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MERRELL DOW PHARMACEUTICALS, INC.

"Processo para a preparagdo de alcoois

peptidicos com actividade anticoaqulante"

Campo da invencdo

A presente invengdo refere-se a novos alcoois peptidicos

utilizaveis como agentes anticoagulantes.

Antecedentes da invencido

Os anticocagulantes sdo agentes terapéuticos uUteis no tra-
tamento farmacoldgico de, por exemplo, trombose aguda das veias
profundas, embolia pulmonar, embolia aguda arterial das extre-
midades, enfarte miocardio e coagulacgdo intravascular disseminada.
Acredita-se que a administracdo profilactica de agentes anticoa-
gulantes impessa a ocorréncia da embolia nos doentes com doenga
cardiaca arteriosclerd6tica ou reumatica e impessa certas compli-
cagOes tromboembdlicas da cirurgia. A administragdo de agentes
anticoagulantes também se tém indicado no tratamento de doenga

das artérias coronarias e cerebrovascular. A trombose arterial,



particularmente nas artérias que irrigam o mdsculo cardiaco e o

céerebro é uma causa de morte.

A hirudina é um polipeptido de 65 residuos isolado das glén-
dulas salivares das sanguessugas. E um agente anticoagulante, que
constitui um inibidor especifico da trombina. Ainda que muito
potente o uso clinico da hirudina isolada a partir de extractos
de sanguessuga parece pouco provavel devida a sua quantidade limi-
tada, custo e reacgdes alérgicas que correntemente se seguem a

administragdo de qualquer proteina estranha desta dimensao.

O0s requerentes descobriram uma regido especifica de hirudina
que €& responsavel pelo menos em parte, pela sua actividade anti-
coagulante. Esta regido tem sido sintetizada quimicamente e cer-
tos dos seus andlogos apresentam-se ligados ao sitio de reconhe-
cimento da trombina, mas ndo ao sitio de cisd@o enzimatica que
estd separado especialmente. A ligagdo dos peptidos sintéticos
competitivamente impede a ligagdo do fibrinogereo ao sitio de re-
conhecimento da trombina, uma pré-exigéncia da produgdo da fibrina
e da formacdo do codgulo. Os requerentes prepararam entdo certos
derivados reduzidos deste peptido. A fungdo acido carboxilico
destes novos derivados fol reduzida para a sua correspondente
fungdo adlcool. 0s alcoois peptidicos da presente invengdo possuem
uma actividade anticoagulante significativa e a sua capacidade
pouco comum para se ligarem apenas ao sitio de reconhecimento
sem se ligarem ao sitio de clivagem da trombina podem permitir
um interessante significado terapéutico e cientifico como adju-

vante da terapéutica anticoagulante. Além disso a presenga da



funcdo alcool pode proporcionar uma poténcia reforgada e uma du-

ragdo prolongada de acgao.

Resumo da invencgao

S30 agentes anticoagulantes (teis os derivados peptidicos
da fdérmula geral I

X—A1—AZ—A3—Aa—AS—Aé-A7-A8—A9-A1O—o1

na qual

X representa um dtomo de hidrogénio ou um ou dois grupos
alquilo com 1 a 6 atomos de carbono ou um ou dois gru-
pos acilo com 2 a 10 atomos de carbono, carbobenziloxi

ou t-butiloxi carbonil;

A, representa uma ligagdo ou um fragmento peptidico com 1

a 11 restos de um amino-acido qualquer;

A, representa um grupo Phe, SubPhe, F—(Z— e 3-tienil)-ala-
nina, ?)—(2— e 3-furanil)-alanina, Y5-(2—,3— e 4-piri-
dil)-alanina, F-(benzotienil—Z— e 3-il)-alanina, %-(1-

e 2-naftil)-alanina, Tyr ou Trp;
A, representa Glu ou Asp;
A, representa um aminoacido qualquer;
A. representa Ile, Val, Leu, Nle ou Phe;

A, representa Pro, Hyp, 3,4-desidro Pro, um grupo tiazoli-



dina-4-carboxilato, Sar, Nm e Pgl ou D-Ala;

A7 representa um aminoacido qualquer;

A8 representa um aminoacido qualquer;

A9 representa um aminodcido lipofilico escolhido entre Tyr,
Met, Trp, Phe, Leu, Nle, Ile, Val, Cha e Pro ou repre-
senta um dipeptido comportando pelo menos um destes ami-
noacidos lipofilicos;

A10—ol representa_um fragmento peptid%co’rgduzido compor -
tando zero a cinco restos de um aminoacido qualquer no

qual o 4tomo de carbono terminal do aminoacido é redu-

zido para o derivado alcool correspondente.

