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A PREPARACED DE COMPOETOE PEPTIDICOS ANTAS

MEMSRIA DESCRITIVA

RESUMD

U presente invento diz respeito a um prbcess
preparagiio de um antagonista do receptor do Tibrinogénio,
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aquatro aminodcidos.
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representa um alfa-amincdcido sintdtico contendo
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seu grupo alfa-amino adeguadamentes protegido, com uma resina
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poliestireno clorometiladas

b} remccHo do grupo protsctor do alfa-aminog
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derivado protegido na cadeia latsral 2 no amino
do aminpacido gue se segus ns sequfncis e de um agente de acopla—
mento por condsnsacdo, & resin

ciz so aminocdcido previamente scopladog

d} repstic8eo do passo ()} na ordem zaquencial dsssjada de
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grmedidric peptidico acoplade &
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2} reaccdo do in ric peptidice a partir da resina =
dos grupos profectorss da cadeia lateral restantes
&

) ciclizac
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Este invenito essts rF

&
inibigdo da ligsg¥o do fibrinogdnio s plaguestss sanguinsas =

O fibrinogénic € uma glicoproteina, presente no  plasma
F =

ENCONTrAados no sangue  de todos oz mamiferos. gus participam  na
coagulaco do sanpus DBane-se gue a  interacclo do  fibrinogdnio

com wR reEcEpior no compledo de glicooroieinas I1IBAIlla da membra-
na das plaguetas & essencial para a funcHo normal das planoustas,
Zimmarman et al., Fatente U.5. NE 4, &83, 291 descreve

peptideos com utilidade no sstudo das interaccles Fibwinogénio—
1

~plagueta, ;mqumtn~'zaqu%ta g wglula-célula. 0= peptidens esti¥o

evitar a formacio de um brombo

geral para os peptidens &g
H_ﬁwiihﬁmérg Gli-Asp—-{Cxi~H
onde Ch & O s8o ssoufncias dé amincacidos.
Figrschbhacher t al., Fstente U.S5. N2 4,589,881,

descreve a segquBn
fibronectina gque representa a  actividade promotora da  aderdncis

celular da fibronectina. Um fragmento sspecificaments descrito &:



H-Tir-Ala-Yal-Tre-8li-frg-Bli-Asp—

Eer-Fro-fla-Ser-Ser-Lis-Fro-Ile-
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Rupslahti st al., Fatente U.5. NS 4:614,317 descreve tetrapephi-
deos gque alteram a actividades de aderSnciz cslular de cdlulas =2
sarios substratos. Estabslecsu-ss GuE 05 pepitideos  fconsisten

gssencialmentey na seguinte sequincias:

E-frg-Gli-Asp-Sar-¥
am ogue X & Hou um ou mais aminodcidos. & Figura 1 snumsra os

=4
polipeptidens gue foram sintetirados por Ruoslahti =t a3l. na
ddeterminacio do peptidso mais pEquenc apresentando actividade de

aderéncia celularsy.,

woslahti et al., Fatente U.5. M4 . 578,679, descrevs

tetrapeptideos semelhantes tendo Ser substituida por Tre ou Cig.

Fierschbacher =t al., Froc. HMatl. Acad. Sei. USa,
Yol. 81, pp. ”ﬁS—JQBE Outubro de 1984, descreve variantes do

itioc de reconhecimento celular da fibronectinas oqus  retEm oz
actividade promotors do crescimentn. Sles teatar
promotoras da aderfnciaz celular de uma série de sztruturas muito
parecidas com o peptideo Arg-Gli-fsp-Ger e encontrou-se Lgus o
residuos de arginina, glicina = BER 3 nEo podem ssr substi-
o

:l
tuidos mesmo por aminpicidos estreitame

varios aminodcidos podem substituir serinz sem perda de aptivida—
gey,
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L) :;“. D A -
idacdo da sequincia de aminpicidos  do

sspacificamsnis gue a 4slu
dominic de aderfnciza cel g duplicacio com
1 lece a sequincia Arg~Bli-fsp (RED)como

encial reconhecida pelas células na fibronectina®n.
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Adams =t al., Patente U.2. N2 4,857.588 descreve os
&

agrgacHo de plaguestas 2 a formacHo de

em gqus X pode ser HEMNC (=NHDNHICHE InCHIZI000H  ou Ao-frg, =m gus
Z=H, MWHZ ou NH-8cil & n=1-4, & an que Y pode ssr Tir-MHZ, Fen-nNH2

o we grupo de uma Térmula especificaments definida.

