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Descric8c referente & patente de
invencfioc de BEHRINGWERKE AKTIENGESELL-
SCHAFT, alem#i, industrial e comercial,
com sede em D-3550 Marburg, Repfiblica
Federal Alem#, {inventores: Dr. Werner
Stiber e Dr, Karl Fickenscher, residen~
tes na Repliblica Federal Alemd),

para: "PROCESSO PARA A  PREPARACAO

DE  PEPTIDAMIDAS E DE  COMPOSICORS

FARMACRUTICAS QUE AS  CONTEM  OTRIS

COMO _ INIBIDORES DA  COAGULAGAO POR

FIBRINA/TROMBINAY,

DESCRICAO

A presente invengfio refere-se a oligo-

peptidamidas bem como & um processo para a sua preparacfio. Os compostos
descritos possuem a capacidade de inibir a Tormag%o de cofgulog no
sangue, isto 8§, a coagulag¥o sangufnea., Em consequdncia estes peptideos
apresentam interesse terap8utico e para diagnéstico.

De scordo com o estado da téenieca s¥o

conhecidos compostos que possuem a capacidade de inibir a coagulagHo
sangufnea. Estas substlncias sHo entre outras derivados peptidicos
¢ proteinas. Est#o nestes casos a antitrombina III que & usada em terapla
e as clorometilcetonas peptidicas que s%o wusadas em diagndstico. A
actividade destas substlncias basela-se na inibigBo da +trombina, o
que significa que n#o permitem que o fibronogénio forme a fibrina e

que o factor XIIIseja activado.




Para diversos <fins de diagnéstico
& no entanto de interesse activar integralmente a cascata de coagulagHio
sanguinea com formag#io de trombina ou adicionar directamente trombina
& substéincia a ensaiar sem no entanto deixar que se estabelega um cofgulo.
Isto significa que & necessfrio utilizar inibidores da coagulagloc que
possuam a capacidade de inibir, na formac#o de um colgulo, a fibrina
j& formada pela trombina.

Para a utilizagBo terap8utica & de
interesse interromper a formaglo de um cofigulo de fibrina na presenca
de fibrina solfivel. Para este fim pode ser Gtil a inibic8o da ocluaZo
das arteriolas num cofgulo intravasal disseminado ou a interrupcHo
de uma formaglio de novo de um codguloc de fibrina por meio de uma +terapia

de lise com manutengdio da actividade local de coagulagBo.

Conforme se mostrou na publicac¥o
de patente 38 11 647, & possivel estabelecer um sistema de ensaio para
o factor de coagulaglio XIII por adigio de um inibidor de coagulaggo.
0 inibidor de coagulaciio adicionado n#o inibe a <trombina mes sim a
reunifio das cadeias da fibrina solGivel. O peptideo usadc tem a sequdncia
peptidica Gly-Pro-Ars-Pro. Contudo persiste o inconveniente de que
se torna necesefirio adicionar uma quantidade relativamente elevada
deste peptideo para uma inibig8o completa da coagulagBo. 0 mesmo acontece
também para a utilizag#io terap8utica deste tetrapeptideo.

No 112 Simpbsio Americano de Peptideos
(Julho de 1989) foram apresentados virios derivados peptidicos activos
(o significado das abreviaturas & explicado mais adiante):

Estrutura Actividade relativa
{Quantidade no plasma
com a qual & inibida
uma quentidade definida
do inibidor)

GPRP 1
GPRP-4~hidroxipiperidideo 1,2
GPRP--3-metilpiperidideo 1,29
GPRP~NH, 3,452




4"“ ""‘ RS el A T T m’“"“""'m

aﬂmwvg&%:émm Wlmfmmm iz *-Pcavnz,nmu}

AT XV PRI

GPRPP""NH 2 4 F] 56

0 aumento de actividade dos peptideos
referidos estf relacionado com a incorporacZc de derivados de aminas
clelicas como bloco C-terminal.

O objectivo da presente invenciio
era encontrar peptideos ainda mais potentes do que os conhecidos de
acordo com o estado da técnlca.