Descricdo detalhada da invengado

As abreviacdes correntes seguintes dos aminoacidos sdo uti-

lizadas durante esta memdria descritiva:

Ac - acetilo

Ala (ou A) - alanina

DAla (ou a) - D-alanina

Arg (ou R) - arginina

Asn (ou N) - asparagina

Asp (ou D) - acido aspartico
pC1Phe - para-cloro-fenilalanina
Cha - ciclohexilalalina

Cys (ou C) - cisteina

3,4-k-hidroPro - 3,4-dehidroprolina



Gly (ou G) - glicina

Glu (ou E) - acido glutaminico
D-Glu (ou e) - &cido D-glutamico
Gln (ou Q) - glutamina

Glt - glutarilo

His (ou H) - histidina

Hyp - hidroxiprolina

Ile (ou I) - isoleucina
Leu (ou L) - leucina
Lys (ou K) - lisina

Mal - maleilo

Met (ou M) - metionina

NMePgl - N-metil-fenilglicina
Npa - P -(naftil)alanina

pNO,Phe - para-nitro-fenilalanina

2
Nle - norleucina

Orn - ornitina

pSubPhe - para-fenilalanina substituida

Phe (ou F) - fenilalanina

Pgl - fenilglicina

Pro (ou P) - prolina

Sar - sarcocina (N-metilglicina)

Ser (ou S) - serina

SubPhe - orto, meta, ou para, mono~ ou di-substituido

fenilalanina substituida.
Suc - succinilo

Thr (ou T) - trecnina



Trp (ou W) - triptofano
Tyr (ou Y) - tirosina

Val (ou V) - valina

Pela expressdo "fragmento peptidico reduzido contendo um
a 5 residuos de aminocacidos em que o atomo de carbono do aminoéa-
cido terminal é reduzido para o derivado alcool correspondente"
entende-se que o &tomo de carbono do grupo acido carboxilico do
aminodcido terminal & substituido por um grupo hidroximetilico-

-(CH,)0H. Enquanto o grupo representado por A1U dos polipeptidos

2
da presente invengdo pode conter até cinco aminoadcidos, entende-
-se que apenas o atomo de carbono do aminoadcido terminal pode

ser reduzido ao seu derivado dlcool correspondente. De facto ndo

¢ evidentemente possivel que outro qualquer atomo de carbono de
aminodcido além do atomo de carbono do aminoidcido terminal se
possa reduzir devido a ligagdo peptidica o tornar impossivel.
Evidentemente nestas circunstdncias em que A1O representa um dnico
aminodcido este aminoacido é o &cido reduzido para o derivado

dlcool. A formula de estrutura para estes aminodcidos reduzidos

pode ser representada como:

H
|
R —C — CHz — OH
|
NHo

em que R representa um grupo caracteristico de cada aminoécido.

Por exemplo no caso da glicina R representa um atomo de hidrogénio,



no caso da alanina R representa um grupo metilo, no caso da va-
lina um grupo isopropilo, no caso da fenilanina um grupo benzilo
e no caso da cisteina um grupo mercaptometilo. A forma reduzida

da prolina é um &lcool com a férmula de estrutura sequinte:

CHg — OH

N

I
H

Aqui, um aminoacido que é reduzido para o seu derivado &4l-
cool sera abreviado utilizando-se o cddigo de trés letras, (ou
outra forma encurtada), ou o cddigo de uma letra seguida por
"-ol", por exemplo, "Ala-ol" ou "A-0l" significa uma alanina em
que o radical acido carboxilico foi reduzido para o correspaondente
dlcool e '"Leu-ol" ou "L-0l" representa uma leucina em que 0 ra-

dical 4cido carboxilico se reduziu para o alcool correspondente.

Um grupo alquilo e uma fracgdo alquilica de um grupo alcoxi
¢ considerado como incluindo grupos alquilc de cadeia linear ra-
mificada ou ciclica, por exemplo, metilo, etilo,propilo, isopro-
pilo, butilo, isobutilo, terc-butilo, pentilo, isopentilo, sec-
-pentilo, ciclopentilo, hexilo, iso-hexilo, ciclo-hexilo e ciclo-
pentilmetilo. Considera-se que um grupo acilo de 2 a 10 &atomos
de carbono inclul os grupos acilo saturados ou insaturados de
cadeia linear ramificada ou ciclica com 1 a 2 radicais carbonilo

por grupo, por exemplo, acetilo, succinilo benzoilo, maleilo e



glutarilo. Um grupo halogeneo considera-se ser um grupo fluoro,

cloro, bromo ou iodo.

A designagdoc "aminoacido qualquer" é aqui utilizada nio
para significar um aminodcido qualquer com um substituinte amino,
mas para ser utilizado como correntemente para os derivados poli-
peptidicos e inclui os aminoacidos de ocorréncia natural assim
como outros & -aminoadcidas "ndo proteicos" correntemente utiliza-
dos pelos técnicos na quimica de peptidos quando preparam analo-
gos sintéticos dos peptidos de ocorréncia natural. Os aminoacidos
de ocorréncia natural sdo a glicina, alanina, valina leucina,
isoleucina, serina, metionina, treonina, fenilalanina, tirosina,
triptofano, cisteina, prolina, histidina, acido aspartico, aspa-
ragina, acido glutamico, glutamina, arginina, ornitina e lisina.

Exemplos de X -~aminodcidos "ndo proteicos" s3o:

norleucina, norvalina, aloisoleucina, homo-arginina, tiaprolina,
desidropolina, hidroxiprolina (Hyy), homoserina, ciclo-hexilgli-
cina (Chg), acido Q& -amino-n-butirico (Aba), ciclo-hexilalanina
{(Cha), acido aminofenilbutirico (Pba), fenilalaninas substituidas
nas posigdes orto, meta ou para no radical fenilo com um ou dois
dos sequintes grupos, alquilo (C1—C4), alcoxi (C1—C4), dtomos de
halogéneo ou grupos nitro ou grupos substituidos com um grupo
metilenodioxi, -2- e 3-tienilalanina, P—Z— e 3-furanilalanina,
F?—Z—, 3-, e 4-piridilalanina, ﬁ—(benzotienil-Z— e 3-1l)-alanina,
[3—(1— e 2-naftil)-alanina, derivados orto-alquilados de serina,
treonina ou tirosina, cisteina S-alquilada, éster O-sulfato de
tirosina, 3,5-diiodotirosina e D-isdmeros dos aminodcidos de ocor-

réncia natural.