Os reguerentes descobriram antagonistas do recaptor do
Tibrinogénio gus n3c contEm & sequincis g aminoacidos
Arg-Gli-fsp gue & descrita naliteratura come sendo gapecificansn—
te necessariz para a2 ligag8o ao complieyx dg glicoproteinas
ITb/111a da membrana das plaguetas.
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SUMARIO DO IMVENTO

Os compostos do  presents invento inibem 2 ligacBco do
fibrinogénio ao receptor complexo de glicoproteinas 11

membrana das plaguestas o cont®m ums sequdnciz de aminoacidos:

en gue XX & um alfa-aminocdcido sintético contendo ume cadeis

lateral linear.

ol
——(CHy)——AA——(CHy) '~—NHR  (ii)

noe 1.2,% ou 43

& .2,35 ou 43

A 2 um Atomo de oxigénic, um stomo de enxofre ou  uma
ligac®o simples; &
R & H:, alguilo Ci~&? arilo substituido n¥o substituido,
arilmetilo substituideo ou n¥3o substituido ou cicloalguilo substi-
tuido ou n¥o substituido, desdse qua no caso (1), guando 48 for -

ma ligag¥o simples & R far H, sntdo nn® nido iguala 1, 2, 3 ocu 4.

gl



5
Estes o
anteriores gue snsi
Fia para sg COnssg
S3o compostos preferidos do invento os gue 8m selecti-

- vidade relativaments aos receptores integrina. Os comnostos
preferidos incluem agueles em gues XY 2 alfs—aminocdcido sintstico
contendo uma cadela lateral linesar com um grupo amina, conforme
representado acime por {(1id.

it 0 presents  invento & wm antagonista do  receptor  do

¥ =
Tibrinogénio tendo 2 seguinte estruturac
[— N
- Z Z
XX-Gly-Asp
er que XX representa um ge-aninpdcidp sintdtico como  definido
abaixoe IZ representa a sequincia de 1, 2, 3 ou 4 aminoacido
comp definido abaiwo. ’
! A3 LS -3 2 - - -
e’ ¥ partilha uma ligacH¥o amida com Bli = uma ligagdo amida com Z7

1
2 & definido como tendn uma catlsia latersl ¥

- | o | I

——(Cﬂz)n——AA-—(CHz)n'——N—-'C-——NHR (i)

H
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——(CHy) y—AA—(CHp ) ' —NHR  (ii)

em ques

A8 & um dtomo de oxigénic, um dtomo de enxofre ou  uma
, ligac8o simples; =
o
ReH, alguilo Cy_o» a&rileo substituido ou n¥o substi-
EN ot
tuide, arilmetilo substituido ou nEo substituido ou cloloalauiln
substituido ou n¥o substituido, desds gug no casc {1}, guando AR
_____ Tor uma ligacHo simples e R for H, ent3o n+n’ nlc iguala i1, 2, 3
ou 4,
D prefer®ncisz, guando ¥ for definido ooy (1, entdn
n+n® & %, AA & uma ligaclo simples = R & fenilo ou benzilo.
De prefer@ncia, guando ¥ for definido por (11), entSo
ntn' & 5, A8 & uma ligaclo simples & B & H.
1
e v 2 £} G 1,
i 8 como definido abaizo:
- - R ot




=1

BM QuUE:

A & H, acilamido, acilaminoacilamido, acilamino~N-me—

tilamino—acilamidos

2
=4

PR = sz - . -
B* e R*" sHo independendtemente H, metilo, =tilo ou  um

grupo alguilo inferior tendo 1 a 5 carbonos:

3
<<

%7-¥' & 5-5, CH.,-5, S-CH,, CH.CH,, ©CH,, CH.CH_CH.,

cHzr 5-5-CHo; &

_ . . _z 3.4 . OH, CORZ
E° & H, COOH, CONH,, CONHR®, CONRORT, cH DR COoRZ o
£ wm grupo alguilc tendo 1 2 4 dtomo -

E'}
& 4 2tomos de carbono ou MR

fte

& um grupo alguiloc tendo

9
s
ot}
b
e
N
foe
3.
3
it
iy
e

sounddrio, ou

Z

&M OQUEs



v
A

& H o metilog

i
fota
P

E¥ & um D~ ou L~ g-aminodcidos
Cf & um D~ ou L~ g-aminocdcido secundario
de preferéncia seleccionadno ﬂe entre prolina, S-sstilprolins,
B.B-dimetilprolina, gama-hidroxiprolina, anidroprolina, tiopropli~
L na, f-metiltioprolina, #,R-dimetiltioprolina, acido pipecdli ico,
azgtidine—dcido carboxilico & um Wemetil-aminodcido ou D- ou L-
a-aminodcido primidrio =
E7 & comp definido atras:
y
my X7 & o
I T —
&
=Y’ /><:1/’ (m)
N &
(x x-Cly-Asp) ™"
SMm ques
A7 & comp definido atrésg
A? = H*i sH3o coma definidos atrés:
X' ~ ¥? g¥p come definidos atriss
E* & como definido atrésg
_ F? & um L-amincdcido, de preferfncias um  L-aminodcido
- seleccionado entre  triptofanc, fenilalanina, lsucina, valina,
isoleucing, a-naftilalanina, B-naftlzlanina s mEtionina, tirosi-
na, arginina, lisina, homoarginina, ornitina, histidina, tripto-
fano substituide, fenilalanina substituids ou tirosins substityi-
- daz = Red



