflise do Exemplo 34(d). O
composto do titulo foi obtidc como cristais brancos (2,3 mg; ren
dimento de 73%).

RMN (CDC1,/CD50D): ©6,79 (4H, m), 4,35 (1H, q), 4,2 a 3,8 (5H,
m), 3,67 (3H, s), 3,0 a 2,5 (2H, m), 2,5 a 1,5 (4H, m), 1,41 (9H,
s)y 1,20 (6H, m), 0,89 (12H, m).

Exemplo 36
Preparac®o de &ster de metilo de (3R,45)-4-(terc~-butiloxicarbo-

nil-serilalanilalanil)-amino—ZJ2-difluoro-3—hidroxi—l-oxo—S—Fe-

nilpentil-valil valina

Ester de metilo de (38195)-4—£benziloxicarbonil)amino-Z,Z-diFluo—

ro-3~-hidroxi-5-fenilpentanoil-valil valina

a) Trietilamina (0,66 ml, 4,83 mmol) foi adicionada a
uma solugdo do composto do Exemplo 14(b) (0,82 g5 2,20 mmol), he-
xafluorofosfato de benzotriazol-l-iloxi tris(dimetilaminofcsfﬁnio)
1,07 g, 2,41 mmol) e cloridrato de éster de metilo de valil vali-
na (0,64 g, 2,41 mmol) em 75 ml de acetonitrilo seco. Ap6s 4 ho-
ras de agitagdo, foi introduzida mais trietilamina pura (0,66 ml,
4,83 mmol) e a mistura reaccional foi agitada durante todz a noi-
te. A solug®o foi dilufda com acetato de etilo e lavada sucessi-
vamente com HC1 2N, NaHCO; a 5% e H,0. Apbs secagem sobre MgSQ,
e filtrag3do, a solugZo foi concentrada in vacuo. A cromatografia
flash, con CHClB:metanol 40:1 como eluente, forneceu o tripéptido
do tftulo como um sélido flocoso branco (466 mg; Tendimento de
36%) .

RMN (CDCL4): o 7,34 (10H, m), 6,93 (lH, br, J=7,1 Hz), 6,75 (1H,
br d, J=8,9 Hz), 5,03 (2H, s), 4,87 (1H, m), 4,60 (1H, m), 4,38
(3H, m), 3,63 (3H, s), 3,07 (2H, m), 2,32 (1H, m), 2,14 (1H, m),
1,93 (1H, m), 0,98 (12H, m)

MS: m/z 592



69 585 %

S
SK8 CASE 14415 dfffgﬂrmzﬂ
1,(\_;*:;-_«{/
/fzj [
~93_

Ester de metilo de (3R,45)-4-amino-2,2-difluoro-3-hidroxi~l-oxo-

-5-fenilpentil-valil valina, cloridrato

b) Uma solug3c do tripéptido do Exemplo 356(a) (466 mg,
0,79 mmol) em 4cido acético glacial (40 ml) contendo Pd a 10%/C
(450 mg), foi saturada com o gas H, e agitads durante toda a noi-
te sob uma atmosfera de H2. Ap6s filtrag3o através de uma almofa
da de Celite@D, a solug¥o foi dilufda com metanol e tratada com
HC1 concentrado (100 fi’ 1,0 mmol). A concentracgZoc da solug3o
in vacug produziu o cloridrato do tripéptido em bruto como um s6-~
lido cristalino branco macio (390 mg, 100%).

éster de metilo de (3R,AS)-4-(terc-butiloxicarbonil-(D-benzil)-

serilalanilalanil)amino—Z,2-diFluoro—3-hidroxi—l-oxo-S-Fenilpen—

til-valil valina

c) A uma solug%o de Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala (380 mg, 0,87

mmol) em N-metil morfolina (108 s 0,99 mmol) em THF seco (6 ml),
a -409C, foi adicionado cloroformato de isobutilo (112 m1, 0,87
mmol), gota a gota. Apés agitagZo durante 30 min, foi adicionada
N-metil morfolina (112 ml, 0,87 mmol), seguida pela adig¥o do com
posto do Exemplo 36(b) como um s6lido. A mistura reaccional foi
agitada durante toda a noite, com aquecimento gradual até 3 tempe
ratura ambiente. A solug3o foi dilufda com CH2C12 e lavada suces
sivamente com HCl1l a 10%, NaHCD3 a 5% e HZO' A fracgZo orglnica
foi seca sobre MgSDa, filtrada e concentrada in vacuo. A cromatp
grafia flash, com CHClB:metanol 30:1 como eluente, forneceu o he-
xapéptido do tftulo como um s6lido amarelo claro (636 mg, 83%).

RMN (DMSD—dG): 68,31 (1M, brd; J3=7,1 Hz), 8,12 (1H, brd; J=9,5
Hz), 7,98 (1H, brd; J=6,5 Hz), 7,78 (2H, m), 7,31 (SH, m), 7,18
(5H, m), 6,99 (1H, brd; 3=7,1 Hz), 6,28 (1H, m), 4,48 (2H, s),
4,22 (4H, m), 3,62 (3H, s), 3,57 (1H, m), 2,98 (1H, m), 2,71 (1H,
m)y 2,17 (2H, m), 1,41 (9H, s), 1,15 (3H, d; 3J=6,5 Hz), 1,03
(3H, d5 J=7,1 Hz), 0,92 (12H, m).

MS (FAB +): m/Z=877 (M+H")

Ester de metilo de (BR,AS)-4-(terc-butiloxicarbonil-serilalanil-

alanil)amino-2,2-diFluoro-3-hidroxi-l—oxo-S—Fenilpentil-valil-L—

-valina
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d) O hexapéptido protegido do Exemplo 36(c) (13 mg, 15
mmol) foi dissolvido em 4cido acético:metanol 5:1 (6 ml). A esta
solug¥o, foi adicionado Pd a 10%/C (15 mg) e a mistura foi satura
da com o gés H2. Ap6s agitagso durante toda a noite sob uma atmos
fera de H2, a solugdo foi filtrada através de uma almofada de Ce-
lite® e concentrada in vacuo, fornecendo o produto do tftulo co-
mo um sélido cristalino branco (11,5 mg, 99%).

RMN (CDClB/CDBDD): ® 7,24 (5H, m), 4,18 (6H, m), 3,77 (1H, m),
3,65 (3H, s), 3,52 (1H, m), 3,09 (1H, m), 2,87 (1H, m), 2,03
(3H, m), 1,39 (9H, s), 1,31 (3H, d, J=5,94 Hz), 1,06 (3H, d,
J=6,6 Hz), 0,90 (12H, m)

MS: m/z 787

Exemplo 37
Preparac3o de éster de metilo de (3R,45)—4-(serila1anilalanil)ami-

no-2,2-difluoro-3-hidroxi-l-oxo-5-fenilpentil-valil valina, sal

de 8cido trifluoroacético

Duas gotas de TFA foram adicionadas ao hexapéptido prote-
gido em N do Exemplo 36(d) (1,1 mg, 1,4 mmol). Ap6s 2 horas, uma
corrente lenta de &rgon foi passada sobre a mistura para evaporar
o TFA em excesso. Foram adicionadas tré#s gotas de &ter dietflico
e evaporadas, da mesma maneira, tr®s vezes. 0 residuo fol seco

in vacuo.

Exemplo 38

Preparac3o de &ster de metilo de 4—(terc—butiloxicarbonil—seril-

alanilalanil)amino-z,z-dirluoro-l,3-dioxo-s-Fenilpentil-ualil

valina

Ester de metilo de 4—(terc-butiloxicarbonil—(O-benzil)serilala-

nilalanil)amino—Z,Z-diFluoro-l,3-dioxo—S—Fenilpentil—valil valina

a) Numa solugdo do & ,H%-difluoro &lcool do Exemplo 37
(102 mg, 0,12 mmol) e de periodinano de Dess-Martin (247 mg, 0,58
mmol) em 2 ml de DMF seco, foi introduzido TFA puro (45 pLls 0,58
mmol), gota a gota. Ap6s agitagio durante 16 h, 2 solugZo foi di
lufda com EtZO e vertida sobre uma mistura de NaHCl3 aquoso satu-
rado (20 ml) e tio-sulfato de sédio aguoso a 10% (7 ml). A misty
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ra foi agitada vigorosamente durante 1 hora e extrafda com aceta-
to de etilo. Os extractos combinados foram secos sobre MgS0, »
filtrados e concentrados in vacuo. A cromatografia flash utili-
zando uma eluig3o de gradiente de 0-30% de metanol em cloroférmio
produziu a « ,§-difluoro cetona do tftulo como um s6lido branco
(70 mg, rendimento de 69%).

RMN (CDC13/CD3DD): 7,27 (10H, m), 4,50 (2H, s), 4,34 (6H, m),
3,71 (3H, s), 3,66 (2H, m), 3,25 (1H, m), 2,99 (1H, m), 2,24 (2H,
m), 1,42 (9H, s), 1,34 (3H, m), 1,08 (3H, m), 0,92 (12H, m).

MS (FAB +): m/z B75 (M+H+).

éster de metilo de 4-(terc-butiloxicarbonil-serilalanilalanil)ami-

no-2,2-difluorpo-1,3-dioxo-5-fenilpentil-valil valina

b) Uma solucgZo do hexapéptido protegido do Exemplo 38(a)
(15 mg, 17 mol) em 4cido acético glacial (4 ml), contendo Pd a
10%/C (15 mg), foi saturada com o gés H, e agitada durante toda a
noite sob uma atmosfera do gés H2. A mistura foi filtrada atra-
vés de uma almofada de Celite@D e concentrada in vacuo. A croma-
tografia flash, utilizando uma eluigfo por gradiente de 0-50% de
metanol em cloroférmio, forneceu o produto desbenzilado do tftulo

como um sélido cristalino branco (9 mg, 67%).

RMN (DMSO-dé): 09,01 (1H, m), 8,36 (2H, m), 7,95 (2H, m), 7,17
(5H, m), 6,68 (1H, m), 4,85 (1H, m), 4,18 (4H, m), 3,91 (1H, m),
3,58 (3H, s), 3,45 (2H, m), 3,08 (2H, m), 2,66 (1H, m), 2,00 (2H,
m), 1,45 (9H, s), 1,11 (6H, m), 0,88 (12H, m).

MS (FAB +): m/z 785 (M+H").

Exemplo 39

Preparacg®o de Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH)

A resina-héptapéptido. protegido Boc-Ser(Bzl)-Gln-4sn-
-Tyr(BrZ)—Dro-Ual-Val-BHA foi preparada da forma usual, de acordo
com o Exemplo 1. Ap6s remog3o do grupo Boc do terminal N com TFA
a 50% em CH2C12 e neutralizagZo do sal de TFA resultante com DIEA
a 75 em CH2C12, o péptido ligado 3 resina foi acetilado com ani-
drido acético (2 ml) em CH,C1, (30 ml) durante 30 minutos.

0 péptido foi clivado da resina com remogdo dos grupos
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protectores da cadeia lateral por tratamento com HF 1fjuido anidro
(10 ml), em presenga de anisol (1 ml), a 0°C durante 50 minutos.
Ap6s remogdo do HF sob vécuo, a resina foi lavada com &ter etfli-
co e seca ao ar. A resina foi entZo extrafda com 2 x 30 ml de
HOAc a l%/HZO, sequido por 2x 30 ml de HOAc a lU%/HZU. Os extrac
tos combinados foram liofilizados produzindo 318 mg do pé&ptido em

bruto.

Uma alfquota de 130 mg do péptido em bruto foi purificada
por filtragZo em gel numa coluna de 2,6 x 70 cm de Sephadex R G-15,
utilizando HOAc a 1% como eluente. As fracgBes apropriadas foram
reunidas e liofilizadas, produzindo 120 mg do composto do titulo.
TLC: (n—éuDH/HUAc/HZD 4:1:1) Re=0,34; (n-BuDH/EtDAc/HDAc/H20
1:1:1:1) Re=0,663 HPLC k'=3,0 (Hamilton PRP-1, CHBCN/HZO/TFA a
0,1%, 10% a 40% de CH5CN, 15 minutos, gradiente linear, 1,5 ml/
/min.);
FAB-MS: m/z B47,6 (M+HY).
Substituindo no processo acima o Boc-Ser(Bzl) por Boc-
-Thr(Bzl) produziu Ac-Thr-Gln-Asn-Tyr-Dro-Ual-Val-NHz.
Exemplo 40
Preparag¥®o de Ac-Ser-Ala-Ala-Tyr-Pro-Val-Val-NH>

A resina-heptapéptido protegida Boc-Ser(Bzl)-Ala-Ala-
~-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual. Ap6s re-
mog¥o do grupo Boc do terminal N com TFA a 50% em CH2E12, e neutra
lizagZo do sal de TFA resultante com DIEA a 7% em EH2C12, o pépti
do ligado & resina foi acetilado com anidrido acético (2 ml) em
CH2C12 (30 ml) durante 30 minutos.

0 péptido foi clivado da resina com remog¥o dos grupos
protectores da cadeia lateral por tratamento com HF 1fquido ani-
dro (10 ml), em presenga de anisol (1 ml), a 092C durante 50 minu-
tos. Ap6s remogdo do HF sob vécuo, a resina foi lavada com éter
etflico e seca ao ar., A resina foi ent3o extrafda com 2x 30 ml
de HOAc a l%/HZD, sequido por 2x 30 ml de HOAc a lDﬁ/Hzﬂ. Os ex-
tractos combinados foram liofilizados produzindo 599 mg do pépti-

do em bruto.
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C péptido em bruto fol purificado por distribuigZ3o em con
tracorrente utilizando o sistema n—EuDH/HDAc/HZU 4:1:5, As frac-
¢Oes apropriadas foram reunidas, evaporadas até & secura e o resi
duo foi liofilizado a partir de HOAc a 1%, produzindo 435 mg do
péptido parcialmente purificado. Uma alfquota de 100 mg do pépti
do parcialmente purificado foi adicionalmente purificada por fil-
tragdo em gel numa coluna de 2,6 x 70 cm de Sephadex() C-15, uti-
lizando HOAc a 1% com eluente. As fracgBGes apropriadas foram reu
nidas e liofilizadas, produzindo 95 mg do composto do tftulo puri
ficado.

TLC: (n-BuUH/HDAc/HZD 4:1:1) R.=0,72; HPLC k'=2,8 (Hamilton
PRP-1, CH;CN/H,0/TFA .a 0,1%, 5% a 40% de CHLCN, 15 minutos, gra-
diente linear, 1,5 ml/min.);

FAB-MS: m/z 747 (M+HT).

Exemplo 41

Preparagdo de Ac-Ser-Gln—Asn-Tyr-D-Pro-Ual-Val—NH2

Uma mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Cln-
-Asn-Tyr(Bzl)-D-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti
do fol clivado da resina por trztamento com 10 ml de HF/1 ml de
anisol, a 09C durante 50 min. Ap&s remog3o do HF sob vécuo, a
resina fci lavada com 8ter, seca ac ar e extrafda com 3x 30 ml de
HOAc glacial. Os extractos do HOAc foram combinados e liofiliza-

dos, procduzindo 406 mg do péptido em bruto.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuigdo em con
tracorrente em nBuDH/HGAc/HZO (4:1:5), As fracgBes aprepriadas fo
ram determinadas por TLC, reunidas e evaporadas ats 2 secura, sen

dc o resfiduo liofilizado a partir de HOAc a2 15, produzindo 260 mg

do péptido purificado.

TLC: (n-BuUH_HGAc-Hzo 4:1:1), Re=0,15; (n-BuDH-HGﬂc-H2O 1:1:1),
Re=0,543 (n—BuGH-EtDAc—HDAc—HZO l1:1:1:1), R.=0,72

FAB-MS: m/z 847 (Ms+H)"

Andlise dos amino4cidos (hidrélise em HC1/TFA 2:1 contendo 0,005%
p/v de fenol a 160°C cdurante uma hora); Asp, 1,00; Ser, 0,75;
Glu, 0,99; Pro, 0,99; Val, 0,96; Tyr, 1,10

f‘
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Exemplo 42
Praparacg3o de Ons-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NHjp

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Dns-Ser(8z1)-Gln-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do foi clivado dz resina por tratamento com 10 ml de HF/1 ml de
anisol, a 092C durante 50 minutos. Ap6s remogZo do HF sob vécuo,

a resina foi lavada com &ter, seca ao ar e extrafda com 30 ml de
HOAc a 10% seguida por 2x 30 ml de HOAc a 1%. Os extractos do
HOAc foram combinados e liofilizados, produzindo 290 mg do pépti-

do em bruto.

0 péptido em bruto (73 mg) foi purificado por filtrag3o
em gel em SephadexGD G-15, utilizando HOAc a 10% como eluente. As
fracgBes apropriadas foram liofilizadas, produzindo 56 mg do pépti

do purificado.

TLC: (n—BuOH-HDAc-HZO 4:1:1), Rp=0,15

HPFLC (Hamilton PRP-1, CHBCN/HZD/TFA a 0,1%, gradients de 5-40% de
CH3CN, 15 min), k' 3,32.

FAB-MS: m/z 1038 (M+H)"

Andlise dos amino4cidos (hidrélise em HCl 6N a 110°C durante 24
horas): Asp, 1,00; Ser, C,17; Glu, 1,00; Pro, 1,00; Val,
1,38; Tyr, 1,78.

Exemplo 43
Preparacg3o de Ac-Ser—Gln-Rsn—Tyr—Pro-Ual—Rrg—NH2

Umz mole de resina-péptidilo protegida Ac-Ser(B8z1)-Gln-
—Asn-Tyr(BrZ)-Dro-Ual—Arg(Tos)-BHA fol preparada como acira. O
péptido foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/l ml
de aniscl, a 0°2C durante 50 minutos. Ap6s remogio cdo HF sob vé-
cuo, a2 resina fol lzvada com éter, seca ao ar e extralda com 3x30
ml de HOAc glacial. Os extractos do HOAc fcram combinzdos e lio-

filizados, produzindo 639 mg do péptidoc em bruto.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuigZo em con
tracorrente em nBuOH—HDAc—HZD (4:1:5), As fracgBes apropriadas

Foram determinadas por TLC, reunidas, evaporadas até 3 securaz e o
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resfduo foi liofilizado a partir de HOAc a 1%, produzindo 518 mg
do péptido parcialmente purificado. Uma alfguota de 100 mg do
péptido parcialmente purificado fol adiciconalmente purificada
por filtragZo em gel em Sephadex@b G-15 com HOAc a 1% com eluen-
te. As fracgBes apropriadas foram reunidas e liofilizadas, pro-
duzindo 61,5 mg do péptido purificado.
TLC: (n-BuDH—piridina-HDAc-Hzﬂ 15:10:3:12), R
(nBuUH-EtDAc-HDAc-HZD 1:1:1:1), Rp=0,34;
HPLC (Hamilton PRP-1, CHBCN/HZD/TFA a 0,1%, gradiente de 5-40%
de CH,CN, 15 min), k' 1,94.
FAB-MS: m/z 904 (M+H)"
An&lise dos amino&cidos (hidrélise em HCl 6N a 1109C durante 18
horas): Asp, 1,00; Ser, 0,98; Glu, 1,00; Pro, 0,88; Val,
0,56; Tyr, 0,863 Arg, 0,67.

f_‘=0,43;

Exemplo 44

Preparagdo de Ac-Ser-—Eln—-ﬂla-Tyr-F’ro-—Ual-Ual-NH2

Meia mole de resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-

-Ala-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/l ml de
anisol, 1 hora a 02C. A resina-péptido foi lavada com éter e o
péptido foi extraldo com 4cido acético glacial. O extracto foi
licfilizado, originando 220 mg, rendimento de 55%. 100 mg do
péptido em bruto foram purificados por filtrag®o em gel em Sepha-
dex@D G-15 utilizando HOAc a 1% como eluente, produzindo 85 mg.
Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (CH3CN), linear, 15 min,
k'=2,61

TLC: (B:A:W 1:1:1), Rp=0,67.

FAB-MS: m/z 804 (M+H)*

An&lise dos amino4cidos: (HC1:TFA 2:1, 0,005% p/v de fenol, 160¢C,
1 hora), Ser 0,89, Glu 1,00, Pro 1,04, Ala 1,00, Val 1,75, Tyr
0,89. Conteldo em péptido & de 98,94%.

Exemplo 45

Preparacg3do de /-\C—Ser-Ser—Asn-Tyr—Pro-—Ual-\/al-NH2

Meia mole da resina-péptidoc protegida Ac-Ser(Bzl)-Ser-
(Bzl)-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O
péptido foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/1 ml

de anisol, 1 hora a 08C, A resina-péptidilo foi lavada com &ter
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g o0 péptido foi extraldo com &cido acético glacial. 0 extracto

—t
"

foi liofilizado originando 283 mg, rendimento de 70%. 100 mg do
péptido em bruto foram purificados por filtragdo em gel em Se-
phadexC> utilizando HOAc a 1% como eluente, produzindo 78 mg.
Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,58

TLC: rf=0,70, B:A:W 1:1:1

FAB-MS: m/z B06 (M+H)+

An&lise dos aminoc4dcidos: (HC1:TFA 2:1, 0,005 p/v de fenol, 160¢C,
1 hora), Asp 1,00, Ser 1,59, Pro 0,90, Val 1,91, Tyr 0,91.
Conteddo em pé&ptidos era de 80,6%.

Exemplo 46
Preparagao de Ac-Sar—Arg-Asn-Tyr-pro-Ual-Ual—NH2

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Arg-
-Asn-Tyr(Bzl)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/1 ml de
anisol, 1 hora a 02C. A resina-péptidilo foi lavada com éter e o
péptido foi extrafdo com 4cido acético glacial. O extracto foi
liofilizado originando 348,5 mg, rendimento de 80%. 100 mg do
péptido em bruto foram purificados por filtragdo em gel em Sepha-
dexC) G-15, utilizando HOAc a 1% como eluente, produzindo 87 mg.

Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,64

TLC: (B:A:W 1:1:1), Re=0,60

FAB-MS: m/z 875 (M+H)*

An&lise dos amino4cidos: HC1/TFA/Fenol, Asp 1,00, Ser 0,80, Pro 0,83,
Val 1,85, Tyr 0,94, Arg 0,97. Conteldo em péptidos era de 101,37,

Exemplo 47
Preparagdo de Ac-Ser-—Lys-Asn—Tyr—Pro-\lal-NH2

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Lys-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/1 ml de
anisol, 1 hora a C2C. A& resina péptidilo foi lavada com éter e o
péptido foi extrafdo com 4cido acético glacial. O extracto foi
liofilizado originando 343,79 mg, rendimento de 817%.

100 mg do péptido =m bruto foram purificados por filtrag3o
em gel am SephadexCD G-15, utilizando HOAc a 1% como eluente, pro
duzindo 87 mg.

Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,17 (CH4CN), linear, 15 min,
k'=2,47

TLC: (B:A:W 1:1:1), R_=0,60

FAB-MS: m/z 847 (M+H) © .

AnAdlise dos aminoicidos: (HC1:TFA 2:1, 0,005% p/v de fenol, 1602C.
1 hora), Asp 1,00, Ser 0,81, Pro 0,95, Val 1,87, Tyr 1,00, Lys
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0,84, Conteldo em péptido era de 92,3%.

Exemplo 48
Preparag3o de Ac-Ser-Glu-Asn—Tyr-Pro-Ual—Ual—NH2

Meia mmole da resina péptidilo protegida Ac-Ser(B8zl)-Glu-
(0Bzl)-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-val-Val-BHA foi preparada como acima. O
péptido foi clivado da resina com 10 ml de HF/1 ml de anisol, 1
hora a 02C. A resina-péptidilo foi lavada com &ter e o péptido
foi extrafdo com 4cido acético glacial. O extracto foi liofiliza

do originando 286,22 mg, rendimento de 67%.

100 mg do péptido em bruto foram purificados por filtra-
¢3o0 em gel em Sephadex G-15 utilizando HOAc a 1% como eluente,

produzindo 77 mg.

TLC: (B:A:W 1:1:1), Re=0,38

Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (EHBCN), linear, 15 min,
k'=2,72

FAB-MS: m/z 848 (M+H)™T

Andlise dos amino&cidos: HC1/TFA/Fenol, Asp 1,06, Ser 0,84, Glu
1,00, Pro 0,88, Ala 1,00, Val 1,85, Tyr 1,00. Conteddo em pépti-

dos era de 94, 3%.

Exemplao 49
Preparag¥o de Ac-Ser-Ala-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NHy

Meia mmole da resina-péptidilo protegido Ac-Ser(Bzl)-Ala-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro~Val-VYal-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do foi clivado da resina com 10 ml de HF/l ml de anisol, 1 hora a
B82C. A resina-péptidilo foi lavada com &ter e o péptido foi ex-
trafido com &4cido acético glacial. O extracto foi liofilizado ori

ginando 330 mg, rendimento de 84%.

100 mg do péptido em bruto foram purificados por filtra-
¢3o0 em gel em Sephadex<> G-15 utilizando HOAc a 1% como eluente,
produzindo 86 mg.

TLC: (B:A:W 1:1:1), Re=0,70
Gradiente da HPLC: 5% a 407, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,62
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FAB-MS: m/z 790 (M+H)T

An&lise dos aminoAcidos: HC1/TFA/Fenol, Asp 1,00, Ser 0,81, Pro
¢,94, Ala 1,00, Vel 1,87, Tyr 0,76. Conteddo em péptidos era de
72,77%.

Exemplo 50
Preparagdc de Ac-Ser-Gln-Ser-Tyr-Pro-Val-Val-NH,

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
-Ser(le)—Tyr(BrZ)—Dro-Ual-Ual-BHA foi preparada como acima. O
péptido foi clivado da resina com 10 ml de HF/1 ml de anisol, 1
hora a 09C. A resina-péptidilo foi lavada caom éter e o p&ptido
fol extrafdo com é&cido acético glacial. O extracto foi liofiliza
do originando 285 mg, rendimento de 70j. 100 ma do péptido em
bruto foram purificados por filtragZo em gel em SephadexC) G-15

-utilizando HOAc a 1% como eluente, produzindo B7 mg.

TLC: (B:A:w 1l:1:1), Re=0,68

Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,51

FAB-MS: m/z 820 (M+H)?

Anélise dos amino&cidos: HC1/TFA/Fencl, Ser 1,60, Glu 1,00, Pra
0,91, Vel 1,83, Tyr 0,94, ContelGdo em péptidos era de 84%.

Exemplo 51
PreparacZ3o de Ac-Ser-Gln-Arg-Tyr-Dro-Ual-Ual-NHz

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
-Arg-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do fol clivado da resina com 10 ml de HF/l ml de anisocl, 1 hora a
0eC. A resina-péptidilo foi lavada com &ter e o péptido foi ex-
trafdo com &cido acético glacial. 0O extracto foi liofilizado
originando 380,54 mg, rendimento de 86%. 100 mg do péptido em
bruto foram purificados por filtracZo em gel em Sephadex(> G-15

utilizando HOAc a 15 como eluente, produzindo 89 mg.
TLC: (B:A:wW l:1:1), Re=0,66

GCradiente da HPLC: 5% a 403z, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,58
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FAB-MS: m/z 889 (MeH)"

Andlise dos amino4cidos: HC1/TFA/Fenol, Ser 8,80, Glu 1,00, Pro
1,00, Val 1,88, Arg 1,01, Tyr 0,81, Conteddo em péptidos era de
85,33%.

Exemplo 52
Preparag3o de Ac-Ser-Gln-Lys-Tyr—Dro—Ual-Ual—NH2

Meia mmole da resina-pébtidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
-Lys(Clz)-Tyr(Brz)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima, O
péptido fli clivado da resina com 10 ml de HF/l ml de anisol, 1
hora a 02C. A resina-péptidilo foi lavada com &ter e o péptido foi
extrafdo com 4cido acético glacial. 0O extracto foi liofilizado
originando 322 mg, rendimento de 77,32%. 100 mg do péptido em
bruto foram purificados por filtrag3o em gel em SephadexCD G-15

utilizando HOAc a 1% como eluente, originando 85 mg.

TLC: (B:A:W 1:1:1), RF=U,69

Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,48

FAB-MS: m/z 861 (Ms+H)*

Andlise dos amino&cidos: HCl/TFA/Fenol, Ser C,79, Glu 1,03, Pro
C,94, Val 1,85, Tyr C,96, Lys 0,90, Conteldo em péptido & de 71,26,

Exemplo 53
Preparag3o de Ac—Ser-Gln-Asp—Tyr—Pro—Ual-Ual-NHQ

Meia mmole da resina-péptidilo protegide Ac-Ser(Bzl)-GCln-
-Asp(0Bz1)-Tyr(8rz)-Pro~Val-Val-B8HA foi prepzarzda como acima. O
péptido foi clivado da resina com 10 ml de HF/1 ml ds anisol, 1

hora a 02C. A resina-pé4ptidilo foi lavada com &ter

m

o péptido
fci extrafdo com 4cido acético glacial. O exiracto foi liofiliza
do originando 340 mg, rendimento de 807, 100 mg do péptido em
brutc foram purificados por filtrag3o em gel, em Sephadex() G-15
utilizando HOAc a 1% como eluente, produzinco 84 mg.

TLC: (B:A:W 1:1:1), Re=0,73

Gradiente da HPLC: 5% a 407, TFA a2 0,19 (CHBCN), linear, 15 min,
k'=2,63

FAB-MS: m/z 848 (M+H)'
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Andlise dos amino&cidos: HCl/TFA/Fenol, Asp 1,02, Ser 0,79,
Gluv 1,00, Pro 0,97, Val 1,86, Tyr 0,82. Conteddo enm péptidos
& de 79,13%.

Exemplo 54
Preparag®@o de Ac-Asp-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val NHo

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Asp(0Bzl)-
-Gln-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O
péptido foi clivado e desprotegido utilizando 10 ml de HF anidro
com 10% de anisol a 0°C durante 1 hora. 0 HF foi removido, in
vacuo a 02C e a resina foi lavada com &ter dietflico. O pépti-
do foi extrafido com 4cido acético glacial e liofilizado originan-
do 288 mg (65,9%). O péptido foi purificado por distribuicZo em
contracorrente em l-butanol-écido acético-&gua (4:1:5 v/v/v). Os
tubos foram analisados por cromatografia em camada fina (TLC) e
as fracg®es apropriadas foram reunidas, evapotadas e liofilizadas
a partir de HOAc 0,2 N, produzindo 234 mg (81,23%).

TLC: (B:E:A:W 1:1:1:1) Re=0,77; (B:P:A:W 15:10:3:12) Re=0,56.
FAB MS: m/z 875 (M+H)?'

HPLC: 4,5 mm X 25 cm Altex Ultrasphere 5 m 0DS, detecg®o com UV
a 220 nm, &gua-acetonitrilo-TFA a 0,1%, gradiente de 5 a 40% de
acetonitrilec durante 15 min., k' = 3,71

HPLC isocrética: 85:15 dgua-acetonitrilo- TFA a 0,17%, k'=4,77
Andlise dos amino4cidos: (hidrélise a 1609C durante 1 h em HCl/
/TFA 2:1 contendo 0,005% p/v de fenol) Asp 2,05, CGlu 1,00, Pro
1,03, Val 1,94, Tyr 0,84

Exemplo 55
Preparagio de Ac-His-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ual-Val-NH
4 2

Meia mmole da resina-péptidilo praotegida Ac-His(Tos)-Gln-
-Asn-Tyr(8rZ)-Pro-Val-Val-8HA foi preparada como acima. 0 pé&pti-
do foi clivado e desprotegido utilizandec 10 ml de HF anidro com
105 de anisol, a 0°C durante 1 h. O HF foi removido, in vacuo a
09C, e a resina foi lavada com &ter diet{lico. O péptido foi ex-
trafdo com 4cido acético glacial e liofilizado originando 311 mg

(69,4%). 0 péptido foi parcialmente purificado por distribuig®o
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em contracorrente em l-butanol-4cido acético-4gua (4:1:5 v/v/v).
Us tubos foram analisados por cromatografia de camada fina (TLC)
e as fracgBes apropriadas foram reunidas, evaporadas e liofiliza-
das a partir de HOAc 0,2 N, produzindo 200 mg (65,3%). A purifi-
cagdo final fol obtida submetendo 87 mg a filtrag®c em gel em
SephadexR G-15 utilizando HOAc 0,2 N como eluente, produzindo 48
mg (55,2%).

TLC (B:P:A:W 15:10:3:12) Re=0,513 (B:A:W 1:1:1) Re=0,71.