A designagdo "aminodcido lipofilico" inclui Tyr, Phe, Leu,

Met, Nle, I[le, Val, His e Pro.

Os aminoacidos naturais com excepgdo de glicina contém um
dtomo de carbono quirdlico. A menos que especificado de outro
modo, os aminodcidos opticamente activos, aqui referidos sdo os
de configuragdo L-. Por exemplo, qualquer dos aminodcidos repre-
sentados por A1 ou A1O podem apresentar a configuragdo D- ou L-.
Como é habitual a estrutura de peptidos aqui indicada é a que
apresenta uma extremidade amino terminal no lado esquerdo de ca-

deia e uma extremidade carboxi terminal no lado direito da cadeia.

Os polipeptidos de fdérmula geral I podem formar sais acei-
tdveis sob o ponto de vista farmacéutico com quaisquer acidos or-
gdnicos ou inorgdnicos ndo toxicos. Acidos inorgdnicos represen-
tativos que formam sais apropriados incluem o acido cloridrico,

o dcido bromidrico, o acido sulflrico e o acido fosfdrico e sais
de metal acidos tais como o mono-hidrogeno-ortofosfato de sdédio

e o hidrogeno-sulfato de potassio. Acidos orgédnicos representa-
tivos que formam sais apropriados incluem os acidos mono, di e
tricarboxilicos. Sdo representativos destes acidos por exemplo o
dcido acético, o adcido glicdlico, o acido lactico, o acido piriG-
vico, o dcido maldnico, o acido succinico, o acido glutarico, o
acido fuméarico, o acido malico, o acido tartédrico, o 4cido citrico,
o acido ascorbico, o acido maleico, o adcido hidroximaleico, o
dcido benzoico, o dcido hidroxibenzoico, o dcido fenilacético, o
acido cindmico, o acido salicilico, os acidos 2~fenoxibenzoico

e adcidos sulfdnicos tais como o acido metano-sulfdnico e o &acido



2-hidroxietano-sulfénico. Sais de radicais de aminodcidos de car-
boxi terminal incluem os sais de adcidos carboxilicos n#3o toxicos
formados com bases orgdnicas ou bases inorgédnicas apropriadas.
Representativamente, estes sais incluem o0os sais de metais alcali-
nos como por exemplo, os sais de sddio e de potdssio; os sais de
metais alcalino-terrosos tais como os de cédlcio e magnésio; O
grupo dos metais leves, IIIA incluindo o aluminio; e aminas orgé-
nicas primarias, secundérias e terciarias, como por exemplo, trial-
quilaminas, incluindo trietilaminas, procaina, dibenzilamina, 1-
-etenamina, N,N'-dibenziletilenodiamina, di-hidroabietilamina,
N-(alquil inferior) piperidina e outras aminas quaisquer apropria-

das.

Como com outro qualquer grupo genérico de compostos quimicos
sdo preferidos certos grupos. 0Os requerentes preferem os derivados

peptidicos de fdrmula geral [ em que

X representa um atomo de hidrogénio, um grupo acetilo ou

succinilo.

Também sdo preferidos os compostos de fdormula geral I

em que

A, representa Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp,
-Ser-Thr-Pro-Asn-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asn-Gly-
Asp~,
-His-Asn-Asp-Gly-Asp-,
-Asn-Asp-Gly-Asp-,

-Asp,Gly,Asp-,



-Gly-Asp-,
-Asp-, ou uma ligacgdo;
A, representa Phe, F—Z— ou 3-tienilalanina, Tyr, Trp, Npa
ou pClPhe;
Aj,representa Glu;
Aa,representa Glu, Asp, Pro ou Ala;
As,representa Ile, Leu;
Aé,representa Pro, Sar, D-Ala, Hyp ou NMePgl;
A7,representa Glu, Gln, Asp ou Ala;
A8,representa Glu, Asp ou Ala;
A9,representa Pro, Ala-Tyr, Ala-Cha, Tyr-Cha, Tyr-Leu, Ala-
Phe, Tyr-Tyr;
A1U—ol, representa Glu-ol, Asn-o0l, Pro-ol, Gln-0l, Ala-o0l,
D-Lys-0l, Lys-o0l, D-Asp-0l, Orn-ol ou

Asp-Glu-ol.

tspecialmente preferidos sao os derivados peptidos de for-
mula geral I
em que
X representa um grupo acetilo e A1 representa Gly-Asp ou
Asp ou

X representa um grupo succinilo e A, representa uma liga-

1

gaéo, em que
A, representa Phe, (3—(2—tienilalamina) ou Tyr;
A, representa Glu;
representa Glu ou Pro;

A. representa Ile;



A, representa Pro;
A7 representa Gluj;
A, representa Glu ou Asp;