ou ZZ &

o Z7 &

&N gue

‘1

AcF como definido atrisg
' & RY' s¥0 como definidos atrassy
¥' - ¥?® & como definido atras:
£7 & romo definido atrdsy s
E* & como definido airis.
'y g, 2§ Kll

0"

&X—G’J'A’f) wr F '_G'/ N- Rr

A & como definido atris:

el .
R* & R*" sHo como definidos atrisy

¥ = ¥% & romo detinido . atrisy
F & como definido atris:
G* & como um D— ou L—g-aminodcido,

seounddrio oug ﬁmmetilamiﬁeécidmg
e

Ef & comn ido atréds: e

i
e Fimide :
Y & como definido atris.

A X’-Y' E"




2@ ogues

um ou gois aminodc

4 representa H, MH, MH, ou Ac—RH:

17 represents uma cadeia

detinido por Fig

E? & comn definido atris: e

ey

desde gus guando B for  zero asincdcidos sub

substituidos, ent8c @ & H, NH, ou &c-MH 2 que o
&

mails aminodcidos substituidos ou n¥o substituid

e Ac-(Arg(Ph))-Gly-Asp-Phe;

Ac-(Arg(Bzl))-Gly-Asp-Phe;

Aha-Gly-Asp-Phe;

idos substituidos
de um  aminodcido

LY XY

oacido %Y como

invento

u



T ———— .

Aha-Gly-Asp-Trp;

—

rf ~ .
Ac-Cys-Asn-(DiMeTz1)~-(homoLys)-v1y-Asp-Cys—-OH;

— R
Ac-Cys-(DiMeTz1)-(homoLys)-Gly-Asp-Cys—0H;

(GuaValA)-Gly-Asp-Phe;
(GuaValA)-Gly-Asp-Trp;
(GuaHexA)—Gly—AsP;égé;
(GuaHepA)—Gly-Asp—Trp;
(7-AhepA)~Gly-Asp-Trp;
(8-AoctA)-Gly-Asp-Trp;

Ho)N Z 7\ S AAY 61ly-Asp-Phe;

c —
Ac-Cys—(homoLys)—Gly-Asp-Cys—OH;

— RS
Ac-Pen-(homoLys )-Gly-Asp-Cys—0H;

. )
Ac—-Cys-(Arg(Phenyl))-Gly-Asp-Cys-OH;

| )
Ac—Cys—(Arg(Benzyl))—Gly—Asp-Cys-OH;

B

Y
Ac—Cys-(homoLys)—Gly—Asp-Trp—Cys—OH;

' .
Ac-Cys—(homoLys)-Gly-Asp—Trpf(N—MeCys)—OH;

1 )
Ac-Cys-Arg-(homoLys )-Gly-Asp-Cys-OH;

— Iy
Ac—Cys—(homoLys)—Gly-Asp—Trp—Pro—Cys—NHz;



¢ ((7-AhepA)-fhomoLys)-Gly-Asp-Trp-Pro);

c((6—AhexA)—(homoLys)-Gly—Asp—Trp—Pro);
c((7-AhepA)—(homoLys)—Gly—Asp—(beta—Nal)-Pro);
c((7-AhepA){Arg(Phenyl))-Gly-Asp-Trp-Pro);

c((7-AhepA)-(Arg(Benzyl))-Gly-Asp-Trp-Pro);

— \
Ac-Cys—-Asn-Pro-(homoLys )-Gly-Asp-Cys-0OH;

ri 1)
Ac-Pen-Asn-(DiMeTzl)-(homoLys)-Gly-Asp-Cys-0H;

 ou ' —
Ac-Cys-Asn~-Pro-(Arg(Phenyl))-Gly-Asp-Cys-0OH;

| \
Ac—Cys—Asn—(DiMeTzl)—(Arg(Phenyl))—Gly—Asp—Cys—OH;

h R )
Ac-Cys—-Asn-(DiMeTz1)-(Arg(Benzyl))-Gly-Asp-Cys-0H, and
¢ (Aha-(homoLys )-Gly-Asp-Trp-Pro).

fis compostos preferidos s8og

)

