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| El objeto de la presente invencién es la
obtencién de octapeptidas con efecto hipertensfnico, :
En la hiperteneins se trata, como es sabido, de unma
hormona con efecto incrementador de la presién aa.nguine&;*‘.
5e¢ que primeramente me obtuvo de 1a sangre de las reses. |
Ia aclaracién de la constitucién 4ié per resultado que
1a hipertensina es una decapaptide con 1s secuenocia dotdo
aminica L-doido aspareginico, L-arginina, L-valina,
L-tirosina, L-valinma, L-histidine, I-prolins, I-fenilala-
104 ﬁina, Ia-hitidina‘;v Ia-isue:l.na.‘." En la secuencia se
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descubrieron otras dos hipertensinas mfs: Hipertensina I, que
aparece en la sangre del caballo ¥y que en lugar del 5 resto de
fcido aminico (valina) contiene el resto de la iso-leucina, y

la hipertensina II, una octapepti@a que en su estructura corres-
ponde & la hipertensina I pero que no contieme los dos $ltimos
restos &cidos amfnicos.

Se ha descubierto, que las octapeptides con lea se-
cuencia fcido amfnica L-esperagina, I- % -(emino-alcali bajo)-
enino-dcido acético, I~ A —amino-glecali bajo-fcido acdtico,
L-tirosina, I~ & -amino-glquilo bajo-fcido acético, I-histidina,
L-prolins, L-fenilalanine tembién tienen un efecto hipertensivo;
muy bueno y que ademfs, también los derivados funcionales de |
estos compuestos, por ejemplo las N-acilb-asparaginilo-octapep-

tides w octapeptidas ouyo grupo amino del resto emidinico esté

nitrado o cuyo grupo carboxflico final estd esterificado,
obtenidas como productos intermedios durante el procedimiento
de obtencién, son de igual eficacia y eplicecién. EL efecto
se mantiene asfmismo cuando la molécula de octapeptide esté
simulténesmente modificada funcionalmente en varios lugeres en

la forma descrita. Esto es de importencie técnica, ya que los

mencionaedos productos intermedios son de acceso nés féeil y porf
lo tanto mée econdmico. Lo mismo tiene velidez con respecto al
empleo delas octapeptidaé en general en comparacifn con las yea

conocidas decapeptidae y en especial con relecidn a las octa~-

peptidas que, en lugar del resto velflico, contienen el resto
de un écido aminico de més ffcil accesibilided. Asf{mismo signi- |
fica, en la ejecucién téenice del procedimiento, un progreso al
empleo de una octapeptida que en lugar del resto del 4cido ’
asparaginico contenga el resto asparaginico.

Les mencionadas octaepeptidas se pueden empléar
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tembién como productos intermedios pars la obtencién de ,
otros compuestos activoe. As{ por ejemplo se puede transformar ;.
el resto emfdico de la asperagina, mediante dcidos o 4lealis,
con reaccién més prolongeda, en el grupo carboxilico; si se
parte de la L-aspareginilo-L-arginilo-L-velilo-L-tirosilo=I=-
ieoleucilo-Léhistidilo-L-prblilo-L—fenilalanina entonces se
obtiene hipertensing II; con lo que por primera vez se ha
descrito la sintesis de este hormona.

En le sintesis estituctural indicada de las nuevas
octapeptidas se entenderdn bajo los restos del dcido ¥ —amino-
alquilo- bajo-fcido acético,en primer lugar,velilo y norvalilo,%
adends leucilo, iso-leucilo y norleucilo, asi como elenilo,
entren por lo tanto preferentemente en consideracién restos
de écidos aminicos naturales. En los X -(amino-algquilo bajo)-
amino-gcidos acéticos arriba mencionados puede estar asimismo
sustituido el grupo emino del resto eslquilo bajo, p.e. por w
grupo emidinico o carbemi{lico, donde los grupos aminicos libres:
pueden estar, en ceso dado, protegidos, preferentemente por un
resto disociable mediante hidrolisis o reduccidén, como un grupo -
toe{lico. Como X ~(amino-alquilo bajo)-emino-fcidos acdticos
entran esPecialmenté en consideracidn arginine, lisina, orni-
tine, dcido X , Y —diaeminobutirioo o citrulina.