HPLC: 4,5 mm X 25 cm Altex Ultrasphere 5 m 0DS, detecg®o com UV
a 220 nm, &gua-acetonitrilo- TFA a 0,1%, gradiente de 5 a 40% de
acetonitrilo durante 15 min., k'=4,94

HPLC isocrética: 85:15 4gua-acetonitrilo- TFA a 0,1%, k'=3,76
FAB MS: m/z 897 (M+H)T

Andlise dos aminodcidos: (hidr6lise a 160°C durante 1 h em HC1/
/TFA 2:1 contendo 0,005% p/v de fenol) Asp 1,03, Glu 1,00, Pro
1,13, Val 2,00, Tyr 1,97, His 1,28.

Exemplo 56
Preparag3o de Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NHy

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Boc-Ser(B8z1)-
-Gln-8sn-Tyr(Brz)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima, O
péptido foi clivado e desprotegido utilizando 10 ml de HF anidro
com 10%, de anisol, a 02C durante 1 h. O HF foi removido, in va-
cuo a 02C, e a resina foi lavada com &ter dietflico. O péptido
fol extrafido com 4cido acético glacial = liofilizado originando
225 mg (55,954). O péptido foi purificado por distribuig¥o em con
tracorrente em l-butanol-4cido acético-4gua {4:1:5 v/v/v). Us tu
bos foram analisados por cromatografia de camada fina (TLC) e as
fracgBes apropriadas foram reunidas, evaporadas e ligfilizadas a
partir de HOAc 0,2 N, produzindc 188 mg (83,55).

TLC: (B:E:A:W 1:1:1:1) R.=0,68; (3:P:d:W 15:10:3:12) RF:D,BA.
HPLC: 4,5 mm X 25 cm Altex Ultrasphere 5 m 00S, detecg®o com UV
a 220 nm, &gua-acetonitrilo- TFA a 0,1, gradiente de 5 a 407 de
acetonitrilo durante 15 min., k'=4,89

HPLC isocré&tica: B85:15 dgua-acetonitrilo- TFA a D,lﬂ, k'=2,78
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FAB MS: m/z 805,6 (M<H)™

Anélise dos amino&cidos: (hidrélise a 1609C durante 1 h em HC1/
/TFA 2:1 contendo C,0C5% p/v de fenol) Asp 1,03, Ser 0,78, Glu
1,60, Pro 0,88, Val 1,93, Tyr 0,66.

Substituindo por 4cido 3-benziloxi-propanéica a Boc-
-Ser(Bzl) na segutncia acima produz a 3~hidroxipropionilglutami-
nilasparaginiltirosilpropilvalil valinamida, a qual é um péptido

des-amino.

Substituindo por Boc-0-Ser(Bzl) a Boc-Ser(Bzl) nz se-
quéncia de reacgBes acima, produz D-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-
-NHZ'

Exemplo 57
Preparag3o de Ac-Ser-Gln-Gly-Tyr-Pro-Val-Val-NH,

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
-Gly-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. 0 pépti-
do foi clivado e desprotegido utilizando 10 ml de HF anidrc com
10% de anisel, a 02C durante 1 hora. 0 HF foi removido, in vacuo
a 02C e a resina foi lavada com 6&ter dietflico. O péptide foi ex
trafdo com &cido acético glacial e liofilizado originando 200 mg
(50,6%). © péptido foi purificado por distribuicgXo em contracor-
rente em l-butanol-4cido acético-&gua (4:1:5 v/v/v). Os tubos fo
ram analisados por cromatografia em camada fina (TLC) e as frac-
¢8es apropriadas foram reunidas, evaporadas e liofilizadas a par-
tir de HOAc 0,2 N, produzindo 145 mg (72,5%).

TLC: (B:E:A:W 1:1:1:1) Re=0,63; (B:A:W 4:1:1) Rf:D,AD.

HPLC: 4,5 mm X 25 cm Altex Ultrasphere 5 m 00S, detecg®o com UV
a 220 nm, &gua-zcetonitrilo- TFA a 0,1%, gradiente de 5 a 40% de
acetonitrilo durante 15 min, k'=4,56

HPLC isocrédtica: 85:15 4gua-acetonitrilo- TFA a 0,1%, k'=3,46
FAB MS: m/z 790 (M+H)™T

An&lise dos aminodcidos: (hidr6lise a 160°C durante 1 h em HCl/
/TFA 2:1 contenda 0,005% p/v de fenol) Ser 0,71, Glu 0,97, Gly
1,00, Pro 1,02, Val 1,70, Tyr 0,76.
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Exemplo 58

Preparag?o de Ala-Ser—Gln-Asn-Tyr-Pro—Val-Ual-NH2

lela mmole da resina-pé&ptidilo protegida Boc-Ala-Ser(Bzl)-
-Gln-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O
oéptido foi clivado e desprotegido utilizando 10 ml de HF anidro
com 10% de anisol, a 09C durante 1 h. 0O HF foi removido, in vacuo
a 0°C, e a resina foi lavada com 6ter dietflico. O péptido foi
extrafdo com 4cido acético glacial e liofilizado originando 245
mg (56,0%). O péptido foi purificado por distribuigso em contra-
corrente em l-butanol—écidq acético-4gua (4:1:5 v/v/v). 0Os tubos
foram analisados por cromatografia em camada fina (TLC) e as frac
¢Bes apropriadas foram reunidas, evaporadas e liofilizadas a par-
tir de HDAc 0,2 N, produzindo 185 mg (75,5%).

TLC: (B:E:A:W 1:1:1:1) Re=0,64; (B:P:A:W 15:10:3:12) Re=0,60
HPLC: 4,5 mm X 25 cm Altex Ultrasphere 5 m 0DS, detecg3o com UV
a 220 nm, &gua-acetonitrilo- TFA a 0,1%, gradiente de 5 a 40% de
acetonitrilo durante 15 min, k'=3,86

HPLC isocr&tica: B85:15 dgua-acetonitrilo- TFA a 0,1%, k'=2,71
FAB MS: m/z B76 (M+H)"

Andlise dos aminodcidos: (hidrélise a 160°C durante 1 h em HCl/
/TFA 2:1 contendo 0,005% p/v de fenol) Asp 1,00, Ser 0,69, Glu
6,98, Pro 0,95, Ala 0,99, Val 1,91, Tyr 0,94.

Exemplo 59
Preparag®o de Ac—Ser—Gln—Asn—(a'NUZ)Phe-Dro-Ual-Val-NHz

leia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
—Rsn-(a‘NOZ)Dhe—Dro—Val-Ual-BHA foi preparada como acima., O pépti
do foi clivado da resina com 15 ml de HF/1 ml de anisgl, 1 hora a
0eC. A resina-péptidilo foi lavada com éter e o péptido foi ex-
trafdo com 4cido acético glacial. 0 extracto foi liofilizado ori
ginando 701,8 mg, rendimento de 80j. 10C mg do péptido em bruto
foram purificacos por filtragdo em gel em Sephadt—:’x(ED G-15, utili-
zando HOAc a 1% como eluente, produzindo 68 mg. Uma alfquota de
35 mg foi adicionalmente purificada por HPLC preparativa (PRP-1
semi prep, 18% de TFA a 0,1% (CHBCN), 6 ml/min) produzindo 22 mg.
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TLE: (B:A:W 1:1:1), RF:D,SQ

Gradiente da HPLC: 5% a 40%, TFA a 0,1% (CHBCN), linear, 15 min,
k'=3,18

FAB-MS: m/z B76 (M+H)"

Andlise dos amino4cidos: (hidr6lise a 1609C durante 1 h em HCL/
TFA 2:1 contendo 0,005% p/v de fenol) Asp 1,01, Ser 0,81, Glu
1,00, Pro 0,90, Val 2,00, nitroPhe 0,91. Conteldo em péptidos &
de 103,67%.

Exemplo 60
Preparacso de Dns-Arq-Ala—Ser-Gln-Asn—Tyr—Pro-Val—Ual-UH

Meia mmole da resina-pé&ptidilo protegida Boc-Arg(Tos)-Ala-
-Ser(Bzl1)-Gln-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val- resina de Merrifield foi
preparada como acima. Apés remog3o do grupo Boc com TFA a 50%/
/CH2C12 e neutralizag3o com DIEA a 7%/CH2512, 0 péptido foi dansi
lado por adig¥o de 3 equiv. de cloreto de dansilo em DMF e reacgZo
durante uma hora. O péptido dansilo foi clivado da resina por
tratamento com 10 ml de HF/1 ml de anisol, a 02C durante 50 min.
Ap6s remogZo do HF sob vicuo, 2 resina foi lavada com éter, seca
2o ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc glacial. Os extractos do
HCAc foram combinados e liofilizados, procuzindao 321 mg do pépti-~

do em bruto.

Uma alfquota de 100 mg do péptido em bruto foi purificada
por filtrag3o em gel numa colunz de 2,6 x 70 cm de Sephadex G-15
utilizando HOAc a 1% como eluente. As fracgBes apropriadas foram

reunidas e liofilizadas, produzindo 74,6 mg do péptido do tftulo.

TLC: (B:A:W 1:1:1) R.=0,84

HPLC: (Hamilton PRP-1, CHBCN/HQD/TFA a 0,17%, gradiente de 5-40%

de CHSCN, 15 min), k'=3,61.

FAB-1S: m/z 1266 (M+H)T

An&dlise dos amino&cidos: (hidr6lise em HCl/TFA 2:1 contendo §,005%
p/v de femol a 160° durante uma hora): Asp, 1,00; Ser, 0,31;

Giu, 0,915 Pro, 0,99; Ala, 0,96; Val, 1,96; Tyr, 1,19; Arg,
0,85.
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Exemplo 61

Preparag®o de AC-Ser-Bln-Asn—Tyr—Pro-Ual—Ual-Gln-Asn-NH2

Uma mmole da resina-pé&ptidilo protegida Ac-Ser(B8z1)-Gln-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-Gln-Asn-8HA foi preparada comao acima.
U0 péptido foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/1
ml de anisol, a 02C durante 50 min. ApSs remogfo do HF sob va-
Cuo, a resina foi lavada com 8ter, seca ao ar e extrafda com
3 x 30 ml de HOAc glacial. Os extractos do HOAc foram combinados
e liofilizados originando 862,3 mg do péptido em bruto.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuig@o em con
tracorrente em nBuUH-HDAc-Hzﬂ (4:1:5). As fracgBes apropriades
foram determinadas por TLC, reunidas, evaporadas at& 3 secura e o
resfduo foi liofilizado a partir de HOAc a 1%, produzindo 712,9
mg do péptido do tftulo.

TLC: (B:A:W 1:1:1) Re=0,61

HPLC: (Hamilton PRP-1, EHBCN/HZD/TFA a 0,1%, gradiente de 5-40%
de CH,CN, 15 min), k'=2,17.

FAB-MS: m/z 1089 (M+H)"

Anélise dos amino&cidos: (hidr6lise em HC1/TFA 2:1 contendo
0,005/ p/v de fanol a 1602C durante uma hora): Asp, 1,81; Ser,

0,975 Glu, 2,00; Pro, 0,885 Val, 1,23; Tyr, 1,81.

Exemplo 62
Preparag3o de Ac—ﬂla-Thr-Leu-Asn-Phe-Pro-Ile—Ser—Dro—Ile—Glu-NHz

Uma mmole da resina-péptidilo protegida Ac=-Ala-Thr(B8z1)-
—Leu—ﬂsn—Dhe—Pro—Ile-Ser(le)—Dro—Ile-Glu(Ule)—BHA foi prepara-
da como acima. O péptido foi clivado da resina por tratamento
com 10 ml de HF/1 ml de anisol, a 02C durante 50 min. Apés remo-
%0 do HF sob vécuo, a resina foi lavada com éter, seca ao zar e
extralda com 3 x 30 ml de HOAc a lﬁ e 3 x 30 ml de HDOAc 3 s07.. Os
extractos de HOAc foram combinados, dilufdos com dgua e liofiliza

dos, originando 862,3 mg do péptido em bruto.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuic®o em con

tracorrente em nBuGH-HDAc-HZO (4:1:5). As fracgBes apropriadas
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foram determinadas por TLC, reunidas, gvaporadas até 2 secura e o
resfduo foi liofilizado 2 partir de HOAc a 173. 0 pSptido foi adi
cionalmente purificado por filtracgZao em gel numa ccluna de 2,6x70
cm ds SephadexR G-15, utilizando HOAc a 1% como eluente. As
fracgBes apropriadas foram recolhidas e liofilizadas. Uma alfquo
ta de 100 mg do péptido foi adicionalmente purificada por HPLC pre
parativa numa coluna Hamilton PRP-1 utilizando CHBCN/HZD/TFA a
0,1%, gradiente de 20-40% de CHsCN, 15 min. As fracgBes apropria
das foram reunidas, evaporadas até % secura e liofilizadas a par-

tir de HOAc glacial, produzindo 22,6 mg do péptido do tftulo.

HPLC: (Hamilton PRP-1, CHBEN/HZD/TFA a 0,1%, gradiente de 5-40%
de CH5CN, 15 min), k'=2,94.
FAB-MS: m/z 1241 (M+H)™

EXEMPLO 63

PreparagZoc de Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-NH;

Uma mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-BHA foi preparada como acima., O péptido
foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/l ml de ani-
sol, a 092C durante 50 min. Apé6s remogdo do HF sob vécuo, a resi-
na foi lavada com éter, seca ao ar e extralda cam 3 x 30 ml de
HOAc a 1% e 3 x 30 ml de HOAc a 10%5. Os extractos de HOAc foram

ccmbinados e liofilizados originando 144,7 mg do péptido em bruto.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuig¥o em con
tracorrente em nBuOH-HDAc-HZO (4:1:5). As fracg®es apropriadas
foram determinadas por TLC, reunidas, evaporadas até 3 secura, e
0 resfduo foi liofilizadoc a partir de HOAc a 1%, oroduzindo 150
mg do péptido. O péptido foi adicionzlments purificado por fil-
tragdo em gel numz coluna de 2,6 x 70 cm de Sephadex" G-15 uti-
lizando HOAc a 1% como eluente. As fracgBes apropriadas foram

reunidas e liofilizadas, produzindo 101,3 mg do péptido do tftulo.

TLC: (B:A:W 4:1:1) Re=0,65

HPLC: (Hamilton PRP-1, CHBCN/H20/TFA a 0,15, gradiente de 5-40%
de CH3CN, 15 min), k'=2,08.

FAB-MS: m/z 748 (M+H)T
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Andlise dos aminodcidos: (hidrélise em HC1/TFA 2:1 contendo
0,005% p/v de fenol a 1609C durante uma hora): Asp, 1,00; Ser,
C,55; Glu, 0,98; Pro, 1,19; Val, 0,95; Tyr, 0,99,

Exemplo 64
Preparacg3o de Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Dro-Ual-Val-Arg—NHZ

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Ual-Ual-Rrg(Tos)—BHA foi preparada como acima.
0 péptido foi clivado da resina por tratamentoc com 10 ml de HF/1
ml de anisol, a 02C durante 50 min. Ap6s remog@o do HF sob va-
cuo, a resina foi lavada com &ter, seca ao ar e extrafida com
3 x 30 ml de HOAc glacial. 0Os extractos do HOAc foram combinados

e liofilizados originando 329 mg do péptido em brutao.

0 péptido em bruto foi purificado por distribuigZo em con
tracorrente em nBulH-HOAc-H,0 (4:1:5). As fracgBes apropriadas
foram determinadas por TLC, reunidas, evaporadas até a secura e o
fesiduo foi liofilizado a partir ds HOAc a l%, produzindo 79 mg
do péptido do tftulo.

TLC: (B:E:A:W 1:1:1:1) Re=0,46

HPLC: (Altex Ultrasphere Cl8, CHBCN/H2D/TFA a 0,17, gradiente de
5-405 de CH3CN, 15 min), k'=3,71.

FAB-MS: m/z 1003 (#+H)"

Andlise dos aminodcidos: (hidrélise em HC1/TFA 2:1 contendo
C,005% p/v de fenol a 160°C durante 1 hora): Asp, 1,00; Ser,
6,73; Glu, 0,98; Pro, 0,98; Val, 1,84; Tyr, 1,08; Arg, 0,99.

Exemplo 65

Preparagio de AC-Ala—Gln—Asn—Tyr—Dro-Val-Ual-NH2

Meia mmole da resina-pé4ptidilo protegida Afc-Ser(8z1)-
-Gln-ﬂsn—Tyr(BrZ)—Dro—Ual—Ual-Arg(Tos)-SHA foi preparada como z2ci
ma. U péptido foi clivado da rssina por tratamento com 10 ml da
HF/1 ml de anisol, a 09C durante 5C min. Apbs remogdo do HF sob
védcuo, a resina foi lavada com éter, seca zo ar e extraida cam
3 x 30 ml de HOAc glacial. 0Os extractos do HOAc foram combinados

e liofilizados originando 275 mg do péptido em bruto.
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0 péptido em bruto foi purificado por distribuig¥o em con
tracorrente em nBuOH-HOAc-H, 0 (4:1:5). As fracgBes zpropriadas
foram determinadas por TLC,kreunidas, evaporadas até 2 secura, e
0 resfiduo liofilizado a2 partir de HCAc a 1%, produzindo 235 mg do
péptido do titulo.

TLC: (B:E:A:l 1:1:1:1) RF=D,69

HPLC: (Altex Ultrasphere Cl18, CHSCN/HZU/TFA a 0,1%, gradiente de
5-40% de CHCN, 15 min), k'=4,48.

FAB-MS: m/z 831 (M+H)*

Anélise dos aminodcidos: (hidr6lise em HC1/TFA 2:1 contendo
0,005% p/v de fenol a 1609C durante 1 hora): Asp, 1,00; Ala,
0,99; Glu, 0,985 Pro, 0,95; Val, 1,97; Tyr, 1,85.

Exemplo 66
Preparag®o de Ala-Ala-Gln-Asn-Tyr—Pro—Ual-Ual-NHZ

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Boc-Ala-Ala-Gln-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O pépti-
do foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/1 ml de
anisol, a 09C durante 50 min. Apé6s remogd@o do HF sob vécuo, a re
sina foi lavada com &ter, seca 2o ar e extrafda com 3 x 30 ml de
HOAc glacial. Os extractos de HOAc foram combinados e liofiliza-

dos originando 265 mg do péptids em bruto.

Uma alfquota de 75 mg do péptido em bruto foi purificada
por filtrag¥o em gel numa colunma de 2,6 x 70 cm de SephadexC) G-15,
utilizando HOAc a 1% como elusnte. As fracgBes apropriadas foram

reunidas e liofilizadas, produzindo 50 mg do péptido do t{tulo.

TLC: (B:A:W 1:1:1) Re=0,54

HPLC: (Altex Ultrasphare C18, CHBCN/HZO/TFR a 0,15, gradiente de
5-407 de CH3CN, 15 min), k'=4,67.

FAB-MS: m/z 947 (1+H)"

fn&lise dos amino4cidos: (hidr6lise em HC1/TFA 2:1 contendo
0,005% p/v de fenol a 1609C durante 1 hora): Asp, 1,00; Ser,
0,61; Ala, 1,525 Glu, 0,99%; Pro, 0,86%; Val, 1,90; Tyr,
0,98.
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Exemplo 67

Preparag8o de Ac-Cys-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH,

Meia mmole da resina-pé&ptidilo protegida Ac-Cys{MBz)-Gln-
-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada como acima. O p&pti-
do foi clivado da resina por tratamento com 10 ml de HF/l ml de
anisol, a 09C durante 50 min. Ap6s remog%o do HF sob vdcuo, 2 re
sina foi lavada com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de
HOAc glacial. Os extractos do HOAc foram combinados e liofiliza-

dos originando 292 mg do péptido em brutao.

U0 péptido em bruto foi purificado por distribuig3o em con
tracorrente em nBuOH-HOAc-H,0 (4:1:5). As fracgBes apropriadas
foram determinadas por TLC, reunidas, evaporadas até & secura e o
resfduo foi liofilizado a partir de HOAc a 13, produzindo 188 mg
do péptido do titulo.

TLC: (B:E:A:W 1:1:1:1) R=0,67

HPLC: (Altex Ultrasphere C18, EHBCN/HZO/TFA a 0,1%, gradiente de
5-40% de CHsCN, 15 min), k'=3,7.

FAB=MS: m/z 863 (tM+H)"

An&lise dos amino&cidas (oxidagéo com 4cido perférmicc a 0°C du-
rante 4 horas seguida por hidrélise em HCL/TFA 2:1 contendo 0,005%
p/v de fenol a 16C9C durante 1 hora): Cys-SDBH, 0,98; Asp, 1,03;
Glu, 1,005 Pro, 1,13; Val, 1,94; Tyr, 1,78.

Exemplo 68
Praparag3o de Ac-Ser—Gln-Rsn-Tyr-éx3—Pro—Ual—Ual-NH2

Meia mmole da resina-péptidilo protegida Ac-Ser(B8z1)-Cln-
-Asn-Tyr(BrZ)-A 3-Pro-Val-Val-8HA foi preparada como acima. 0O
péptido foil clivado da resinz por trztamento conm 10 ml de HF/1 ml
de 2nisol, a 0°C durante 50 min. ApS§s remozdo do HF sob véicuo, a
resina foi lavada com dter, seca ao ar e extrafda com & x 20 ml
de HOAc glacizl. Os extractos do HOAc foram combinados o liofili

zados originando 250 mg do péptido em bruto.

Uma alfquota de 100 mg do péptido em bruto foi purificada
por filtrag¥o em gel numa coluna dz 2,6 x 70 cm de SephadexC> G-15
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utilizando HOAc 0,2 N como eluente. As fracgBes apropriadas fo-
ram reunidas e liofilizadas, produzindo 41 mg do pé&pticdo do titu
lo.

HPLC: (Altex Ultrasphere C18, CHBCN/HZO/TFA a 0,1%, gradiente de
10-407 de CH,CN, 30 min), k'=3,00.

FAB-MS: m/z 803 (M+H)"

Andlise dos aminodcidos: (hidrélise em HC1/TFA 2:1 contendo
0,005% p/v de fenol a 160°C durante 1 hora): Asp, 1,00; Ser,
0,66; Glu, 0,95; Val, 1,88; Tyr, 0,95.

Exemplo 69
Preparag3o de Ac-Ser—Gly-Asn-Tyr-Dro-Ual-Ual-NHz

A resina-péptidilo protegida Boc-Ser(Bzl)-Gly-Asn-Tyr-
(Brz)-Pro-Val-Val-BHA fol preparada da forma usual numa escala de
0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF 1fquido anidro
a 0°C durante 1 hora. Ap6s remogZo do HF, a resina foi lavada
com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os
extractos do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofilizados originan
do 167 mg do produto em bruto. O péptido em bruto foi dissolvido
em HOAc 2 17 e purificado numa coluna de 2,6 x 70 cnm de Sephadexqa

e liofilizadas, produzindo 138 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 4,17 (Beckman Ultrasphereéa 0Ds, CH
a CHSCN a 407/TFA a G,1%, 15 min)

S (FAB): m/z 776 (M+H)T

Angélise cos aminodcidos: Asp 1,60, Gly 1,03, Pro 0,90, val 1,88,
Tyr 0,80, Ser 0,68.

sCN 2 53/TFA a 0,15

Exemolo 70

Preparac3o de Z—asparaginilamino—3~Fenil-prooil-orclilualil vali-

namida

A resina-péptidilo protegida Boc-ﬂsn—(2~amino—3—€enilpro-
pil)-Val-Val-BHA foi preparada da forma usuzl, numa escala de 0,5
mmol, utilizando o composto do Exemplo 2(d) e o processo do Exem-
plo 15. O péptido foi desprotegido e removida da resina por tra-

tamento com HF anidro (10 ml), em presenga de anisol (1 ml), a Qo
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durante uma hora. Ap6s remogZo do HF sob vécuo, 2 resina foi la
vada com éter etflico, seca a0 ar e em sequida extralfda con

2 x 30 ml de HOAc glacial. Os extractos do HOAc foram combinados
e liofilizados, originando 139,6 mg do péptido em bruto. O pépti
do foi purificado por filtrag3o em gel em Sephadex R G-15 utili-
zando HOAc a 1% como eluente. As fracgBes apropriadas foram com-
binadas, produzindo 81,1 mg do péptido purificado, pico dnico por
HPLC.

HPLC: (Hamilton PRP-1, 5-40% de CH;CN/TFA a 0,1%, 15 min.)
k'=2,47
FAB-MS: m/z 560,5 (M+H)Y.

Exemplo 71

Preparag®o de éster de metilo de (45,55) S5-amino-4-hidroxi-l-oxo-

-6-(4~-hidroxifenil)hexil-valil valina, cloridrato

Ester de metilo de (45,55) 5-(terc-butiloxicarbonil)amino-4-hi-

droxi-l-oxo-6-(4-benziloxifenil-hexil-valil valina

a) A uma solugdo do composto do Exemplo 35(a) (1,08 g,
1,70 mmol) em MeOH, a 0°C, foi adicionado boro-hidreto de sédio
(32 mg, 0,85 mmol) em fracg®es. Apés 30, a reacgZo estava con-
clufda tal como indicado pela TLC, foil dilufda com HC1 agquoso a
5% e extrafda, tr8s vezes, com CH,Cl,. 0Os extractos org&nicos
combinados foram secos (HgSDa), filtrados e evaporados sob pres-
sdo reduzida originandoc uma mistura de isémeros, como um sélido
branco (1,05 g, 975). O0Os is6meros foram elufdos através de uma
coluna de silica de HPLC de 2,54 x 25 cm com CHZClZ:MeDH 40:1 a
um fluxo de 20 ml/min. O isémeroc desejado (4S), que eluiu em pri
meiro lugar aos 14,5 min, foi recolhido e evaporado, originando o

composto do tftulo como um sélido branco (255 mg, 347).

RMN (CDCL4): 67,43 (5H, m), 7,02 (4H, dd), 6,40 (1H, d), 6,32
(1H, d), 5,04 (2H, s), 4,50 (2H, m), 4,26 (2H, m), 3,70 (3H, s),
2,71 (2H, m), 2,43 (2H, m), 2,11 (2H, m), 1,39 (9H, s), 0,91
(12H, m).

MS (FAB): m/z 642,4 (M+H)'.



69 585
SKB CASE 14415 Iy,

-1l1l6-

Ester de metilo de (4S,55) S-amino-4-hidroxi-l-oxo-6-(4-benziloxi-

fenil )hexil-valil valina, cloridrato

b) 0 composto do Exemplo 71(a) (295 mg, 0,46 mmol) foi
dissolvido em 4cido trifluoroacético puro (1 ml) e agitado duran-
te 3 min. A solugZo foi evaporada sob pressdo reduzida, dissolvi
da em MeOH, tratada com HCl concentradeo (3 gotas) e evaporada sob
pPressdo reduzida, originando o composto do tfitulo como um s6lido

branco.

Exemplo 72
Preparac#o de éster de metilo de (45,55) 5-(alanilalanil)amino-4-

-hidroxi-l-oxo-ﬁ-(a—hidroxifenil)hexil-valil valina, sal do Aacido

acético

Ester de metilo de (aS,55)—5—(carbobenziloxialanilalanil)amino-é-

-(A-benziloxi)fenil-a-hidroxi-(l-oxo)hexil-ualil valina

a) Uma solug¥o de carbobenziloxialanilalanina (56 mg,
0,19 mmol) em THF foi arrefecida até -409C sob uma atmosfera de
drgon. A esta soclugdo foi adicionada N-metilmorfolina (28 ml,
0,251 mmol), seguida por cloroformato de isobutilo (25 mg, 0,19
mmol). A mistura reaccional foi agitada durante 15 min e mais N-
-metil morfolina (28 ml, 0,251 mmol) foi adicionada, seguida pelo
composto do Exemplo 71(b) (100 mg, 0,173 mmol). A mistura resul-
tante foi agitada durante 30 min 2 -409C, aquecida ats 3 tempera-
tura ambiente e agitada durante 16 h. A mistura foi dilufda com
acetato de etilo:CH2Cl2 1:1, e lavada sucessivamente com HC1 aguo
so a 5%, NaHCO3 aquosc a 5% e NaCl saturado. A solucg3o foi seca
(MgSDQ), filtrada e evaporadz saob pressdo reduzida. 0 residuo sé
lido foi elufdo através de uma coluna de gel de sflica de HPLC de
1" % 25 cm com CHElB:NeGH:HQD 95:5:0,5 originando o composto da
tfitulo como um s6lido branco (96 mg, 775

RMN (cojoo/coc13): ® 7,15 (104, m), 6,80 (4H, dd), 4,90 (2H, s),
4,81 (2H, s), 3,90 (2H, q), 3,75 (1H, m), 3,51 (34, s), 3,36 (1H,
m)s, 2,59 (2H, m), 2,11 (2H, m), 1,98 (3H, m), 1,48 (2H, m), 1,10
(84, m), 0,76 (12H, d).

MS (FAB): m/z 813,3 (M+H)".
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éster de metilo de (45,55) 5-(alanilalanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-

-6-(4-hidroxifenil)hexil-valil valina, sal do &cido acético

b) A uma solug3o do composto do Exemplao 72(a) (90 mg,
0,11 mmol) em &cido acltico foi adicionado paléddio a 10% em carbo
no activado (90 mg). O gés hidrogénio foi borbulhado por meio de
um bal%o de vidro através da soluc®o, durante 60 min, sendao, em
seguida, a mistura sob agitagZo mantida sob uma atmosfera de hi-
drogénio, durante 14 h. A suspens¥o foi filtrada através de uma
almofada de CeliteR e evaporada sob press#o reduzida originando

o composto do tftulo como um s6lido branco (74 mg, 98%)

RMN (CDBDD/CDClB): ® 7,06 (1H, d), 6,78 (4H, dd), 4,29 (1H, d),
4,16 (1H, m), 4,03 (1H, d), 3,60 (3H, s), 2,62 (2H, m), 1,85 (7H,
br m), 1,57 (2H, m), 1,16 (6H, m), 0,80 (12H, d).

MS(FAB): m/z 594,4 (M+H)™.

Exemplo 73

Preparac¥o de éster de metilo de (45,55)-5-alanilamino-4-hidroxi-

-l-oxo0-6-(4-hidroxifenil)-hexil-valil valina, sal de 4cido acético

Ester de metilo de (45,55) 5-(carbobenziloxialanil)amino-a-hidro-

xi-l-0xo-6-(4—benziloxifenil)hexil—ualil valina

a) Utilizando o processo do Exemplo 72(b), substituindo
por carbobenziloxialanina (34 mg, 0,15 mmol) a carbobenziloxiala-
nil alanina, e utilizando N-metilmorfolina (44 ml, 0,40 mmol; =adi
cionada em duas porgBes iquais), cloroformato de isobutilo {20
ml, 0,15 mmol) e o composto do Exemplo 71(b) (79 mg, 0,137 mmol),
foi preparado o composto do tftulo. O produto em bruto foi puri-
ficado por cromatografia de coluna utilizando gel de sflica, eluin
do com NeDH:CHCl3 5:95, para originar o composto do tfitulo como um
s6lido branco (60 mg, 82%).

RMN (CDBDD/CDClj): 57,13 (10H, m), 6,81 (4H, dd), 4,92 (2H, s),
4,70 (2H, s), 4,21 (1H, m), 3,96 (2H, d), 3,76 (1H, m), 3,55 (3H,
s), 3,34 (14, m), 2,61 (2H, m), 2,12 (2H, m), 1,89 (3H, m), 1,48
(2H, m), 1,04 (4H, d), 0,71 (12H, d).

MS (FAB): m/z 747,3 (MeH)Y,
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Ester de metilo de (45,55)-5-alanilamino-4-hidroxi-1-oxo-6-(4-

-hidroxifenil)hexil-valil valina, sal de &cido acético

b) O composto do tftulo foi produzido por um processo
id8ntico ao do Exemplo 72(b), substituindo pelo composto do Exem
plo 73(a) (60 mg) o composto do Exemplo 72(a), origimando o com-
posto do tfitulo como um sélido branco (52 mg, 100%

RMN (EDBDD/CDC13): 8,19 (1H, d), 7,95 (1H, d), 7,70 (1H, d),
6,78 (4H, dd), 4,15 (2H, m), 3,95 (1H, m), 3,73 (1H, q), 3,58
(3H, s), 3,43 (1H, m), 2,66 (2H, m), 2,21 (2H, t), 1,90 (3H, m),
1,53 (2H, g), 1,36 (3H, d), 1,17 (2H, br), 0,93 (24, m), 0,78
(12H, d).