A, representa Tyr-Leu, Ala-Tyr. Tyr-Tyr, Ala-Phe,

Ala-Cha ou Proj; e

A,~.-ol representa Ala-ol, Gln-o0l, Asp-o0l, Pro-ol, D-Asp-o0l,

10
D-Lys-0l, D-Glu-o0l ou Asp-Glu-ol.

As proteinas da presente invengdo podem-se preparar por uma
diversidade de processos facilmente conhecidos para os técnicos.
Estes processos incluem a sintese sequencial de fase sdlida e de
bloco, colunagem de genes e combinagdo destas técnicas. 0 processo
sequencial de fase sdlida pode realizar-se utilizando-se métodos
automatizados estabelecidos tais como os que usam um sintetizador
peptfdico automatico. Neste processo os peptidos foram construidos
sobre resina iniciando-se com o penGltimo C-terminal de aminoa-
cido protegido. Pode-se utilizar como suporte de resina qualquer
resina apropriada utilizada de modo convencional na preparagao
de fase sdlida de polipéptidos, de preferéncia polistireno reti-
culado com cerca de 0,5 a 3% de divinilbenzeno, que fol o cloro-
metilado ou hidroximetilado para proporcionar sitios de formagao
éster com o aminocacido introduzido inicialmente na forma((-amino
protegida. Apds completar-se a ligagdo de acoplamento ou o grupo
de protecgdo Boc permanece ou € eliminado e o grupo amino N-ter-
minal acilado. 0 deslocamento do fragmento protegido da resina

¢ realizado utilizando-se o amino &lcool apropriado.



Um exemplo de uma resina hidroximetilada esta descrito

por Bodanszhy et al., Chem. Ind. (London) 38,1597-98 (1966). Uma

resina clorometilada é comercializada pelo Bio Rad Laboratories,
Richmond, Califdérnia e a preparagdo desta resina estd descrita
por Stewart et al, em "Solid Phase Peptide Synthesis" capitulo 1
paginas 1 a 6, (1969, fFreeman & Co., San francisco). 0 aminoacido
protegido pode ligar-se a resina pelo processo de Gisin, Helv.

Chem. Acta, 56, 1476 (1973). Muitas das resinas de ligagdo do

aminoacido protegidas estd@o comercializadas. Como exemplo, para

se preparar um polipeptido desta invengdo em que o terminal car-
boxilo é um residuo Thr, pode utilizar-se Thr protegido por terc-
-butiloxicarbonilo (Boc) ligado a uma resina benzilada, hidroxi-

metilada de fenilacetamidometilo (Pam) que estd comercializada.

A seguir ao acoplamento do aminoacido ¥ _-amino protegido
ao suporte resina, elimina-se o grupo de protecgdo utilizando-se
qualquer processo adequado tal como o processo que utiliza o acido
trifluoro-acético em cloreto de metileno, acido trifluoro-acético
apenas, ou acido cloridrico em dioxano. Realiza-se a desproteccgdo
a uma temperatura entre 0°C e a temperatura ambiente. Podem uti-
lizar-se outros reagentes de separagdo e condigdes padrado para a
eliminagdo dos grupos de proteccdo™-amino especificos. Apds a
eliminacdo do grupo de protecgdo X -amino os outros aminoécidos
amino protegidos sdo ligados passo a passo na ordem desejada.
Alternativamente grupos de aminodcidos mdltiplos podem ser liga-
dos pelo método de solugdao antes da ligagdoc com a resina que serve

de suporte a sequéncia de aminocacidos.



0 grupo protector & -amino utilizado para cada aminoacido
introduzido na sequéncia peptidica pode ser um qualquer grupo de
protecgdo conhecido. Entre as classes de grupo de protecgdo® -amino
considerados estao:

(1) grupos de protecgdo acilo tais como: formilo, trifluoroacetilo,
ftalilo, toluenosulfonilo (tosilo), benzenosulfonilo, nitrofenil-
sulfenilo, tritilsulfenilo, D-nitrofenoxiacetilo e & -clorobuti-
rilo; (2) grupos de protecgdo tipo uretano aromdticos tais como
benziloxicarbonilo e benziloxicarbonilo substituido, tais como
p-clorobenziloxicarbonilo, p-nitrobenzil-carbonilo, p-bromoben-
ziloxicarbonilo, p-metoxibenziloxicarbonilo, p-bifenilil)-1-me-
til-etoxicarbonilo, &Y ,Cxw—dimetil—S,5—dimetoxibenziloxi~carbonilo
e benzidriloxicarbonilo; (3) grupos de protecgdo uretano alifati-
cos tais como terc-butiloxicarbonilo (Boc), diisopropilmetoxicar-
bonilo, isopropiloxicarbonilo, etoxicarbonilo e aliloxicarbonilo;
(4) grupo de protecgdo tipo uretano cicloalquilicos tais como ci-
clopentiloxicarbonilo, adamantiloxicarbonilo e ciclohexiloxicar-
bonilo; (5) grupos de protecgdo tipo tio uretanoc tais como fenil-
tiocarbonilo; (6) grupos de protecgdo alquilicos tais como trife-
nilmetilo (tritilo) e benzilo; e (7) grupos de trialquiesilano

tais como trimetilsilano. 0 grupo de protecgao & -amino preferido

€ 0o grupo terc-butiloxicarbonilo.

A selecgdo de o reagente de ligagdo apropriado é propria
do técnico. Um reagente de ligacgdo particularmente apropriado em
que o aminoacido a adicionar é o aminoacido Gln, Asn ou Arg, sio

os grupos N-N'-diisopropilcarbodiimida e 1-hidroxibenzotriazol.