Existe un gren nimero de posibilidaedes para la
obtencién de las nuevas peptides. Ventajosamente se partird
de una L-asparsgina cuyo grupo amino esté protegido mediante
un resto disociable por reduccién o hidrolisis y de una
TL-arginina cuyo grupo emino de la sgrupacién emidinica est#
protegidc mediante un resto disocisble por reduccién o
hidrolisis, preferentemente por un grupo nitro, y se unen entre;

el los restos de una IL-asparagine con grupo amino protegido,una

L-arginina con grupo amidinico protegib,un L= ¥ -amino-alquilo
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bajo-dcido acético, uns L-tirosina con grupo axi libre

o sustitufdo como uno de sus ésteres o dter, un

' I= & -smino-alquilo baje~dcido acético, de la L-histidina,

de 1a L-priline y un éster L-feniloalaninico ei; forme
emfdioa bajo formacidn de una octapeptida con la mencionade
secuencie de los restos de doido amlnocerbénico mencio- |
nedos y en la polipeptida as{ obtenida se liberen el
grupo carbox{lico esterificado del resto fenilalan{nico;
los grupos amino protegidos de los restos de la asparagins
y arginine y en caso dado un grupo oxi sustitufdo del
resto tiroef{nico y, sl se deaea,“ el grupo carbonilamidico
del resto asparagi{nico se transforme en un grupo
carboxflico libre.

Une forme de ejecucidn conveniente del procedi-
miento consiste en que Nitro-L-erginins se acila con
una L-asparagina que preaente.' un grupo amino protegido.
Le Map&mginilo—nitro—h-arginina as{ obtenide se puede
entonces condensar con un éster de I~ d-emino-elquilo
bajo-ecetilo=L=~tirosilo=L— o -_-amino—é.lqu.ilo be.jo-acetilo=-
L-histidilo-L-propilo-I-fenilalanine & la octapeptida
deseads, Pero también se puede condensar uns L-asparaginilo=
nitro-L-arginina con L=~ X -amino-alquilo baj o;-e.cetilo-n-
tirosina a una agparaginilo-ni tro-L-arginiloshL~ ~emino-
alquilo bejo-ecetilo-L-tirosina y ésta reacoionaria a
octepeptide con un ester L=d -~amino-elquilo bajo-acetile-
L-histidilo-Leprolilo-L-fenilalaninico. Ademds ee posible

acilar I~ & -emino-alquile bajo-e.cetilo—i:-tiroaile-l'-- A -
amino-alquilo bajo-acetilo-histidins conyum I.-aspai'agi—
nilo-nitro-L-erginine y rescciomar la L-esparaginila-
nitro-L-erginilo—I:- A -amine-e.lquil@ bajo-acetilowk=
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tirosilo~l= A -amino-algquilo bajo-acetilo-histidine con
L-prolilo-L-fenilalanina a la octapeptide.
) Las polipeptidas mencionadas durante la
acilizacidén se pueden obtener por diferentes medios,
Ag{ pues se puede por lo pronto condensar L- & =emino-
alquilo bajo-deido acético con L-tirosine @ I~ f ~emine-
2lquilo bajo-ecetilo-L-tirosina, aef como con L-hietina
& I- 4 -emino-elquilo bejo-ecetilo-L-histidina y finalmente
L-prelins con éster L-feniloalanfnico & &ster L-prolile-
L-fenilslan{nico. La Im A -emino-alquilo bajo~ecetilo~L-
histidina as{ obtenids se acila entonces con 12 L~ —emino-
alquilo bejo-acetilo-I-tirosina & L- « -emino-elquilo
bajo-ecetilo—h-tirosiio—]‘:— o -aminb—alquﬂo bajo-acetilo~
Lehistidine, Pero también se puede condensar el
L~ d -amino-elquilo bajo-dcido acético con la L~ X ~amino-
elquilo bajo-ecetilo-L-tiroeina & L~ o -emino-elquilo
ba jo-acetilosI~tirosilo-L- o/ ~emino-alquilo bajo-€oido
acético y éste entonces con L-histidina.

En las acilizaciones arribe descritas se Dueden
emplear los procedimientos conocidos para la obtencién
de polipeptidas. Para ello me deben proteger rasajera-
mente los grupos amino libres que no partieipan en la
reaccidn, especialmente mediante restos disociables
por hidrolisis, como por ejemplo por el resto carbo-
benzilox{lico. Los dcidos amfnicoe & acilar se emplean
convenientemente en forma de sus éeteres. Como métodos
de acilizacidn see mencionada la reaccidén de un decido

con la correspondiente amidae de fosfito, como por

ejempio cozi la. correspondiente amida dietilofosfitica;
1a reacoién de un doido con el amina en Jresencia de una
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ecarbodiimida, como en presencia de la i-ciclohexilo-3-
(2-morfolinilo={(4)=etilo)=carbodiimide y especialmente la
reaccién de una amina con un éster sctivado en el ocual,
como sustituyente activador, existe, en el componente
alcohélico, ventajosamente el grupo ciano o nitro.