MS (FAB): m/z 523,2 (M«H)',

Exemplo 74
Preparacg@o de éster de metilo de (45,55) 5-(terc-butiloxicarbonil-

alanil)amino-a-hidroxi-l-oxo-s-(a-hidroxifenil)hexil-ualil valina

0 composto do titulo foi preparado por um processo identi
co ao do Exemplo 72(a), substituindo por t-butiloxicarbonilalani-
na (52 mg, 0,275 mmol) a carbobenziloxialanil alanina, e utilizan
do o composto do Exemplo 71(b) (144 mg, 0,25 mmol), N-metil morfo
lina (79 ml, 0,724 mmol; em duas porgBes) e cloroformato de iso-
butilo (36 ml, 0,275 mmol). O produto em bruto foi purificado
por eluig¥o através de uma coluna de gel de sflica com MeDH:CH2C12
1:25 até um s6lido branco (55 mg, 55%). Uma porg3oc deste produto
(12,5 mg, 0,0172 mmol) foi agitada em 4cido acético com palédio a
10/ em carbono activado (10 mg). O ga8s hidrogénioc foi borbulhado
através da solugZo, por meio de um balZo de vidro, durante 60 min
sendo, em seguida, a mistura mantida sob uma pressdo de hidrogé-
nic positiva durants 14 h., A suspensdo foi filtrada através do
umz 2lmofada de CeliteR e evaporada sob press3o reduzida, origi-

nando o composto do tftulo como um sélido branco (7,5 mg, 70%).

RMN (CDBUD/CDC13): § 6,72 (4H, dd), 4,23 (1H, d), 3,65-3,92 (3H,
m)y 3,54 (3H, s), 3,38 (2H, m), 2,60 (2H, m), 1,62-2,20 (5H, m),
1,49 (3H, m), 1,26 (9H, s), 1,04 (5H, m), C,77 (12H, d).

¥S (FAB): m/z 623,3 (M+H)".
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Exemplg 75
Preparac3o de &ster de metilo de (45,55) 5-(@9-a1anil)a1anil)ami-

no-4-hidroxi-l-oxo0-6~(4-hidroxifenil )hexil-valil valina, clori-

drato

Ester de metilo de (45,55) 5-((carbobenziloxi~B-alanil)alanil)-

amino-4-hidroxi-l-oxo-6-(4-hidroxifenil)hexil-valil valina

a) A uma solug3o de carbobenziloxi-B-alanina (23 mg, 0,105
mmol), e hidroxibenzotriazol (26 mgy 0,19 mmol) em OMF (D,B ml),
foi adicionada diciclo-hexilcarbodiimida (22 mgs; 0,105 mmol) e a
mistura foi agitada & temperatura ambiente durante 20 min, A es-
ta solug3o foi adicionada N-metilmorfolina (32 m1, 0,29 mmol) e o
composto do Exemplo 73(b) (50 mg, 0,0956 mmol). A soluc®o foi
deixada sob agitagZo 2 temperatura ambiente durante § dias e foi,
em seguida, dilufda com CHCl3 e lavada sucessivamente com HC]l a
10%, NaHCO, aguoso a 5% e H,0. A camede orglnica foi seca (MgSDa),
filtrada e evaporada sob press3o reduzida até um s6lido branco
(44 mg). O produto foi elufdo através de uma coluna de sflica de
HPLC de 2,54 x 25 cm com MeDH:CHCl3 6:96 originando o composto do
tftulo como um sélido branco (12 mg, 20%).

RMN (CDBOD/CDClB): $7,51 (1M, d), 7,30 (1H, d), 7,18 (5H, br s),
6,94 (1H, d), 6,69 (4H, dd), 4,90 (2H, s), 4,19 (LH, m), 3,82 (1H,
m), 3,56 (3H, s), 3,42 (1H, m), 3,18 (3H, m)s, 2,59 (2H, m), 2,15
(44, m), 1,90 (2H, m), 1,49 (2H, m), 1,08 (3H, d), 0,80 (12H, d).
¥S (FAB): m/z 728,3 (MsH)'.

Ester de metilo de (45,55) 5—((/3—alanil)alanil)amino-a—hidroxi—

-l-0x0-5-(4~hidroxifenil)hexil-yalil valina, cloridrato

b) A uma solug@o do composto do Exemplo 75(a) (11 mg,
0,015 mmol) em MeOH, foi adicionado palddio a 10, em carbono acti
vade (5 mg). O gds hidrogénio fci borbulhado através da solugZo,
por meio de um balZ%o de vidro, durante 1 h, e, em seguida, a mis-
tura sob agitag¥o foi mantida sob hidrogénio (l,Ul3xle Pa) duran
te 14 h. A suspensZfo foi filtrada atravéds de uma almofada de Ce-
liteC> » € foram adicionadas diversas gotas de HCl concentrado. A

solugdo foi evaporada sob pressdo reduzida originando o composto
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do tfitulo como um s6lido branco (10 mg, 95%).

RMN (CD50D/CDCL5): © 7,60 (1H, d), 6,59 (4H, dd), 4,06 (1H, t),
3,89 (2H, m), 3,66 (1H, m), 3,44 (3H, s), 3,27 (1H, m), 2,72 (2H,
m), 2,41 (5H, m), 1,98 (2H, t), 1,79 (3H, m), 1,32 (2H, m), 1,07
(1H, m), 0,94 (3H, d), 0,67 (12H, d).

Exemplo 76

Preparag3o de éster de metilo de (45,55) 5-amino-4~hidroxi-l-oxo-

-6-fenil-hexil-valil valina, cloridrato

Ester de metilo de (45,55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-4-hidro-

Xi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina

a) A uma solug3o do composto do Exemplo 34(a) (4,59 g,
8,61 mmol) em MeOH (150 ml), a 0eC, foi adicionado boro-hidreto
de s6dio (0,33 gy, 8,7 mmol). A mistura resultante foi deixada
aguecer até & temperatura ambiente e foi agitada durante 30 min.
A mistura foi vertida em HCl a 5% (500 ml) e extrafda com CH,C1

(3 x 100 ml). Os extractos orgénicos combinados foram secos

2

(MgSDa), filtrados e evaporados sob press3o reduzida, originando
uma mistura de estereoisfmeros. O resfduo foi dissolvido em MeOH
a E%CHCl3 (70 ml), filtrado e purificado em lotes por HPLC utili-
zando uma coluna de sflica de 5,08 x 25 cm e eluindo com MeOH a
2%/CHC13. 0 is6mero desejado (4S) eluiu primeiro, foi recolhido
& evaporado sob press¥o reduzida, originandc o composto do tftulo
(1,23 g, rendimento de 27%).

RMN (c0513): 67,27 (SH, m), 6,9¢ (1H, d), 6,76 (1H, d), 5,10 (1H,
d), 4,51 (1H, dd), 4,36 (1H, br t), 3,74 (3H, s), 3,70-3,50 (3H,
m)s 2,89 (2H, d), 2,40 (2H, m), 2,24-2,00 (2H, m), 1,95-1,65 (2H,
m), 1,38 (9H, s), 0,91 (12H, m).

MS (FAB): m/z 536,2 (tisH)".

Ester de metilo de (as,ss) S-amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-

~valil valipa, cloridrato

b) O péptido do Zxemplo 76(a) (l,O 9, 1,87 mmol) foi tra
tado com 4cido trifluorocacético (5 ml), e a mistura resultante

foi agitada durante 10 min. Foi adicionado metanol (25 ml), se-
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guido por HCl conc. (0,20 ml). O solvente foi evaporado sob pres
s8o reduzida; foi adicionado EtZD ao residuo e reevaporado, pro-
duzindo o composto do titulo como um pé branco o qual foi utiliza

do sem purificag3o ulterior.

RMN (CD50D): & 7,30 (5H, m), 4,26 (2H, m), 3,69 (3H, s), 3,60

(1H, m), 3,34 (1H, m), 3,07 (1H, dd), 2,88 (1H, dd), 2,40 (2H, m),
2,08 (2H, m), 1,80 (2H, m), 0,9 (12H, m).

MS (FAB): m/z 436,2 (M+H)™.

Exemplo 77
Preparac®o de (45,55) 5-(alanil)amino-d-hidroxi—l-ox0-6-Fenil—he—

xil-valil valina, sal de &cido acético do &ster de metilo

Ester de metilo de (45,55) 5-(carbobenziloxialanil)amino-4—-hidro-

xi-l-oxo0-6-fenil-hexil-valil valina

a) A uma solugdo de carbobenziloxialanina (413 mg, 1,85
mmol) em THF anidro (5 ml) a -409C sob uma atmosfera de 4rgon foi
adicionada N-metil morfolina (0,24 ml, 2,2 mmol), seguida por clo
roformato de isobutilo (0,240 ml, 1,85 mmol). Apé6s agitag¥%o du-
rante 20 minutos, foi adicionada mais N-metilmorfolina (D,2a ml,
2,2 mmol), seguida por uma solug3o do composto do Exemplo 76(b)
(0,83 g, 1,76 mmol) em THF (10 ml). A mistura resultante foi dei
xada aguecer até 3 temperatura ambiente e agitada durante toda a
noite. A mistura reaccional foi dissolvida em £t0Ac, e lavada sy
cessivamente com HCl = 107, NaHCO; aguoso a 5% e H 0, e, em segui
da, saca (MQSDQ). A filtrag3o e a remogdo do solvente in vacuo
originaram um s6lido branca, o qual foi purificado por cromatogra
fia flash eluindo com um gradiente de solvente de 4 a 107 de MeOH/
/CHCl3 (0,975 g, rendimento de 86%).

RMN (CDBOD): & 7,34 (5H, m), 7,23 (5H, m), 5,09 (2H, s), 4,32
(14, d), 4,19 (1H, d), 4,09 (2H, m), 3,71 (3H, s), 3,60 (1H, m),
2,85 (2H, m), 2,30 (2H, m), 2,10 (2H, m), 1,70 (24, m), 1,23 (3H,
d), 0,94 (12H, m).

MS(FAB): m/z 641,3 (MeH)™.
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(45,55) 5-(2lanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil va-

lina, sal do &cido acético do 8ster de metilo

b) A uma solugdo do composto do Exemplo 77(a) (969 mg,
1,51 mmol) em MeOH:HOAc 1:1 (15 ml) foi adicionado palddioc a 10%
em carbono activado (100 mg). O géds hidrogénio foi introduzido
na mistura, a qual foi, em seguida, mantida sob uma atmosfera de
hidrogénio durante 18 h. A mistura reaccional foi filtrada atra-
vés de uma almofada de CeliteCD e evaporada sob pressfo reduzida
originando o composto do tftulo como um sélido branco (0,84 gy

rendimento de 98%).

RMN (CD300): & 7,25 (5H, m), 4,32 (1H, d), 4,21 (1H, d), 4,10
(1H, br t), 3,77 (1H, q aparente), 3,71 (3H, s), 3,60 (1H, br t),
2,96 (1H, dd), 2,83 (1lH, dd), 2,35 (2H, t), 2,08 (2H, m), 1,96
(3H, s), 1,70 (2H, m), 1,44 (3H, d), 0,95 (12H, d).

MS (FAB): m/z 507,2 (M+H)'.

Exemplo 78

Preparacdo de éster de metile de (45,55) S{alanilalanil)amino—d—
-hidroxi-l-oxp0-6-fenil-hexil-valil valina

rd

Ester de metilo de (45,55) 5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-4-

~hidroxi-l-pxo-6-fenil-hexil-valil vzlina

a) A uma solugZo de carbobenzilexialanina (337 mg, 1,51
mmol) & N-metil morfolina (0,198 ml, 1,80 mmol) em THF anidrc (10
ml), a -402C sob uma atmosfera de &rgon, foi adicionado clorofor-
mato de isobutilo (0,196 ml, 1,51 mmol) durante um perfodo de 10
min. Ap6s agitegdo durznte mais 20 min, mais N-metil morfolina
(0,198 ml, 1,80 mmol) foi adicionzda seguida por uma sclucg3c do
composto do Exemplo 77(b) (0,84 g, 1,48 mmol) em THF (20 ml). Foi
adicionzda dimetilformamida (10 ml) 2 o banho de temperaturz fria
foi removido brevemente para facilitar z agitagdo. A mistura rezsc
cional foi re-arrefecidz para -409C, deixada aquecer gradualmente
2té 3 temperaturz ambiente e agitaeda durante todz = ncite. A mis
tura reaccional foi dissolvida em Fe=OHA 2 lD}é/EHCl3 (500 ml) e lz
vada sucessivamente com H20 (200 ml), HC1 a 107 (200 ml) e H.O

2
(200 ml). O extracto crglnica foi evaporadc sob pressX®o reduzida
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e o resfduo foi dissolvido em CHC1;:MeOH:H,0 80:20:2 (22 ml). A

solugdo foi purificada, em tr&s porgBes, por cromatografia flash,
eluindo com CHClB:MeDH:H2D 90:10:1, originando o produto em bruto
com um s6lido branco-sujo (950 mg). Este material foi dissolvido
em MeOH a 5%/CHCJ_3 (75 ml), filtrado e zdicionalmente purificado

em fracgBes de 8 ml cada por HPLC utilizando uma colunz de sf{lica
de 1" x 25 cm eluindo com MeOH a 5%/CHC13, originando o composto

do titulo como um s6lido branco (721 mg, rendimento de 68%).

RMN (CD30D/CDClj): ® 7,35 (5H, m), 7,22 (5H, m), 5,12 (2H, d),
4,36 (1M, d), 4,29 (1H, q), 4,16 (2H, m), 4,05 (1H, m), 3,73 (3H,
s), 3,57 (1H, m), 2,92 (1H, dd), 2,81 (1H, dd), 2,32 (2H, m),

2,09 (2H, m), 1,72 (2H, m), 1,36 (3H, d), 1,27 (3H, d), 0,94 (12H,
2 d em sobreposicg3o).

MS (FAB): m/z 712,4 (M¢H)T.

Ester de metilo de (45,55) 5-(alanilalanil)amino=4-hidroxi-l-oxo-

-6-fenil-hexil-valil valina

b) A uma soluco do composto do Exemplo 78(a) (715 mg,
1,01 mmol) em MeOH (45 ml) foi adicionado paléddio a 103 em carbo-
no activado (100 mg). O gés hidrogénio fci introduzido nz mistu-
ra reaccional a qual foi, em seguida, mantida sob uma atmosfera
de hidrogénio durante 48 h. A mistura foi filtrada, e o solvente
foi removido in_vacuo, originando o composto do titulo como um sé
lido branco (599 mg, rendimento de 1007%).
REN (CD,0D): S 7,24 (5H, m), 4,32 (2H, m), 4,21 (1H, d), 4,03
(1H, br t), 3,94 (1H, q), 3,71 (3H, s), 3,59 (1H, br t), 2,86
(2H, 2 dd em sobreposig¥o), 2,31 (2H, t), 2,07 (2H, m), 1,68 (2H,
m), 1,52 (3H, d), 1,32 (3H, d), 0,94 (12H, d em sobreposicg3o).
M3 (FAB): m/z 578,3 (M+H)" .

txemplo 79
Preparac¥oc de éster de metilo de (45,55) 5-(alanilalanil)amino-4-

-hidroxi-l-oxo-6-ciclo-hexil-hexil-valil valina

A uma solug®o do composto do Exemplo 78(b) (5,4 mg, 9,4
mmol) em MeOH (5 ml) foi adicionado DtDZ (10 mg), e a mistura re-

sultante foi agitada num hidrogenador de Parr a 4,14 x 105 Pa de
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H2 durante 2 d. A mistura foi filtrada e o solvente foi removido
in vacuo, originando o composto do titulo como um s6lido branco

(3,4 mg, rendimento de 62)3).

RMN (CD50D): & 4,42-4,15 (3H, m), 3,97 (2H, m), 3,71 (3H, s),
3,52 (1H, m), 2,35 (2H, t), 2,10 (2H, m), 1,85 (1H, br d), 1,80-
-1,15 (21H, m), 1,65 (12H, m).

MS (FAB): m/z 584,4 (MeH)',

Exemplo 80
Preparac8o de éster de metilo de (45,55) 5—(serilalanilalanil)-

amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina, sal do 4cido

acético

Ester de metilo de (45,55) 5—(carbobenziloxi—(D-Fenilmetil)seril-

alanilalanil)amino-a-hidroxi-l-ox0—6-Fenil-hexil-valil valina

a) A uma soclugdo de carbobenziloxi-(D-benzil)serina (311
mg, 0,945 mmol) e N-metil morfolina (130 ml, 1,20 mmol) em THF
(20 ml, a -409C, foi adicionado cloroformato de isobutilo (123
ml, 0,945 mmol) durante um perfodo de 10 min. Ap6s agitacso du-
rante mais 30 min, foi adicionado o composto do Exemplo 78(b)
(520 mg, 0,900 mmol) em OMF a 20%/THF (25 ml). A mistura resul-
tante foi deixada aquecer lentamente até 2 temperatura ambiente e
foi agitada durante 20 h. A mistura foi dilufda com CHCl3 (150 ml)
e lavada com HZD (2x). @ extracto orglnico foi evaporado sob
pressdo reduzida. 0 resfduo s6lido (870 mg) foi purificado por
cromatografia flash, eluindo com MeOH a lO%/CHElB, originzando ma-
terial o qual era aindz ligeiramente impuro (640 mg). O produto
foi dissolvido em teOH a 4%/CHC13 (20 ml1), filtrado e adicional-
mante purificado por HPLC, em 6 fracgBes, utilizando uma coluna
de silica de 2,54 x 25 cm eluindo com FeOH a aﬁ/CH2c12 para origi
nar o composto do titulo como um sélido branco (414 mg, rendimen-
to de 52%).

RMN (CDBDD/CDCLB): & 7,10 (10H, m), 7,01 (5H, m), 4,94 (2H, s),

4,35 (2H, s), 4,25-3,80 (6H, m), 3,55 (2H, m), 3,52 (3H, s), 3,38
(1H, m), 2,73 (1H, dd), 2,63 (1H, dd), 2,10 (2H, m), 1,90 (2H, m),
1,57 (24, m), 1,17 (3H, d), 0,93 (3H, d), 0,73 (12H, d em sobrepo
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MS (FAB): m/z 889,4 (M+H).

Ester de metilo de (45,55) 5-[‘(U-fenilmetil)serilalanilalanil_7-

amino—l—ox0—6—Fenil—hexil—ualil'ualina, sal de 4cido acético

b) A ume mistura do composto do Exemplo 80(a) (409 mg,
0,461 mmol) em MeOH:HOAc 2:1 (15 ml), foi adicionado palddio a 10%
em carbono activado (80 mg). O g&s hidrogénio foi introduzide na
mistura reaccional, a qual foi, em seguida, mantida sob uma atmos
fera de hidrogénio durante 16 h. A mistura foi filtrada através
de Celite(> » 8 evaporada sob press%o reduzida, originando o com-

posto do tftulo como um s6lido branco (353 mg, rendimento de 94%)

RMN (CDC15): © 7,31 (5H, m), 7,24 (5H, m), 4,58 (2H, s), 4,42-
-4,18 (4H, m), 4,05 (1H, m), 3,94 (1H, m), 3,85-3,70 (2H, m),
3,70 (3H, s), 3,58 (1H, m), 2,91 (1H, dd), 2,81 (1lH, dd), 2,30
(2H, m), 2,12 (2H, m), 1,98 (3H, s), 1,72 (2H, m), 1,37 (3H, d),
1,22 (3H, d), 0,94 (12H, m).

MS (FAB): m/z 755,3 (M+H)".

Ester de metilo de (45,55) 5-(serilalanilalanil)amino-4-hidroxi-

-l-oxo-6-fenil-haexil-valil valina, sal de 4cido acético

c) A uma solug3o do composto do Exemplo 80(c) (353 mg,
0,46 mmol) em MeOH (20 ml) foi adicionado palé&dio a 10% em carbo-
no activado (85 mg). O g&s hidrogénio foi introduzido na mistura,
a qual foi, em seguida, mantida sob uma atmosfera de hidrogénio
durante 2 dias. Foi adicionado 4cido acético (5 ml), seguido por
mais Pd a 103/C (150 mg). Ap6s agitag3o durante mais 4 dias sob
uma atmosfera de hidrogénio, a mistura reaccional foi filtrada
através de CeliteG’ » & 0 solvente foi evaporado sob prassdo redy

zida, originando o composto do tftulo (273 mg, rendimento de 838%).

RN (CD0D): $ 7,25 (5H, ), 4,43-4,18 (4H, m), 4,05 (1H, br t),
5,85 (2H, m), 3,70 (3H, s), 3,59 (2H, m), 2,92 (1H, dd), 2,80 (1H,
dd), 2,38 (2H, m), 2,07 (2H, m), 1,96 (3H, s), 1,71 (2H, m), 1,40
(34, d), 1,25 (3H, d), 0,94 (12H, m).

MS (FAB): m/z 665,35 (M+H)T.
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Preparag®o de éster de metilo de (45,55) 5-/ (D-seril)alanilala-

niL;7amino-a-hidroxi-l-oxD-6-Fenil—hexil-valil valina

éster de metilo de (45,55) 5-((carbobenziloxi-D-seril)alanilala-

nil)amino-a-hidroxi—l-ox0-6-Fenil-hexil-valil valina

a) A uma solug3o de carbobenziloxi-D-serina (8,4 mg, 35
mmol) e hidroxibenzotriazol (9,5 mg, 70 mmol) em DMF (8 gotas,
fol adicionada diciclo-hexilcarbodiimida (7,2 mg, 35 mmol), e a
mistura resultante foi agitada durante 20 min. Foi adicionado o
composto do Exemplo 78(b) (20 mg, 35 mmol), sequido por mais DMF
(7 gotas), e a mistura foi agitada durante 2 dias. A mistura foi
dilufda com MeOH a lD%/CHCl3 e lavada sucessivamente com HC1l a
10%, NaHCD3 aquoso a 5% e H
e o residuo foi purificado por cromatografia flash, eluindo com

20. 0 sclvente foi removido in vacuo

MeOH a lD%/CHCl3, para originar o composto do tftulo (4,2 mg,

rendimento de 14%).

RMN (CDClB)CDBDD): % 7,26 (SH, s), 7,17 (5H, m), 5,11 (1H, d),
4,96 (1H, d), 4,35-4,10 (5H, m), 3,96 (1H, m), 3,83 (1H, dd),

72 (1H, dd), 3,64 (3H, s), 3,47 (1H, m), 2,87 (1H, dd), 2,72
1H, dd), 2,34-1,95 (4H, m), 1,70 (2H, m), 1,34 (3H, d), 1,24

3H, d), 0,87 (12H, d).

5 (FAB): m/z 799,5 (M+H)™.

Ester de metilo de (45,55) 5—((D-seril)alanilalanil)amino-a—hi—

droxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina

b) A uma solug3do do composto do Exemplo 81(a) (3,9 mg,
4,9 mmol) em MeOH (2 ml), foi adicionado palédio a 105 em carbo-
no activado (2 mg). O g&s hidrogénic foi introduzido nz mistura
reaccional, a qual foi, em seguida, mantida sob uma atmosfera de
hidrogénio durante 2 d. A misturz foi filtrada através de Celi-
te() e evaporada sob press3o reduzida, originando o composto do

tftulo como um sélido branco (3,4 mg, rendimento de 983%).
R MN (CDBDD): S 7,22 (5H, m), 4,25 (44, m), 4,05 (1H, m), 3,82 (2H,

m)y 3,69 (34, s), 3,55 (1H, m), 2,90 (1H, dd), 2,78 (1H, dd),
2,29 (2H, br t), 2,05 (2H, m), 1,69 (2H, m), 1,37 (3H, d), 1,25
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(34, d), 0,92 (12H, d em sobreposic@o).
MS (FAB): m/z 665,4 (M+H)".

Exemplo 82
Preparag8o de éster de benzilo de (4RS,55) 5-amino-6-(4-benzilo-

xi)fenil-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina, cloridrato

éster de benzilo de (55) 6-(4-benziloxi)Fenil-5-(t-butiloxicarbo—

nil)amino-(1,4-dioxo)hexil-valil valina

a) A uma solug®o do composto do Exemplo 13(c) (43 mg,
0,10 mmol) em THF, a -402C sob uma atmosfera de drgon, foi adicig
nada N-metil morfolina (16 ml, 0,14 mmol) , seguida por cloroforma
to de isobutile (13 ml, 0,10 mmol). Apés agitaclc durante 15 min,
foi adicionada mais N-metil morfolina (16 ml, 0,14 mmol), sequida
por cloridrato de éster de benzilo de valil valina (51 mg, 0,15
mmol). A mistura resultante foi deixada aquecer até a temperatu-
ra ambiente e agitada durante toda a noite. A mistura reaccionpal
foi dilufda com HC1 a 5% e extrafda com CHC1, (3x). DOs extractos
organicos combinados foram evaporados e o resfduo foi purificado
por cromatografia flash eluindo com MeDH:CHCl3 1:25, originando o
composto do tftulo como um sé6lido branco (62 mg, rendimento de
100%).

RMN (CDC15): 6 7,34 (10H, m), 7,07 (2H, d), 6,89 (2H, d), 64552
(14, d), 6,31 (1H, d), 5,2 (1H, m), 5,16 (2H, dd), 5,02 (2H, s),
4,59 (1H, dd), 4,49 (1M, dd), 4,30 (1H, dd), 3,08 (1H, dd), 2,84
(3H, m), 2,46 (2H, m), 2,13 (2H, m), 1,86 (1H, br s)y, 1,39 (9H,
s), 0,91 (12H, m).

Ester de benzilo de (4RS5,55) 6-(4-benziloxi)fenil-5-(t-butiloxi-
carbonil)amino-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina

b) A uma solucHo do composto do Exemplo 82(a) (61 mg,
0,10 mmol) em MeOH:CH,C1l, 5:1 (6 ml) foi adicionado boro-hidreto
de sédio (5 mg, 0,13 mmol) e a mistura resultante foi agitada du-
rante 20 min. A mistura reaccional foi dilufda com HC1 aquoso a
5% e extrafda, diversas vezes, com CH2C12. Os extractos organi-
cos combinados foram secos (MgSDA), filtrados e evaporados sob

pressd@o reduzida, originando o composto do titulo como um s6lido
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branco (61 mg, rendimento de 100%).

RMN (coc13/c0300): 7,35 (104, m), 7,12 (2H, d), 6,90 (2H, d),
5,17 (2H, dd), 5,02 (2H, s), 4,47 (1H, m), 4,17 (1H, t aparente),
3,68 (1H, m), 3,53 (1H, m), 2,96-2,55 (2H, m), 2,36 (2H, m), 2,19
(1H, m), 2,10-1,81 (2H, m), 1,70 (1H, m), 1,35 (9H, 2 singuletos),
0,91 (12H, m).

MS (FAB): m/z 718,5 (M+H)™.

éster de benzilo de (4RS,55) S-amino-6-(4-benziloxi)fenil-b-hi-

droxi-l-oxo-hexil-valil valina, cloridrato

c) A uma mistura do composto do Exemplo 82(b) (60 mg,
97 mmol) em CH2C12 (2 ml), foi adicionado Acido trifluorocacético
(0,5 ml), e a solug3o resultante foi agitada durante 2 h. Foi
adicionado. metanol, seguido por HC1l concentrado (2 gotas), e a =Ys]
lug3o foi evaporada sob press#%oc reduzida. O resfduo foi tritura-
do com EtZD, originando o composto do titulo como um s6lido bran-

co (56 mg, rendimento de 100%).

RMN (CD50D): & 7,36 (10H, m), 7,20 (2H, d), 6,97 (2H, d), 5,15
(24, m), 5,07 (2H, s), 4,34 (1H, m), 4,21 (1H, m), 3,84-3,53 (1H,
m), 3,44-3,20 (1H, m), 2,97 (1H, m), 2,80 (1H, m), 2,44 (2H, m),
2,15 (1H, m), 2,02 (1H, m), 1,94-1,62 (2H, m), 0,94 (12H, m).

Ester de benzilo de (4RS,55) S5-amino-6-(4-hidroxi)fenil-4-hidroxi-
-l-oxo-hexil-valil valina, cloridrato

c) O composto do Exemplo 82(c) (50 mg) foi dissolvido em
dcido acético e agitado com palddio a 10% em carbono activado (50
mg). O gds hidrogénio foi borbulhado através da solug3o durante
2 h, e a reacgdo foi agitada durante 20 h sob uma atmosfera de hi
drogénio. A suspensZo foi filtrada através de uma almofada de Ce
liteGD & evaporada sob press#@o reduzida, originando o composto do
titulo.

Exemplo B3
Preparac3c de (4RS,55) 5—(serilalanilalanil)amino-6-(a-hidroxi)-

fenil-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina, cloridrato

Ester de benzilo de (4RS,55) Sf[—(t-butiloxicarbonil-(U-Fenilme-
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til)serilalanilalanil)-aming~6~(4~benziloxi)fenil-4=-hidroxi-1-

-oxo0-hexil-valil valina

a) A uma solugHo de t-butiloxicarbonil-(0-benzil)seril-
alanil alanina (46,8 mg, 107 mmol) em THF (1 ml), a -402C sob uma
atmosfera de 4rgon, foi adicionada N-metil morfolina (16,5 ml,
150 mmol), séguida por cloroformato de isobutilo (13,8 ml, 107
mmol). Apé6s agitag8o durante 15 min, foi adicionada mais N-metil
morfolina (16,5 ml, 150 mmol ), seguida por uma solugZo do compos-
to do Exemplo 82(c) (56 mg, 97 mmol) em THF (0,75 ml). A mistura
resultante foi deixada aquecer até 2 temperatura ambiente e agita
da durante toda a noite. A mistura reaccional foi dilufda com
HCl a 5% e extrafda, diversas vezes, com CH,Cl,. Os extractos or
ganicos combinados foram evaporados sob press@po reduzida, e o re-
siduo s6lido foi purificado por cromatografia flash, sluindo com
MeDH:CHCl3 1:9, originando o composto do tftulo (79,5 mg, . rendi
mento de B87%).

RMN (CDE13/CDBUD): 6 7,32 (15H, m), 7,14 (2H, m), 6,84 (2H, m),
5,16 (2H, dd), 5,00 (2H, d), 4,56-4,40 (2H, 2d), 4,21-3,53 (9H,
m), 3,10-2,65 (2H, m), 2,48-2,28 (2H, m), 2,25-2,0 (2H, m), 1,96-
-1,68 (2H, m), 1,50 (9H), 1,39 (3H,d's em sobreposig¥o), 1,17 (3H,
2d's), 0,96 (12H, m).

MS (FAB): m/z 1037,4 (M+H)Y.

(4Rs5,55) 5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino—s-(a-hidro—
xi)fenil-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina

b) A uma solugZo do composto do Exemplo B83(a) (79 mg, 76
mmol), preparada acima, em MeOH:HOAc 3:1 (5 ml), foi adicionado
palddio a 10% em carbono activado (45 mg). Foi introduzido hidro
génio na mistura, a qual foi entsdo mantida sob 1,013 x lD5 Pa de
H2 durante 24 h., A mistura reaccional foi filtrada através de uma
almofada de Celite e o solvente foi removido sob presszo reduzi
da. O resfduo foi purificado por cromatografia flash eluindo com
um gradiente de CHClB:MeUH:HZD:HCD2H de 90:10:1:1 a 80:20:2:1, pa
ra originar o composto do tftulo com um s6lido branco (37,5 mg,
rendimento de 64%).
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RMN (50300): $7,03 (2H, m), 6,66 (2H, m), 4,4-4,05 (5H, m),
4,03-3,50 (4H, m), 3,06-2,54 (2H, m), 2,38 (2H, m), 2,14 (2H, m),
1,96-1,62 (2H, m), 1,48 (9H), 1,38 (3H, m), 1,22 (3H, 2dw), 0,96
(12H, d).

MS(FAB): m/z 767,3 (M+H)".

(4RS,55) 5—(serilalanilalanil)amino-é-(a—hidroxi)Fenil-a-hidroxi-
-l-oxo-hexil-valil valina, cloridrato

c) O composto do Exemplo 83(b) (5,9 mgy, 7,7 mmol) foi
tratado com 4cido trifluoroacétice (0,25 ml), e a solug8o resul-
tante foi agitada durante 90 min. Foi adicionado metanol, sequi-
do por HCl concentrado (1 gota) e a mistura foi evaporada sob
pressd@o reduzida., O resfduc foi triturado com EtZU, originando o

composto do titulo como um p6 branco.

RMN (co3oo)= S 7,03 (2H, m), 6,68 (2H, m), 4,42-4,17 (SH, m),
3,92 (4H, m), 3,04-2,54 (2H, m), 2,33 (2H, m), 2,22-1,97 (2H, m),
1,95-1,55 (2H, m), 1,35 (3H, d em sobreposic3o), 1,26 (3H, d em
sobreposig3o), 0,98 (12H, m).