Ac-Cys-Asn-(DiMetzl)-(homoLys)-Gly-Asp-Cys-0H; and

c(Aha-(homoLys)-Gly-Asp-Trp-Pro)
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Alénm das abreviaturas habituais de trfs letras usadas

para identificar aminocdcidos comuns, os reguaersntes  usaram as
seguintes designacies de abreviaturas:
homolys homo-lising

-

Aha, 7-Ghepa acido F-amino—heptandico

Arg (Fhl fenilarginina

Arg {(Bzl} henzilarginina

DiMeTzl dimstiltinorolins

fAhexd acido S-aming-hexandico
St h arido B-amino-ootandico
GBuaiala aoido S-guanidovalérico
BuaHend acido S—guanido-hexandico
BuaHeps arido F-guanido-heptandice

beta-Mal beta-naftilalanins

0 dnvento  fambée  inclui comphsicies, conpresendendo

i
i}

peptidess antagonistas do receptor do fibrinogdnio do presesn
invento & um ou mais =

veiculos farmacfuticamente aceitivei =3,

E]

“
|

S0ico, & um pH farmecoldgicamente acsitav egl, =.g. 7,4,
ue sejam adequadeos & administracHo intravenosa continua ou oral

ou blous intravenoso  para promover a inibig¥o da agregaclo de

0 dinvento tambés incliui  métodos para  inibic¥oc da

]

agragacio de plaguetas gue se caracterizam pela administracio

5..4.

um paciente de ume guantidads sficaz de uma composigdo do pressn-
i & i

te invento por um ms ou wm bholus

intravenoso.
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0= compostos do  presente inventn | s3o antagonistas do
nio gue inibsm & agregacio  de plaguetas
nogenic.  Estes composio s#o preparados por

sintese em fase sdlida us & bem conhecida na sspecialidades  Su
o

«
relo metodo  liguido igualmente  bem conhecido  (Meurs th, Hill &
Boader, Eds. «The Frot

19767,

igd#o, Vol 1@, Academic Fress,

Us compostos do  invento s¥o especificaments nteiz  na
prevencio da formacdo de oo c

Tibrinogénio ao receptor complexoc o I

membrana de plaguetas. Os compestos preferidos $8a selectividade
relativaments & outros recepitores de integrinas e sZo portanto

3

eepacifticaments destinados a prevenir bromboss,

Os processos pars a  sintese de aminoidcidos sintéticos
definidos por ¥X tais como homolis sina, &cido 7-amino-hept i

fenilarginina, Acido S-guanidovalérico = benzilargininz =30 bem

g@m Fayng, Synthetic Comm. 15 {14y, pp 1277-1299% {(i985). Os
x]

processas de gusnilacg pecritos, por exemplo, o=m  Me

t
of Enzymology, 254, 553 (1972, = em A.E. Miller & J.J. Bischoff,
7

Synthesis, pp. 777-779 (19847,

U= compostos do invenito podem ser preparados usando
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Bygmp, lo como desorito

i

s de Am. Chem. Soc.. 85, 2149 {1744}, =5 bam gue

g
am s2 usadas oulbras sinteses guimicas suivalentes

s

jam a= sinteses de Houghten, Proc. Matl, Acad.
a

sintese em fase sdlida comeca no sxbromo

C do peptideo pelo acoplamento de um aminoacido protegido & uma






0
|

do éster p-nitrofenilico, método do éster “H2Ridroxi-succinimida,
metodo do éster  cians de
Woodward, método do 3 idiimi =0l = v idacdo—redn-
cdn. Mo caso da elon fasg
salids, o peptideo & cido
—terminal. Como veiculos inscldveis podem ser usados os gl

t

T
(ima 1iga;§a gue & facilmente clivada mais tarass por oxHemplo,
2

ja resina cloromstila

':u
fis
]
i
h
fot
v
i}

bromometilada, resina hidroximetilada, resina aminometilada,

benzidirlamina-resina e t-alguiloxicarbonil-hidrazida.

£ comitn & sintese cudimica d
grupos reactivos das cadeias  laterais das vérias  fraccBSes de
amincacidos com grupoe proteciores adquados até o gr
finalmente removido apés a2 cadeia sstar  tobalmente montada.
Tambeém & comum a protecclo do grupo alfa-amina num aminodcide  au
num fragmento  snguanto a3  sntidade reage o grupg carboxilo

seguido da  remoglic selectivas do grupc protecior de alfa-amins

'E-‘

ara permitic que nesse local se desenrole a reaccio subssgquents.
Assim, & ComUm qQueE, Como um —gasza na sintese, sej

composto intermedidrio gue inclua cada um dos residucs de a
cidos posicionados na sequincia pretendida ns cadeia pentidl
com varios destss residuns tendo QFUpRDS pr =
1

o
orotectores  sdo entfo rempvidos  substa

it
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aplicaveis nz protecoio de grupos
a4 8 omsga sH3o sxemplifticados  como
M