-

0 uso destes reagentes impede a formagdo de nitrilo ou de lactama.
Outros agentes de acoplamento sdo (1) as carbodiimidas (por exem-
plo, N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida) e N—etil-N‘—(5‘—dimetilami—
nopropilcarbodiimida)j (2) as cianamidas (por exemplo, N, N-diben-
zilcianamida); (3) as ceteniminas; (4) os sais de isoxazdlio (por
exemplo, N-etil-5-fenil-isoxazolio-3'-sulfonato; (5) azoto mono-
ciclico contendo amidas heterociclicas de caracter aromatico que
contém um a quatro &tomos de azoto no nicleo tais como imidazdli-
dos, pirazélidos e 1,2,4-triazdlidos. Amidas heterociclicas espe-
cificas que sdo utilizaveis incluem a N,N'-carbonildiimidazol e

o N, N-carbonil-di-1,2,4-triazol; (6) acetileno alcoxilado (por
exemplo, etoxiacetileno); (7) reagentes que formam um anidrido
misto com o radical carboxil do aminoacido, (por exemplo o cloro-
formato de etilo e o cloroformato de isobutilo ou o anidrido si-
métrico do aminodcido a ligar-se (por exemplo, Boc-Ala-0-Ala-Boc)
e (8) compostos heterociclicos contendo azoto que apresenta um
grupo hidroxi ou um nGcleo azotado (por exemplo, N-hidroxiftali-
mida, N-hidroxisuccinimida e 1-hidroxibenzotriazol). Outros rea-
gentes de activagdo e sua utilizagdo na ligagdo peptidica estdo

descritos por Kapoor, J. Pharm. Sci.,59, pp. 1-27 (1970). Os re-

querentes preferem a utilizagdo do anidrido simétrico como um
reagente de acoplamento paar todos os aminoacidos excepto para

Arg, Asn e Gln.

Cada aminoacido ou a sequéncia de aminoadcidos protegidos
¢ introduzido num reactor de fase solida num excesso de cerca de

quatro vezes e realizando-se a ligagdo num meio de dimetilformamida:



cloreto de metileno (1:1) ou apenas em dimetilformamida ou de
preferéncia apenas em cloreto de metileno. Nos casos em Qque ocorre
ligagdo incompleta, o processo de ligagdo é repetido antes da e-
liminagdo dos grupos de protecgdo & -amino, antes de se ligar o
aminodcido seguinte no reactor de fase sélida. 0 sucesso da reac-
Gao de ligagao em cada estddio da sintese & controlado pela reac-

Gd0 da ninidrina como descrito por E. Kaiser et al., Analyt. Bio-

chem 34, 595 (1970).

Apés a obtengdo da sequéncia de aminodcidos desejada, reti-
ra-se da resina o peptido. Isto pode ser feito por meio de hidrod-
lise, como por exemplo, por tratamento do peptido ligado a resina
com um residuo de aminodlcool de C-terminal, acido acético ou di-

clorometano (DCM).

Como se sabe a sintese peptidica de fase s6lida dos aminoa-
cidos que comportam grupos funcionais requer a protecgdo durante
a preparagdo da cadelia. A utilizagd3o e selecgdo dos grupos de
protecgdo apropriados é uma capacidade dos técnicos nesta matéria
e dependerd do aminoacido a proteger e da presenga de outros re-
siduos de aminoédcidos protegidos, no peptido. A seleccdo de um
grupo de protecgdo da cadeia lateral destes, é critica porque de-
vera ser um grupo ndo removivel por clivagem durante a separacgio
do grupo de protecgdo do radical O -amino. Por exemplo, grupos
de protecgao da cadeia lateral apropriados para a lisina, sdo os
grupos benziloxicarbonilo e benziloxicarbonilo substituidos, sendo

/
referidos substituintes escolhidos entre atomos de halogeneo,



(por exemplo, cloro, bromo, fluoro) e grupos nitro, (por exemplo,
2-clorobenziloxicarbonilo, p-nitrobenziloxi-carbonilo, 3,4-diclo-
robenziloxicarbonilo), tosilo, t-amiloxicarbonilo, t-butiloxicar-
bonilo e diisopropilmetoxicarbonilo. 0 grupo hidroxil alcodlico
da treonina e da serina pode ser protegido com um grupo acetilo,
benzoilo, terc-butilo, tritile, benzilo, 2,6-diclorobenzil ou
benziloxicarbonilo. 0 grupo de protecgdo preferido é o grupo ben-

zilo.

Estes grupos podem ser eliminados por processos convencio-
nais. Tipicamente, os grupos de protecgdo si3o eliminados apds a
sintese da cadeia peptidica estar completa, mas os grupos de pro-

tecgdo podem ser eliminados em qualquer outro momento apropriado.

A dose anticoagulante de um derivado alcool peptidico da
presente invengdo é desde 0,2 mg/kg até 250 mg/kg de peso do corpo
por dia, dependendo do estado do doente, da gravidade da condigdo

trombotica a tratar e do derivado peptidico escolhido. A dose

apropriada para um doente particular pode ser determinada facil-
mente. De preferéncia deverdo ser administradas doses diarias en-
tre 1" a 4 de 5 mg a 100 mg de composto activo por dose. A quanti-
dade de um alcool peptidico da presente invengd3o necessaria para
inibir ou impedir a coagulacdo do sangue num meio extracorporal
tals como sangue completo em conservacgdo, pode ser determinada
facilmente por um técnico.