MS (FAB): wm/z 667,4 (M+H)T.

Exemplo 84

Preparac@io de (4RS,5S) 5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)ami—

no-4-hidroxi-6-(4-hidroxi)fenil-l-oxo-hexil-valil amida

(558) 6-(4-benziloxi)?enil—5-(t-butiloxicarbonil)amino-l,a-dioxo-

-hexil-valil amida

a) A uma solucdo do composto do Exemplo 13(c) (25 mg,
58,5 mmol) em THF, a -409C sob uma atmosfera de drgon, foi adicio
nada N-metil morfolina (9,9/~l, QU)Pmol), sequida por cloroforma-
to de isobutilo (7,6 ml, 58,5 mmol). Rpés agitagdo durante 15
min, foi adicionada valinamida (14 mg, 120 mmol) e a mistura re-
sultante foi deixada aquecer até a temperatura ambiente e agitada
durante toda a noite. A mistura reaccional foi dilufda com HCl a
5% e extrafda, tr8s vezes, com CHClB. 0 solvente foi removido in
vacuo e o resfduo foli purificado por cromatografia flash eluindo
com.MeDH:CHCl3 1:9, para originar o composto do titulo como um sé

lido amarelo (23,5 mg, rendimento de 75%).
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RMN (co3oo/coc13): & 7,36 (5H, m), 7,12 (2H, d), 6,91 (2H, d),
5,05 (2H’ S)s 4,33 (lH, m)9 4,22 (lHy m)’ 3,07 (lH, dd)’ 2,83
(3H, m), 2,52 (2H, t), 2,13 (1H,septeto ), 1,39 (9H, s), 0,97 (6H,

d em sobreposig®o).

(4R5,55) 6-(4-benziloxi)fenil-5-(t-butiloxicarbonil)amino-4-hidro-

Xxi-l-oxo~hexil-valil amida

b) A uma solugZo do composto do Exemplo 84(a) (23 mg, 44
mmol), preparada acima, em CHZClZ:MeUH 1:4 (2,5 ml) foi adiciona-
do NaBH (3 mg, 80 mmol). Apé6s agitag¥o durante 15 min, a mistu-
ra foi dlluida com HCl1 a 5% e extrafda, diversas vezes, com CH2C1
Os extractos org&nicos combinados foram lavados com HZU e secos
(MgSUa). A filtrac%o e a remogdo do sclvente in vacuo fornecerem

0 camposto do titulo como um s6lido branco (23 mg, rendimento de
100%).

RMN (CDBUD/CDClB): ® 7,36 (5H, m), 7,13 (2H, d), 6,90 (2H, d),
5,04 (2H, s), 4,20 (1H, t aparente), 3,67 (1H, m), 3,53 (1H, m),
3,02-2,30 (4H, m), 2,10 (1H, m), 2,02-1,61 (2H, m), 1,35 (9H,
singuletos), 0,97 (6H, d em sobreposigao).

MS (FAB): m/z 528,3 (M+«H)".

LQRS,55)-6-(4-benziloxi)Fenil—S—amino—&—hidruxi-l—oxo-hexil-valil

amida, cloridrato

c) O composto do Exemplo 84(b) (22 mg, 42 mmol) foi dis-
soclvido em 4cido trifluorocacético puro (0,1 ml). Ap6s 1 h, foi
adicionado metanol, seguido por HC1l conc. (2 gotas). A remogdo
do solvente in vacuo originou o composto do tfitulo como um sé6lido

higroscépico (22 mg).

RMN (CD50D): $ 7,35 (S5H, m), 7,20 (2H, 2 dupletos), 6,98 (2H,
dupletos), 5,07 (2H, s), 4,21 (1H, m), 3,83-3,53 (1H, m), 3,47-
-3,21 (1H, m), 2,98 (1H, m), 2,81 (1H, m), 2,43 (2H, m), 2,09
(1H, m), 1,98-1,62 (2H, m), 0,98 (6H, m).

(4RS,55) 5—(t-butiloxicarbonil-ﬁG-Fenilmetil)serilalanilalanil)—

amino-s-(a-benziloxi)Fenil«d—hidroxi-l-cxo-hexil—valil amida

d) A uma solugZo de t-butiloxicarbonil-(0-fenilmetil)-
serilalanil alanina (20 mg, 46 mmol) em THF (1 ml), a -402C sob
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uma atmosfera de 4rgon, foi adicionada N-metil morfolina (8,2 ml,
75 mmol), seguida por cloroformato de isobutilo (6,0 ml, 46 mmol).
R mistura resultante foi agitada durante 15 min, e foi adicionada
mais N-metil morfolina (8,2 ml, 75 mmol), sequida por uma solucgzo
do composto do Exemplo 84(c) (22 mg) em THF (0,8 ml). A mistura
resultante foi deixada aquecer até & temperatura ambiente e agita
da durante toda a noite. A mistura reaccional, a gual sglidifi-
cou durante a noite, foli dissolvida em CHClB:MeDH 1:1 e lavada
com HC1l a 5%. O extracto orgénico foi evaporado sob pressZo redu
zida. O resfduoc (51 mg) foi dissolvido em CHC1;:MeOH:4cido acéti
co 9:1:0,5 (2 ml),aplicado a uma coluna de silica flash de

15,24 x 15 mm e elufdo com EHC13:MeDH 9:1, originando um s6lido
amarelo (19,5 mg). A HPLC analftica (silica; fase mével CH,C1,:
:MeOH 9:1; detector 275 nm) indicou uma proporg%o de 2:1 dos di-
asteredmeros do hidroxi na posigdo 4. A purificag3oc adicional
foi realizada por cromatografia flash em silica utilizando CHClB:
:MeDH:H20 80:20:2, para produzir o composto do titulo (13,8 mg,
rendimento de 39%) como um s6lido branco.

RMN (cosoo/cocls/omso-ds): 7,32 (10H, m), 7,12 (2H, m), 6,82
(24, m), 5,00 (2H, s), 4,19 (5H, m), 4,00 (1H, m), 3,68 (5H, m),
3,10-2,60 (2H, m), 2,42 (2H, m), 2,13 (1H, m), 1,99-1,63 (2H, m),
1,50 (9H, s), 1,37 (3H, d em sobreposic&o), 1,12 (34, d), 0,95
(6H, m).

MS (FAB): m/z B47,5 (M+H)™.

(4RS,55) 5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-a-hidroxi-

-6-(4-hidroxi)fenil-l-oxo-hexil-valil amida

e) A uma solug3o do composto do Exemplo 84(d) (13,8 mg,
16,3 mmol), preparado cima, em MeOH (5 ml) foi adicionado paléadio
a 10% em carbono activado (7 mg). 0 g&s hidrogénio foi borbulado
na mistura resultante a qual foi, em sequida, mantida a l,DlelD5
Pa de H2 durante 24 h., A filtracZo e a evaporag8o do solvente sob
pressdo reduzida forneceram o composto do tftulo como um s6lido
branco (10,7 mg, rendimento de 99%).

RMN (CDBUD): © 7,05 (2H, 2 dupletos), 6,64 (2H, 2 dupletos),
4,18 (5H, m), 3,95 (1H, m), 3,88-3,67 (3H, m), 3,60 (1H, m),
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3,09-2,53 (2H, m), 2,37 (2H, m), 2,11 (1H, m), 2,00-1,65 (2H,
m), 1,47 (9H, 2s), 1,38 (3H, d em sobreposig3o), 1,21 (3H, 2 du-
pletos), 0,95 (6H, m).

MS (FAB): m/z 667,2 (M+H)™.

Exemplo 85

PreparacZo de éster de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-1-hidroxi<2-
-amino-B-ciclo-hexil)propil)ciclopentanocarbonil-valil valina, clo-~

ridrato

Ester de metilo de (1R,2R) 2-(((lS,25)-l-hidroxi-2-t-butiloxicar—
bonilamino-3-Fenil)propil)—ciclopentanocarbonil-valil valina

a) Utilizando o processo do Exemplo 27(a), o composto do
Exemplo 6(b) (54 mg, 150 %mol) reagiu com N-hidroxibenzotriazol
(40 mg, 300 ymol), DCC (33 mg, 170)ﬁmol), N-metil morfolina (40‘H1’
380)~m01) e cloridrato de éster de metilo de valil valina (80 mg,
BDU/Pmol), para originar o composto do tftulo.

Ester de metilo de (1R,2R) 2-(((15,25)-l-hidroxi-Z-t-butiloxicar-

bonilamino-B-ciclo—hexil)propil)-ciclopentanocarbonil-valil valina

b) Uma soluc@o do composto do Exemplo 85(a) (10 mg, 17,4
mmol) em MeOH (3 ml) foi agitada com Pt02 (10 mg) num hidrogena-
dor de Parr a 4,14 x lD5 Pa H2. Ap6s 26 h, a mistura foi filtrada
através de uma almofada de CeliteG§ e evaporada sob pressio reduzi
da. 0 resfduo foi purificado por cromatografia flash eluindo com
EHE13:MeDH 25:1, para originar o composto do tfitulo (9 mg, rendi-

mento de B9%).

RMN (coc13): ® 6,58 (1H, d), 6,44 (1H, d), 4,68 (1H, d), 4,51 (1H,
dd), 4,23 (1H, br t), 3,74 (3H, s), 3,60 (1H, m), 3,47 (1H, m),
2,68 (1H, br t), 2,39-2,02 (4H, m), 2,0-1,5 (12H, m), 1,45 (9H, s),
1,40-1,08 (6H, m), 0,94 (12H, m).

Ester de metilo de (1R,2R)-2-(((15,25)-1-hidroxi-2-amino-3-cic1o-
-hexil)propil)Ciclopentanocarbonil-valil valina, cloridrato

c) O composto do Exemplo 85(b) (9 mg, 15,5 mmol) foi dis
solvido em Acido trifluoroacé&tico puro, e agitado durante diver-~

sos min. A solucg3o foi evaporada sob press#o reduzida, o resfduo
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foi dissolvido em MeOH, e tratado com HCl concentrado. A remog3o

do solvente in vacuo originou o composto do titulo.

Exemglo 86

Preparac8o de éster de metileo de (1R,2R) 2-(((15,25)-l-hidroxi<?-
i;erilalanilalanil)amino-B-ciclu—hexil)propil)ciclopentanocarbo-

nil-valil valina, cloridrato

Ester de metilo de (1R,2R) 2-(((15,25)=1-hidroxi=2-(t-butiloxi-

carbonil-(D-fenilmetil)serilalanilalanil)amino—B-ciclo-hexil)pro-

pil)ciclopentanocarbonil-valil valina

a) A uma solugZo de t-butiloxicarbonil-(0-benzil)seril-
alanil alanina (6,6 mg, 15 mmol) em THF (0,5 ml), a -40°C sob uma
atmosfera de 4rgon, foi adicionada N-metil morfolina (2,2 ml, 20
mmol), seguida por cloroformato de isobutile (2,0 ml, 15 mmol).
mistura resultante foi agitada durante 15 minutos, e mais N-metil
morfolina (2,2 ml, 20 mmol) foi adicionada, seguida por uma solu-
§3%0 do composto do Exemplo 85(c) (15 mmol) em THF (0,5 ml). A mis
tura resultante foi deixada aquecer até a temperatura ambiente, e
foi agitada durante toda a noite. A mistura foi dividida entre
EtOAc e HC1 dilufdo. U extracto org8nico foi lavado com NaHCD3
aquoso, NaCl aquoso saturado, e seco (MgSOa). A filtrag3io e a re
mog&o do solvente in vacuo originou um sélido branco (12 mg). ©
produto foi purificado por cromatografia flash eluindo com CHCl
:MeOH 25:1, para originar o composto do titulo como um vidro inco
lor (6,2 mg, rendimento de 46%),

RMN (CDC1 ) © 7,35 (5H, m), 7,0-6,6 (5Hy, m), 5,49 (1H, br d),
4,54 (2H, s), 4,52-4,08 (5H, m), 3,99 (1H, br), 3,78 (2H, m),
3,72 (3H, s), 3,42 (1H, br t), 2,71 (1H, m), 2,20 (4H, m), 1,95-
-1,55 (12H, m), 1,46 (9H, s), 1,40 (6H, d), 1,35-1,06 (6H, m),
0,94 (12H, m).

Ester de metilo de (1R,2R) 2-(((15,25)~1-hidroxi-2-(t-butiloxi-

carbonilserilalanil-alanil)amino-3-ciclo-hexil)propil)ciclopenta-

carbonil-valil valina

b) A uma solug3o do composto do Exemplo 86(a) (6,2 mg,
6,9 mmol) em MeOH (1 ml) foi adicionado palé&dio a 10% em carbono
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activado (5 mg). O gé4s hidrogénio foi introduzido na mistura
reaccional, a qual foi, em seguida, mantida sob 1,013 x lDS Pa de
H2 durante 6 h. A mistura foi filtrada através de uma almofada
de Celite e o solvente foli removido in vacuo, originando o com-

posto do tftulo como um vidro incolor (6 mg).

RMN (CDClB/CDBDD): 4,43 (1H, d), 4,38-4,05 (4H, m), 3,85 (2H,
m), 3,73 (3H, s), 3,62 (1H, m), 3,45 (1H, m), 2,68 (1H, m), 2,30~
-2,05 (4H, m), 1,9-1,55 (128, m), 1,46 (9H, s), 1,40 (6H, d em so
breposig¥o), 1,35-1,10 (6H, m), 0,94 (12H, m).

MS (FAB): m/z 811,5 (M+H)™.

éster de metilo de (1R,2R) 2-(((15,25)-1-hidroxi-2-(serilalanil-

alanil)amino-3—ciclo-hexil)propil)ciclopentanocarbonil-valil va-

lina, cloridrato

c) 0 composto do Exemplo 86(b) (6 mg, 7 mmol) foi dissol
vido em algumas gotas de 4cido trifluoroacé&tico. Ap6s agitac3o 2
temperatura ambiente durante 40 min, a solug3o foi elufda com
MeOH e foi adicionada uma gota de HCl conc./dioxano. A mistura
resultante foi evaporada sob pressZfo reduzida originando o compos
to do titulo.
RMN (CO,0D): & 4,50-4,15 (4H, m), 3,93 (4H, m), 3,71 (3H, s),
3,45 (1H, t), 2,65 (1H, m), 2,29 (1H, m), 2,2-2,0 (3H, m), 1,93-
-1,53 (12H, m), 1,5-1,1 (6H, m), 1,41 (3H, d), 1,35 (3H, d), 0,96
(12H, m).
MS (FAB): w/z 711,5 (M+H)™.

Exemplo 87

Preparacfio de (45,55)—5-(metoxicarbonil-alanilalanil)amino-é-Fe—

nil-4-hidroxi-(l-oxo)hexil-valil valina

Ester de benzilo de (55)-5~-(terc-butiloxicarbonil)amino-6-Ffanil -
=(1,4-dioxo)hexil-valil valina

a) A uma solugBo de 4cido (55)—5-(terc-butiloxicarbonil)-
amino-4-oxo-6-fenil-hexanéico (16 mg, 0,500 mmol) e N-metil morfo
lina (Ss‘fi, 0,60 mmol) em THF (4 ml) a -409C, foi adicionado clo
roformato de isobutilo (65/y1, 0,50 mmol), durante um perfodo de

5 minutos. Ap6s agitacH®o durante mais 5 min, mais N-metil morfo-
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lina (66 }d) foi adicionada, seguida por cloridratoc de é&ster de
benzilo de valil valina (205 mg, 0,60 mmol) em DMF (1,5 ml). A
mistura resultante foi deixada aquecer lentamente até& 2 temperatyu
ra ambiente e foi agitada durante 15 h. A mistura foi dilufda
com CHCl, e lavada com HCl a 10% e, em seguida, H,0. 0O extracto
orglnico foi evaporado sob press#o reduzida, e o resfdus foi puri
ficado por cromatografia flash (CHClB:MeDH 25:1), originande o
composto do titulo como um s6lido branca (253 mg, rendimento de

85%).

Ester de benzilo de (45,55)-5-(terc-butiloxicarbonil )amino-4-hi-

droxi-6-fenil-(l-oxo)hexil-valil valina

b) O produto do Exemplo 87(a) (253 mg, 0,415 mmol) foi
dissolvido em 5 ml de MeOH, e foi adicionado NaBH4 (17 mg, 0,45
mmol). Apés 20 min de agitagdo, a mistura foi dilufda com HCl a
5% e extrafda com CHZClZ‘ 0 solvente foi removido e o resfduo
foi purificado por HPLC em sflica eluindo com MeOH a 2% em CH,C1,
para fornecer o composto do tftulo (75,6 mg), o qual eluiu primei

ro, seguido por o diasteredémero (4R) correspondente (135 mg).

Cloridrato de é&ster de benzilo de (45,SS)—S—amino-a—hidroxi-é—

-fenil-(l-oxo)hexil-valil valina

c) 0 produtoc do Exemplo 87(b) (75 mg) foi dissolvido em
TFA (0,5 ml). Ap6s 5 min, foi adicionado MeOH (2 ml) seguido por
HC1l conc. (SD}Ll). AR solug3@o foi concentrada até uma goma, tritu

rada com éter e seca, para originar um p6 branco (70 mg) .

Ester de benzilo de (45,58)-5-(metoxicarbonil-alanilalanil)amino-

-a-hidroxi-6—fenil-(l-oxo)hexil—valil valina

d) A uma solucBo de metoxicarbonilalanil alanina (29,7
mg, 0,136 mmol) e N-metilmorfolina (l?_Pi, 0,15 mmol) em THF (2
ml), a -409C, foi adicionado cloroformato de isobutilo (17,6 M
0,136 mmol), durante um perfodo de 5 min. Apés agitag¥o, durante
15 min adicionais, foi adicionada mais N-metil morfolipa (17 fl),
seguida por uma solug#o de cloridrato de &ster de benzilo de
(45,55)—S—amino—d-hidroxi-é-fenil—(l-oxo)hexil-valil valina (68
mg, 0,124 mmol) em THF:DMF 2:1 (1,5 ml). A mistura resultante
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foi deixada aquecer lentamente até a temperatura ambiente e foi
agitada durante 15 h. A mistura foi dilufda com CHClB:MeDH 9:1,
e lavada com HCl a 10% seguido por HZD' 0 extracto org2nico foi
evaporado sob press#o reduzida, originando o composto do titulo

como um sélido branco (95 mg).

TLC (CHClB:MeDh 9:1): R =0,5.

RMN (CDBDD/CDCIB): & 7,4-7,25 (10H, m), 5,17 (2H, dd), 4,45 (1H,
obsc.), 4,30 (1H, m), 4,18-4,00 (3H, m), 3,69 (3H, s), 3,56 (1H,
m), 2,88 (2H, ddd), 2,32 (2H, m), 2,19 (1H, ), 2,03 (1H, m),
1,72 (2H, m), 1,34 (3H, d), 1,28 (3H, d), 0,91 (12H, d em sobre-
posic3o).

MS (FAB): m/z 712,4 (M+H)™.

ﬁaS,SS)-5-(metoxicarbonil-alanilalanil)amino-é-Fenil-a-hidroxi-

-(l1-oxo0)hexil-valil valina

e) A uma mistura do produto do Exemplo 87(d) (85 mg, 0,12
mmol) em MeOH (5 ml), foi adicionado palddio a 10% em carbono acti
vado (13 mg). O 94s hidrogénio foi introduzido na mistura reacci
onal, a qual foi ent¥%o mantida sob uma atmosfera de hidrogénio du
rante 3,5 h. A mistura foi filtrada através de CeliteC) e evapo-
rada sob press3o reduzida, originando o composto do titulo como

um s6lido branco (70,5 mg, rendimento de 95%).
RMN (CDBDD): & 7,23 (5H, m), 4,37-4,00 (5H, m), 3,66 (3H, s),
3,58 (1H, m), 2,88 (2H, ddd), 2,32 (2H, m), 2,18 (1H, m), 2,06

(1H, m), 1,73 (2H, m), 1,32 (3H, d), 1,26 (3H, d), 0,95 (12H, m).
MS (FAB): m/z 622,3 (M+H)".

Exemplo 88

Preparac3o de (QS,55)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino—s-

=fenil-4-hidroxi-(l-oxo)hexil-valil valinal

A uma solugZo do éster de metilo de (45,55)-5-(carboben-
ziloxialanilalanil)amino-é-Fenil—a-hidroxi-(l-oxo)hexil-valil va-
lina foi adicionado LiBH4 em excesso (cerca de 5 mg). Ap6s 10
min, a solug3Bo foi dilufda com HCl a S%, e extralfda com CHClB:

:MeOH 9:1. A camada orgdnica foi lavada com 4gua e concentrada.
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0 resfduc foi purificado por cromatografia flash (CHC13:MeDH 9:1),

originando o composto do tftulo (1,9 mg) como um sélido branco.

RMN: (c0300/50513): 6 7,2-7,0 (10H, m), 4,93 (2H, d), 4,1 (1H,
obsc.), 4,00-3,80 (3H, m), 3,50-3,35 (4H, m), 2,68 (2H, ddd), 2,13
(2H, m), 1,92 (1H, m), 1,69 (1H, m)s, 1,54 (2H, m), 1,16 (3H, d),
1,08 (3H, d), 0,75 (12H, m).

MS (FAB): m/z 684,3 (M+H)".

Exemplo B9
Preparag3c de (45,55)-5-(45,55) 5-(carbobenziloxialanilalanil)-

~amino-4-hidroxi-6-fenil-(l-oxo)hexil-valina isobutilamida

Ester de benzilo do &cido (55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-&-

-oxo0-6-fanil-hexan6ico

a) A uma solugfo de &cido (SS)-S-(terc-butiloxicarbonil)—
amino-4-oxo-6-fenil-hexan6ico (1 mmol) em acetonitrilo seco (10
ml), foi adicionado DBU (1 mmol), seguido por brometo de benzilo
(1,5 mmol) com agitagZo. Ap6s 2 h, a mistura foi dilufda com HC1l
a 5% e extralda com CH2C12. A camada organica foi concentrada, e
0 resfduo foi purificado por cromatografia flash (CHElB), origi-
nando o éster (370 mg).

RMN (CDC1,): & 7,4-7,0 (10H, m), 5,10 (2H, s), 5,03 (1H, d),

4,51 (1H, q), 3,18-2,83 (2H, m), 2,73 (2H, m), 2,60 (2H, m), 1,39
(9H, s).

MS (FAB): m/z 412 (M+H)™.

Ester de benzilo do &cido (45,55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-

-4-(terc-butildimetilsiloxi)-s-Fenil-hexanéico

b) 0 produto do Exemplo 89(a) foi reduzido com NaBH, em
MeOH pelo processo do Exemplo 87(b) (rendimento de 96-98%). A
mistura de &lcoois diastereomérica em bruto resultante foi dissol
vida em DMF a uma concentragdo de cerca de 2M, e foram adiciona-~
dos imidazol (2,4 equiv.) e cloreto de terc-butildimetilsililo
(1,2 equiv.). A mistura foi agitada durante 2 dias, em seguida
foi dilufda com 4gua e extrafda com acetato de etilo. A camada
orglnica foi seca (MgSOa) e concentrada. O resfiduo foi purifica-
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do por cromatografia flash (hexano.EtOAc 5:1), seguida por HPLC
(hexano:EtOAc 15:1), fornecendo o composto do titulo (rendimento
de 25%), o gual eluiu primeiro, seguido pelo éster de benzilo

(4R)-siloxi correspondente (rendimento de 70%).

isémero (4S):

RMN (CDClB): © 7,4-7,12 (10H, m), 5,08 (2H, s), 4,67 (1H, d),
3,85 (1H, q), 3,68 (1H, m), 2,72 (2H, m), 2,36 (2H, m), 1,78 (2H,
m), 1,41 (94, s), 0,88 (9H, s), 0,10 (&H, d).

MS (FAB): m/z 529 (M«H)"

écido (as,ss)-s-(terc-butiloxicarbonil)amino-a-(terc-butildimetil-

siloxi)-6-fenil-hexanéico

c) A hidrogen6lise do produto do Exemplo 89(c), pelo pro
cesso do Exemplo B87(e), forneceu o composto do titulo (rendimento

de 99%), como uma espuma quebradiga.

RMN (CDC13): 67,35-7,10 (5H, m), 4,69 (2H, br d), 3,88 (1H, q),
3,70 (1H, m), 2,72 (2H, m), 2,31 (2H, m), 1,78 (2H, m), 1,30 (9H,
s), 0,89 (9H, s), 0,10 (6H, d).

MS (FAB): m/z 438,2 (M+H)"

LQS,55)-5-(carbobenziloxialanilalanil)amin0-4-(terc-butildimetil-

siloxi)-6-fenil-(l-oxo)hexil-valina isobutilamida

d) 0 produto do Exemplo 89(c) foi acoplado com cloridra-
to de valina isobutilamida pelo processo do Exemplo 87(a), origi-
nando a (45,SS)-5-(terc—butiloxicarbonil)amino-&-(terc-butildime—
tilsiloxi)-6-fenil-hexanoil-valina isobutilamida em bruto (rendi-
mento de BD%), a qual foi directamente convertida no cloridrato
correspondente pelo processo do Exemplo 87(c). O cloridrato em
bruto foi, por sua vez, acoplado & carbobenziloxialanina pelo pro
cesso em l-passo, seguido por cromatografia flash (CHEl :MeOH
20:1), originando o composto do tftulo (rendimento de 60 %) como

um s6lido branco.

RMN (coc13): S 7,45-7,10 (10H, m), 6,38 (1H, m), 5,08 (2H, m),
4,21 (2H, m), 3,70 (1H, m), 2,73 (2H, m), 2,33 (1H, m), 2,12 (2H,
m), 1,25 (4H, m), 0,91 (22H, m), 0,10 (&H, d).

MS (FAB): m/z 697,3 (M+H)"
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(45,55)-5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-4-hidroxi-6-fenil-

-(l-oxo)hexil-valina isobutilamida

e) Ao produto do Exemplo 89 (d) em THF foi adicionado
brometo de tetrabutilaménio (5 equiv.). Apés agitagso durante 14
h, 2 mistura foi dilufda com 4gua e extralida com diclorometano. A
remogdo do solvente originou o composto do titulo como um s6lido

branco.

RMN (c0513)c0300): & 7,28-7,05 (10H, m), 4,96 (2H, s), 4,02-3,76
('{‘Hy m), 3,47 (1Ha m)s 2,9-2,60 (aHt m)9 2,13 (ZH’ m): 1,82 (1H’
q), 1,55 (3H, m), 1,09 (4H, d), 0,70 (12H, d).

MS (FAB): m/z 583,3 (M+H)".

Exemplo 90
PreparacgZo de &ster de metilo do 4cido (4RS,55)-5-((terc-butilo-

xicarbonil)isoleucil)amino-?-metil-&-hidroxi-l-oxo-octil—leucil-
—-aspértico

Acido (SS)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino—?-metil-a-oxo-octanéico

a) O composto do titulo foi preparado pelo processo dos
Exemplos 12(a,b), excepto pela utilizag#@o de Boc-leucina N-meto-
xi-N-metil amida em vez de Boc-fenilalanina N-metoxi~N-metil ami-

da.

RMN (coc13): 25,0 (1H, d), 4,35 (1H, m), 3,5 (1H, s), 2,8 (2H,
m), 2,6 (3H, t), 1,5 (9H, s)y, 0,90 (8H, d).

Ester de metilo do 4cido (55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-?—

-metil-(l,4)—dioxo-0ctil-leucil-(D-benzil)aspértico

b) O composto do tfitulo foi preparado pelo processo de
acoplamento do Exemplo 34(a), utilizando o produto do Exemplo
90(a) e cloridrato de éster de metilo de 4cido leucil—(D—benzil)—

~aspértico.

Ester de metilo do 4cido (QRS,55)-5-(terc—butiloxicarbonil)amino—

-7-metil-4—hidroxi-l-oxo-octil-leucil-(O—benzil)aspértico

c) O produto do Exemplo 90(b) foi reduzido com NaBHCN

em excesso em 4cido acético - (2 dias), originando o composto do

tftulo como uma mistura 1:1 dos diasterebmeros 4R e 45, ap6s tra-
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balho aquosoc e cromatografia flash.

RMN (coc13): 7,35 (5H, s), 7,05 (1H, d), 6,15 (1H, m), 5,15 (2H,
s)y 4,85 (2H, m), 4,55 (1H, d), 4,4 (1H, m), 3,65 (3H, s), 2,9
(2H, m), 2,4 (2H, t), 1,5 (9H, s), 0,90 (12H, m).

MS (FAB): 622,3 (Ms+H)'.

éster de metilo do 4cido (aas,ss)-s-((terc-butiloxicarbonil)iso-
leucil)amino-?—metil-a-hidroxi-l-oxo-octil—leucil~(D-benzil)as-

partico

d) O composto do titulo foi preparado a partir do produ-

to do Exemplo 90(c) pelos processos dos Exemplos 76(b) e 77(a),
excepto pela substituigBo por Boc-iscleucina em lugar da Chz-ala-

nina.

RMN (coc13): 57,4 (5H, s), 7,0 (1H, d), 6,3 (0,5H, d), 6,2 (0,5H,
d), 5,15 (2H, s), 5,05 (2H, m), 4,9 (1H, m), 4,5 (1H, m), 3,7

(3H, d), 3,0 (2H, m), 2,45 (3H, m), 1,5 (15H, s), 1,3 (15H, s),
0,90 (19H, m).

MS (FAB): 735,5 (M+H)Y.

Ester de metilo do &cido (4Rs,ss)-5-((terc-butiloxicarbonil)iso-

leucil)amino-?-metil—&—hidroxi-l-oxo-octil—leucil-aspértico

e) O composto do titulo foi preparado a partir do produ-
to do Exemplo 90(d) pelo processo do Exemplo 77(b).

RMN: 5 4,55 (1H, t), 4,35 (1H, m), 3,8 (2H, m), 3,65 (3H, s),
3,45 (1H, m), 2,7 (1H, m), 2,5 (1H, m), 2,3 (2H, m), 1,4 (9H, s),
1,2 (6H, s), 0,90 (15H, m).

MS (FAB): 667,4 (MeNa)¥; 643,84 (M=H)™.

Exemplo 91
Preparac®o de (AR,SS) e (48,SR)-carbobenziloxi-alanil-(3-hidroxi-

-S-amino-S-Fenil)hexanoil-ualil-(a-aminometil)piridina

Boc-valil-(4-2minometil )piridina

a) Boc-lL-valina (5,0 g, 23 mmol) foi dissolvida em 100
ml de CHZCl2 em conjunto com 4-amino-metilpiridina (2,5 g, 23
mmol). Foi adicionada diciclo-hexilcarbodiimida (4,75 g, 23 mmol)

€ a reaccdo foi deixada sob agitac¥o durante toda a noite. A mis
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tura reaccional foi filtrada, lavada com NaHCU3 1 N (3 x 50 ml),
dgua (1 x 50 ml) e seca sobre Na2504. 0 solvente foi removido
sob press¥o reduzida e o resfiduo foi triturado com hexano filtra-
do e cristalizado. O produto parcialmente purificado foi purifi-
cado pela sua passagem sobre um leito de gel de sfilica em acetato
de etilo. A evaporag3o do solvente originou 3,64 g do produto co

mo wum s6lido branco.

RMN (coc13): 0,83 (d), 0,90 (6H, d), 1,30 (9H, s), 3,8-4,0 (1H,
dd), 4,38 (2H, d), 5,2 (1H, d), 7,1 (d), B,5 (4H, d).

155)-carbobenziloxi-alanil-(a-oxo-S-amino—G-Fenil)hexanoil-ualil-

=(4-aminometil )piridina

b) Boc-L-valil-(4-aminometil)piridina (2,0 g) foi trata-
da com HCl1l 4 N/dioxano, 3 temperatura ambiente durante 30 min, eva
porado até 3 secura e o residuoc dissolvido em dgua, filtradoc e
liofilizado, originando o sal dicloridrato de L-valil-(4-aminome-
til)piridina.