.g‘.
oenziloxicarbonilo {dagui em diante abreviado como 7

nilodicarbonilo {iN00) O-clorobenzilovicarbonilo CZI(20C133,
prnitrobenzilosicarbonilo LA S L5 I s p—meta%mbenziiaxicarhaﬁii&
. =
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LZ(0Me}l, t-butoxicarbonilo {(Boco), (Ao,
isoborniloxicarbonilo, adamantilowica: 2-proe-
pilloxicarbonilo {Boocd, F-flunrenilmstovicarbonilo {(Fmood,
metilsulfoniletoxicarbonilo  {Msc), trifluoroscetilo, Fialii
t

io,
formilo, Z-nitrofenilsulfenilo (NFS), difenilfosfinotioilo (FPotl,
1

dimegtilfosfinotiol

Brupos protectores do grupoe carbonilo inclusm,
suemplo, éster benzilico (OBrly, dster rciclo-hexilico {Chue .
gster 4-nitrobenzilice (Onk), éster t-butilico {(3But), déster

4-pirimidilmetilico (OPic) = similares. & dessisvel gue aminod

dos especificos ta com:  arginina, cisteina 2 serina  possuindo
wn grupo Tuncional diferente de grupos amina ou carboxilo estsiam
protegidos por um grupn  protector adeguado conforms for  nesssd—
rios. Por exemplo o grupo guanidino ns arginina pode ser protegido
com nitro, petolueno-sulfonilo, benzilo pguicarbonilo, adamantilosi-

carbonile, prmetoxibenzenossulfonileo, d-metoni—-2, S-dimstilbenz

rnl
i

noassulfonilo (Mds), 1,.3,5-trimetilfenilsulfoniloi(Mts) & s=imi

st
A

res. O grupc  tiocl na cisteina pods ser protegido com  benzilo,

trifenilmetilo, scetilamidomstilo, stilcarbam wilo, 4-metilbesnzi-
lo, Z,4,4~trimetilbenzilo  {(Tmb} gitc., = o grupo hidroxilo .
I 1

serina pode ser protegido com benzilo, t-butilo,. aceti

~hidropiranilo stc.

lativamenis a processos  para a preparacin de  pephi-
o

& a2
decs. A protecolo  dos grupos g-amina estd des
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Apos completada a sequincis de aminodcidos pretendida
o peptides intermedidric ¢ removido do suporie de resina  por
tratamento com um reagente, como seis HF liguido, gues n3o sd

cliva o pegptiden da resina, como também cliva todos os  restantos

¥

grupos protectores  da  cadeis lateral gue n3o interfiram na
reacgdo de ciclizacHo. Os grupos das cadeias laterais potencial

mentse reactivos =20 protegidos com grupos  blogueadores gus  s3o
gstaveis ao HF. Os pephidess sEo tornados ciclicos através de  um
de varios métodos conhecidoes {(ver Scroder e Lubke, «The Peptidess
Methods of Peptide Synthesis» Vol. 1., fcadesmic Press, Mew York
(1963), pp. 271-2B6, cujo conteddeo & agui incluido como  referin
ial, e.g. por formagBo de uma  ligac3o dissulfureto entre os
residuns de cisteina usando iodo se 6c0H ou oxid dacdo an ar a pH B

em tampdo MH, DAc. 0 polipeptides pods ser entSo purificado atad

&
cromatografia de permeacio  em gl seguido de HPLD preparativa,
como descrito em Rivier et al.,; FPeptides: Structure and Biologi-

1
cal Function (1979} pp. 125-128.

is{fhz}i-Gli-Asp(Brli-Cis (Fmh)-0

Comecando ooHn

3t}
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o grupo protector
Boo de alfa—amina itert-bmtilcarbanil?, foi removido {ap mesmo
tempo que a cadeia laterzl de Cis permansce protegida por p-astil-
berzilo) usando dcido trifluoroacético = cloreto de metilenc & =

i
stelina a—desprotegida nsubera
o i

ci 1 lizada com diisopropiletilamina.
Azp {benzil) {(Asp (BEzl)) protegids com Boc foi entZo aroplada a



=

cisteina mediado por diciclo-hexil odd rotegida com
dcido trifluoroacdtico = cloreto o erntic
neutralizadacom diisopropilstilamina. Apds sste process de

a
acoplagem realizado passo por passc com diciclo~hexilcarbodiimi—
da, & desproteccHo com  4cido  trifluorcacsético & clorsto  de
metilenc & neuitralizacHo com dilsopropilstilamina, os  residucs

= ey

Gli protegida com Boo, homolis{Chz! DiMeT=zl, As

omd

s Disi{Pmb} foram
ST i

ados sucessivanente. & Cis  final foi  sat ads  Cown
acido acético anidro.