Constituem wum objecto da presente
invengdo por conseguinte amidas peptidicas da férmula geral I

GPRP-X-NRlﬂa I

em que G significa o fcido aminado glicina, P significa o 4cido aminado

L-prolina, R significa o &cido aminado Le-arginina, X significa um #cido
aminado proteinogénico excepto prolina ou um dipeptideo destes &cidos
aminados incluinde prolina, N significa azoto e R1 e Rz slio iguais
ou diferentes e smignificam hidrogénio ou uma cadeia de alquilo com

um méximo de 4 &tomos de carbono.

Como exemplo podem referir-se os
seguinte peptideos:

GPRPA~NH, , GPRPS-NH;, GPRPK-NH,, GPRPF-NH,, GPRPG-NH, , GPRPW-NH, , GPRPY~
-NH; , GPRPV-NH, , GPRPI-NH, , GPRPD-NH, y GPRPE-NH, , GPRPG-N(etilo), ,
GPRPG-N(etilo), , GPRPS-N(isoprilo), , GPRPW-N(metilo), , GPRPG-N(butilo)
GPRPPP-NH,, GPRPGG-NH., GPRPPR-NH, , GPRPRP~NHz, GPRPPP-NH (isopropilo).
GPRPAG-NH,, GPRPGC-NH,. i

Os &cidos eminados cuja forma estereo-
quimica n¥o se encontra definida acima encontram-se de preferédncia

na forma L, mas podem também apresentarem-se sob a forms D.

A preparagBo dos derivados peptidicos
da presente invengf@o & efectuada por métodos conhecidos em 8l, ubtilizando-
-se para a sintese das amldas n¥o alquiladas (RL e R2 iguais a hidrogénio)
o método de sfntese em fase s6lida. De preferéncia seguem-ge OB procedi-
mentos descritos em int. J. Peptide Protein Res. 34, 215-221, 1988,

Os peptideos foram de preferdncia
preparados em copolimero de poliestireno-divinilbenzens com 1iga93es




cruzadas a 1%, que tinha sido derivatizado com uma funglio de ancoragem

de amida sensivel aos fAcidos.

A sintese foi conduzida através do
acoplamento repetitivo de &cidos aminados protegidos um a um de extremida-
de C para a extramidade N do peptfdeo. Os #&cidos aminados s%¥o protegidos
de forma correspondente & sua estrutura quimica no Atomo de azoto N—
-alfa e eventualmente na fungéio em terceiro lugar. As fungBes azotadas
(N-alfa) foram protegidas com o grupo Fmoc, os grupos laterais alco8licos
sob a forma de é&teres terc-butilicos, os grupos carboxilo da cadeia
lateral sob a forma de é&teres de terc-butilo e o grupo guanidina com
o grupo Mtr ou Pmc.

) A preparaclio dos peptf{deos foi levada
a efeito neste caso com inclus#io das seguintes fases num sintetizador
semi-automftico ou totalmente automético:

~ lavagem da resina (15 ml/g de resina)
solvente DMF (ou diclorometano ou N-metilpirrolidona)

- hidré$lise dos grupos Fmoc com piperidina a 20% em DNF

- lavagem da resina com DMF {ou N-metilpirrolidona)

- acoplamento do Acido aminado por utilizagBo de um agente de condensac8o
como por exemplo uma carbodiimida, eventualmente com adigZo de HOBT
ou em vez desta adigfio com utilizagBo de um anidrido misto ou simétrico
ou de um 8ster activo.

~ apbs terminade o acoplamento arrastamento por lavagem dos reagentes
em excesso (DMF).

0 {ltimo &cido aminado normalmente
utilizado & um Acido aminado protegido por um grupo Boc.

0 peptideo foi em sgeguida separado
com uma mistura de #&cido trifluoroacético, de preferéncia a 90% , e
na presenga de um aceltador, como etanoditiol, &gua, resorcina. anisolo
ou tioanisolo, isolado ou numa mistura de aceitadores durante 1 a 2
horas & temperatura ambiente ou a uma temperatura até 402C. Os peptideos
foram cristalizados por precipitag@o num &ter e purificados por permeacdo
em gel. A purexa dos peptideos foi verificada por HPLC e anfdlise de
&cidos aminados,

A sintese das penta~ & hexapeptidalqui-
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lamidas fol efectuada de acorde comp os métodos cléssicos em solugdo.