0 sal dicloridrato de L-valil-(4-aminometil)piridina
(0,16 g, 0,5 mmol) e &cido Boc-4-0x0-5(S)-amino-6-fenil-hexandico
foram dissolvidos em 10 ml de DMF; A isto foi adicionado hexa-
fluorofosfato de benzotriazol-l-iloxitris(dimetilamino)fosfénio
(0,322 g, 0,75 mmol), l-hidroxibenzotriazol (0,101 g, 0,75 mmol)

e diisopropiletilamina (0,097 g, 0,75 mmol) e a mistura reaccio-
nal foi agitada durante toda a noite 2 temperatura ambiente. Mais
hexafluorofosfato de benzotriazol-l-iloxitris(dimetilamino)fosFé-
nio (0,332 g, 0,75 mmol), l-hidroxibenzotriazol (0,101 g, 0,75
mmol) e diisopropiletilamina (0,097 gs 0,75 mmol) foram adiciona-
dos e a reacg3o foi deixada prosseguir durante mais 24 horas 2
temperatura ambiente. Apés evaporag@o do solvente, a mistura re-
accional foi dissclvida em acetato de etilo, lavada com K2CD3 a
lD%, NaHSDa saturado e &qua, seca sobre NaZSD4

um 6leo. A purificag3o em gel de silica utilizando metanol a 5%/

e concentrada até

/cloreto de metileno originou 99 mg de (45) Boc- (3-0x0 4-amino-5-

—Fenll)hexanoll-ualll—(a-amlnometll)plrldlna.

A (55) Boc-(4-oxo-5-amino-6-fenil)hexanoil- valil-(4-aming
metll)plrldlna, precedente, foi tratada com HCl 4 N/dioxano & tem
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peratura ambiente durante 30 min, evaporada até a secura e o res{
duo foi dissolvido em 4gua, filtrado e liofilizado, originando 70
mg do sal dicloridrato de (55)(3-oxo0-5-amino-6-fenil)hexangil-ya-

lil-(4-aminometil)piridina.

0 sal dicloridrato de (55)(3-o0x0-5-amino-6-fenil)hexangjl-
-valil-(4-aminometil)piridina (67 mg, 0,15 mmol) foi dissolvido
em DMF em conjunto com carbobenziloxi-L-alanina (51 mg, 0,23 mmol),
hexafluorofosfato de benzotriazol-l-iloxitris(dimetilamino)?osfd-
nio (102 mg, 0,23 mmol), l-hidroxibenzotriazol (31 mg, 0,23 mmol)
e diisopropiletilamina (30 mg, 0,23 mmol) e a reacgdo foi agitada
& temperatura ambiente durante toda a noite. A mistura reaccio-
nal foi evaporada, dissolvida em acetonitrilo e purificada por
HPLC preparativa num Beckman Ultrasphere@a 0DS utilizando um gra-
diente de 10% de acetonitrilo-4qua-TFA a 0,1% a 50% de acetonitri
lo-4gua-TFA a 0,1%, durante 30 min a 4 ml/min. As fracg®es apro-
priadas foram reunidas, esvaporadas até 3 secura e liofilizadas a
partir de 4cido acético a 1%, originando 29 mg do produto dese ja-
do.

FAB-MS m/z 616,2 (M+H)', 614,2 (M-H)".

(3R,45) e (35,aR)-carbobenziloxi-alanil-(3-hidroxi-4-amino—5-?e-

nil)hexanoil-valil-(4—aminometil)piridina

c) (45) carbobenziloxi-alanil—(3-oxo—a-amino-5—Fenil)he-
xanoil-valil—(A—aminometil)-piridina (14) (20 mgy, 0,33 mmol) foi
dissolvida em 5 ml de metanol e boro-hidreto de sédio (1,4 mg,
0,036 mmol) foi adicionado. Ap6s 30 minutos 2 temperatura ambi-
ente, 1 mg adicional de boro-hidreto de s6dio foi adicionado e a
reacgdo foi deixada prosseguir durante mais 30 minutos & tempera-
tura ambiente. 0 solvente foi removido por evaporac8%o e o resi-
duo dissolvido em 4cido acético e liofilizado. A mistura de
dlcoois diastereomérica foi separada por HPLC preparativa num
Beckman UltrasphereGD 0DS utilizando 28,5% de acetonitrilo-71,5%
de &gua-TFA a 0,1%. As fracg®es apropriadas foram reunidas, eva-
poradas até a secura e liofilizadas a partir de 4cido acético a 1%,

originando 7 mg do is6mero A e 6 mg do isémero B.
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lsémero A:

FAB-MS m/z 618,5 (M+H)", 616,4 (M=H)".

HPLC: k' = 9,6 (Beckman Ultrasphere(ED 00S utilizando um gradiente
de 10% de acetonitrilo-4gua-TFA a 0,1% a 50% de acetonitrilo-4gua-
-TFA a 0,1% durante 30 min).

Is6mero B:

FAB-MS m/z 618,5 (M+H)", 616,4 (M-H)".

HPLC: k' = 9,9 (Beckman UltrasphereGD 00S utilizando um gradien-
te de 10% de acetonitrilo-4qua-~TFA a 0,1% a 50% de acetonitrilo-
-&gua-TFA a 0,1% durante 30 min).

Exempleo 92

Preparac#fo de (35)-Boc-valil-4-metil-3-aminopentano-Z-ona

Boc-L-valina N,0O-dimetilamida

a) Cloridrato de dimetil-hidroxilamina (3,91 g, 40 mmol)

foi dissolvido em 25 ml de CH2C12

cionada trietilamina (4,14 gy 40 mmol) originando uma suspens®o

e arrefecido até 0oL, Fgi adi-

espessa, a gual foi deixada aquecer até 3 temperatura ambiente.
Foi dissolvida Boc-lL-valina (8,68 g, 40 mmol) em 50 ml de THF e
180 ml de CH Clz, e arrefecida até -209C., Foi adicionada N-me-
tilpiperidina (4,88 ml, 40 mmol), seguida por cloroformato de eti
lo (4,34 g, 40 mmol). Ap6s 5 minutos, a solucZo de dimetil-hidro
xilamina foi adicicnada e a reacgdo fol deixada aquecer até 2 tem
peratura ambiente. Apés 3 horas, a mistura reaccignal foi lavada
com HC1 1 N (2 x 100 ml), NaOH 1 N (2 x 100 ml), seca sobre Na,S0,
& evaporada até um 6leo incolor, o qual foi utilizado sem purlfl-

cagdo posterior.

jjS)—a-metil-B-t-butiloxicarbonilaminopentano—Z-ona

b) Boc-L-valina N,O-dimetilamida (2,6 g, 10 mmol) foi
dissolvida em 30 ml de &ter dietflico e adicionada, gota a gota,
a 17 ml de uma solugZ%o 3 M de brometo de metilmagnésio em 6&ter
dietflico (51 mmol). A mistura reaccional foi agitada durante 3
horas a temperatura ambiente e, em seguida, vertida em 4gqua gela-
da, acidificada até pH 2 com HC1 1 N e extralda com acetato de eti -

lo (3 x 50 ml). Os extractos foram secos sobre Na2504 e concentra
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dos até um 6leo incolor, o qual foi purificado por cromatografia
em gel de silica, utilizando metanol a 2%/CH2C12, para originar

1,74 g do produto desejado.

RMN (coc13): 20,82 (3H, d), 1,05 (3H, d), 1,45 (9H, s), 2,2 (3H,
s) 4,3 (1H, m), 5,25 (1H, br d).

(35)-Boc-valil-4-metil-3-aminopentano-2-ona

c) 4-Metil-3(S)-t-butiloxicarbonilaminopentano-2-ona &
agitada com HC1 4 N/dioxano, 2 temperatura ambiente durante 30
min, concentrada sob alto vacuo €y em seguida, evaporada de CH2C12,
diversas vezes, para remover o HCl residual. O sal cloridrato re
sultante & dissolvido em CH2C12 e neutralizado com um equivalente
de trietilamina. Boc-L-valina (um equiv.) e diciclo-hexilcarbodi
imida (um equiv.) s%o adicionadas e a reacgdo € agitada 2 tempera
tura ambiente durante toda a noite. A mistura reaccional & fil-
trada, lavada com NaZCD3 1 N, seca sobre NaZSDa e concentrada,
produzindo o dipéptido em bruto, o qual é ent3o purificado por
cromatografia em gel de sflica.

195,ss)-benz11oxicarbonilalanil-alanil-(6-fenil-s-amino-a-hidroxi-

—hexanoil)—valil-(4-metil—3(S)-aminopentano—Z-ona)

d) O composto do Exemplo 92(c) & tratado com HC1 4 N/dio
xano, 3 temperatura ambiente durante 30 min, concentrado sob alto
vdcuo e evaporado de CHZClZ’ diversas vezes, para remover o HCl
residual, produzindo a (35) valil-é-metil-3-aminopentano-2-ona,
cloridrato. Substituindo, por este composto, a valina isobutil-

amida no processo do Exemplo 89, obteve-se o composto do tftulo.

Exemplo 93

Preparag®o de &cido (5S) Boc-5-amino-6-fenil-trans-hex-3-endico

dcido monometil trans-3-hexendico

a) Diazald® (21,4 9, 100 mmol) foi dissolvido em &ter e
adiclionado, gota a gota, a uma solug®o de KOH (5 g), dgua (8 ml)
e éter (25 ml), a 652C. 0 diazometano resultante foi destilado
directamente numa solugZo de &cido ﬁ -trans-hidromucénico (10 g,

69 mmol). A solugZo foi evaporada e o resfduo purificado por cro
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matografia flash em gel de sflica utilizando 4cido acético a 23/
/cloroFérmio, para originar 1,24 g do produto desejado.
RMN (coc13): 510,85 (1H, s), 5,75 (2H, m), 3,68 (3H, s), 3,23
(QH, m)o

6-(2-0x0-4-(Fenilmetil)-3—0xazolidinil)-trans-hex—3-en0ato de
(45)-metilo

b) 0 4cido monometil trans-3-hexendico (1,24 g, 7,8 mol)
foi dissolvido em 50 ml de THF em conjunto com trietilamina (1,42
ml, 10,2 mmol) e foi arrefecide at& -782C. Cloreto de pivaloil
(1,06 ml, 8,6 mmol) foi adicionado, a reacg3o foi agitada durante
15 min a -789C, e deixada aquecer até 02C durante 45 min.

(S)-Benziloxazolidinona (2,5 g, 14,1 mmol) foi dissclvida
em 30 ml de THF e arrefecida at& -782C sob drgon. foi adicionado
butillitio (5,6 ml de 2,5 M em hexano), lentamente, 8 a mistura
foi agitada durante 5 min. 0 anidrido misto precedente foi arre-
fecido até -789C e a oxazolidinona litiada foi adicionada por meio
de uma cl@nula. A reacg¥o foi agitada, a -789C, durante 15 min e,
em seguida, deixada aquecer até 3 temperatura ambiente durante 1,5
hora. A reacg®o foi rapidamente extinguida com 100 ml de NaHSOa
1 Me o THF foi removide sob press#oc reduzida. 0 resfduo aquoso
foi extrafdo com CH,C1

2772
com NaHSD4 0,25 M, secos sobre MgSDa e evaporados até 2 secura. O

e o0s extractos combinados foram lavados

produto em bruto foi purificade por cromatografia flash em gel de
silica em acetato de etilo a 30%/hexano, originando 1,40 g do pro

duto desejado.

RMN (coc13): & 7,3 (5H, m), 5,8 (24, m), 4,7 (1H, m)y, 4,2 (2H, d),
3,62 (3H, s), 3,1 (6H, m).

FAB-MS, m/z 318 (M+H)T.
6-(2-0xo-4—(Fenilmetil)—3—oxazolidinil)-5-(Fenilmetil)—trans-hex—
-3-enoato de (48,55)-metilo

c) A oxazolidinona do Exemplo 93(b) (3,9 mmol) foi dis-
solvida em 50 ml de THF, e arrefecida até -78°C. Foi adicionado
hexametildi-silazeto de pot4ssio (7,8 ml de 0,5 M em THF, 3,9

mmol), e a mistura foi agitada a -789C durante 15 min. Bromito
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de benzilo (0,93 ml, 7,8 mmol) foi adicionado, e a mistura foi
deixada aguecer até 2 temperatura ambiente e agitada durante toda
a noite. A mistura reaccional foi concentrada, e o resfdug puri-
ficado por cromatografia de gravidade em gel de silica, utilizan-
do acetato de etilo a 20%/hexano, para produzir 0,38 g do produto
desejado (e 0,09 g do is6meroc 5(R)

RMN (CDC14): ® 7,27 (10H, m), 7,0 (2H, m), 5,73 (2H, m), 4,75
(3H, m) 4,05 (2H, m), 3,60 (3H, s), 3,0 (7H, m).
FAB-MS: m/z 408 (M+H)™.

5-(fenilmetil)-trans-hex-3-enoato de (5S)-monometilo

d) A oxazolidinona alquilada do Exemplo 93(c) (0,38 g,
0,93 mmol) foi dissolvida em 13,9 ml de THF e 4,6 ml de &qua, e
foi arrefecida até 02C. Foi adicionado peréxido de hidrogénio
(0,63 ml de solug®o a 30%), seguido por hidré6xido de 1ftio (78,1
mg, 2 equiv.). Apés agitag3o a 02C durante 30 min, a reacg¢¥o foi
rapidamente extinguida pela adigZo de 4,5 ml de NaZSD3 1,5 M, D
THF foi removido sob press3o reduzida, e o pH da solugXlo aquosa
foi ajustado para pH 10 com NaHCUB, e lavada com acetato de etilo
e éter. 0 pH foi entZo baixado para 1 com HC1 1 M e extralido com
acetato de etilo. Os extractos foram combinados, secos sobre
NaZSD4 e evaporados, originando o produto em bruto. A purifica-
Gd0 por cromatografia flash em gel de silica, utilizando 4&cido achk

tico a 2%:clorof6rmio, originou 50 mg do produto dese jado.

RMN (CDEl}): & 9,43 (1H, s), 7,25 (5H, m), 5,64 (24, m), 3,65
(3H, s), 3,05 (5H, m).

(55 )~monometil 5-(fenilmetil)-trans-hex—S-enamida

e) O 4cido carboxilico do Exemplo 93(d) (50 mg, 0,2 mmol)
foi dissolvido em 3 ml de tolueno e arrefecido até -5oC. Foi adi
cionada trietilamina (28 ml, 0,2 mmol), seguida por cloroformato
de etilo (16 ml, 0,2 mmol). Apés agitac3o durante uma hora a -59C
foi borbulhada am6nia na soluc3c, a gual foi ent3o deixada aquecer
até & temperatura ambiente e agitada durante 2 dias. A solugdo
foi evaporada e o resfduo dissolvido em acetato de etilo, lavado
com NaHCO3 0,5 M e seco sobre MgSUa. A evaporagZio do solvente ori
ginou 50 mg do produto desejado.
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RMN (CDCl5): % 7,25 (SH, m), 5,84 (2H, m), 3,68 (3H, s), 3,0
(SH, m). -

S5-amino-6-fenil-trans-hex-3-enoato de (55)-metilo

f) A carboxamida do Exemplo 93(e) foi dissolvida em ace-
tonitrilo-4gua (4:1), e I,I-bis(trifluoroacetoxi)iodosobenzeno
(1,5 equiv.) foi adicionado, e a reacgdo foli agitada 3 temperatu-
ra ambiente até estar completa. A mistura reaccional foi acidifi
cada até pH 2 com HC1l 1 N e lavada com &ter. O pH da solugHo
aquosa fol ent¥o ajustado para 10 com NaOH 1 N, e o produto foi
extrafdo com acetato de etilo. Os extractos foram secos sobre
NaZSDa e evaporados, originando o produto desejado.

2-t-butiloxicarbonilamino-6-fenil-trans-hex-3-encato de (55)-me-

tilo

9) O composto do Exemplo 93(f) foi dissolvido em DMF em
conjunto com trietilamina (3 equiv.). Foi adicionado dicarhona-
to de di-t-butilo (3 equiv.) e a reacgdo foi deixada prosseguir
a temperatura ambiente durante toda a noite. O solvente foi remo
vido sob press#o reduzida e o produto foi purificado por cromato-

grafia flash em gel de sflica.

4dcido (55)-Boc-5-amino-6~fenil-trans—-hex-3-snéico

h) 0 composto do Exemplo 93(g) foi dissolvido em dioxa-
no:NaOH 1 N 1:1 (1 equiv. de NaOH) e agitado & temperatura ambien
te até a reacg¥o estar completa., A solugd3o foi acidificada com
HC1 1 N e extrafda com acetato de etilo para produzir o produto
dese jado.

Exemplo 94

Preparac®o de (55)-alanil-alanil-(5-amino-6-fenil-trans-hex—3-

-enoil)-valil-valinamida

A resina peptidilo protegida (55) Boc-Ala-Ala-(5-amino-6-
~-fenil-trans-hex-3-enoil)-Val-Val-BHA foi preparada de acordo com
0 processo usual do Exemplo 1. A resina peptidilo 6 clivada e
desprotegida por tratamento com 10 ml de HF lfquido anidro/l1 ml de
anisol, a 092C durante 1 hora. Apés remocZo do HF sob vdcuo, a re

sina foi lavada com &ter dietilico, seca ao ar e extrafda com
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2 x 50 ml de 4cido acético glacial, que foi liofilizado para pro-
duzir o péptido em bruto. O produto em bruto foi purificado por
filtragso em gel em Sephadex() G-15 utilizando 4cido acético aqup

so a 10% como eluente.

Exemplo 95
Preparag®o de Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH,

A resina peptidilo protegida Boc-Asn-Tyr{(BrZ)-Pro-Val-
-Val-BHA foi preparada da maneira usual, numa escala de 0,5 mmol.
0 péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro, a D02C du-
rante 1 hora. Apés remogZo do HF, a resina foi lavada com éter,
seca ao ar e extrafida com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. O0Os extractos
do HOAc foram dilufdos com A&gua e liofilizados, produzindo 145 mg
do produto em bruto. O péptido em bruto (100 mg) foi dissolvido
em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadex G-15 de 2,6x70
cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas e liofilizadas, pro-

duzindo B4,4 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 2,95 (Hamilton PRP-1® » CH5CN a 5%/TFA a 0,1% a
CH3CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).
MS (FAB): m/z 590 (M+H)™.

Exemplo 96
PreparagZo de Ala-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH,

A resina peptidilo protegida Boc-ARla-Asn-Tyr(Brz)-Pro-
-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual, numa escala de 0,5
mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro, a
09C durante 1 hora. Apés remogdo do HF, a resina foi lavada com
éter, seca ao ar e extraida com 3 x 30 ml de HOAc a 10%, 0Os ex-
tractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, originan-
do 136,6 mg do produto em bruto. O péptido em bruto foi dissolvi
do em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadex G-15 de
2,6 x 70 cm., As fraccgBes apropriadas foram reunidas e liofiliza-

das, produzindo 116,7 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 2,47 (Hamilton PRD-1<), CHsCN a 5%/TFA a 0,1% a
CH3CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).
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MS (FAB): m/z 661 (M+H)'.

Exemplo 97
Preparacg3o de Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val

A resina peptidilo protegida Boc-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr-
(Brz)-Pro-Val-Val-resina de Merrifield foi preparada da maneira
usual, numa escala de 0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina
com HF liquido anidro, a 09C durante 1 hora. Apfs remoc%o do HF,
a resina foi lavada com éter, seca ao ar e extraida com 3 x 30 ml
de HOAc a 10%. 0Os extractos de HOAc foram dilufdos com &gua s
liofilizados, originando 248,8 mg do produto em bruto. O péptido
em bruto foi dissolvido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de
Sephadex() G-15 de 2,6 x 70 cm. As fraccgdes apropriadas foram
reunidas e liofilizadas, para produzir 58,8 mg do produto purifi-

cado.

HPLC: k' = 2,86 (Hamilton PRP-1® , CHsCN a 10%/TFA a 0,1% a
EHBCN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).
MS (FAB): m/z 806 (M+H)"

Exemplo 98
Preparag3o de Ser-Gln—Asn-Eha-Pro-Ual-Ual—NH2

AR resina peptidilo protegida Boc-Ser(Bz1)-Gln-Asn-Cha-
-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da méneira usual, numa escala de
0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro,
a 09C durante 1 hora. Ap6s remogdo do HF, a resina foi lavada
com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os
extractos de HOAc foram dilufidos com dgua e liofilizados, origi=-
nando 316 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (100 mg)
foi dissolvido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadexcj
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas e

liofilizadas, para produzir 88,1 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 3,31 (Hamilton PRP-1(® » CHCN a 5%/TFA a 0,1% a
CH;CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 795 (M+H)*

Andlise dos aminodcidos: Asp 1,00, Ser 0,72, Glu 1,02, Pro 0,97,
Val 2,01.
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Exemplo 99
Preparag®o de Ac-Ser-Gln-Asn-Cha-Pro-Val-Val-NHjp

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Cha-Pro-
-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual, numa escala de 0,5
mmol. O péptido foi clivado da resina com HF liquido anidro, a
02C durante 1 hora. Ap6s remog3o do HF, a resina foi lavada com
6ter, seca ao ar e extrafida com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os ex-
tractos do HOAc foram dilufdos com &gua e liofilizados, originan-
do 280 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (100 mg) foi
dissolvido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadexc>
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgBes apropriadas. foram reunidas e
liofilizadas produzindo 74,1 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 3,27 (Hamilton PRP-1® » CHSCN a 5%/TFA a 0,1% a
CH,CN a 40%/TFR a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 837 (M+H)'

An8lise dos amino4cidos: Asp 1,00, Ser 0,75, Glu 0,99, Pro 0,96,
Val 1,90.

Exemplo 100

Preparag3o de AC—Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro~Ual-NH2

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(le)-Gln-ﬂsn-Tyr(le)—
-Pro-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de 1,0 mmol.
0 péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro, a 09°C du-
rante 1 hora. Apés remogZ%o do HF, a resina foi lavada com ter,
seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 103. Os extractos
do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofilizados, originando 145
mg do produto em bruto. O péptido em bruto (130 mg) foi dissol-
vido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadex® G-15 de
2,46 x 70 cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas e liofiliza-

das, produzindo 101 mg do produto purificado.

MS (FAB): m/z 748,7 (M+H)"

HPLC: k' = 2,08 (Hamilton PRD~1C), CH,CN a 5%/TFA a 0,1% a

CHsCN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).

Andlise dos amino&cidos: Asp 1,00, Ser 8,55, Glu 0,98, Pro 1,19,
Val 0,95, Tyr 0,99.
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Exemplo 101

Preparagfo de AC—Asp-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ual-Arg-NH2

A resina peptidilo prﬁtegida Ac-Asp(0Bz1)-Gln-Asn-Tyr(BrZ)-
-Pro-Val-Arg(Tes)-BHA foi preparada da forma usual numa escala de
0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro,
a 09C durante 1 hora. Apés remocZo do HF, a resina foi lavada
com éter, seca ao ar e extralda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os
extractos do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofilizados, origi-
nando 404 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (100 mg) foi
dissolvido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de SephadexCD
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracg®es apropriadas foram reunidas e
liofilizadas, produzindo 84,2 mg do produto parcialmente purifica
do. O péptido parcialmente purificado foi adicionalmente purifi-
cado por HPLC preparativa (Hamilton PRP-1®), CHLCN a 11%/TFA a
0,1%) para produzir 78,8 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 2,04 (Hamilton PRP-1R , CHCN a 5%/TFA a 0,1% a

CH;CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 932 (M+H)?

Andlise dos amino&cidos: Asp 1,88, Glu 0,90, Pro 0,76, val 1,00,
Tyr 0,33, Arg 1,01.

Exemplo 102

Preparacg3@o de Asp-Gln-Asn—Tyr—Pro—Ual-Val—NHz

A resina peptidilo protegida, Boc-Asp(0Bz1)-Glp-Asn-Tyr-
(Brz)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de
1,0 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro,
a 09C durante 1 hora. Apés remog3o do HFy, a resina foi lavada com
éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. 0Os ex-
tractos do HOAc foram dilufdos com .dgua e liofilizados, originan-
do 671 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (100 mg) foi
dissolvido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadex
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgcBes apropriadas foram reunidas e
liofilizadas, produzindo 74,5 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 2,44 (Hamilton DRD-l(), CH,CN a 5%/TFA a 0,1% a
CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)



69 585
SKB CASE 14415

-153~

MS (FAB): m/z 833 (M+«H)?
Andlise dos amino4cidos: Asp 2,00, Glu 0,98, Pro 0,96, Val 2,04,
Tyr 0,34.

Exempleo 103

Preparag®o de Ac-Ala-Ala-Ser-Gln-Asn-Tyr-Dro—Ual—Ual-NHz

R resina peptidilo protegida Ac-Ala-Ala-Ser(le)5Gln-Asn-
-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual numa esca-
la de 0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF 1{fquide
anidro, a 09C durante 1 hora. Apés remog3o do HF, a resina foi
lavada com &ter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a
10%. Os extractos do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofilizados,

originando o produto em bruto.

Exemplo 104

Preparag3o de Ac-Ala-Gln—Gly—Tyr-Pro-Ual-Val—NH2

A resina peptidilo protegida Ac-Ala-Gln-Gly-Tyr(Brz)-Pro-
-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de 0,5 mmol.
0 péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro, a 02C du-
rante 1 hora. Ap6s remogfo do HF, a resina foi lavada com éter,
seca ao ar e extraida com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os extractos
do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofilizados, originando 275 mg
do produto em bruto. O péptido em bruto foi purificadq por dis-
tribuig¥o em contracorrente utilizando o sistema n-BuDH-HDAc-HZD
4:1:5, produzindo 235 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 4,48 (Beckman Ultrasphere(} aps, CH,CN a 5%/TFA a 0,1%
a CH;CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 831 (M+H)'

Andlise dos amino4cidos: ARsp 1,02, Glu 1,00, Pro 0,97, val 1,23,
Tyr 0,87, Ala 1,04.

Exemplo 105

Preparag®o de D-Ser—Gln-Asn-Tyr-Pro-Ual-Ual-NH2

A resina peptidilo protegida Boc-D-Ser(le)-Gln—Asn-Tyr-

(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de



69 585
SKB CASE 14415 s

-154-

0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro,
a 0oC durante 1 hora. Ap6s remocZo do HF, a resina foi lavada
com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os
extractos do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofilizados, origi-
nando 271 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (98 mg) foi
dissolvido em HOAc a 10% e purificado numa coluna de Sephadex
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracg®es apropriadas foram reunidas e

liofilizadas, produzindo 73 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 4,45 (Beckman UltrasphereGD 0DS, CH4CN a 5%/TFA a
0,1% a CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 805 (M+H)?'

Ané&lise dos amino4Acidos: Asp 1,00, Glu 0,99, Pro 1,11, val 1,89,
Tyr 0,57, Ser 0,68.

Exemplo 106

Preparag3o de Ac-D-Ser-Gly-Asn-Tyr-Pro-Ual-Ual-NHz

A resina peptidilo protegida Ac-D-Ser(Bzl)-Gly-Asn-Tyr-
(Brz)-Pro-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de
0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro,
a 02C durante 1 hora. Apés remogcdo do HF, a resina foi lavada com
éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os ex-
tractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, originan-
do 248 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (93 mg) foi
dissolvido em HOAc a 10% e purificado numa coluna de Sephadex()
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgB®es apropriadas foram reunidas e
liofilizadas, produzindo 75 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 4,16 (Beckman Ultrasphere® ops, CH,CN a S%/TFA a 0,1%
a CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 847 (M+H)'

Andlise dos aminoA&cidos: Asp 1,00, Ser 0,67, Glu 0,99, Pro 0,93,
Val 2,00, Tyr 0,30.

Exemplo 107

Preparag®o de Ser-Gln—Asn—Tyr-pro-Ala-Val-NHz

A resina peptidilo protegida Boc-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr(Brz)-
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-Pro-Ala-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de 0,5
mmol, O péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro, a
0eC durante 1 hora. Apés remocdo do HF, a resina foi lavada com
€ter, seca ao ar e extrafida com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os ex-
tractos do HOAc foram dilufdos com dgua e'liofilizados, originan
do 202 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (102 mg) &5i
dissolvido em HOAc a 1% e purificado numa coluna de Sephadex
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas s

liofilizadas, produzindo 74 mg do produto purificadag.

HPLC: k' = 3,96 (Beckman Ultrasphere() 0Ds, CHiCN a S%/TFA a
0,1% a CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 777 (M+H)?'

Anédlise dos amino&cidos: Asp 1,05, Ser 0,91, Glu 1,00, Ala 1,02,
Pro 0,86, Val 1,09, Tyr 0,61.

Exemplo 108

Preparac®o de Ac-Ser—Gln-Asn-Tyr—Dro—Gly-Ual-NH2

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr(Brz)-
-Pro-Gly-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de 0,5
mmol. O péptido foi clivade da resina com HF lfquido anidro, a
0eC durante 1 hora, Apés remogdo do HF, a resina foi lavada com
éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. 0Os ex-
tractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, originan-
do 153 mg do produto em bruto. 0 péptido em bruto (100 mg) foi
dissolvido em HOAc a 10% e purificado numa ccluna de Sephadex6§
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracg®es apropriadas fcram reunidas e

liofilizadas, produzindo 76 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 3,87 (Beckman Ultrasphere® ops, CHiCN a 5%/TFA a
0,1% a CHsCN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 805 (M+H)'

Andlise dos aminodcidos: Asp 1,00, Ser 0,84, Glu 0,95, Gly 1,00,
Pro 0,97, Val 1,06, Tyr 0,77.

Exemplo 109

Preparac3o de ﬂc-Ser-Cln-Asn-Tyr-Dro-Ual-Ual-Arg-NH2
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A resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr(Brz)-
-Pro-Val-Val-Arg(Tos)-BHA foi preparada da forma usual numa esca-
la de 0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF 1fquido
anidro, a 09C durante 1 hora. Apfs remogdo do HF, a resina foi
lavada com 6ter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a
10%. Os extractos do HOAc foram dilufdos com &gua e liofiliza-
dos, originando 329 mg do produto em bruto. O péptido em bruto
foi purificado por distribuigZo em contracorrente no sistema de
n-BuUH-HOAc-H20 4:1:5. As fracgBes apropriadas foram reunidas e

liofilizadas, produzindo 172 mg do produto purificado.

MS (FAB): m/z 1003 (M+H)*

HPLC: k' = 3,71 (Beckman Ultrasphere() C
0,1% a CH;CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).
Andlise dos aminoécidos: Rsp 1,00, Ser 0,73, Glu 0,98, Pro 0,98,
Val 1,84, Tyr 1,01, Arg 0,99.

1g° CH5CN a S%/TFA a

Exemplo 110

Preparag3o de Rc-Ser-Gln-ﬂsn-Tyr-pro-Glu-Ual-NHz

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Asn~-Tyr(Brz)-
-Pro-Glu(0Bzl)-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala
de 0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido ani-
dro, a 02C durante 1 hora. Ap6s remogdo do HF, a resina foi lava
da com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%.
Us extractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, ori-
ginando 184 mg do produto em brute. O péptido em bruto (92 mg)
foi dissolvido em HOAc a 109 g purificado numa coluna de Sephadex()
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas e

liofilizadas, produzindo 64 mg do produto purificadao.

HPLC: k' = 3,83 (Beckman Ultrasphere() 0DS, CHSCN a 5%/TFA a
0,1% a CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 877 (M+H)"

Andlise dos aminoAcidos: Asp 1,00, Ser 0,77, Glu 2,03, Pro 0,87,
Val 1,08, Tyr 1,01.
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Exemplo 111

Preparag3o de Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Glu-Val-NHy

A resina peptidilo protegida Boc-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr(Brz)-
-Pro-Glu(0Bzl)-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala
de 0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido ani-
dro, a 02C durante 1 hora. Apé6s remogdo do HF, a resipa foi lava
da com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%.
Us extractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, ori-
ginando 216 mg do produto em bruto. O péptido em bruto (91 mg)
foi dissolvido em HOAc a 10% e purificado numa coluna de Sephade
G-15 de 2,6 x 70 cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas e
liofilizadas, produzindo 67 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 3,35 (Beckman UltrasphereGD ops, CHLCN a 5%/TFA a
0,1% a CHsCN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 835 (M«H)'

Andlise dos aminoé4cidos: Asp 0,97, Ser 0,90, Glu 2,03, Pro 1,00,
val 0,84.

Exemplo 112

Preparag3o de Ac—Ser-Gln-Gly-Tyr-Pro—Lys—Val-NH2

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Gly-Tyr(B8rz)-
-Dro-Lys(Clzz)-Ual-BHA foi preparada da forma usual numa escala
de 0,5 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquide ani-
dro, a 02C durante 1 hora. Ap6s remog3o do HF, a resina foi lava
da com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%.
UOs extractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, ori-
ginando 280 mg do produtoc em bruto. O péptido em bruto foi puri-
ficado por distribuigZo em contracorrente utilizando o sistema n-
—BuDH—HDRc-HZD 4:1:5, produzindo 242 mg do produto purificado.