Apds acetilaclo, formou—-se a segu nte peptidec—resinas
R Ch= Bzl PHR

i

fAcetil-Cis-fsn—{DiMeTsl ¥—~{ homod

P
O

..., .
l’?
o
g.x '

= —fsn-Dig—~-0-Fam R

A clivagem do peptidec da resina & conseguida  usando

HF/aniznle (9:1 {(v/v)! para formars
H H
fAcetil-Lis —iRifeTzl-{homolis)~Bli-fAsp-Dis—0H.

Formou—ss uma strutura ciclica por formacHo de  uma
ponte dissulfuretc entre o residucs cistsina, 0 peptidec foi
dissolvido sm S6-88% ds AcOHsH.O & temsperatura zambisnte = a
solucio agitada durante a rapida adig¥o de uma solucHo de iodo am

u
fAclHpara uma concentrac¥o final de 2,29 m3/ml de icdo. Apds  1-F
horas de  teampo de reacc3o, 0 excesso  de I & de AcOH foram
removidos por evaporacdo rotabtiva sob vacuo = a solucHo  agunsa
contendo o peptidec tornado ciclico fol  purif
preparativa num gradiente de 6,1% TFA HEG~CH
L-diasteredmeros ssparados por  seics convencionais. 0O prrocuto
1

sal de TF& fol convertido em sal de HOAc R passagen



i
através de uma coluna de permutas idnica ;F%ﬁ AGI-¥48  {ciclo

{
?
i

Aoetil-G s-Asn—{DiMeTzil-{homolis} ~Bli-Asp~C

frowt
lml’

Como alternativa & fTormac¥o de dissulfursio por oxida-

cHo com iodo, o peptides com SH livee foi d

numa concentracdo de  aproximsdamente 2moiml 8 & solugio  f
ajustada a aproximadaments pH 7-8,% com NH,OH concentrado. A
ciclizacfo foil conssguidas sob agitacSe forte (de preferincia  com

wi peEdags  pEguenc  arane de  cobre  adicionado para acglerar a

reacgan) durante um  periodo de -4 horas a2 25°C. A misturs  de
rescgo fol  entdo concentrada como  anteriorments © 0o procuts
puriticado por HPFLD preparativa.

0 composto do invento pode ser administrado & doentes
em que se pretenda prevenc8o de trombose por inibicHo da 1
do fibrinogénio ac recesior complexo de glicoproteinas I1IR/IIia
da membrana de plaquutasﬂ Eles sHo dteis em cirdrgia nas artér
periféricas (enxerios de artérias, endartersctomia o
2 em cirdrglia cardiovasscular em gus a manipulac¥o de a

ocrgfos, e/ou & interaccio de palgusias com superficies artifi-
.L

deos do  invento podem ser administrados a estes  doesntes gGue
sofrem intervenglBes cirdrgicas para svitar a formaglo de  trombos

de ftrombosmbolias.

1

#& circulacd

m
ﬁ

zritracorporal & de rotina usada na  cirte—

gia cardiovascular para oxigenar o sangue. As plaguetas aderem as



supsrficies do circuito sxtracorporal. A ades3o ssta depsndentis
da interacg¥o entreg BFIIR/I1Is nas mesbranas de piagustas & o
cir =]

fibrinogénio adsorvido & superficie do circuito. {(Sluszko

b
fmer, J. Physiol., 1987, Z52:H, pp 415421, As plaqueia&
tadas de supsrficiss artificia
inikida. Os polipeptidecs do invento podem ser administrados para

svitar adesio.

-1..

cdo da tromboss de plaguetas, trombosmbolismo o recclusdo durante
&ra

g prevenclc da tr =
trombosmbolismo & recclus3o apds angioplastia das arterias
coronarias 8 de ouiras artérias o o

=
dasartsérias coronarias. Os pa iipeptidecs do invenio podem também
C

WOE por guaise
guer meics convenieniss cus resulk
corrents sanguinea numa guantidade substanciial incluindo injsc~
cHEn intravenoss continus ou injeccHo de bolus ou métodos orais,
3 U, e 3 - : RS Ny 3 — PR oy o, e - 3 - o wms s E -
A8 composicdes do invento inclusm peptidess do invento 2 veiculos
farmacoclégicaments aceitiveis, S.0. SO0

T
adequado, s2.g9. 7.4, para ss conseguir 4 inibic3o da agregacdHo de
&40 =

!.J,.

plaguetas. Eles po s2r combinados com agente

tais comp activadores do plasminoggnio ou szirgptoouinass de modo
& inibir & agregaclo de pl