Em primeirc iugar acoplaram-se o8
fcidos aminados protegidos (Boc ou 2Z) & alquilamina correspondente
utilizando-se métodos idénticos aos usados na sintese em fase sdlida.
Os produtos intermediérios forma purificados por métodog fisicoms, por
recristalizagBo, extracgBio e precipitaglio. Depois da separagfio dos
grupos protectores N-bterminais, no caso do grupe Boc por acidblise
com HCL 1,2 N em &cido acético glacial ou com TFA a 50% em diclorometano,
no caso do grupo Z por hidrogenbiise, acoplou~se o Acido aminado seguinte
conforme descrito anteriormente. No caso da arginina utiliza-se normalmen-

te um grupo protector no grupo guanidina, grupo este que & fhcilmente
protonado.

Apbds eliminacZo de +todos os grupos
protectores purificaram-se os peptideos como habitualmente. para este
fim usaram-se métodos como a permeagdic em gel & inclusivamente btambém
uma purificacgfio por HPLC em material RP-18. 0Os compostos forma analisados
por HPLC e an&lise de #cidos aminados, comprovando-se a sua estrutura
e homogeneidade por espectroscopia 13C-NMR.

Os peptideos da presente invencio
foram também ensaiados para verificacBo da sua actividade inibidora.
Para este fim utilizou-se uma amostra de plasma com inibidor e apds
adigéio de trombina determinou-se o tempo que decorreu até a amostra

coagular. Nos exemplos apresenta-se um resultado representativo.

Conforme ege wverificou, og peptideos
da presente invengBo possuem em relagdo aos compostos conhecidos wum
potenclal de inibigHo nitidamente elevado.

No caso das amidas pentapeptidicas
verificou-se surpreendentemente que & possivel usar para &cido aminado
C-terminal &cidos aminados de pequena dimensfio, como a glicina e a
alanina. De acordo com o estados da técnica s%o no entanto preferidas

neste caso estruturas ciclicas como as derivadas da prolina ou da piperi-
dina.

Abreviaturas:




Ala = A Alanina
Asp = D Acido aspértico
Asn = Asparagina
Gly = G Glicina
Val = V Valina
Leu = L Leucina
Ile = I Isoleucina
Ser = § Serina
Thr = T Treonina
Net = Metionina
Pro = P Prolina
Lys = X Lisina
R Arginine
E Acido glutérico
Gin = @ Glutamina
F Fenilalanina
Y Tirosina
W Triptofano
HOBt Hidroxibenzotriazolo
DIC Diisopropilcarbodiimida
TFA  Acido trifluoroacético
Z Benziloxicarbonilo
Boc Butiloxicarbonilo
Fmoc Fluorennilometiloxicarbonilo
Pme  Pentametilcromanossulfonilo
DMF  Dimetilformamida

0 exemplo que se gegue destina-ge
a elucidar mals completamente a presente invenc#o:

Exemplo:

Preparagdo de Gly~Pro-Arg-Pro-Ala-iH,

Lavou~se 1g de  Fmoc-amida-8ncora-—
-resina (0,47 mmol de grupos amina/g) 3 vezes com 15ml de DMF e elimina-
ram-ge 08 grupog Fmoc com piperidina a 20% em DMF (1 x 3min; 1 x 10min).




Lavou~-se a resina 2 vezes com DMF e 2 vezes com isopropancl. Em seguida
incubaram-ge durante uma hora com a resins 2 mmol de Fmoc-Ala com 3
mmol de HoBt e 2,2 mmol de DIC em 15ml de DMF. Em seguida eliminaram-
-se por filtragBo os reagentes em excesso e lavou-se a resina 2 vezes
com DMF e 2 vezes com isopropanol. Verificou-se se a reacglio estava
completa com um ensaio de ninidrina e no caso de n¥o estar completa
repetiu-se o acoplamento., Os restantes &cidos aminados foram também
acoplados de acordo com este método. O filtimo &cido aminado foil ubilizado
protegido com um grupo Boc. Lavou-gse o conjunto peptideo-resina com
metanol e é&ter dietilico e secou-se sob vécuo. Tratou-se a resina com
20ml de uma mistura de 90% de TFA e 10% de etanoditiol durante 1 hora
a 35¢C. Cristalizou-se o peptideo dissolvido em &ter e cromatografou-
-se em RSephadex-G25 com &cido acético a 0,5%. Liofilizarsam-se as fracgBes
que continham o peptidec & verificou-se por HPLC que tinha uma pureza
de 95%. Por anflise de #&cidos aminados verificou-se um contefido enm
peptideo de 68%.