HPLC: k' = 4,41 (Beckman UltrasphereC) 0DS, CH3CN a 5%/TFA a
0,1% a CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 876 (M+H)"

Andlise dos amino4cidos: Asp 1,00, Ser 0,68, Glu 1,01, Pro 0,82,
Val 1,14, Tyr 1,06, Lys 1,00.
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Exemplo 113

Preparacg3o de Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-NH,

R resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr(Brz)-
-Pro~-BHA foi preparada da forma usual numa escala de 1,0 mmol. O
péptido foi clivade da resina com HF lfquido anidre, a 02C duran-
te 1 hora. Apés remogB®o do HF, a resina foi lavada com éter, se-
ca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os extractos do
HOAc foram dilufdes com 4qua e liofilizados, originando 400 mg do
produto em bruto. O péptido em bruto (100 mg) foi dissolvido em
HOAc a 1% e purificado numa colupa de SephadexGD G-15 de 2,6 x 70
cm. As fracgBes apropriadas foram reunidas e liofilizadas, produ
zindo 92,8 mg do produto purificado.

MS (FAB): m/z 649 (M+H)'

HPLC: k' = 1,57 (Hamilton PRP-1®, CH5CN a 5%/TFA a 0,1% a CH,CN
a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

Anélise dos amino4cidos: Asp 1,00, Ser g,%2, Glu 1,03, Pro 0,87,
Tyr 0,95.

Exemplo 114

Preparag3o de Ac-Ser—Gln-Asn—Tyr-Dro~Ual-Val-Gln—Asn—NHz

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(le)-Gln-ﬂsn-Tyr(BrZ)—
-Pro-Val-Val~Gln-Asn-BHA foi preparada da forma usual numa escala
de 1,0 mmol. O péptido foi clivado da resina, com HF liquido ani
dro, a 0°C durante 1 hora. Ap6s remogBo do HF, a resina foi lava
da com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%.

Us extractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, ori-
ginando 862 mg do produto em bruto. O péptido em bruto foi puri-
ficado por distribuigZo em contracorrente no sistema de n-BuyOH-

-HDAc-HZO 4:1:5. As fracges apropriadas foram reunidas e liofi-

lizadas, originando 713 mg do produto purificado.

MS (FAB): m/z 1089 (M+«H)"

HPLC: k' = 2,17 (Hamilton PRP-lC) » CHCN a 5%/TFA a 0,1% a
CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

Andlise dos amino&cidos: Asp 1,81, Ser 0,97, Glu 2,00, Pro 0,88,
Val 1,81, Tyr 1,23,
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Exemplo 115

Preparac3o de Ac-Ser—Cln—Asn-Phe-Dro—Ual-Ual-NH2

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(8z1)-Gln-Asn-Phe-Pro-
-Val-Val-BHA foi preparada da forma usual numa escala de 1,0 mmol.
0 péptido foi clivado da resina com HF lfquido anidro, a 0°C du-
rante 1 hora. Ap6s remog3o do HF, a resina foi lavada com éter,
seca ao ar e extralda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. O0Os extractos
do HOAc foram dilufdos com &gua e liofilizados, originando 573 mg
do produto em bruto. O péptido em bruto (30 mg) foi purificado
por HPLC preparativa (Hamilton PRP-ICD ’ CHBCN a 17%/TFA a 0,1%),

originando 24,5 mg do produto purificado.

MS (FAB): m/z 831 (M+H)F

HPLC: k' = 3,02 (Hamilton PRP-1(® , CH4CN a 5%/TFA a 0,1% a
CH,CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).

Andlise dos aminoé4cidos: Asp 1,06, Ser 0,86, Glu 1,00, Pro 1,02,
Val 1,95, Phe 1,00. |

Exemplo 116

Preparac3o de Boc-L-valina isopropilamida

Boc-L-valina (0,5 gy, 2,3 mmol) foi dissolvida em 25 ml de
OMF em conjunto com isopropilamina (0,39 m1, 4,6 mmol), hexafluo-
rofosfato de benzotriazol-l-iloxitris(dimetilamino)-fosfénio (2,03
g, 4,6 mmol), l-hidroxibenzotriazol (0,62 g, 4,6 mmol) e diiscpro
piletilamina (1,2 ml, 6,9 mmol). A reacgdo fol agitada & tempera
tura ambiente durante 2 horas, e, em seqguida, foi evaporada até 3
secura. U residuo foi dissolvido em acetato de etilo e lavado
com NaHSDa 1 N, NaHCD3 1 N e 4gua e, em seguida, seco sobre Na2504.
0 solvente foi removido sob press3o reduzida, coriginando 0,53 g
do produto em bruto. O produto fci purificado por cromatcgrafia
flash em gel de sflica, utilizando MeOH a 25%/CHC13, produzindo
358 mg do produto purificado.

MS (DCI), m/z 259 (M+H)?

RMN (coc13): S 0,90 ppm, d, 0,98 ppm d, 6H; 1,16 ppm, d, 6H;
1,35 ppm, s, 9H; 4,1 ppm, dd, lH; 5,25 ppm, d, 1H; 6,14 ppm,
d, 1lH.
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Exemplo 117

Preparag®o de Ac-Tyr—Pro-Ual—\!al—NH2

R resina peptidilo protegida Ac-Tyr(BrZ)-Pro-Val-Val-BHA
foi preparada da forma usual, numa escala de 0,5 mmol. O péptido
foi clivado da resina com HF lfguido anidro, a 0°C durante 1 hora.
Ap6s remogZo do HF, a resina foi lavada com éter, seca ao ar e ex
trafda com 3 x 30 ml de HOAc a 10%. Os extractos do HOAc foram
dilufdos com 4qua e liofilizados, originando 98,7 mg do produto
em bruto. O péptido em bruto foi dissolvido em HOAc a 1% e purifi
cado numa coluna de SephadexGD G~15 de 2,6 x 70 cm. As fracgtes
apropriadas foram reunidas e liofilizadas, produzindo 78,5 mg do

produto purificado.

HPLC: k' = 2,96 (Hamilton pRD-lC) » CHCN a 5%/TFA a 0,1% a
CHLCN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).
MS (FAB): m/z 518 (M+H)?*

Exemplo 118

Preparacg3o de Ac-Arg-Ala-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-NH,

A resina peptidilo protegida Ac-Arg(Tos)-Ala-Ser(Bzl)-
-Gln-Asn-Tyr(Brz)-Pro-BHA foi preparada da forma usual numa esca-
la de 1,0 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido
anidro, a 09C durante 1 hora. Apés remog3o do HF, a resina foi
lavada com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOARc a
10%. O0Os extractos do HOAc foram diluidos com dgua e liofilizados,
originando 621 mg do produto em bruto. DO péptido em bruto foi pu
rificado por distribuig¥o em contracorrente no sistema de n-BulH-
—EtDAc-HDﬂc—HZD 2:2:1:5. As fracgBes apropriadas foram reunidas
e liofilizadas, produzindo 549 mg do produto parcialmente purifi-
cado. tste péptido parcialmente purificado (100 mg) foi dissolvi
do em HOAc a 10% e purificado numa coluna de Sephadex() G-15 de
2,6 x 70 cm. As fracg@es apropriadas foram reunidas e liofiliza-

das, produzindo 94 mg do produto purificado.

MS (FAB): m/z 876 (M+H)'
HPLC: k' = 2,78 (Beckman Ultrasphere<> Cigr CHLCN a 5%/TFA a 0,1%
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a CH3CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min).
Andlise dos amino&cideos: Asp 1,00, Ser 1,03, Glu 1,01, Pro 0,91,
Ala 1,02, Arg 0,99, Tyr 0,94.

Exemplo 119

Preparac3o de Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro

A resina peptidilo protegida Ac-Ser(Bzl)-Gln-Asn-Tyr(Brz)-
-Pro-resina de Merrifield foi preparada da forma usual, numa esca
la de 1,0 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF lfquido
anidro a 09C durante 1 hora. Apés remog3do do HF, a resina foi 1la
vada com éter, seca aoc ar e extralida com 3 x 30 ml de HOAc a 10%.
Os extractos do HOAc foram dilufdos com dgua e liofilizados, pro-
duzindo 458,5 mg do produto em bruto, o qual foi utilizado sem ca

racterizagdo postserior.

Exemplo 120

Preparac3o de Ac-Ser-Gln-ﬂsn-Tyr-@ro-Val—HNipr

Boc-Val isopropilamida 1034 (24,4 mg, 154 mmol) foi des—
protegida por tratamento com TFA a 50%/CH2C12, durante 20 min 2
temperatura ambiente. A mistura reaccional foi evaporada até 2
secura e o residuo foi evaporado, seis vezes, a partir de CH2C12,
tratado com diisopropilamina a 7%/CH2C12 e evaporado trfs vezes e,
em seguida, evaporado quatro vezes a partir de CH2C12. 0 residug
foi dissolvido em 25 ml de DMF, em conjunto com o péptido 1035
(s0 mg, 77 mmol), hexafluorofosfato de benzotriazol-l-iloxitros-
(dimetilamino)fosfénio (68 mg, 154 mmol), l-hidroxibenzotriazol
(20,8 mg, 154 mmol) e diisopropiletilamina (40,2 ml, 231 mmol) e
a reacgdo foi deixada prosseguir durante toda a noite 2 temperaty
ra ambiente., A mistura reaccional foi evaporada até 3 secura e o
resfiduo foi dissolvido em MeOH e purificado por HPLC preparativa
(Beckman Ultrasphere() 0os, CHLCN a 5%/TFA a 0,1% a EHBCN a 40%/

/TFA a 0,1%, 15 min), originando 41 mg do péptido purificado.
HPLC: k' = 4,97 (Beckman Ultrasphere<) 0Ds, CHBCN a 5%/TFA a 0,1%

a CHyCN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)
MS (FAB): m/z 790,5 (M+H)?
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Anélise dos amino&4cidos: Asp 1,00, Ser 0,72, Glu 1,02, Pro 1,13,
Val 0,65, Tyr 0,83.

Exemplo 121

Preparacgzio de Ac-Arg-Lys-Ile-Leu-Phe-Leu-Asp-Ely-NHz

AR resina peptidilo protegida Boc-Arg(Tos)- Lys(Cl Bzl)-Ile-
-Leu~-Phe~Leu-Asp(0Bzl)- -Gly-BHA foi preparada da forma usual numa
escala de 1,0 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF 1fqui
do anidro, a 09C durante 1 hora. Ap6s remogBo do HF, a resina
foi lavada com éter, seca ao ar e extrafda com 3 x 30 ml de HOAc
a 10%. 0s extractos do HOAc foram dilufdos com 4qua e liofiliza-
dos, originando 520 mg do produto em brute. O péptido em bruto
foi purificado por distribuig3@o em contracorrente no sistema de
n-BuUH-HDAc-H20 4:1:5. As fracgBes apropriadas foram reunidas e
liofilizadas, produzindo 440 mg do produto parcialmente purifica-
do. O péptido parcialmente purificado (50 mg) foi adicionalmente
purificado por HPLC preparativa (Hamilton PRP- l@a , CHBCN a 23%/
/TFA a 0,1%) para produzir 37,5 mg do péptido purificado.

HPLC: k' = 3,81 (Hamilton PRP-1(® s CH
CH3CN a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 1002 (M+eH)?

Andlise dos amino&cidos: Asp 1,00, Gly 1,05, Ile 0,91, Leu 2,08,
Lys 0,94, Arq 1,07, Phe 1,29.

}cm a 5%/TFA a 0,1% a

Exemplo 122

Preparag®o de Ac-Arg-Lys-Ile—Leu-(a'NDz)phe—Leu—Rsp-Gly—NHg

A resina peptidilo protegida Ac-Arg(Tos)- Lys(Cl Z)-Ile-
-Leu-(a'ND )Phe-Leu-Asp(0Bz1)~-Gly-BHA foi preparada da Forma usual
numa escala de 1,0 mmol. O péptido foi clivado da resina com HF
lfquido anidro, a 09C durante 1 hora. Ap6s remogZo do HF, a resi
na foli lavada com &ter, seca ao ar e extrafida com 3 x 30 ml de
HOAc a 10%. Os extractos do HOAc foram dilufdos com 4gua e liofi
lizados, originando 980 mg do produto em bruto. O péptido em bru
to foi purificado por distribuig3@o em contracorrente utilizando o
sistema de n—BuDH-HDAc—HZD 4:1:5, produzindo 853 mg do produto
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parcialmente purificado. O péptido parcialmente purificado (50
mg) fol adicionalmente purificado por HPLC preparativa (Hamilton
PRP-1\VY, CH5CN a 23%/TFA a 0,1%) originando 43,4 mg do péptido

purificado.

CN a 5%/TFA a 0,1% a CH_CN

HPLC: k' = 3,87 (Hamilton PRP-1(R), CH,, ,

a 40%/TFA a 0,1%, 15 min)

MS (FAB): m/z 1047,7 (M+H)?

Andlise dos amino4cidos: Rsp 1,00, Gly 1,04, Ile 0,89, Leu 2,00,
Arg 0,91, (a'NDZ)phe 0,97, Lys 0,91.

H

Exemplo 123

Preparac3c de 4cido (QS,SS)-5-(terc-butildimetilsiloxi)—s-(terc-

-butiloxicarbonil)-amino-6-fenil-hexandico

(S)-terc-butiloxicarbonilfenilalanina N-metoxi-N-metil amida

a) O composto do tftulo foi preparado sequindo o proces-
so de Org. Syn., 67, 69 (1988), excepto pela utilizacZo de Boc-
-(L)-Phe em lugar de Boc-(L)-Leu.

Zfé—7365 = + 342 (¢ 1, etanol).

i§5)—5-oxo-6-(terc-butiloxicarbonil)amino-7-Fenil-hept—l-eno

b) Um frasco de 3 gargalos de 2 litros, seco & chama
adaptado com um agitador mecanico, term6metro, condensador, borbu
lhador de ar, e um funil de adig¥%o contendo 4~brom0-l-buteno puro
(90,2 ml, 0,889 mol), foi carregado com pé de Mg (32 g, 1,3 mol),
e éter seco (600 ml). Uma fracg@o de 2 ml do bromobuteno foi adi
cionada e a mistura sob agitag¥o foi aquecida até 309°C com um ba-
nho de &gua até que a reacgfo se iniciasse (cerca de S min). O
restante do bromobutano foi entZo adicionado durante 1,5 hora, a
uma velocidade tal que foi mantido um refluxoc suave. A mistura
foi aquecida até ao refluxo durante mais 30 min, sendo, em segui-
da, arrefecida até 5°C. Uma solugdo do camposto do Exemplo 123
(a) (54,0 g, 0,175 mol) em &ter (130 ml) foi adicionada em frac-
¢Bes durante 15 min, com a temperatura da reaccZo mantida abaixo
de 129C. Apé6s 1 hora de agitagdo vigorosa a 52C, a mistura foi
vertida cautelosamente em 500 ml de HC1 3 N frio (S-lDQC). As ca

madas foram separadas e a camada aquosa fol extrafida com duas por
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¢Bes de 200 ml de 6ter. As camadas orgfnicas combinadas foram la
vadas com NaHCD3 a 5% e salmoura, em seguida foram secas sobre
MgSOa, filtradas e concentradas por evaporacgo rotatéria, origi-~
nando o produto em bruto (49,4 gy 0,163 mol, rendimento ds 93%)
como um s6lido branco, suficientemente puro para utilizag3o na
préxima reacgdo. Uma porg3c do produto foi purificada por croma
tografia flash (silica, acetato de etilo a 10% em hexano) para

andlise.

p.f.: 74-759C
L8/, = -36,82 (c 1, etanol).

Scido (55)-a-oxo-s-(terc-butiloxicarbonil)amino-s-fanil-haxanoico

c) O composto do Exemplo 123(b) (45,0 g, 0,148 mol) foi
rapidamente agitado com benzeno (550 ml), 4gua (550 ml) e &cido
acético (115 ml), a 32C, Foi adicionado brometo de tetrabutilamé
nio (490 mg), seguido por KMnO, (83 g). A mistura sob agitacZo
foi deixada aguecer até 3 temperatura ambiente. Ap6s 2,5 horas,
mais KMnO, (14 g) foi adicionado. Apés 30 min adicionais, a mis-
tura reaccional foi arrefecida até 52C e 500 ml de KHSD4 aguoso
saturado foram adicionados. A mistura foi agitada durante 30
min e, em seguida, filtrada. As camadas foram separadas, a cama-
da aguosa foi extrafda com gquatro porgBes de 200 ml de acetato de
etilo. As camadas orgAnicas combinadas foram lavadas com salmou-
ra, secas sobre MgSDa, filtradas e concentradas até um 6lec. O
6leo foi cristalizado a partir de 350 ml de hexano:acetato de eti
lo 6:1, originando o compesto do tftulo (33,3 g, rendimento de

70%) como um s68lido branco.

La_/y = -36,10.

dcido (SS)-a-oxo-S—(terc—butiloxicarbonil)amino-6~Fenil—hexanéico,

éster de benzilo

d) A uma solugdo agitada do composto do Exemplo 123(c)
(33,2 g) em acetonitrilo (500 ml), a 49C, foi adicionado diazabi-
cicloundecano (15,7 g), seguido por brometo de benzilo (26,0 g).
A mistura foi agitada com aquecimento até 3 temperatura ambiente
durante 3 horas, em seguida foi concentrada até 70 ml par evapora

¢do rotatéria. A mistura foi dilufda com CHZClz’ lavada com HC1
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1 N, NaHCO3 a 5%, e salmoura, seca sobre MgSD4 e concentrada até
um sélido amarelo. O s6lido foi triturado com éter:hexano 3:1,

originando o composto do tftulo (33,0g, rendimento de 78%).

p.f.: B86-87,59C
La_/y = -27,80

éster de benzilo do 4cido (as,ss)-4-(terc-butildimetilsiloxi)-s-

~{(terc-butiloxicarbonil)amino-6-fenil-hexanéico

e) Uma solug3o do composto do Exemplo 123(d) (28,0 g) em
metancl (840 ml) foi arrefecida até 5°C, e NaBH, (1,30 g) foi adi
cionado, numa porgZ3o, com agitacgHo. Apés 30 min, foi adicionado
dcido acético (10 ml) e a mistura foi concentrada por evaporagio
rotat6ria, em sequida, foi dilufda com CH Cl e lavada com &gua.
A camada org2nica foi seca (NaZSD ) e concentrada, fornecendo os
dlcoois diastereoméricos em bruto como um sélido branco (27,7 g,
rendimento de 99%). Os 4lcoois em bruto foram dissolvidos em
DMF (140 ml) em conjunto com imidazol (17,7 g) e cloreto de terc-
-butildimetilsililo (20,7 g). A mistura foi deixada repousar 2
temperatura ambiente durante 3 dias, em seguida foi dilufda com
300 ml de HCl 1 N frio e extrafda com seis porgfes de 100 ml de
CH2C12. Os extractos prgfnicos combinados foram lavados com
3 x 100 ml de dqua, secos (NaZSDQ) e concentrados sob védcuo, um
aquecimento até 4092C, para fornecer um 6leo (42 g). Os dois isé-
meros foram separados por HPLC preparativa em quatro porg®es iguais
em 2,5 kg de sflica Vydac HS (2,54 cm x 1 m), utilizando hexano:
tacetato de etile 90:10 a 200 ml/ min, originando 9,0 g do compos

to do tftulo como um 6leo.

HPLC: RT 9,18 min (is6mero 45), 12,2 min (isémero 4R) (YMC sili-
ca A-003, 4,6 mm x 25 cm, detecgdo com UV a 254 nm, hexano:aceta-
to de etilo 91:9, 1,0 ml/min), (4R):(4S) = 3:1.

La_/y = -14,40

dcido (as,55)-a-(terc-butildimetilsiloxi)-5-(terc-butiloxicarbo-
nil)-aming-6-fenil-hexanéico

f) 0 composto do Exemplo 123(e) (7,7 g) foi dissolvido
em acetato de etilo (150 ml) com Pd a 5% em carbono (0,75 g) e
foi agitado sob 1,72 x lU Pa de H2 durante 4 horas. A mistura



69 585
SKB CASE 14415

~1l66-

foi filtrada através de Celite() e concentrada sob védcuo, com

agquecimento, para fornecer o composto do titulo come um vidro in-

color (6,3 g, rendimento de 98%).
La/y = -24,70.

Exemplo 124

Preparagsio de (55)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(5-amino-6-Ffe—

nil-trans-hex-3-enoil)-valil-valinamida

0 composto do Exemplo 94 foi dissolvido em DMF ao qual fo
ram adicionados 2 equiv. de trietilamina e 1,5 equiv, de N-(benzi
loxicarboniloxi)succinimida. A extens3o da reacgdo foi monitori-
zada por HPLC e o produto foi purificado directamente a partir da
mistura reaccional por HPLC preparativa, utilizando um sistema de
acetonitrilo-édgua-4cido trifluoroacético a 0,1%, numa coluna de
Hamilton DRP-1(> de polistireno.

Exemplo 125

PreparacZo de (55)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(S—amino—s-Fe-

nil-cis-3,a-di-hidroxi—hexanoil)-valil-ualinamida

O composto do Exemplo 124 foi dissolvido em THF em conjun
to com N-6xido de N-metilmorfolina (3 equiv.). Tetréxido de és-
mio (0,04 equiv. de uma solugBo a 2,5% em n-butanol) & adicionado
e a reacgdo foi deixada prosseguir 3 temperatura ambiente. Quan-
do a reacgBo se completou, a mistura reaccional foi repartida en-
tre acetato de etilo e salmoura, a salmoura foi lavada "back-
-washed" com acetato de etilo, e as camadas dgo acetato de etilo
combinadas foram lavadas com Na2SD3 a 10%, NaHSD4 1l N, secas so-
bre NaZSUa e evaporadas para origimar o produto em bruto como uma
mistura de 4lcoois cis diastereoméricos. Os produtos foram puri-
ficados por HPLC preparativa, utilizando um sistema de acetonitri
lo-4gua-4cido trifluorocacético a O,l%, numa coluna Hamilton PRP-
—lC> de polistireno.
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Exemplo 126

Preparag®o de (45,55)-alanilalanil-(é-fenil-5-amino~4-hidroxi-he-

xanoil )-valil-valina

AR resina peptidilo protegida (45,55) Boc-Ala-Ala-(6-fenil-
-5-amino-4~t-butildimetil-sililoxi-hexanoil)-Val-Val-resina de
Merrifield foi preparada de acordo com o processo usual. A resi-
na peptidilo foi clivada e desprotegida por tratamento com 10 ml
de HF lfquido anidro/l ml de anisol, a 0°C durante 1 hora. Rpés
remogdo do HF sob vdcuo, a resina foi lavada com &ter dietilico,
seca ao ar e extrafda com 2 x 50 ml de 4cido acético glacial, o
qual foi liofilizado para produzir o péptido em bruto. O produto
em bruto foi purificado por filtragZo em gel em Sephadex&D G-15,

utilizando 4cido acético aguoso a 10% como eluente.

Exemplo 127

Preparac®io de (45,SS)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(6-Fenil-5-

-amino-4-hidroxi-hexanoil)-valil-valina

0 composto do Exemplo 126 foi dissolvido em DMF, ao qual
foram adicionados 2 equiv. de trietilamina e 1,5 equiv, de N-(ben
ziloxicarboniloxi)succinimida. A extensZo da reacgdo foi monito-
rizada por HPLC e o produto foi purificado directamente a partir
da mistura reaccional por HPLC preparativa, utilizando um sistema
de acetonitrilo-4qua-4cido trifluoroacético a 0,1%, numa coluna
Hamilton PRP-1® de polistireno.

Exemplo 128

Preparac®o de (QS,55)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(6-Fenil-5—

-amino-d-hidroxi—hexanoil)-valil—valil—(S—aminopentil)amida

mono-Boc-1,5~-diaminopentano

a) Uma solugdo de l,5-diaminopentano (14,0 ml, 120 mmol)
em 70 ml de CH2C12 foi tratada com dicarbonato de di-t-butilo
(7,24 g, 33,2 mmol), a 02C, e foi, em seguida, agitada durante to
da a noite 2 temperatura ambiente. A mistura reaccional foi di-
lufda com 75 ml de CHClB, lavada com carbonato de s6dic aquoso a

5%, seca sobre MgSD4 e evaporada. U resfduo foi dissolvido num



69 585 o
.
SKB CASE 14415 A

-168-

volume minimo de HC1 1 N (10 ml) e lavado com &ter dietflico. A
camada aquosa foi entH3o alcalinizada até pH 10 com NaOH 2 N e ex-
trafda com acetato de etilo. Os extractos foram combinados, secos

sobre MgSDa e evaporados para originar 1,6 g do produto desejado.

RMN (c0013): S1,43 (17 H, br. s), 2,53-2,83 (2 H, m), 2,90-3,10
(2H, m), 4,80-5,10 (1H br. s).
MS (CI): wm/z 237 (M+Cl)~.

LAS,SS)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(6-Fenil—S-amino-a-hidroxi—

~=hexanoil )-valil-valil-(5-aminopentil )amida

b) O composto do Exemplo 126 foi dissolvido em DMF com
mono-Boc-1,5-diamino-pentano (3 equiv.), l-hidroxibenzotriazol
(1,5 equiv.) e diisopropilcarbediimida (1,5 equiv.), e a reacg3o
foi agitada 2 temperatura ambiente e monitorizada por HPLC. Quan-
do a reacg¥o se completou, a mistura reaccional foi evaporada até
a3 secura e o resfiduo foi tratado com 4cido trifluoroacético, a
02C durante 30 minutos. O 4cido trifluoroacético foi removido
sob pressdo reduzida, e o residuo foi dissolvido em metanocl e pu-
rificado por HPLC de fase invertida, utilizando um sistema de ace
tonitrilo-4gua~4cido trifluoroacético a D,l%, numa coluna Hamil-
ton DRD-l() de polistireno.

Exemplo 129

Preparac3o de (aS,SS)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(6-fenil—5-

-amino—a-hidroxi—hexanoil)-valil-valil-(5-guanidinopentil)amida

0 composto do Exemplo 128 foi dissolvido em dgua, e o pH
foi ajustado para 10 com NaOH 3 N. Ap6s arrefecimento até gecC,
foi adicionada uma solugZo aquosa de sulfato de O-metilisoureia
ajustada para pH 10 com NaOH 3 N, A reacgdo foil monitorizada por
HPLC e o pH foi continuamente ajustado para 10 com a adicZo de
NaOH 3 N. Apés conclus3o da reacgdo, o pH foi diminufido para 4,5
pela adigZ@o de 4cido acético a 1%, e o produto foi purificado por
HPLLC de fase invertida, utilizando um sistema de acetonitrilo-4gua
-4cido trifluoroacético a 0,1%, numa coluna Hamilton PRP-1® de
polistireno.
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Exemplo 130

Preparacso de (45S,55)-alanil-alanil-(6-fenil-5-amino-4-hidroxi-

-hexanoil)-valil-valinamida

A resina peptidilo protegida (45,55) Boc-Ala-Ala-(6-fe-
nil-5-amino-4-t-butildimetil-sililoxi-hexanoil)-Val-Val-BHA foi
preparada de acordc com o processo usual do Exemplo 1. A resina
peptidilo foi clivada e desprotegida por tratamento com 10 ml de
HF lfquido anidro/l ml de anisol, a 09C durante 1 hora. Apés re-
mogdc do HF sob vécuo, a resina foi lavada com &ter dietilico, se
ca ao ar e extrafda com 2 x 50 ml de 4cido acético glacial, o
qual foi liofilizado para produzir o péptido em bruto. O produto
em bruto foi purificado por filtrag%o em gel em SephadexC) G-15
utilizando 4cido ac8tico aquoso a 10% como eluente.

Exemplo 131

Preparac3o ds (QS,SS)-alanil-(6-Fenil-5-amino-4-hidroxi-hexanoil)-

—-valil-valinamida

R resina peptidilo protegida (45,55) Boc-Ala-(6-fenil-5-
-amino-4-t-butildimetil-sililoxi~hexanoil)-Val-Val-BHA foi prepa-
rada de acordo com o processo usual. A resina peptidilo foi cli-
vada e desprotegida por tratamento com 10 ml de HF l1fquido anidro/
/l ml de anisol, a 09C durante 1 hora. Ap6s remogZo do HF sob va
Cuo, a resina foi lavada com &ter dietflico, seca ao ar e extrai-
da cam 2 x 50 ml de 4cido acé&tico glacial, o qual foi liofilizado
para produzir o péptido em bruto. O produto em bruto foi purifi-
cado por filtrag¥%o em gel em Sephadex() G-15, utilizando 4cido

acético aquoso a 10% como eluente.

Exemplo 132

Preparac®o de (as,ss)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(6-renil-sgs)-

-~amino-4(S)-hidroxi-hexanoil )-valil-valinamida

O composto do Exemplo 130 foi dissolvido em OMF, ao gual
foi adicionado 1 equiv. de trietilamina e 1,5 equiv, de N-(benzi-
loxicarboniloxi)succinimida. A extens®o da reacgdo foi monitori-

zada por HPLC, e o produto foi purificado directamente a partir da
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mistura reaccional por HPLC preparativa, utilizando um sistema de
acetonitrilo-4gua-4cido trifluoroacético a 0,1%, numa coluna de
Hamilton PRD—lC) de polistireno.

Exemplo 133

Preparac3o de (&S,SS)-alanilalanil-(6-Fenil-5-amino—4—hidroxi—he-

xanoil)-valina

A resina peptidilo protegida (45,55) Boc-Ala-Ala-(6-fenil-
-5-amino-4-t-butildimetil-sililoxi-hexanoil )-Val-resina de Merri-
field foi preparada de acordo com o processo usual. A resina
peptidilo foi clivada e desprotegida por tratamento com 10 ml de
HF liquido anidro/l ml de anisol, a 02C durante 1 hora. Ap6s re-
mog3o do HF sob vicuo, a resina foi lavada com &ter dietflico, se
ca ao ar e extrafda com 2 x 50 ml de 4cido acético glacial, o qual
foi liofilizado originando o péptido em bruto. O produto em bru-
to foi purificado por filtragZo em gel em SephadexGb G~15, utili-

zando 4cido acético aquoso a 10% como eluente.

Exemplo 134

Preparacfio de (45,55)-benziloxicarbonilalanilalanil-(6-fenil-5-

-amino-4-hidroxi-hexanoil )-valina

0 composto do Exemplo 133 foi dissolvido em DMF ap qual
foram adicionados 2 equiv. de trietilamina e 1,5 equiv, de N-(ben
ziloxicarboniloxi)succinimida. A extens3o da reacgdoc foi monito-
rizada por HPLC, e o produto foi purificado directamente a partir
da mistura reaccional por HPLC preparativa utilizando um sistema
de acetonitrilo-4gua-4cido trifluoroacético a D,l%, numa coluna
Hamilton PRD-lC) de polistireno.

Exemplo 135

Preparac®o de (45,55)—benziloxicarbonilalanilalanil-(6-Fenil-5-

-amino—a-hidroxi-hexanoil)-ualil—(l-aminometil—2-metil)propilami~

da

carbobenziloxi-lL-valinol

a) L-valinol foi dissolvido em &gua contendo 1 equiv, de

NaOH, e foi arrefecido até 59C num banho de gelo. Fforam adiciona
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dos cloroformato de benzilo (1,1 equiu.) e NaOH 4 N (1,2 equiv.)
alternadamente, em diversas porgBes. Quando a reacg3o se comple-
tou, a mistura reaccional foi extralfda com acetato de etilo e os
extractos foram combinados, secos sobre NaZSDa e concentrados. O
produto em bruto foi purificado por cromatografia flash em gel de

silica.

l-ftaloilamino-2-carbobenziloxiamino-3-metilbutano

b) Carbobenziloxi-L-valinol foi dissolvido em THF, em
conjunto com trifenilfosfina (1,1 equiv. ) e ftalimida (1,1 equiv.)
e arrefecido até -59C num banho salino gelado. Foi adicionadodiiso
propilazidodicarboxilate (1,1 equiv.) e a reacg#o foi agitada du-
rante 1 hora a -59C e deixada aguecer até 3 temperatura ambiente.
Ap6s agitag¥o durante toda a noite 2 temperatura ambiente, a mis-
tura reaccional foi evaporada e o residuo foi purificado por cro-
matografia flash, produzindo o composto dese jado.

l—t-butiluxicarbonilamino-2-carbobenziloxiamino-3—metilbutano

c) l-Ftalonilamino-2-carbobenziloxiamino-3-metilbutano
foi dissolvido em etanol e tratado, 2 temperatura ambiente, com
hidrato de hidrazina (2 equiv.). Quando a reacgdo se completou
por TLC, a2 mistura reaccional foi evaporada e o resf{duo dissolvi-
do em DMF, Foram adicionados dicarbonato de di-t-butilo (3 equiv.)
e trietilamina (3 equiv.) e a reacgdo foi agitada 2 temperatura
ambiente durante toda a noite. A mistura reaccional foi evapora-
da e o resfduo foi purificado por cromatografia flash em gel de

silica, produzindo o composto desejado.