1

aas com anticoagulantes baid

o

&

A adminiatra;%a intravenosa estd presentemsnte contemplada comn 3
1

v ode administracZo preferida. Eles slo soldvei

= Bm Agus 2 podem
portanic ssr sficazmente administrados em solucio. Num exemplo de
aplicagdo, uma guantidade adeguada  do peptidesoc & adoinistrada

intravencsamente 2 uma vitima de atague cardiaco 3 sr suisita =
angioplastia. A administrac¥o ocorre durante varios minubtos antss



-

da angioplastia e & numa guantidade

agregacdo de plague
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gstaciondrio de concentrac3o no plasma sntre csrca de §,85-36 Aty ]

por guiloc, de frefer@ncia entre cerca de

Py

3.5—% uM por  guilo.

3

fu

]
fote
ot

Huands ssta gquantidade 2 atingida, mantem—-ss2  um

cerca de 1-188 nM por quilo por min., de preferdncia entre cerca
de 1@-38 nMpor guilo por min. pars inibir a agregacdo de  plague-
tas. Be o doente nscessitar de  farer cirdrgia de dbypass®, a

o
administiracio podes ser parada imsdiataments & ndc causara compli~

cacdes durante a cirdrgia que seriam causadas por outros mate—
riaistais como aspirina ou anticorpos monoclionais, Oz sfeitos

dos quals duram horass apds cessar a administracic

0 presente invento tambdm inclui uma composicdo  farma-

PN
=
CJ..
l:l f
i
.
3

cEutics compreendendo pep presente invento & activador
3e

do palsminogénic tipo tecido o estreploquinase. o invento

tambem inclui um método pars promover a trombdlise e prevenir

a
reociusdo num dosnte; o gual se caracteriza pela adeainistracio a
um doente de uma gquantidade eficar das composicBes do invento.

0 presents invenio pode tomar oubras formas sspecificas

=em s afastar do sey e
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REIVIMNDICAGHES:

i2. - Frocesso para & preparac8o de um antagmnista do
receptor do fibrinogénic com a férmula gue se sEnue:

AE-Gli-fA=p
em que XX representa um alfe-aminecdcido sintético contendo  ums
cadeia lateral lingar definidas como
B
ki3
N 1 o B ATH_Y . . ..
Rl BA—(BHL) . o R (i)
H

oL

—flH Y AR IDH Y - s

2 n DR SR 1 i3}

B0 QUES

noE l, 2, % ou 4y

n’ & 2, 3 ou 43

AA & um dtomo de owigénioc, um dtomo de enxofre ou uma
ligacZo simples; e

FE & H, alquilo Sl_ég arilo substituido ou n¥c  substi-

tnido, arilmetilo substituido ou n¥o substituids ou cicipalguils
substituido ou nBo substituido, desde ques no caso (1), guando AA
& uma ligacHo simples 2 R & H, ontio nen’ nSo & igusl 8 1, 2, =

ou 43



caracter

in

iz

’ ‘\?:4;.’“
ado por compresnder:
o acoplamento do amincdcido de terminal carboxi, endo

DO UmA

O seu grupo alfa-amino adequadamente protegida,
renc clorometiladag

jou

resins de poliest

i

& remogEo do grupo protector do alfa-amino:
a adig¥o do derivado protegido ns cadeia lateral & no
amino do aminoAcido gue se  =sgus na zequEncia & de  um

sgente de acoplamento  por condensacHo, & resina, & o
acoplamento do amnincdcido gus

aminpacido previamsnte acoplado

an

fia arden Ssguen

o
de aminodcidos de modo & obter um intermedia
lad

& ciclizacHo do intermedidric peptidico.
22. - Processo para & preparac3o de um antagonista do
o fibrinogénic da farmulas

e T T e e P

XX-Gly-Asp



em gue XX repressnita um alfa Lns

cadeia lateral contendo uma cadsia lateral linear definids cooao
NH
8
i i i %
H
i
H
ot
b CH Y e Bn DY, S ..
il H; 1 e MHR {iil

aBm gqus

Ah & um dtomo de oxigénio, um Stomo de snxofre oo uma
ligag¥o simples: =
H & H, alouilo Si_ﬁﬁ arilo subst

i
iuidag arilmetilo substituido ou n¥o substituido ou cicloalguilo

g uma ligacl3o =imples 8 R & H, =nt¥s ndn’ ndo & igual & 1, 2, 3
o 4,

g I represzsnita uma segquin
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caracisrizado por compreender

EM o acuglamamtm oo aminpdcido de terminal carboxi, tendo
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~

c} a adigdo do derivade protegido na cadesia lateral & no

amino do aminoacido que se ssgus na sequiEnciz e de  um

agente de acoplamsnio por condensacBo, & resina, & o

acoplamento do aminpdcido que s=e segue na sequincia ao
amingacido previamente acoplado:
gt & repsticdo do passe (o) na ordem sequencial deseiads

de aminociécidos de modo a obter um intermediirio pEpti—

31
at

a remogdc do intereedidric pepiidico a partir da resina
e dos grupos protectores da cadeia lateral restantes; o
Tl a ciclizag8o do intermedidrio peptidico.