Verificagdio:

A 25 microlitros de plama adicionaram—
-se 100 microlitros do inibidor de coagulag#o {peptideo) de diferentes
concentragGes. A transformagBc do fibrinogénio em fibrina foi desencadeada
por adigdo de 25 microlitros de trombina (50 UI/ml). Seguiu-se a transfor-
magdo da mistura por meio da medigZo da turvagBo num analisador de
coagulagZo (ACL 300 com calculador inclufdo).

Numa  segunda amostra adicionaram-
-ge & 100 microlitros de plasma, 50 microlitros da solucdc do peptideo
e 50 microlitros da solugfio de trombina e efectuou-se a medicfic da
turvagdio como anteriormente. Considerou-se como inicio da coagulaco
o momento em que a luz dispersa aumentou de uma quantidade igual &
prevista pelo fabricante do aparelho (Instrumentation Laboratory, Mil#o)
para a determinaglio do tempo de protrombina em amostras de plasma.

Todos o8 peptideos considerados s8o
peptidamidas (Rl =R 2=H). O valores dados s8c tempos de coagulacio em
segundos.




Engaio I

Concentracf8o do

Tk

100 pl de inibidor de coagulac#o
25 pl de plasma
25 pl de trombina

Tempos de coagulagdo em segundos

inibidor de coagulacHo

mg/ml 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06
Peptidamida

GPRPPP 592,2 498,1 201,7 76,3 28,8 21,2

GPRPG 998,9 718,5 229,3 73,5 27,9 20,3

GPRPPR 493,4 310,9 109,6 66,8 30,7 21,2

GPRPRP 574,1 617,8 205,5 79,2 32,6 21,2

GPRPA 635,9 535,0 300,5 148,5 51,6 24,1
GPRPD 430,7 166,6 45,9 22,2 20,3 21,2
GPRPW 879,1 726,1 190,3 70,6 26,9 20,3

GPRPK 258,1 139,92 173,2 102,0 51,6 25,0

GPRPS 115,3 114,3 83,3 41,2 23,1 20,3

GPRP 494,3 181,8 48,8 23,1 20,3 20,3

GPRPP 699,5 425,9 228,3 73,5 28,8

GPRPV 174,2 225,5 148,5 83,0 32,6

GPRPI 785,0 968,4 181,8 57,3 25,9

GPRPF 482,9 196,0 88,7 33,6 21,2

GPRPAG 201;7 191,3 142,8 84,9 33,6

GLRPG 25,0 25,0 25,0 24,1 24,1

Ensaio II

Concentragéo do

50 pl de inibidor de coagulacHo
100 pl de plasma
50 pl de trombina

Tempos de coagulegtic em segundos

inibidor de coagulagdo
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mg/ml 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06
Peptidamida

GPRPPP 316,7 61,1 - 19,3 19,3 20,3
GPRPG 126,7 43,1 20,3 18,4 19,3 19,3
GPRPPR 89,6 32,6 19,3 18,4 19,3 19,3
GPRPRP 106,7 36,4 19,3 18,4 19,3 19,3
GPRPA 448,7 83,9 25,9 19,3 19,3 19,3
GPRPD 350,9 48,8 47,8 19,3 20,3 20,3
GPRPW 85,8 25,0 19,3 18,3 19,3 20,3
GPRPK 113,4 35,5 19,3 18,4 19,3 19,3
GPRPS 77,3 25,0 18,4 18,4 19,3 20,3
GPRP 31,7 19,3 19,3 19,3 20,3 20,3
GPRPP 293,7 60,2 21,2 18,4 19,3 19,3
GPRPV 168,4 43,41 20,3 18,4 19,3