(45,ss)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(s-fenil-s-amino-a-hidro-

xi-hexanoil)-valil-(l-aminometil-2-metil)propilamida

d) l1-t-Butiloxicarbonilamino-2-carbobenziloxiaming=3-
-metilbutano foi dissolvido em metanol e hidrogenado sobre palé&-
dio a 10% em carbono a 2,76 x 105 Pa durante 1 hora. A mistura
reaccional foi filtrada através de uma almofada de Celite s Bva-
porada até 2 secura para originar l-t-butiloxicarbonil-2-amino-3-

-metilbutano.
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(ASJSS)-benziloxicarbonilalanil-alanil-(6-Fenil-5-amino-a-hidro-

xi-hexanoil)-valil-(l-aminometil-2-metil)propilamida

e) 0O composto do Exemplo 134 foi dissolvido em DMF em
conjunto com l-t-butiloxicarbonil-2-amino-3-metilbutano (3 equiv.)
l-hidroxibenzotriazol (1,5 equiv.) e diisopropilcarbodiimida (1,5
equiv.) e a reacgdo foi agitada 2 temperatura ambiente e monitori
zada por HPLC. Quando a reacg?o se completou, a mistura reaccio-
nal foi evaporada até 3 secura e o resfduo foi tratado com 4cido
trifluoroacético, a 0°C durante 30 minutos. 0 4cido trifluoroacé
tico foi removido sob press#o reduzida e o resfiduo foi dissolvido
em metanol e purificado por HPLC de fase invertida, utilizando um
sistema ‘de acetonitrilo-4gua-4cido trifluoroacético a 0,1%, numa
coluna Hamilton PRD-lC) de polistireno.

Exemplo 136

Preparag®o de &cido (2R,55)-2-(fenilmetil)-5-t-butiloxicarbonil-

aminp-6-fenil-hex-3-enbico

2(S)-t-butiloxicarbonilamino-3-fenilpropanol

a) Boc-L-Fenilalanina foi dissolvida em THF contendo tri
etilamina (1 equiv.) arrefecida até -59C. Foi adicionado cloro-
formato de etilo (21 equiv.) em THF, gota a gota, durante 15 min,
e a reacgdo fol agitada durante 30 min a -59C., A mistura reaccio
nal foi filtrada e adicionada, gota a gota durante 30 min, a uma
solug3o de boro-hidreto de s6dio (2,5 equiv.) em 4&gua, a 0°C, A
reacgdo foi deixada aguecer até 2 temperatura ambiente e foi agi-
tada durante 2 horas. A mistura reaccional foi acidificada com
HC1 1 N, a camada aquosa foi separada e lavada com &ter. As cama
das do éter e do THF foram combinadas, lavadas com NaOH a 10%,
dgua, secas sobre NaZSD4 e concentradas, originando o composto do
tftulo.

LZS)-l-(metilsulFonil)oxi—2-t—butiloxicarbonilamino-E—Fenilpropano

b) O compostec do Exemplo 136(a) foi dissolvido em CH,C1,
contendo trietilamina (1,5 equiv.), e fol arrefecido até -1092C. A
isto foi adicionado cloreto de metano-sulfonilo (l,l equiv.), du-

rante 10 min. Ap6s agitag3@o durante 10 min e 10eC, a mistura reac
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cional foi extraida com 4qua gelada, HCl a LO% frio, NaHCU3 satu-

rado, e salmoura, A camada org&nica foi seca sobre NaZSD4 e con-

centrada, originando o0 composto do tftulo.

(25)-l-feniltio-Z-t-butiloxicarbonilamino-3-Fenilpropano

c) Tiofenol (4 equiv.) foi dissolvidec numa mistura de
THF e metanol. Foi adicionado metéxido de s6dio (4 equiv.) e a
reacgdo foi agitada a temperatura ambiente durante 15 min. O com
posto do Exemplo 136(b) (1 equiv.) foi adicionado e a temperatura
aumentada até 509C durante 2,5 h. A mistura reaccional foi diluf
da com NaOH a 10%, extraida com CH2C12 e evapotada griginando o

composto do titulao.

LZS)-l—(benzenosulfonil)-2-t-butiloxicarbonilamino-3-Fenilpropano

d) 0 composto do Exemplo 136(c) foi dissolvido em CH,C1,,
arrefecido até 0°C e 4cido m-cloroperbenzéico (3,5 equiv.) foi
adicionado. A reacg¥o foi deixada aquecer até a temperatura ambi
ente e agitada durante 1 hora. A mistura reaccional foi dividida
entre CH2C12 e saturada com NaHSUa,
da cam NaHCO3 1 N, seca sobre NaZSDa e evaporada, originando o

composto do tfitulo.

e a camada orglnica foi lava-

LAR)-(Z-oxo-A—(fenilmetil)—3-0xazolidinil)—S—metilpent-B-enoato

e) O composto do ti{tulo foi preparado de acordo com o
processo do Exemplo 93(b), substituindo por 4cido 4-metilpent-3-
-endico o &cido monometil trans-hex-3-enfico, e por (R)-benzilo-

xazolidinona a (S)-benziloxazolidinona.

jgﬂ,AR)-(z-oxo-a-(renilmetil)-3-oxazolidinil)-2-(renilmetil)-s-
-metilpent-3-enoato

f) Utilizando o composto do Exemplo 136(e), o composto

do titulo foi preparado de acordo com o processo do Exemplo 93(c).

(2R) 2-(fenilmetil)=-5-metilpent-3-en-l-ol

g) 0 composto do Exemplo 136(f) em THF foi arrefecido
até -789C e tratado com LiAlH, (1 equiv.). Apés agitag3o durante
30 min a -789C, a reacg3@o foi deixada aquecer até 02C durante 1

hora. Apés 30 min a 09C, a mistura reaccional foi ent3o novamen-
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te arrefecida até -782C, e foi adicionado 1 ml de acetato de eti-
lo. A reacg3@o foi rapidamente arrefecida com cloreto de aménio
aquoso saturado a -789C, deixada aquecer até & temperatura ambien
te e dilufda com dgua. A mistura reaccional foi extrafda com
éter e os extractos foram secos sobre NaZSD4 e evaporados, produ-
zindo o composto do titulo, o qual foi purificado por cromatogra-

fia flash em gel de sflica.

12R)-1-(tetra-hidropiranil)oxi-z-(renilmetil)-s-metil-s-penteno

h) O composto do Exemplo 136 (g) foi dissolvido em CH,C1

e foi adicionado di-hidropiranc (1,5 equiv.) em conjunto com p-to

2

lueno-sulfonato de piridinio (0,1 equiv.) e foi agitadog 2 tempera
tura ambiente durante 4 horas. A solugZo foi dilufda com éter,
lavada com &gua salgada, seca sobre NaZSDa e evaporada, produzin-

do o compostoc do titulo.

(25)-2-(fenilmetil)-3-tetra-hidropiraniloxipropionaldefdo

i) O composto do Exemplo 136(h) foi dissolvido em CH,C1,

arrefecido até -789C e tratado com ozono até que uma cor azul per

-

sistisse. A reacgZo foi rapidamente arrefecida com sulfeto de di
metilo, deixada aquecer até 2 temperatura ambiente e concentrada
por evaporagdo, produzindo o composto do tftulo, o qual foil wutili

zado sem purificag®o posterior.

(ZR,SS)-I-(tetra—hidropiranil)0xo-2-(Fenilmetil)«5—t—butiloxicar-

bonilamino-6-fenil-hex-3-eno

j) Uma solug3o da sulfona do Exemplo 136(d) em THF foi
arrefecida até -782C, foi tratada com metil-1ftio (2 equiv. de
uma solug3o 1,6 M em éter) durante 5 min, e agitada a -782C du-
rante 20 min. Num frasco separado, o aldefdo do Exemplo 136(i)
(2,75 equiv.) em THF foi arrefecido até -789C e tratado com met6-
xido de diisobutilaluminie (2,25 equiv.) em THF (preparado pela
adigdo de uma guantidade equimolar de metanol a hidreto de diiso-
butilaluminio 1 M em THF). A solugZo do aldefdo foi transferida
para a sulfona dianiénica por meioc de uma c@nula, e agitada a
-789C durante 30 min. A reacg¥o foi rapidamente arrefecida pela
adig3o de cloreto de aménio aquoso saturado e o produto foi ex-

trafdo com éter, seco sabre MgSD4 e concentrado sob presszo redu-
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zida.

A f3-hidroxi-sulfona em bruto foi dissolvida em metanol e
arrefecida até 02C. Foi adicionado fosfato de hidrogénio dissédi
co (4 equiv.), seguido por amalgama de sédio a 5% (12 equiv.).
Apés agitagZo durante 4 horas a 09C, a reacc%o foi dilufda com
dgua e extralda com CH2C12, seca sobre MgSDa e concentrada. O
produto em bruto foi purificado por cromatografia flash em gel de
sfilica, originando o composto do titulo.

dcido (2R,55)-2-(fenilmetil)-5-t-butiloxicarbonilamino-6-fenil-

-hex~3-enfico

k) 0O composto do Exemplo 136(j) foi dissolvido em aceto-
na, arrefecido até 02C e tratado, gota a gota, com reagente de Jo
nes (3 equiv.). Apé6s agitag¥o durante 3 horas, a mistura reaccip
nal foi dilufda com &gua e extrafda com &ter. Os extractos etére
os foram lavados com NaOH a 5% e as lavagens aquosas forém combi-
nadas, acidificadas até pH 2 com HCl a 10% e extraidas com &ter.
Os extractos do éter foram secos sobre Nazsﬂa e evaporados, origi

nando o composto do titulo.

Exemplo 137

Preparag3o de (2R,55)-alanilalanil-(2-(fenilmetil)=5-amino-6-Ffe-

nil-trans-hex-3-enoil)-valil-valinamida

A resina-péptidilo protegida (2R,5S) Boc-Ala-Ala-(2-(fenil-
metil)-S-amino—é-Fenil-trans—hex-B—enoil)-Val-Val-BHA fol prepara
da de acordo com o processo usual do Exemplo 1. A resina peptidi
lo foi clivada e desprotegida por tratamento com 10 ml de HF 11~
quido anidro/l ml de anisol, a 09C durante 1 hora. Ap6s remog®o
do HF sob vAcuo, a resina foi lavada com &ter dietflico, seca ao
ar e extrafda com 2 x 50 ml de &cido acético glacial, o qual foi
liofilizado para originar o péptido em bruto. O produto em bruto
foli purificado por filtrag3@o em gel em SephadexGb G-15, utilizando
4cido acético aquoso a 10% como eluente, produzindo o composto do
titulo.
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Exemplo 138

Preparacso de (2R,SS)-benziloxicarbonilalanilalanil-(Z-(Fenilme-

til)—S-amino-é-Fenil-trans—hex-B-enoil)-valil-valinamida

0 composto do Exemplo 137 foi dissolvido em DMF, ao gual
foram adicionados 2 equiv. de trietilamina e 1,5 equiv. de N-(ben
ziloxicarbonilexi)succinimida. A extensZo da reacgdo foi monito-
rizada por HPLC e o produto foi purificado directamente a partir
da mistura reaccional por HPLC preparativa, utilizando um sistema
de acetonitrilo-dgua-4cido trifluoroacético a 0,1% numa coluna
Hamilton DRP-lC) de polistireno.

Exemplo 139

PreparacZo de &cido (65)-6-(terc-butiloxicarbonil)amino—?-Fenil-

-5~-oxo-heptanbico

Utilizando o processo do Exemplo 12, excepto substi-
tuinds por 5-bromo-l-penteno o 4-bromo-l-buteno, foi preparado o

composto do titulao.

Utilizando os processos detalhados aqui descritos nos
Exemplos 19, 34, 76, 77, 78, B8 e 135, foram preparados 0s compos

tos especificos seguintes:

a) éster de metilo de (55,65)-6-(carbobenziloxi-alanil—

alanil)amino-7-fenil-5-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valina;

b) éster de metilo de (55,65)-6-(carbobenziloxi-alanil)-

amino-7-fenil-5-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valina;

c) (55,65)-6-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-7-fenil-

-5-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valinamida;

d) (55,65)-6~(carbobenziloxi-alanil)amino=7-fenil-5-hi-

droxi-(l-oxo)heptil-valil valinamida;

e) (55,65)-6~(carbobenziloxi-alanilalanil)amino—7-Ffenil-

-5-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valinol;

f) (SS,65)-6-(carbobenziloxi-alanil)amino-7-Fenil-5-hi~

droxi-(l-oxo)heptil-valil valinol;

g) (55,65)-6~(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-7-Fenil—
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-5-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valino-((S)-l-amino=3-metilbutil-
-2-)amida; e

h) (55,65)-6-(carbobenziloxi-alanil)amino=7-fenil-5-hi-
droxi-(l-oxo)heptil-valil valino-((S)-l-amino-3-metilbutil-2-)-

amida.

Exemplo 140

Utilizando o processo do Exemplo 151 para preparar o 4ci-
do (2R,55)-2-metil-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-6-Ffenil-4-oxo-
-hexan6ico e empregando os processos detalhados aqui descritos
nos Exemplos 19, 34, 76, 77, 78, 88 e 135, foram preparados os

compostos especificos seguintes:

a) éster de metilo de (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi—ala-
nilalanil)amino-6-fenil-4~hidroxi-2-metil-(l-oxo)hexil-valil va-
lipa;

b) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil )amino-6-
—fenil-a-hidroxi—2-metil-(l-oxo)hexil-valil valinamida;

c) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-Ffenil—s4-
-hidroxi-2-metil-(l-oxo)hexil-valil valinamida;

d) (2R,45,SS)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-é-
-fenil-4-hidroxi-2-metil-(l-oxo)hexil-valil valinol;

e) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-Ffenil-4-
-hidroxi-2-metil-(l-oxo)hexil-valil valinol;

f) (2R,45,55)—5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-é-
-fenil-4-hidroxi-2-metil-(l-oxo)hexil-valil valino-((S)-l-amino-
-3-metilbutil-2-)amida;

g) (ZR,aS,55)-5—(carbobenziloxi-alanil)amino—s-Fenil—a-
-hidroxi-2-metil-(l-cxo)hexil-valil valino-((5)-l-amino-3-metil-
butil-2-)amida;

h) (ZR,QS,SS)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-é-Fe

nil-4-hidroxi-2-metil-(l-oxo)hexil-valil valina; e

i) (2R,45,ss)-s-(carbobenziloxi-alanil)amino-s-fenil-a-

-hidroxi-2—metil-(l-oxo)hexil—valil valina.
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Exemplo 141

Preparac®o de 4cido (2R,58)-2-benzil-5-(terc—butiloxicarbonil)-

amino-6-fenil-4-oxo-hexandico

Utilizando o processo do Exemplo 151, excepto pgla utili-
z de
zagdo de 3-bromo~2-fenilmetil-l-benziloxipropano em / 3-bromo-2-

-metil-l-benziloxipropano, foi preparado o composto do titulo.

Utilizando 4cido (2R,SS)-2-benzil-5-(terc-butiloxicarbo-
nil)amino-6-fenil-4-oxo-hexanbico e empregando os processos deta-
lhados aqui descritos nos Exemplos 19, 34, 76, 77, 78, 88 e 135,
foram preparados os compostos especificos seguintes:

a) éster de metilo de (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-ala-
nilalanil)amino—6-Fenil-&-hidroxi—2-benzil-(l-oxo)hexil-valil va-
lina;

b) éster de metilo de (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-ala-
nil)amino-6-fenil-4-hidroxi-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valina;

c) (2R,45,55)-5~(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-6-
-fenil-4-hidroxi-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valinamida;

d) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-fenil—4—
-hidroxi-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valinamida;

e) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-6-
-fenil-4-hidroxi-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valinol;

f) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-Ffenil-4—
~-hidroxi-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valinol;

g) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi~alanilalanil)amino-6-Ffe-
nil-4-hidroxi-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valino-((S-1l-amino-3-
-metilbutil-2-)amida;

h) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-fenil—4-~
-hidroxi-2~benzil-(l-oxo)hexil-valil valino=((S)-l-amino=3-metil-
butil-2-)amida;

i) (2R,4S,55)-5-(carbobenziloxi—alanilalanil)amino-é—
—Fenil-a-hidroxi—2—benzil-(l-oxo)hexil-valil valina; e

Jj) (2R,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-fenil-4-

-hidroxi~-2-benzil-(l-oxo)hexil-valil valina.
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Exemplo 142

Preparacsio de 4cido (BRS,SS)—3-isobutil-5—(terc—butiloxicarbonil)—

amino-6-fenil-4-oxo-hexandico

4-hidroxi-6-metil-hept-l-eno

a) A uma solug3o de isobutiraldefdo (1,0 g, 11,6 mmol)
em THF anidro (30 ml), a 09C, foi adicionado brometo de alilmagné
sio (12,2 mmol). Ap6s a2 adig3o, a reac¢3o foi deixada aguecer
até a temperatura ambiente e foi agitada durante mais 2 h. A
reacgdo foi rapidamente arrefecida ao ser vertida numa mistura,
sob agitag3o, de HCl a 5% e &ter dietflico. A camada orgfnica
foi separada, lavada com &gua e salmoura e seca sobre MgSUQ. A
filtragZ%o e a evaporac3o do solvente produziram o composto do ti-
tulo.

4-bromo-6-metil-hept-l-eno

b) O composto do Exemplo 142(a) (0,6 gy 0,625 mmol) foi
dissolvido em CH2C12 (25 ml) e tratado com cloreto de mesilo
(0,72 g, 0,625 mmol) e trietilamina (0,63 g, 0,625 mmol), em clo-
reto de metileno. Apé6s agitag3do durante 3 h & temperatura ambien

te, a reacg3o foi vertida em HC1l a 5% frio e &ter dietilico.

0 exame minucioso extractivo padrdo forneceu o mesilato
em bruto. 0 mesilato em bruto foi tratado com um excesso de LiBr
(3 equiv.) em DMF seco, a 1209C durante 6 h. A reacg3o foi arre-
fecida e a mistura reaccional foi dilufda com dgua. 0 exame minu
Cioso extractivo padr3o com pentano produziu o composto do titulo,

0 qual foi purificado por destilag3o.

dcido (BRS,55)-3-isobutil—5-(terc-butiloxicarbonil)amino—é-Fenil—

~4-oxo-hexanéico

c) Utilizando o processo do Exemplo 12, excepto substi-
tuinde por 4-bromo-6-metil-hept-l-eno o 4-bromo-l-buteno, produ-

ziu-s2 o composto do tftulo.

Utilizando os processos detalhados aqui descritos nos
Exemplos 19, 34, 76, 77 e 78, foram preparados os compostos espe-
cificos seguintes:
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al) éster de metilo de (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-
-alanilalanil)amino-6-fenil-4-hidroxi-3-isobutil-(1l-oxo0)hexil~

-valil valinaj;

bl) éster de metilo de (35R,45,55)-5-(carbobenziloxi-
-alanil)amino-6-fenil-4-hidroxi-3-isobutil-(l-oxo)hexil-valil va-
linas

cl) (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino=-6-
~-fenil-4-hidroxi-3-isebutil-(l-oxo)hexil-valil valinamida; e

dl) (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-fenil-

-4-hidroxi-3-isobutil-(l-oxo)hexil-valil valinamida.

Exemplo 143

Preparag®o de &cido (3RS,55)-3-metil-5-(terc-butiloxicarbonil)-
aming-6-fenil-4-oxo-hexandico

Utilizando o processo do Exemplo 142, excepto ‘ subs-
tituindo por acetaldefdo o isobutiraldetdo, foi preparado o com
posto do titulo.

Utilizando os processos detalhados aqul descritos nos
Exemplos 19, 34, 76, 77 e 78, foram preparados os compostos espe-
cificos seguintes:

a) éster de metilo de (BSR,AS,55)—5-(carbobenziloxi-ala-
nilalanil)amino-6-fenil-4-hidroxi-3-metil-(l-oxo0)hexil-valil vali
najs

b) éster de metilo de (35R,45,55)-5-(carbobenziloxi-ala-

nil)amino-é-Fenil-a-hidroxi-B-metil—(l-oxo)hexil-ualil valina;

c) (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-6-

~-fenil-4-hidroxi-3-metil-(l-oxo)hexil-valil valinamida; e

d) (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-Ffenil-

~4-hidroxi=3-metil-(l-oxo)hexil-valil valinamida.

Exemplo 144

Preparac@o de 4cido (3R5,55)-3—benzil-5—(terc—butiloxicarbonil)—

amino-6-fenil-4-oxo-hexanéico

Utilizando o processo do Exemplo 142, excepto subs-.
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tituindo por fenilacetaldefdo o isobutiraldefdo, foi preparado o
composto do titulo.

Utilizando os processos detalhados aqui descritos nos
Exemplos 19, 34, 76, 77 e 78 foram preparados os compostos especi
ficos seguintes:

a) éster de metilo de (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-ala-
nilalanil)amino-6-fenil-4-hidroxi-3-benzil-(1l-oxo)hexil-valil va-
lina;

b) éster de metilo de (35R,45,55)-5-(carbobenziloxi-ala-

nil)amino-6-fenil-4-hidroxi-3-benzil-(l-oxo)hexil-valil valina;

c) (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-6-
-fenil-4-hidroxi-3-benzil-(l-oxo)hexil-valil valinamida; e

d) (3SR,45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)amino-6-Ffenil-

-4-hidroxi-3-benzil-(l-oxo)hexil-valil valinamida.

Exemplo 145

Preparac®o de &cido (55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-5-Ffenil-

-4-oxo-pentandico

Utilizando o processo do Exemplo 12, excepto substi-
tuindo por Boc-fenilglicina - a Boc-fenilalanina, foi preparado o

composto do titulo.

Utilizando os processos detalhados aqui descritos nos
Exemplos 34, 76, 77 e 78, foram preparados os compostos especi{fi-
coOs seguintes:

a) éster de metilo de (55,45)-5~(carbobenziloxi~alanil-

alanil)amino—5—Fenil-4-hidroxi-(l-oxo)pentil-valil valina; e

b) éster de metilo de (55,as)-5-(carbobenziloxi-alanil)-

amino-S-Fenil-a-hidroxi-(l-oxo)pentil-valil valina.

Exemplo 146

Preparac®o de 4cido (55)-5-(terc-butiloxicarbonil)amino-7-Ffenil-

~4-oxo~-heptandico

Utilizando o processo do Exemplo 12, excepto = substi-
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tuindo por Boc-homofenilalanina a Boc-fenilalanina, 'foi

preparado o composto do tftulo.

Utilizando os processos detalhados aqui descritos naos
Exemplos 34, 76, 77 e 78, foram preparados os compostos especi{fi-

cos seguintes:

a) éster de metilo de (45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil-

alanil)amino-7-fenil-4-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valina; e

b) éster de metilo de (45,55)-5-(carbobenziloxi-alanil)-

amino-7-fenil-4-hidroxi-(l-oxo)heptil-valil valina.

Exemplo 147

Preparac¥o de (55)-5(carbobenziloxialanil)aming-4-hidroxi-l-oxo-

-6-fenil-hexil~valina, isobutil amida

LSS)-S-(terc-butiloxi)amino-l,a-dioxo-é-Fenil-hexil-valina, iso-

butilamida

a) Uma solugZo do composto do Exemplo 12(b) (1,0 mmol) e
NMM (1,2 mmol) em THF (5 ml), a -409C, foi tratada, gota a gota,
com cloroformato de isobutirilo (1,0 mmol). Apés 15 min, foi adi
cionada uma solugZ3o de L-valina isobutilamida (1,2 mmol) em DMF
(2 ml). A mistura foi agitada com aquecimento até 3 temperatura
ambiente durante toda a noite, sendo, em seguida, vertida em HC1
aquoso a 4% e extrafda com CHClB. A camada orgfnica foi lavada
com NaHCG3 a 5%, em seguida com HZD’ e concentrada, produzindo o

composto do titulo.

155)-5-(terc-butiloxicarbonil)-a-hidroxi-l-oxo-s-fenil-hexil-ua-

lina, isobutil amida

b) 0 prcduto do Exemplo 147(a) foi reduzido com NaBHa
(1 equiv.) em metanol. Foi adicionado HC1 dilufdo e o produto
foi isolado por extracgZo com CHClj. HPLC preparativa em sflica,
utilizando um sistema de CHzClz/CHBDH, produziu o composto do ti-

tulo, em conjunto com o seu epfmero hidroxi.

jSS)—S—amino—a-hidroxi-l-ox0-6—Fenil-hexil-valinal ispbutil amida

c) 0O produto do Exemplo 147(b) foi dissolvido num volume
minimo de TFA puro. Ap6s 5 min, foi adicionado metanol, seguido
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por 1 equivalente de HCl concentrado. Os solventes foram removi-

dos in vacuo, produzindo o composto do titulo.

LﬁS)-5-(carbobenziloxialanil)amino-d-hidroxi-l-oxo-6—Fenil-hexil—

-valina, isobutil amida

d) Uma solug®o de Cbz-alanina (0,50 mmol) e NMM (0,60
mmol) em THF (5 ml), a -40°C, foi tratada, gota a gota, com cloro
formato de isobutirile (0,50 mmol). Apés 15 minutos, foi adicio-
nado mais NMM (0,60 mmol), seguide por uma solug3o do produto do
Exemplo 147(c) (0,60 mmol) em DMF (2 ml). A mistura foi deixada
aguecer até a temperatura ambiente, com agitag@o, durante toda a
noite. Foi adicionado HC1l a 5% e o produto foi isolado por extrac

¢do com CHClB.

Exemplo 148

Preparag®o de (55)-5-(carbobenziloxialanilalanil)amino-4-hidroxi-

~l-oxp-6-fenil-hexil valina, iscbutilamida

0 composto do tftulo foi preparado tal como descrito no
Exemplo 147(d), excepto por ter sido utilizada Cbz-alanilalanina

(0,50 mmol) em lugar da Cbz-alanina.

Exemplo 149

Preparac®o de 5—(miristil)amino—4—hidroxi—l-oxo—é-Fenil-hexil va-

lina, isobutil amida

A uma solug3o do produto do Exemplo 147(c) (0,10 mmol) em
piridina (2 ml), foi adicionado anidrido mirfstico (0,12 mmol).
Apb6s 12 horas, a solugZo foi dilufda com HCl a 10% e extrafda
com acetato de etilo. A camada orglnica foi lavada com NaHCD3 a
5% e HZO’ sendo, em seguida, concentrada para originar o composto
do titulo.

Exemplo 150

Preparac3io de 5—(estearil)amino-&-hidroxi-l-oxU-G-Fenil-hexil va-

lina, isobutil amida

0 composto do tftulo foi preparado tal como no Exemplo

149, excepto ' substituindo por anidrido este&rico o anidrido

miristico.
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Exemplo 151

Preparag8o de 5-(carbobenziloxialanil)amino-4-hidroxi-2-metil-l-

-ox0-6-fenil-hexilvalil valina, éster de metilo

5-(terc-butiloxicarbonil)amino-a-oxo-Z-meti1-6-Fenil-l—benziloxi

hexano

a) O composto do titulo foi preparado tal como no proces
so do Exemplo 12(a), excepto quse em vez de 4-bromo-l-buteno foi
utilizado o 3-bromo-2-metil-l-benziloxi-propano (J. Med, Chem.
30, 374 (1987)).

5-(terc-butiloxicarbonil)amino-4-ox0-2=-metil-1-hidroxi-6-fenil

hexano

b) O composto do titule foi preparado por hidrogenflise
do produto do Exemplo 151(a) utilizando o processo do Exemplo
86(b).

dcido 5-(terc—butiloxicarbonil)amino-d-oxo—Z-metil—G-Fenil-hexa—

néico

c) A uma mistura do produto do Exemplo 151(b) e benzeno/
/H,0/AcOH 5:1:1 foi adicionado (n-Bu),NBr (0,01 equiv.). Foi adi
cionado KMnD4 (3,5 eg.) e a mistura foi agitada durante 2 horas,
sendo, em seguida, adicionado bi-sulfeto de sédio aquoso saturado.
Ap6s véarios minutos, a mistura foi acidificada até pH 1-2 com
KHSO4 aquoso saturado, sendo, em seguida, extrafda com EtOAc. A
camada orglnica foi concentrada e o resfduo foi purificado por
cromatografia em sflica (acetato de etilo/hexano/HDAc), produzin-

do o composto do titulo.

5-(carbobenziloxi alanil)amino—a-hidroxi-l-oxo-ﬁ—Fenil—hexilva-

lil valipa, éster de metilo

d) O composto do Exemplo 151(c) foi acoplado a éster de
metilo de valil valina utilizando o método do Exemplo 35(a) ex-
cepto ° substituindo pelo composto do Exemplo 151(c) o 4cido
5-(terc-butiloxicarbonil)amino-a-oxo—B-(a-benziloxi—Fenil)hexa-
nbico. A cetona foi reduzida com NaBH4 utilizando o processo do

Exemplo B4(b). 0 grupo amino foi desprotegido pelo processo do
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Exemplo 35(c), e acoplado & Cbz-alanina pelo processo do Exemplo

72(a), para produzir o composto do tftulo.

Exemplo 152

Preparac3o de 7-metil—5-(carbobenziloxialanil)amino-B,a-di-hidro-

xi-2-fenilmetil-l-oxo~octil valina, isobutilamida

4cido 7-metil-4,5-0,(terc-butiloxicarbonil)-N-isopropilideno-3-

-hidroxi-2-fenilmetil-octanfico, &ster de benzilo

a) Uma solug¥o de 2,2-dimetil-3-(terc-butiloxi carbonil)-
-4-isopropil-5-formil-1,3-oxazolidina (1,0 mmol) (J. Med. Chem.
30, 976 (1987)) em THF (2 ml) foi adicionada a uma solug¥o a -782

de 1,1 mmol de benzil-3-fenilpropionato de litio (preparado a par

tir de diisopropilamida de 1ftio (1,1 mmol) e de benzil-3-~fenil-
propionato (1,1 mmol)). A mistura foi agitada a -782 durante 1
hora, sendo, em seguida, deixada aquecer até & temperatura ambien
te e dilufda com tampZo fosfato de pH 7. A mistura foi extraida
com clorof6rmio, a camada org@nica foi concentrada, e o residuo
foi purificado por cromatografia flash, produzindo o composto do

tftulo como uma mistura de is6meros.

4cido 7-metil-5—(terc-butiloxicarbonil)amino~3,4-dioxiisopropili—

dino-2-fenilmetil-octandico, &ster de benzilo

b) Uma solugZo do produto do Exemplo 152(a) (0,5 mmol)
em CHZClZ.(lD ml) foi agitada com &cido canforsulfénico (0,1 mmol ),
durante toda a noite. Foi adicionado NaHCD3 s6lido em excesso com
acetano (10 ml), a mistura foi agitada vigorosamente durante 1 ho
ra e filtrada através de Celite. A concentracfio e a cromatogra-

fia flash produziram o composto do tftulo.

dcido 7-metil-5(terc-butiloxicarbonil)amino-3,a-dioxiisopropili-

deno-2-fenilmetil-octandico

c) Uma solugdo do produto do Exemplo 152(b) (0,2 mmol)
em metanol (5 ml) foi agitada com Pd a2 10% em carbono activado
(20 mg), durante B horas sob 1,013 x 10° Pa de H,. A mistura foi
filtrada através de Celite e concentrada, produzindo o composto do

titulo.
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7-metil-5(terc-butiloxiamino)-3,4-dioxi-isopropilidino-Z-fenil—

metil~-l-oxo-octil valina, iscbutil amida

d) 0O composto do tftulo foi preparado " pelo processo
do Exemplo B7(a), excepto substituindo pelo produto do Exem-
plo 152(c) o 4cido 5-(terc-butiloxicarbonil)amino-4-oxo-6-fenil

hexanf6ico e eliminando a lavagem com HCl a 5% no exame minucioso.