A terapéutica anticoaqulante estd indicada para o tratamento
e prevengdo de uma diversidade de doengas trombodoticas, particu-

larmente na doenga da artéria coronaria e cerebrovascular. Os téc-



nicos com experiéncia neste campo avaliam rapidamente as circuns-
tdncias que requerem terapéutica anticoagulante. A designagdo
"doente" aqui utilizada, significa mamiferos tais como primatas,
incluindo seres humanos, carneiros, cavalos, gado, suinos, cédes,
ratos e murganhos. A inibigdo da coagulagdo sanquinea €& (til ndo
sémente na terapéutica anticoagulante dos individuos com doengas
trombdticas, mas também quando se deseja a inibigdo da coagulagdo
sanguinea, por exemplo para impedir a coagulagdo do sangue total
armazenado ou para impedir a coagulagdo de outras amostras biold-

gicas para andlise ou armazenagem.

Ainda que alguns dos derivados peptidicos possam sobreviver
a passagem através do intestino apds a administragdoc oral, os re-
querentes preferem uma administragdo por outra via, por exempla,
subcutdnea, endovenosa, intramuscular ou intraperitoneal; por
preparacdo de implantagdo ou por aplicagdo nas membranas mucosas,
tais como no nariz, garganta, ou ramos brdnquicos, por exemplo,
sob a forma de um aerosol contendo um derivado peptidico da pre-

sente invencdo em spray ou sob a forma de po seco.

Para administragdo parentérica podem-se administrar os com-
postos em formas injectaveis de uma solugdo ou suspensdo do com-
posto num dissolvente aceitdvel sob o ponto de vista fisioldgico
com um veiculo farmacéutico que pode ser um liquido estéril tal
como a agua e Oleos ou eventual adigdao de um agente tenso activo
ou doutros adjuvantes aceitadveis sob o ponto de vista farmacéutico.

Oleos exemplificativos que podem ser utilizados nas preparagdes,
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sdo os o0leos de parafina, de origem vegetal, animal ou sintética,
por exemplo, 6leo de amendoim, dleo de soja e 6leo mineral. Em
geral sdo veiculos liquidos para solugdes, em particular para
solugfes injectaveis, a &qua, a solugdo de cloreto de sédio, a
dextrose aquosa e solugles de aclcares idénticos, o etanol e os

glicois tais como o propilenoglicol ou o polietilenoglicol.

Os compostos podem ser administrados sob a forma de uma
injecgdo depdsito ou de uma preparagdo de implantagdo que pode
ser formulada de tal modo a permitir a libertagdo controlada do
ingrediente activo. 0 ingrediente activo pode ser comprimido em
"pellets" ou em pequenos cilindros implantado por via subcutinea
ou intramuscular sob a forma de injecgdes de depdsito ou de im-
plantes. 0Os implantes podem utilizar materiais inertes tais como
os polimeros biodegradaveis ou silicones sintéticos, por exemplo
Silastic, borracha de silicone preparada pela Dow-Corning Corpo-

ration.

Exemplos

A presente invengdo é ilustrada pelos exemplos seguintes

ndao limitativos.

Exemplo 1

Preparacdo de alcoois peptidicos de carbono terminal

Sintetizaram-se peptidos utilizando-se uma resina p-nitro-

benzidrilideno-isonitrosa (resina de O0xima) preparada pelo método
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de DeGrado e Kaiser (J. Org. Chem. 45, 1295-1300 (1980). A resina
de oxima, (0,54g, 0,52 mmole/0,97 mmole/g-substituigdo), foi co-
locada num recipiente de um sintetizador de peptidos Applied Bio-
systems Model 430A. Os aminoacidos Boc-protegidos ligados por se-
quéncia simples aos seus anidridos simétricos com um excesso du-
plo. A protecgdo da cadeia lateral utilizada foi a seguinte: Asp
(Chx), Glu (Bzl), Tyr (2-BrZ). Os programas do sintetizador fo-
ram estabelecidos para fornecerem o protocolo seguinte para cada

ciclo:

1) Adigdo de 1 mmole de anidrido simétrico pré-formado;
2) Adigdo de um volume de DIEA adicional a 5%;

3) Vortex durante 1 hora

4) Escoamento

5) Lavagem (5x/1min.) com DCM;

6) Lavagem (1 min.) com TFA a 20% em DCM;

7) Tratamento com TFA a 20% em DCM durante 15 minutos

8) Lavagem com DCM (3x/0,5 min.);

9) Lavagem (4 min.) com isopropanol;

10) Lavagem (3x/0,5 min.);
11) Lavagem com isopropancl (4 min.);

12) Lavagem com DCM (3x/0,5 min.);
13) Lavagem com isopropanaol (4 min.);

14) Lavagem (3x/0,5 min.).

Apds a terminacdo da sintese, secou-se a resina no vacuo.
Em seguida tratou-se a resina com 2 equivalentes (baseado na subs-

tuigdo de resido inicial) de alaninol e 1 equivalente de &cido



acético em DCM atemperatura ambiente durante 20 horas. Filtrou-se
a resina. Liofilizou-se o filtrado. 0 residuo foi tratado com HF
liquido contendo 2% de anisol a temperatura de -5°C durante 30
minutos. Apds a eliminacgdo do acido fluridrico gasoso no vacuo,
extraiu-se o peptido com acetonitrilo a 30% e liofilizou-se. Pu-
rificou-se o residuo por HPLC preparativa (coluna de 21,4x150 mm
Dinamax C18) utilizando-se um sistema de acetonitrilo/TFA a 0,1%.
0 péptido obtido por este método forneceu um pico do ido molecu-
lar desejado por TAB-MS e apresentou uma analise de aminoacidos
de acordo com o peptido desejado. Deste modo prepararam-se 0s

peptidos seqguintes com as propriedades estabelecidas.