GPRPI 93,4 27,9 19,3 18,4 20,3

GPRPF 47,8 20,3 18,4 19,3 19,3

GPRPAG 195,1 49,7 20,3 18,4 19,3

GLRPG 21,2 21,2 21,2 20,3 21,2

Ensaio III 20 pl de inibidor de coagulacBo com trombina

Concentragéo do

130 pl de plasma

inibidor de coagulagao

Tempos de coagulagBo em segundos

mg/ml 10 5 2,5 1,25 0,625
Peptidamida

GPRPPP 43,1 85,8 35,5 20,3 18,4
GPRPG 656,8 104,8 40,2 19,3 18,4
GPRPPR 209,3 70,6 28,8 19,3 18,4
GPRPRP 323,3 77,3 28,8 18,4 18,4
GPRPA 999,9 272,9 76,3 25,0 18,4
GPRPD 101,0 24,1 18,4 18,4 17,4
GPRPW 155,2 38,3 19,3 18,4 18,4
GPRPK 575,1 114,3 41,2 20,3 18,4
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GPRP 926,6 86,7 22,2 18,4 18,4
GPRPP 327,7 97,2 37,3 20,3 18,4
GPRPYV 69,7 109,6 43,1 20,3 18,4
GPRPT 448,7 107,7 32,6 19,3 18,4
GPRPF 261,6 59,2 20,3 18,4 18,4
GPRPAG 22,2 71,6 45,0 20,3 18,4
GLRPG 18,4 18,4 18,4 18,4 18,4

REIVINDICACOES
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Processo para a preparagio de um
peptidamida da férmula geral I

GPRP—X-NRlﬂz I

em que G significa o &cldo aminado glicina, P significa o &cido aminado
L-prolina, R significa o &cido aminado L~arginina, X significa um &cido
aminado proteigénico com a excepcSo de proline ou um dipeptideo destes
&cidos aminados incluindo prolina, N significa azoto e Rl e R2 slo
iguais ou diferentes e significam hidrogénio ou uma cadeia de alquilo
inferior com um méximo de 4 &tomos de carbono, caracterizado por se
acoplarem sucessivamente Acidos aminados protegidos, derivados de #Acidos
aminados ou segmentos peptidicos em soluglio ou sobre uma fase sblida
e se eliminarem por cisZo oa grupos protectores, bem como, no caso
da sintese em fase sblida, se recuperar por cisdio da resina de suporte
o peptidec da estrutura I.

2%

Processo de acordo com a reivindicag#io
1 caracterizado por X ser um #Acido aminados seleccionado de entre o

grupo Gly ou Ala e Rl e Rz gerem hidrogénio.

32

10
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Processo de acordo com a reivindicagio

1 caracterizado por os Acidos aminados se encontrarem scb a forma L.
A%

Processo de acordo com a reivindicagiio

2 caracterizado por os &cldos aminados se encontrarem sob a forma L.
58

Processo de acordo com a reivindicag#o

1 caracterizado por a peptidamida obtida apresentar a férmula

GPRPA-NH,, GPRPS-NH,, GPRPK-NH;, GPRPF-NH,, GPRPG-NH, , GPRPW~-NH, , GPRPY-
~NH; , GPRPV-NH,, GPRPI-NH,, GPRPD-NH,, GPRE-NH , GPRPG-NH(etilo), GPRPG-
-N(etilo), , GPRPS~-NH(isopropilo), GPRPW-N{metilo), s GPRPG-NH{butilo),
GPRPPP-NH, , GPRPGG-NH, , GPRPPR-NH, , GPRPRP-NH, , GPRPP-NH(isopropilo),
GPRPAG~-NH, ou GPRPGG-NH, .

A requerente reivindica a preoridade
do seu pedido de patente alemfio apresentado em 08 de Maio de 1990,
sob o n? P 40 14 655.3.

Lisboa, 07 de Maio de 1991
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE PEPTIDAMIDAS E DE COMPOSIQUES FARMACBUTICAS
QUE AS CONTEM (TEIS COMO INIBIDORES DA COAGULAGKO POR PIBRINA/TROMBINA™.

A invengdo refere~se a um processoc
para a preparacdio de uma peptidamida da férmula geral I

GPRP-X—!!Rikz I

que compreende acoplarem-se sucessivamente &cidos aminados protegidos, de_
rivados de &cidos aminados ou segmentos peptidicos em solugdo ou sobre uma
fase sblida e eliminarem~se por cisdo om grupos protectores, bem como, no
caso da sintese em fase s8lida, recuperer-sa por cisio da resina de 8upor
te o peptideo da estrutura I.
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