7-metil-5-amino-3,4-di~-hidroxi-2-fenilmetil-l-oxo-octil valina,

isobutil amida, cloridrato

e) O composto do titulo foi preparado a partir do produ-
to do Exemplo 152(d) pelo processo do Exemplo 147(c).

7-metil-5-(carbobenziloxialanil)amino~3,4-di-hidroxi-2-fenilme-

til-l-oxo-octil valina, iscbutil amida

f) O composto do titulo foi preparado pelo processo do
Exemplo 147(d), excepto " . substituindo pelo produteo do Exem-
plo 152(e).

Exemplo 153

Preparac@o de (45,55)-5-(alanilalanil )amino-4-hidToxi-1-0x0-6~
-~(4-hidroxifenil)-hexil-valil valinol

(45,55)-5-(carbobenziloxi~alanilalanil)amino-4-hidroxi-l-ox0=6~

:ﬁ&-benziloxifanil)-hexil-valil valina

a) 0 composto do Exemplo 72(a) (1 mmol) foi dissolvido
em metanol (10 ml) e hidréxido de potassio (1,5 mmol) em Hy0 foi
adicionado gota a gota. A reaccgfo foi monitorizada por cromato-
grafia de camada fina até a hidréSlise do éster estar completa. A
reacgdo foi neutralizada com HCl a 5%, o metanol foi evaporadag
sob press3o reduzida e o resfduo foi dissolvido em CHClB. 0 ex-
tracto orglnico foi lavado com HCl a 5% e &gua e seco sobre
MQSDQ. A filtragZ@o e a evaporagfc do solvente forneceram o com-
posto do titulo.

(45,55)~5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino~4-hidroxiel—o0xo—6-

~(4-benziloxifenil)~hexil-valil valinol

b) Uma soluc3o do composto do Exemplo 153(a) (0,5 mmol)

foi dissolvida em CHZCl2 (5 ml) sob uma atmosfera de Ar e arrefe-
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cida até 09C. Foi adicionado metil sulfeto de borano (0,55 mmol),
gota a gota. A reacgZo foi agitada 5 horas a 52C e 2 horas 2

temperatura ambiente. Foi adicionado metanol (3 ml), seguido por
4cido acético (2 ml) e a solug3o foi agitada 3 temperatura ambien
te durante mais 2 horas. OUOs solventes foram evaporados sab pres-
s80 reduzida, o residuo foi dissoclvido em CHCl3 e lavado sucessi-
vamente com HCl a 5%, H2
seco sobre MgSUa, filtrado e o solvente foi evaporado, produzindo

0 e NaHCO; a 5%. O extracto org&nico foi

0o composto do titulo.

(45,55)-5-(alanilalanil)amino~4~hidroxi-l-oxo0-6=(4-hidroxifenil)-

-hexil-valil valinol

c) A uma solugZo do composto do Exemplo 153(b) (0,2 mmol)
em 4cido acético, foi adicionado paladio a 10% (150 mg) em carbo-
no activado. Foi borbulhado hidrogénio através da mistura duran-
te 60 min e a reacg®Bo foi agitada sob uma atmosfera de hidrogénio
durante 20 horas. A suspens®o foi filtrada através ds Celite()

e o solvente foi evaporado sob press®o reduzida, produzindo o com
posto do tftulo.

Exemplo 154

Preparac3o de a-metil-B-Z—S-(alanilalanil)amino-a-hidroxi—l—oxo-

—6-(a-hidroxifenil)-hexil-valil_7amino-pentano-2-ona

a-metil-E-ZfE-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino—a-hidroxi-l-oxo—

-6-(4-benziloxifenil)-hexil-valil /amino-pentano-2-ona

a) 0 composto do Exemplo 153(a) (0,2 mmol) foi dissolyi-
do em cloreto de metileno (4 ml), a 09C, e cloreto de oxalilo
(0,25 mmol) foi adicionado sequido por 1 gota de DMF. Ap6s agi-
tag3o durante 0,5 horas a 0°C e 0,5 horas & temperatura ambiente,
uma solugdo de cloreto de metileno foi adicionada, gota a gota, a
uma solugdo de um excesso de diazometano (>4 mmol) numa mistura
de EtzU e THF. Apés agitag@o a 102C durante 1 hora, foi adiciona
do 4cido acético até que a evolug#o do azoto cessasse. Os solven
tes foram evaporados, o resfiduo foi dissolvido em EHElB, lavado

com dgua e seco sobre MgSO A filtrag3o e a evaporacg®o do sol-

4‘
vente produziu o composto do titulo.
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4-metil-3-/ 5-(alanilalanil)amino-4-hidroxi-l-oxo0-6-(4-hidroxife-

nil)-hexil-valil_/amino-pentano-2-gona

b) A uma solug¥o do composto do Exemplo 154(a) (0,1 mmol)
em 4cido acético, foi adicionado paléddio a 10% (80 mg) em carbono
activado. Foi borbulhado hidrogénio através da mistura durante
60 min e a reacg¥o fol agitada sob uma atmosfera de hidrogénio
durante 20 horas. A suspens¥o foi filtrada através de Celite e
o0 solvente foi evaporado sob press¥o reduzida para preduzir o com
posto do titulo.

Exemplo 155

Preparag3o de Ac-Arg-Rla-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ual—Ual-NH2

Utilizando o processo do Exemplo 1, excepto .- substi-
tuindo por Boc-Phe o Boc-Tyr(BrZ), foi preparado o composto do
titulo.

Exemplo 156

Utilizando o processo do Exemplo 58, excepto substi-
tuindo por Boc-His(Tes), Boc-Val, Boc-Ile, Boc-Lys(Clz), Boc-Ser-
(Bz1), Boc-D-Arg(Tos) ou Boc-Met a Boc-Rla, produziram-se os se-

guintes péptidos:

His-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH

;
Ual-Ser-Gln—Asn-Tyr—Pro-Ual—Ual-NHi;
Ile—Ser—Cln~Asn-Tyr-Pro-Ual~Ual-NH2;
Lys-Ser-Gln-Asn—Tyr-Pro-Ual-Ual-NHz;
D-Arg-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH_;

2
Ser-Ser-Gln-Asn-Tyr—Pro-Ual—Ual—NHz; e

Met—Ser-Gln—Asn-Tyr-Pro—Ual—Ual-NHz.

Exemplo 157

Utilizando o processo do Exemplo 39, excepto por se ini-
ciar a sequéncia com Boc-Ala-BHA, Boc-Gly-BHA, Boc-Ile-BHA, Boc-
-Leu-BHA ou Boc-Met-BHA, produziram-se os seguintes péptidos:
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Ac-Ser—Gln-Asn-Tyr-DrD-Ual-Ala-NHz,
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Gly-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-~Val-Ile-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Leu-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Val-Met-NH

2;
2;
2? e
20

Exemplo 158

Utilizando o processo do Exemplo 39, excepto : * - substi-
tuindo por Boc-Ala, Boc-Gly, Boc-Ile, Boc-Arg(Tos), Boc-Leu ou
Boc-Met .a Boc-Val no segundo residuo do péptido, produziram-se
os seguintes péptidos:

Rc-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ala-Val-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Gly-Val-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ile-Val-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Arg-Val-NH
Ac-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Leu~Val-NH
Ac~-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Met-Val-NH

e

NMNNNN

Exemplao 159

Utilizando o processo do Exemplo 40, excepto substi-
tuindo por Boc-His(Tos), Boc-Val, Boc-Ile, Boc-Leu, Boc-Thr(Bzl)
ou Boc-Gln a Boc-Ala no quinto residuo do péptido, produziram-se

0s sequintes péptidos:

Ac-Ser-Ala-His-Tyr-Pro-Val-Val-NH
Ac-Ser-Ala-Val-Tyr-Pro-Val-Val-NH
Ac-Ser-Ala-Leu-Tyr-Pro-Val-Val-NH
Ac-Ser-Ala-Thr-Tyr-Pro-Val-Val-NH
Ac-Ser-Ala-Gln-Tyr-Pro-Val-Val-NH

Exemplo 160

Preparac3o de (58,4RS)—5-(terc—butoxicarbonilserilalanilalanil)—

amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina

O composto do Exemplo 34(d) (50 mg, 6,5 x 107° mole) foi
dissolvido em metanol (5 ml) e 4gua (1 ml) contendo carbonato de
potéssio foi adicionada, gota a gota. Ap6s agitacfo durante 6 ho
ras & temperatura ambiente, a mistura reaccional foi dilufda com
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acetato de etilo e d4gua. O pH foi ajustado para 3,0 com HCl dil.,
e a camada agquosa foi separada. A camada org8nica foi lavada com
dgua (lx) e seca sobre MgS0,. A filtragZo e a evaporag®o do ace-
tato de etilo produziram o composto do titulo.

Exemplo 161

Preparag8o de (55,4RS)-5-/ (terc-butoxicarbonil-serilalanilala-

nil)-amino_/-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina-dietil-

amida

0 composto do Exemplo 160 (60 mg, 7,8 x 1077 mole) foi
dissolvido em THF anidro (4 ml), a -40°C sob uma atmosfera de &r-
gon e foi adicionada N-metil morfolina (10,2 mg, 1,01 x 1074 mo-
le), seguida por cloroformato de isobutirilo (11 mg, 7,8 x 10'5
mole). Ap6és agitagHo durante 15 min, foi adicionada dietilamina
(11 mg, 1,56 x 1074 mole). Ap6s agitac%o durante mais 30 min a
-402C, a mistura reaccional foi agitada % temperatura ambiente.

A reacg3@o foi dilufda com acetato de etilo e lavada sucessivamen
te com HCl a 5%, bicarbonato de s6dio a 5% e salmoura. 0 extrac-
to org@nico foi seco sobre MgSDa, filtrado e evaporado in vacuo,

para produzir o composto do titulo.

Utilizando o mesmo processo, excepto - substituingo
por n-butilamina a dietilamina, foi produzida a (SS,ARS)—S-Z_(terE
-butoxicarbonil-serilalanilalanil)aminq;7-4-hidroxi-l-oxo-ﬁ-?enii

-hexil-valil valina-butilamida.

Exemplo 162

Preparag®o de (55,4RS)-5-/ (terc-butoxicarbonil-serilalanilala-
nil)amino_/-4-hidroxi-l-oxo-6-~fenil-hexil valina-isobutilamida

éster de metilo de (55,QRS)-S-Z—(terc~butoxicarbonil-serilalanil-

alanil)aminq;7-a-hidroxi-l-oxo—é-Fenil-hexil valina

a) Utilizando o processo do Exemplo 34, excepto subs-
tituindo por éster de metilo de valina o é&ster de metilo de va-

1lil valipa, foi produzido o composto do tftulo.
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(55,4R5)-5-/ (terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino_/-4-

-hidroxi-l-oxo0-6-fenil-hexil valina

b) Utilizando o processo do Exemplo 160, excepto
substituindo pelo péptido do Exemplo 162(a), foi produzido o &ci-
do carboxilico do titulo.

(55,4RS)-5-/ (terc-butoxicarbonil-serilalanilalanil)amino_/~4-

~hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil valina-isobutilamida

c) Utilizando o péptido do Exemplo 162(b) e o processo
do Exemplo 161, excepto ;"-. . substituindo por isobutilamina a
dietilamina, foi produzido o composto do titulo.

Exemplo 163

Composig3do para unidade de dosagem lipossémica

Fosfatidilcolina (1,4 g) e fosfatidilglicerol (0,6 g) s#&o
dissolvidos em 300 ml de metanol a 20% no solvente cloroférmic e
sdo evaporados até 3 secura. A soluc3o do péptido (30 mg em 200
ml de solug3o salina tamponada com fosfato) &6 adicionada 2 pelicu
la fosfolipidica seca, a qual é deixada equilibrar 2 temperatura
ambiente durante 1-2 horas. A disperséo‘lipossémica formada &
ent3o submetida a turbilhonamento para assegurar uma mistura uni-
forme. A suspens3o resultante & extrusada, cinco vezes, através
de um filtro de policarbonato de 0,2 , para produzir uma distri-
buig3o de tamanhos uniforme. Se necessario, a suspensdo pode ser
dialisada ou ultracentrifugada para remover o péptido n3o-encapsu
lado.

Exemplo 164

Composig8o para unidade de dosagem lipossémica

Num béquer, colesterol (49 mg) e 4cido oleico (0,358 g)
sdo aguecidos até 659C durante 20-30 min. Mantendo a temperatura,
fosfolipidos (1 g) sZo adicionados lentamente, assegurando o hume
decimento completo pelo 4cido oleico. Uma solugBo de arginina
(0,22 g em 3,37 g de &gua) a 409C & adicionada em pequenas alfquo

tas e meticulosamente misturada na pasta. A mistura & mantida a
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402C. Ap6s equilibrio durante uma semana, o péptido (150 mg) &
meticulosamente misturado no gel. O pH é ajustado até 7,0 com
&cido acético, se necessério. é adicionada solugZo salina tampo-
nada com fosfato (pH 7,4), em pequenas alfguotas, com turbilhona-
mento, para atingir uma concentragZo de 200 mg de gel lipossémico
por ml. O0Us lipossomas formam-se espontaneamente. Este processo
produz 5 g de suspens3o liposs6mica. Uma unidade de dosagem pa-

dr@o & de 1 g de suspensZo lipossémica.

Exemplo 165

Composic®o para unidade de dosagem parentérica

Uma preparag®o gue contém 25 mg do péptido de acordo com

este invento & preparada como se segque.

25 mg do péptido s%o dissolvidos em 15 ml de dgua destila
da. A solug3o é filtrada, sob condigBes estéreis, para uma ampo-
la multi-dose de 25 ml e liofilizada. Para injecg3@o intravenosa
ou intramuscular, o pS & reconstitufdo pela adigd8o de 20 ml de
dextrose a 5% em &gua (D5W). Esta solugdo também & apropriada pa
ra utilizag¥o noutros métodos de administraczo. Tais como adicgZo

a uma garrafa ou saco para infus3o EV, gota a gota.

Exempla 166

ComposigZo para unidade de dosagem oral

Uma cépsula para administracg®o oral & preparada por mistu
ra e triturag3do de 35 mg do péptido com 75 mg de lactose e 5 mg
de estearato de magnésio. O pé resultante foi peneirado e coloca

do dentro de cédpsulas de gelatina dura.

A descrig¥o acima descreve completamente como fazer e uti
lizar este invento. Este invento, contudo, nZ%o estéd limitado &s
concretizag®es precisas aqui descritas, mas abrange todas as modi

ficag®es dentro do ambito das reivindicagBes que se sequem.
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REIVINDICATGTDES

1l - Processo para a preparag3o de um composto de férmula
A-8-(0) =(C)=(0) ~M-(W) =(X) -Y-2
(1)

© dos seus sais farmaceuticamente aceitéveis,
em gue,

AR é BocNH, CbzNH, H, R'R"N, R"CONR' ou DnsNH, ou se a, b
e c sdio 0 e Y 6 uma ligag3o covalente, ent%o A & H, Boc, Cbz, R"
ou R"CO;

B 6 um ou mais amimo4cidos O ou L, ﬁ -ARla ou é uma liga-

¢330 covalente;

C e D s&%o iguais ou diferentes e s#o Glx, Asx, Ala,/ﬁ -
-ARla, Arg, Gly, Ile, Leu, Lys, Ser, Thr, Val, Met ou His;

Q 6 um aminodcido D ou L, e & Ser, Thr, Rsp, His, Cys,
Arg ou Ala;

W 6 Pro ou 4 3-desidro-Pro;

X 6 Ala, Gly, Ile, Leu, Val, Met, Lys, Glx ou Asx;

Y 6 um ou mais aminodcidos D ou L, ou & uma ligagdo cova-

Z é CUZR"", CONR'R"", COR', CHZDH, EHZNR'R"" ou H, ou se
deesdo 0e Y 6§ uma ligagdo covalente, Z & OR"" ou NR'Rvv;

2, by £, d e & s8o cada um, independentemente uns dos ou-

tros, 0 ou 1, desde que c e g n%o sejam simultaneamente 0;

M & Cha, phe(a'Ra) ou -NHCHRlRZ-;

em que:

Rl é, independentemente, Aqul_S, (CH2)nSAqul-5’
(CH,) ORlqC, ., (CH,) cicloalquile C5_, ou (CH,) [C H =R 3

Ra é halogéneo, OR', N02, NH2 ou H;

R, 6 (CHz)n—, CHR3(CH2)mCD-, CU(CHz)mCD-, CHR3CHR3,(CH2)mCU-,
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CHR5CHR3,CHR) (CH,) CO-, CHR;CHR)CHR'(CH,) CO-, CHRSCHR'CHR, (CH,) CO-,

CUCRlCHR'(CHZ)mCU-, CDCF2CR'R"(CH2)mCD-, CDCFZ(CHz)mCD-,
CH:CR'CHR"(CHz)mCU-, CUCH:CR'(CHZ)mCD-,
CHZS(U)DCHR'(CHz)mCD-, CH NR'CHR"(CHz)mCU-,

P=0(0R*)(CH,) CO-,

2

)n )n n(
\\T/A<;>>)m ’ ’ ’ \\V/N !
R, CO- R, CO- R, CO- CO-
OR !
\ | )n )n
v T > 7 ;
0
Co- CO- CO-

R3 e R3, sdo, cada um deles independentemente, OH, H ou

R, & OH, H, NH2 ou =0;

m é, independentemente, 0, 1, 2 ou 3;
n é, independentemente, 1 ou 2,

p é 0, 1 ou 2;

R' 6 H ou AlqC

1-5°
R" & H ou Alqcl-lB;
R“" & H, Aqul_S, cicloalquilo Cs g2 (CHz)ncsHs,

(CHz)nCSHaN, (CHZ)nDH, (cuz)nmﬁz, ou (CHZ)nNHC(NH)NHZ;

caracterizado por compreender, (a) acoplar os resfiduos de amino-

dcidos apropriados, (b) remover facultativamente quaisquer grupos
protectores, e (c) modificar facultativamente o terminal amino ou
carboxilo do péptido.

2 - Processo de acordo com a reivindicac®o 1, caracteriza
do por B ser um ou dois amino&cidos D ou L escolhidos a partir do
grupo constituido por Ala, Gly, Val, Ile, Leu, Met, His, Lys, Arg,
Glx, Asx, Cys, Ser e Thr, ou ser uma ligagdo covalente, e Y ser um
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a trés aminodcidos D ou L escolhidos a partir do grupo constitui-
do por Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Val, Arg, Lys, Thr, Ser, Cys, Glx

e Asx ou ser uma ligag%o covalente.

3 - Processo para a preparag3io de um composto de acordo
com a reivindicag®Bo 1 ou 2, caracterizado por Q ser um amino4dcido
D ou L escolhido a partir do grupo constitufdo por Ser, Thr, Asp
e His e D ser escolhido a partir do grupo constitufdo por Glx,
Asx, Ser, Ala, (3-Ala, Ile, Leu, Val e Met.

4 - Processo para a preparagio de um composto de acordo
com qualquer uma das reivindicagBes 1 a 3, caracterizado por d

ser 0 e M ser -NHCHRIRZ.

5 - Processo para a preparagfo de um composto de acordo
com qualquer uma das reivindicag®es 1 a 4, caracterizado por Rl
ser CH,C H -R_, CH,C_ H . ou Aqul_s, e R, ser CHRBCHRB'(;Hz)mCD-,

2°6 4 2°6 11

CHR;CHR, ,CHR, CO-, CHR;CHR,CHR'CO-, CHR,(CH,) CO-, co(cH,) co-,

CUCRlCHR'(CHz)mCO-, CHR3CF2(CH2)mC0-, -CUCFZ(CHZ)NCU-,
_D=P(UR')(CH2)mCU-,

FR'?) (
) ’ —P n ou n N
\\r/<<;:> m f A%
0
Ra C0- CO- CO0-
6 - Processo para a preparacg3ioc de um composto de acordo

com gualquer uma das reivindicagdes 1 a >, caracterizado por Y ser
um aminodcido escolhido a partir do grupo constitufdo por Ala,
Gly, Ile, Met, Asx, Arg e Val ou ser uma ligagZo covalente e C e

D serem escolhidos a partir do grupo constitufdo por Glx, Asx e
Ala.

7 - Processo para a preparag®o de um composto de acordo
com qualquer uma das reivindicag®es 1 a 6, caracterizado por R2

ser CH(DH)CHZCHZCU-.

8 - Processo para a preparac®o de um composto de acordo
com qualquer uma das reivindicag@es 1 a 7, caracterizado por B

ser uma ligag3o covalente e a ser O.
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9 - Processo para a preparagdo de um composto de acordo

com a reivindicag3o B8, caracterizado por b ser O.

10 - Processo para a preparagdo de um compostoc de acordo

com a reivindicagdo 9, caracterizado por ou c ou e ser O.

1l - Processo para a preparagsc de um composto de acordo

com a reivindicagd@o 1, caracterizado por o composto preparado ser:

2-(acetil-serilglutaminilasparaginil)amino-3-fenilpropil-
prolilvalil valinamida;

2-(serilglutaminilasparaginil)amino-B-fanilpropilprolilug

1il valinamida;

4-(acetil-serilglutaminilasparaginil)amino-3-hidroxi-1-

-ox0-5~-fenilpentilprolilvalil valipamida;

4-(acetil-serilglutaminilasparaginil)amino—B-hidroxi-l-

-oxo-5-fenilpentilvalil valinamida;

4-(seril-glutaminilasparaginil)amino-3(S)-hidroxi-1l-oxo-

-5-fenilpentilvalil valinamida;

5-(carbobenziloxi-alanilalanil)amino-6-Fenil-4-hidroxi-

-(l-oxo)hexil-valil valinol;

carbobenziloxi-alanil-(3-hidroxi-S—amino-é—Fenil)hexanoi;

-valil-(a-aminometil)piridina; ou

S-(carbobenziloxialanilalanil)amino-a—hidroxi-G-Fenil-(l—

-ox0)hexil-valina isobutilamida;
e seus sais farmaceuticamente aceitiveis.

12 - Processo para a preparagfio de um composto de acordo

com a reivindicagdo 1, caracterizado por o composto preparado ser:

éster metilico de 2- (2-(terc-butoxicarbonil-serilalanil-

alanil)amino-l-oxo—B-Fenilpropil)ciclopentilcarbonilvalil valina;

éster metilico de 2-(2-(serilalanilalanil)amino-l-oxo<3-

-Fenilpropil)ciclopentilcarbonilvalilvalina;

éster metilico 2-(2-(terc-butoxicarbonil-serilalanilala-

nil)amino-l-hidroxi-S-Fenilpropil)ciclopentilcarbonilvalil valina;
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éster metilico de 2-(l-hidroxi-3-fenil-2-(serilalanilala-

nil)aminopropil)ciclopentilcarbonilvalilualina;

éster metilico de 2-((l-metoxi-l-(2-fenil-l—(terc—butilo—
xicarbonilserilalanilalanil)amino)etil)fosfinil)ciclopentilcarbo—

nil-valilvalina;

éster metilico de 2-((l-hidroxi-1-(2-fenil-l-(serilalanil

alanil)amino)etil)fosfinil)ciclopentilcarbonil-valil valina;

éster metilico de 5-(terc-butoxicarbonil-serilalanilala-

nil)amino-d-hidroxi-l-oxo-é-fenil-hexil-ualil valina;

éster metilico de 5-(terc-butoxicarbonil-serilalanilala-
nil)amino-a-hidroxi-l-oxo-ﬁ-(a-hidroxi-fenil)hexil-valil valina;

6ster metilico de 4-(terc-butoxicarbonil-serilalanilala-
nil)amino-2,2-difluoro-3-hidroxi-l-oxo-5-fenilpentil-valil vali-
na;

éster metilico de &-(serilalanilalanil)amino-2,2-difluorg
-3-hidroxi-l-oxo-5-fenilpentil-valil valina;

éster metilico de 4-(serilalanilalanil)amino-2,2-diFluo:g
-1,3-dioxo-5-fenilpentil-valil valina;

5-(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-4~hidroxi-6-
-(4-hidroxi)fenil-l-oxo-hexil-valil amida;

8ster metilico de S-((carbobenziloxi-D—seril)alanilalanil)—
amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina;

éster metilico de 5-((D-seril)alanilalanil)amino-a-hidroxi
-l-oxo0-6-fenil-hexil-valil valina;

5—(t-butiloxicarbonilserilalanilalanil)amino-é-(a-hidroxi)-
fenil-4-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina;

5-(serila1anila1anil)amino-s—(a-hidroxi)fenil-a-hidroxi-l-

-oxo-hexil-valil valina;

éster metilico de 2-((l-hidroxi-Z-(serilalanilalanil)ami-

no-3-ciclo~hexil)propil)ciclopentanocarbonil-valil valina;

éster metilico de (45,5S) 5-(carbobenziloxialanil)amino-

-4-hidroxi-l-oxo-6-fenil-hexil-valil valina;
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6ster metilico de (45,55) S5-(alanil)amino-4-hidroxi-l-oxo-
-6~-fenil-hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-(terc-butiloxicarbonilalanil)-
amino-4-hidroxi-l-oxo-6-(4-hidroxifenil)hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) S-alanilamino-4-hidroxi-l-oxo-
-6~(4-hidroxifenil)-hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-(alanilalanil)amino-4-hidroxi
-l-ox0-6-(4-hidroxifenil)hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-/ (carbobenziloxi-f-alanil)-
alanil_/amino-4-hidroxi-l-oxo-6-(4-hidroxifenil)hexil-valil vali-
na;

éster metilico de (4S,55) 5-/ (p-alanil)alanil _Jamino-4-
-hidroxi-l-ox0-6-(4~hidroxifenil)hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) S5-(alanilalanil)amino-4-hidroxi

~l-oxo-6-ciclo-hexil-hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-(carbobenziloxialanilalanil)-
amino-4-hidroxi-l-oxo0-6-fenil-hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-(alanilalanil)amino-4-hidroxi
~l-oxo0-6-fenil-hexil-valil valina;

éster benzilico de (4RS,5S) 5-amino-6-(4-hidroxi)fenil-4-
-hidroxi-l-oxo-hexil-valil valina;

éster metilico de (1R,2R) 2=(((15,25)-1-hidroxi-2-amino-
-3-ciclo—hexil)propil)ciclopentanocarbonil—valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-amino-4-hidroxi-l-oxo-6-fe-

nil-hexil-valil valina;

éster metilico de (45,5S) 5-(terc-butiloxicarbonil amino-

-4-hidroxi-l-oxo0-6-fenil-hexil-valil valina;

éster metilico de (45,55) 5-(metoxicarbonil—alanilalanil)-

amino-é-fenil-a-hidroxi-(l—oxo)hexil-valil valina; oy

éster metilico de &cido (4RS,55) S-((terc-butiloxicarbo-
nil)isoleucil)amino-?-metil-d-hidroxi-l-oxo-octil—leucil-aspérti-

co;
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ou suas carboxamidas;
e seus sais farmaceuticamente aceitéveis.

13 - Processo para a preparag3o de uma composigZo farma-
ctutica, caracterizado por compreendsr a mistura de um composto
preparado de acordo com gqualquer uma das reivindicacg®es 4-11 com

um vefculo farmaceuticamente aceitével.

14 - Processo para a preparag3o de uma composig3o farma-
ctutica, caracterizado por compreender a mistura de um composto
preparado de acordo com qualquer uma das reivindicag®ies 4-11, azi

dotimidina e um vefculo farmaceuticamente aceitivel.

15 - Processo para a preparag3o de um composto de férmu-
la:

CO-X

em que:

R, & AlqC y -(CHz)nSAqu -(CHZ)nOAqu

1-5’ 1-5°

1-5
-(CHz)nc1cloalqu1loC3_7 ou '(CHZ)mcéHa'Ra;

Ra € halogénec, NO OH, DAlgC NH., ou H;

2’ 1-5’ 2

RS & H;
R6 é CHBED, ﬂqul_S, Dns, Cbz ou Boc, au quando tomados em

conjunto RS e R6 sdo ftalimida;
m &, independentemente, 0, 1, 2 ou 3;
n é, independentemente, 0 ou 1;
-- indica uma ligagZo ou simples ou dupla;

X & H, halogéneo, OH, UAqul_S, NHR'R" ou OCOA1qC e

1-57

R' e R" s3o0 H ou Aqul_S:

caracterizado por compreender,

a) a reacgdo de um composto de férmula
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R5R6N CHO

com um éster de prolina, &N 3-Pro ou 2-carboxipiperidina, sob con-

dig®%es redutoras;
e facultativamente seguida por:

b) convers%o do &ster num 4cido carboxilico, éster ou
amida; @
c) convers3o do 4cido num éster, amida, anidrido ou hale

to de acilo.

16 - Processo para a preparacZfo de um composto de férmu-

la:

R5R6N m

R CO-X

em gque:

R, & Aqul_S, -(CHZ)nDAqul_S, -(CHZ)ncicloalquilo Cs.
ou (CHz)mcéH

7
4-Ra’
R, & OH, NH,,

Ra é halogéneo, NO

H ou =0;

29 OH, DAqul_S, NH2 ou H;

m é, independentemente, 0, 1, 2 ou 3;

n &6 0 ou 1;

R5 & H;

R6 é CHBCD, Aqul_S, Dns, Cbz ou Boc, ou quando tomados
em conjunto R5 e R6 sdo ftalimido;

X 6 H, halogéneo, OH, DAqul—S’ NHR*R" ogu UCUAqul_S; e

R' e R" s3o H ou Aqul_s,

caracterizado por compreender,
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a) a oxidag3o a um 4cido ceto-carboxflico, de um compos-

to de férmula:

em gue RU € OH ou =0;
e, em seguida, em gualquer ordem:

b) reducdo ou aminag3o redutiva opcionais do grupo ceto;

c) conversHo opcional do &cido carboxflico num éster, ami

da, aldeido, anidrido ou haleto de acilo.

17 - Processo para a preparacg3o de um composto de f6rmula:

Ry Ry

/l\r/i\v/co-x
R5R6N

Ry

am que:
R, & AlgC, ., -(CHZ)nDAqu1_5, -(CHZ)HCLCloalquilo Cs_-
ou -(CHZ)mC6H4°Ra;
Ry' € H, Alaly g, -(CH,) OAlqC, , —(CHZ)ncicloalquilOC3_7
ou -(EHZ)mE H=R_s

6 4
Ra & OH, NH2, H ou =0;
Ra é¢ halogéneo, NDZ’ OH, DAqul_5, NH2 ou H;

m €, independentemente, 0, 1, 2 ou 3;
n é, independentemente, 0 ou 1;

R. & H;
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R, 6 CHyCO, AlqC

em conjunto, R

1-5° Dns, Cbz ou Boc, ou quando tomados
5 © R6 sdo ftalimidos

X 6 H, halogéneo, OH, OAlqC NHR'R" ou OCOAlgC

1-57 1-57 ®©
R' e R" s%zo H, ou Aqul_S, desde que Rl ndo seja isobuti-

lo; caracterizado por compreender,

a) a oxidagZo a um 4cido carboxflico, de um composto de

férmula:

em que Ry 6 OH ou =0;
e, em seguida, em qualquer ordem:
b) redug%o ou aminagdo redutiva opcionais do grupo ceto;

c) convers3o opcional do &cido carboxf{lico num éster, ami

da, aldeido, anidrido ou haleto de acilo.

18 - Processo de acordo com a reivindicacg#fio 17, caracteri
zado por Rl' ser H, Rl ser szﬁsHa-Ra e R4 ser OH ou =0.
19 - Processo para a preparag®o de um composto de f6rmula:
Rl )
A3
!
R.R_N p
576 Il
0 CO-X

em que:

R, & AlgC, o> -(CHz)nDAqul_s, -(CHz)ncicloalquilo C

ou -(CHz)mcﬁHa-Ra;

Ra € halogéneo, NO

3-7

2+ OH, DAlgC, o, NH, ou H;

mé 0, 1, 2 ou 3;

n &, independentemente, 0 ou 1;
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R, & CH;CO, AlqC

em conjunto R5 e R6 sdo ftalimido;

1-57 Dns, Cbz ou Boc, ou quando tomados

X & H, halogéneo, OH, OAlqgC NHR'R" ou OCOA1lgC

1-5’7 1-57 €

R* e R" s%o H ou AlqC; g3

caracterizado por compreender,

a) a oxidac%o a um 4cido carboxflico, de um composto de

f6rmula:
R
1
Loy
RSR6N ﬁ
O \ R"l

e, em seguida:

b) hidrélise opcional do fosfinato de alquilo ao 4cido

fosfinico; e

c) convers3o opcional do 4cido carboxIlico num éster, ami
da, aldeido, anidrido ou haleto de acilo.

Lisboa, =7 ML "™
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