La treansformacién de un grupo amino protegido
en um grupo amino libre, as{ como 1la trensposicién
de un grupo carboxf{lico funciornalmente modificado en
un grupo carbox{lico libre, en el transcurso del proce-
dimiento para la obtencidn de los diferentes polipeptidas
y en especial en las octapeptidas obtenidas segin el
presente procedimiento, se efectiia por métodos en sf ya
conoclidos mediante trzteamiento con agentes hidrolizantes
0 reductores.

En los productos del proocedimiento obtenidos
se pueden transformer los grupos carbox{licos libres,
funcionalmente modificados, especialmente en éster o
amidas, Ademdis es posible sustituir grupos amino libres,
como por ejemplo alquilizar o acilizar. Lios productos
del procedimiento se pueden obtener y emplear as{mismo
también en forme de sus sales.

Una modificacién del procedimiento consiste
en partir de roualquier producto intermedio obtenido en
euslquier etapa del procedimiento y seguir efectuando
las restantes etapas del procedimiento que faltan, FPero
también se puede prescindir en cualquier etapa del
procedimiento a la ejecucién de las restantes etapas
del procedimiento y, sl se desea, liberzar en la polipep—-
tida obtenida un grupo carboxiiieo o hidrox{lico funcio-

nelmente modificado y/o grupos smino protegidps.
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Una forme de ejeouclidén especisl, tal y como se
he descrito en los primeros ejemplos signientes, queds

aclareda con mds detalle por el siguiente esquema de
férmilass

Ester metilico de N~carbobenciloxi-L-es nilo-

nltro-L=arginina (ITII).

c” “,E
N NHNO,
1!m ?oonna

. |.
HO1.H,N-CE-COOCH; ¢ @-cnzooom-oa-coon + (OH,0R;0), P01
II | .

X

| \NENO,
oom, 1
0By (9m)y
&> ~0H,,~000NE-0E-GONE-OH-0000H

I1I

2. N=carbobenciloxi-L-aspareginilo-nitro-L-ar, ns -

o7

| “NE-FO,
o,
CEZ (C‘rﬁz) 3

III + KeOH—> @ ~OH ;00 ONE~C H~C ONE~CH~C OO
. o
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s Ester metilico N—carbobencil oxi-L-a

LI=arginilo-L-valilo-L-tirosins QVI)’;-

OB

nilo~nitro-

Ng Pl OO
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+ Beoarbobensiloxi-Trasperecintont ro-rengtutlo e

valilo-L~tirosina (VII).

c# -
l\m02
GONH, 1{m |
08, <?Ha) 3
VI 4 FaOH—> @-cﬁaocom-cn-com;oa-do-
OH
OH, OH
N3 3
i
~NH~OH-CONH-OH~COOH
vII

s Beter metflico de N-carbobenciloxi-L-asparaginilo-

nitro-I—arginile-h-valilo=L-tirosilo-li-igoleucil o=k

higtidil o=Li=pr I-fenilalanine. (IX).

OH GH—K
| 3 Iy
CH, OH; C—NE/
N l
A 7
VII + H,N-OE-CONH-CEH cong-conn-cs-cooca3

> -Fe0aN-CH0H,-K__0

AN
Cd
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c” | om,
OONE ;113\ NHNO, CH, OH clz GE
é : (én ) \Bcn/ ’ o {zon/ >
132 2°3 | IHZ |

@-cﬁa-ocom-cﬂ-com-'cn - CONH - CH~CONH-OH~CONH~CH=CO-

|
Cc 4]
]HZ ‘HZ

~NH=CH=~C0-N —CONH-GH—GOOOHB

X

6. Ester matiligo de Li-espareginilo-L-arginilo-L~yalilo-
T-tirosilo~L~isgoleucilo~L~histidilo~I~prolilo-L=Lfenilala—

nine (x2 .

o OH
cf \ 9H;
| “NR, ,
GONE, NH °CHy OH, CH, OH,
| | o NS S
OH (0H,) oH OH, oH
|

—— HZN-BH-GONH-OH-OONH = QH-0ONH=CH=0 ONH=CH~C0-

H

g-met |
hid 4]

|2 132

= NHwl Hel} Qs -GOI!H-GH—OG&HB

X
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o Imasparagziniloslh~arginllo-L~valilo=-L=tiroailo=L~

1m0leucilo~L=histidilo~L=prolilo-L~fenilalanina (XI).
OH
? N
?ozmz zlm GQ }33 O‘
CH., (OH,) oH CH
[ 2 y 2.3 | 2