1) SucFEPIPEYL-0l!

MW 1092.6 FAB-MS (MH)+'1U9Q.OtR17.53
Eyrgp 1573 conteldo peptidico 79.8%

Glx(2) Pro(2) Ile(1) Tyr(1) Phe(1)

2.08 1.01 0.94 0.99 0.98

2) SucFEPIPEEYCHaA-ol
MW 1332.7 FAB-MS (MH)* 1333.4 tg 20,2 min.
Eyogp 1755 conteldo peptidico 73%

Glx(3) Pro(2) Ile(1) Tyr(1) Phe(1) Cha(1)
3.04 2.03 0.92 1.00 0.97 0.95

3) SucFEPIPEEYL-o0l
MW 1221.6 FAB-MS (MH)* 1222.8 tg 16.83

Eogg 1686 conteldo peptidico 72.1%
Glx(3) Pro(2) Ile(1) Phe(1)
3.09 1.98 0.96 1.00
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REIVINDICACOES

1.- Processo para a preparagao de alcoois peptidicos de

formula geral

X—Al_A2_A3—Au-A5_A6—A7_A8_A9—A10_01

na qual

X representa um atomo de hidrogeénio ou um ou dois grupos
alquilo com 1 a 6 atomos de carbono ou um ou dois grupcs
acilo com 2 a 10 atomos de carbono;

A, representa uma ligagac ou um fragmento peptidico compor-

1
tando 1 a 11 restos de um aminoacido qualcuer;

A2 representa um grupo Phe, SubPhe, F -(2- e 3-tienil)-zla-

nina, ? -(2-3-furanil)-alanina, P-%?—,E~ e 4~-piridil)-
-alanina, P-%benzotienil-?- e 3-il)-alarina, P(l- e 2-

-naftil)-alanina, Tyr ou Trp;
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A, representa Glu ou Asp;

A, Tepresenta um aminoacido qualquer;

A_ representa Ile, Val, Leu, Nle, ou Phe;

A. representa Pro, Hyp, 3,4-desidro-Pro, um grupo
tiazolidira-t-carboxilato, Sar, NMePgl ou D-Ala;

A, representa um aminoacido qualquer;

A, representa um aminoacido qualquer;

A, representa um aminodcido lipofiIlico escolhido entre
Tyr, Trp, Phe, Leu, Nle, Ile, Val, Cha ou Pro ou
representa um dipeptido comportando pelo menos um

destes aminodcidos lipofilicos;

A. -0l representa um fragmento peptidico reduzido com-

10
portando zero a 5 restos de um aminoacido qualquer

no qual o atomo de carbono terminal do aminoacido

€ reduzido para o derivado élcooivcorrespondente,
caracterizado pelo facto:
a) de se ligar um aminoacido apropriadamente protegido
correspondente ao aminoacido Ag a um suporte de resina activada;
b) de se ligarem, emn seguida, os outros aminoacidos alfa-
-amino-protegidos, em sequencia, do terminal cardoxilo ao terminal

amino, AB ate A., para a extremidade amino-terminal da cadeia

peptidica em crescimento que entretanto, for exposta por eliminagao
dos seus grupos amino-protectorec; e
c) de se tratar, finalmente, o péptido ligado a resina

com cerca de 2 equivalentes de amino-alcool de terminal carboxilo



correspondente ao simbolo Alo-ol e com cerca de 1 equivalente de
3cido acético em diclorometano, para separar o polipeptido da re-
sina e de se ligar, concomitantemente, o alcool peptidico de termi-
nal carboxilo ao péptido, obtendo-se assim o &lcool peptidico de-

sejado.

2.~ Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepara-
gao de alcoois peptidicos de formula geral I na qual A, representa
Phe, P-—(?— ou 3-tienil)-alanina ou Tyr, caracterizado pelo facto
de se utilizarem compostos iniciais correspondentemente substitul-

dos.

3.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepara-
gao de alcoois peptidiccs de formula geral I na qual A3 representa
Glu, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciais

correspondentemente substituidos.

L.- Processo de acorcdo com a reivindicagao 1, para a prepara-
gao de alcoois peptidicos de formula geral I na qual A, representa

Glu, Ala ou Pro, caracterizado pelo facto de se utilizarem compos-

tos iniciais correspondentemente substituldos.

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepara-
gdo de alcoois peptidicos de formula geral I na quel A, representa

Ile, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos inicialils



correspondentemente substituidos.

6.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragio de alcoois peptidicos de formula geral I na qual A, Tepre-
senta Pro, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

iniciais correspondentemente substituidos.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepara
gao de alcoois peptidicos de férmula geral I na qual R, representa
Glu ou Ala, caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos

iniciais correspondentemente substituldos.

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

cao de alcoois peptidicos de formula geral I na qual A_ representa

8
Glu ou Asp, caracterizado pelo facto de se utilizarem comDOStos

iniciais correspondentemente substituidos.

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

L

ful

G20 cde alcooils peptidicos de formula geral I na qual Agq representa

Tyr-Leu, Ala-Tyr ou Ala-Cha, caracterizado pelo facto de se utili-

P,

arem compostos inicials correspondentemente substituides.

™~

10.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, parz a prepa-
ragao de alcoois peptidicos de férmula geral I, na qual Alo—ol

representa Gln-ol, Asp-ol, Pro-ol, Asn-ol, Asp-Glu-ol, Glu-ol,

-25-
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Ala-ol, D-Lys-ol, Lys-ol, D-Asp-ol, D-Glu-ol ou Orn-ol, caracteri-
zado pelo facto de se utilizarem compostos iniciais correspondente-

mente substituidos.