S8. - Frocesso para a  preparacio de um antagonista  do

receptor do fibrinogénio da férmula:

em que B represents fsro, um ou dois aminodcidos substituidos  ou
nEo substituidos; 8 representa H, NH, MNH. ou Ao-MH: ¥ repressnts

uma cadeia lateral de aminpécido definida como

o
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'-.../j

ny
oo
f

o

S TREE
e dl, 2, 3 o 43
n" & 2; 3 ou 43
AR & um Atomo de oxiggnio, um dtomo de snxofre ou uma
ligac8o simples: =

o O :  arilo substituido ou nEo  substi-

1o g
tilo substituido ou 8o substituido ou cicloalguilc
k do, desde gue no caso {1}, guando A/
H

A
ot

: o b n i3 L
s BntEo n+n’ ndo & igusl a2 1, 2,

I" representa uma cadeia lateral de um L-aminoacido
- -

- S . . il
E' & H, COOH, CONH.,, CONRS, CONRYRT, CH.OM, COR™, CH.
-3 = = = s
gm ogue RT & um grupo alguilo tendo 1 & 4 Atomos de carbono oo

A . s s e
BRR & um aminocdcido sescundario ou

[l

Wi

gsde gue guande B for  zero aminodcidos substituidos ou  n¥o
5

tituidos, entdo G & H, MH., ou Ac-MH = quando B for um ou dois

48. - Processo de acordo com a reivindicacSo 2, carac-

terizado por sg preparar  um composto em  gus 27 & i1, 2, T ou 4

=]
amincacides de acordo com as farmulas I, IT, 111, IV ou ¥:

'



Poer

(rc- Gly-Asp)--

o



A" & Hy acilamido, acilaminoac

R & %" sHo independentemente H, mEtilo, stilo ou um
grupe alguilo inferior tendo 1 a 5 carbonos:

X'-¥' & 58, CH, -8, 5-CH,, CH,OH,, CH,, CH,CH,CH,,
< £

CH.-5-5, CHo-5-8-CH.g @
- = — R ; 3 Ly
BT & H, COOH, CSNqu CONRTR; CH.OH, CO R, CH™ am qus
2 - 5 s o = - S I
R™ & um grupo alguilo tsndo i a4 atomos  de carbonc, R 2 um

= {1
3 i ""x‘f o o
grupo alguilo tendo 1 & 4 Atomos de carbono ou NRTR® & um aminod—
cido secundirio,

au T T

B & um D ou L- g-amincdcidog

L & D~ ouw L- g-amincicido sscundéric au o um D- oou L
aminoacido primarios

F' & um L~ g-amincdcido

B & um D~ ou l- w-amincdcido, aminoacido iclico
secundario ou M-metil-amincdcido: =

=
R H ou metilo.

8. - Frocesso de acordo com a relvindicaglo 2, carac—

terizado por se preparar um composto gus &

N——
A ——
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terizado por s composto gues &

ciAna-{homolis) -Gli-Asp-Trp-Fro)}

72. - Processo para & preparacio de uma composicio o
&1

:,u

a inibig¥o da agregacic de plaguetas dependente do  Fibr tat]

;'J

num mamifero, caracterizado por se incluir na referids composicEo

un composto de acordo com a reivindicacHo 1, Jjuntamente com um
veiculo farmacfuticamenie aceitivel, nomsadaments splucdo salina.

i

do por comprasender a admi

tragiuo de uma composicBo de acos

ik
a plaguetas de mamifero, caracterizs
rdo com a reivindicscSc 7 a2 um
&

pacisnte, sendo & gama de dossgem de composto  activo de 1 &
182 M por guilograms por minutno.

F2. - Frocesso para a preparac¥o de uma composiclo para
a inibicHo da agregacio de plaguetas dependente do fibrinogénio
num mamifero, caracterizadeo por se incluir na referida composicio

um composto de acordo  com a reivindicac¥3n 2, Jjuntamente com  um

Sy 4
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veirulo farmacButbticaments sositds

i22.~ Mgtodo para a inibic¥o da ligag&o do fibrinogénio
a plaguetas de mamifsro, caracterizado oor compresnder a adminig—

tragdo de uma composicHo de acordo com o a reivindicagioc 2 a um
paciente, sendo a ga M te dosagem de composto activo de 1 a

188 nM por qtlluqr ooy ominuto.
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