11.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragdao de alcoois peptidicos de formula geral I na qual X representa
um atomo de hidrogénio ou um grupo acetilo ou succinilo, caracteri

zado pelo facto de se utilizarem compostos inicials corresponden-

temente substituidos.

12.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
racao de alcoois peptidicos de formula geral I na qual Al repre-
senta uma ligagao ou

Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp,
Asn-Asp-Gly-Asp,

Asp-Gly-Asp,
Gly-Asp ou
Asp,
caracterizado pelo facto de se utilizarem compostos iniciails cor-

respondentemente substituidos.

13.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragao de alcoois peptidicos de formula geral I na qual Al represen-

ta -Thr- Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-, caracterizado

pelo facto de se utilizarem compostos iniciais correspondentemente
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substituidos.

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

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

1
senta -Thr-Pro-Asn-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asn-Gly-Asp-, caracterizado

pelo facto de se utilizarem compostos iniciails correspondentemente

subsituidos.

15.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a pre-
paragao de alcoois peytidicos de férmula H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-

-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-ol, caracterizado pelo facto de se

utilizarem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

16.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
rag3ao de alcoois peptidicos de formula Suc-Phe-Gly-Glu-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-ol, caracterizado pelo facto de se utiliza-

rem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

17.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, rara a pre-
paragdo de dlcoois peptidicos de formula H-Gly-Asp-Phe-Glu-Pro-

-Ile-Pro-Glu-Asp-Ala-Tyr-Asp-Glu-ol, caracterizado pelo facto de

se utilizarem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

18.- Processc de acordo com a reivindicagao 1, para a pre-

paracao de alcoois peptidicos de formula Suc-Phe-Glu-Pro-Ile-Pro-
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-Glu-Glu~-Tyr-Leu-Pro-ol, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

19.- Processo de acordo com a reivindicagzo 1, para a prepara
cdo de alcoois peptidicesde formula Suc-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-
-Glu-Tyr-Leu-Pro-ol, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspodentemente substituidos.

20.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
racao de aicoois peptidicos de formula Suc-Phe-Glu-Pro-Ile-Pro-
Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-ol, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciails correspondentemente substituidos.

21.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
racao de alcoois peptidicos de formula Suc-T/r-Glu-Pro-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Ala-Phe~-D-Lys-olycaracterizado pelo facto de se utiliza-

rem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

22.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, para a prepa-
racdo de alcoois peptidicos de formula Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-

Glu-Glu~Ala-Tyr-Lys-ol, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

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

racdo de adlcoois peptidicos de formula Suc-Tyr-tlu-Pro-Ile-Pro-
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-Glu-Glu-Ala-Cha-Lys-o0l, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

24.- Processo de acordo com a reivindicagzo 1, para a prepa-
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ragao de alcoois peptidicos de fcrmula Suc-Tyr-Gl
~-Glu-Glu-Ala-Cha-Lys-o0l, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituldos,

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

racao de alcoois peptidicos de formula Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-

-Glu-Glu-Ala-Phe-Glu-ol, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

26.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragac de alcoois peptidicos de formula Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Ala-Phe~-Gln-o0l, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

27.- Processo cde acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-

ragao de alcoois peptidicos de formula Suc-Tyr~Glu-Pro-Ile-Glu-

-Glu-Ala-Cha-Asp-ol, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituldos.

28.- Processo para a preparagao de composigoes farmaceuticas

para administragaoc a um doente com necessidade de reduzir a coagu-
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-

lagao sanguinea, caracterizado pelo facto de se misturar uma quanti
dade anticoagulante eficaz, compreendida entre 0,2mg/kg e 250mg/kg

de peso do corpo de um alcool peptidico preparado pelo processo de
acordo com uma qualcuer das reivindicagoes 1 a 27, como ingredien-
te activo, com um veiculo aceitdvel sob o ponto de vista farmaceu-

tico,

Llsboa, 9 de Malo de 1989
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RESUMDPO

"Processo para a preparagao de ilcoois
peptidicos com actividade anticoagu-

lante”

A invengaoc dir respeito da um processo para a prepara-

]

gao Ze alcoois peptidicos de formula geral

K—A.—A2~A

A A A A A A -
- 3 °h AS AS A? A8 A9 A

1070t
gue consiste

a) em ligar um aminoacido apropriadamente protegido corres-
pondente ao aminoacido Ag a um suporte de resina activada,

b) em ligar em seguida, os outros aminoacidos alfa-amino-

-protegidos, em sequencia, do terminal carboxilo ao terminal ami-

no, A8 até A,, para a exiremidade amino-terminal da cadesia pepti-
4

dica em crescimento que, entretanto, foi exposta por eliminagao
dos grupos amino-protectores, e

-

c) em tratar finalmente o peptido resina com cerca

fur

=
[

gado

de 2 equivalentes de amino-alcool com terminal carboxilo corres-

pondente ao simbolo A,.-ol e com cerca de 1l equivalente de acido

10

acético em diclorometano para separar o polipeptido da resina e

em ligar, simultaneamente, o alcool peptidico de terminal carboxi-



lo ao peptido para se obter, deste modo, © alcool peptidico deseja-

do.

Os alcoois peptidicos assim obtidos tem acgao anticoagulan-

Te.

de Maio de 1989
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