X + NaQH— Haﬂ—GH-OONﬂ-OH = CONH - CH~CONH=CH~CO-

CH—N
.
OH, OH; O_NH
\3 v I
H ?Ha lﬁz
~NE~0B~C ONH=~0 He O~ ~0ORB-GH~0 C0H
xI

Las polipeptidas obtenidas segin el presente

procedimiento y sus derivados funcionales se pueden

emplear como productos intermedios pare la obtencién de

medicamentos o también como remedios en forme de prepars-—

dos farmacéuticos., Estos contendrdn las peptidas en

mezcla con un vehfoulo orgdnico o inorgdnico farmacéutico,
adecuado pare le aplicacién enteral, parental o locals
Como tales entran en consideracidn aquellos materiales

que no reaccionen con las peptidas, como por ejemplo

gelatina, lactoea, glucosa, sal comin, almidén, estearato
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de magnesiq, talco, aceites vegetales, alcoholes bencilicos,.
goma, glicoles polialquilénicos, vaseline, colesterina

¥ otros ﬁehiculos nedicinales conocido%hos Preparados
farmacéuticos pueden presentarse por ejemplo como tabletas,
grageas, polvos, ungientos, cremas, supositorios, o en

forma l{quida como séluciones, sugpensiones o emulsiones.

En caso dado estardn esterilizadas y7Z/o contendrdn

egentes suxiliares tales como agentes de conservacidn,
estabilizacién, destensién o emulsidén. Asimismo podrén
contener otres meteriass terapduticamente valiosas.

La invencidén esté descrita en los siguientes
ejemplos gin que con ello se tenga le intencidén de
limitar el obJeto de le presente invencién. Los ejemplos
1=15 @e refieren a la obtencién de la L-esperaginilo-L-
erginilo-I-valilo-I-tirosilo-L-isoleucilo~L-histidilo~
L-propilo%ﬁ-fenilalanina, los'ejemplos 16-26 a la de l1a
L-esparaginilo-L-erginilo-L-velilo-L-tirosilo~L-valilo-
L-histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina y los ejemplos 27-35
a8 la de la L~agparaginilo-L-arginilo=-L-valilo=L-tirosilo-
L-leucilo-L-histidilo-L~prolilo-L-fenilalanina. Estos
éomyuestos se pueden saponificar por tratamiento con

 £lcalis alcohdlicos o acuoses, por ejemplo sose cdustica

en metanol, o con dcidos minerales acuosos o alcohélicos

& las correspondientes asparagilo-octapeptidas. Las tempe-
raturas estdn indiocadas en grados Celsio,. o
EJEMFLO 1e

Bster metflico de N-carbobenciloxi-L-esparaginilo-ni tro-
L-arginina (I1T). ;
2) 10,0 g de hidrocloruro de éster met{lico

de nitro-L-arginina (0,0371 mol) (I) se pulverizan
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finamente, se secan durante algunss horas & 602 en vecfo
¥ se suspenden en 100 ml de dioxano absoluto, Después
de agreger 9,0 g (0,089 mol) de trietiloamine se agite
durante 2 horas a."temp_eratux?a de ambiente, se enfria
a +102 y ge gotean 7,1 g (0,0408 mol) de dietilocloro-
fosfito (aproximedemente 98%) disueltos en 20 ml de
dioxano, 'Deapnée de agitar durante 1 hora a temperatura
de ambiente se filtra el oloruro irietiloaménico formado,
se lave con poco dioxano y el filtrado se vaporize en
vacio a 802, El res{duc viscoso amarillento se mantiene
con 40 ml de dietilofoefito y 9,85 g (0,0371 mol) ae
Neocarbobenciloxi~L-asparagina (II) bien seca, durante
2 hores, & 802 (soluocién homogénea). Finalmente se
vaporiza el disolvente & unos +502 en alto vacio, el
resfduo aceitoso, que aun sigue conteniendo unos 5 g
de dietilofosfito, se recibe en 60 ml de doido clorhidrico
2-n y se extrae tres veces, cada una con 600 ml de
éster acétioo. Los extractos éster-eacédticos se lavan
consecutivamente adn 2 veces con deido oclorhfdrico 2-n,
2 veces con bicarbonato de sodio saturado y 2 veces
con agua, (Volumen de las solucionss acuosas: cade uns
60 ml, siempre saturadas con sulfato de sodio). Después
de secar con sulfato de sodio sdlido y vaporizer en
vacio se obtienen 9,9 g de uns masa en su mayor parte
crigtalina., Esta se frota con 100 ml de agus caliente,
se deja enfriar y se filtra. El reefduo (III) pesa,
después de secar en alto vacfo a 808, 5,95 g ( = 33 %
d.T¢) y muestre un punto de fusidn de 150-1650,

b) Modificacién: La condensacidn se puede
efectuar ’ta.rln'oién en dioxano sin la presencia de dietilo-
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foafito. E1 eloruro trietiloaménieo, que se forms durante
la formecién de le dietilofosfitoamida del &ster met{lico
de 1la n;tro-h-arginina,i se filtra y el riltradb 8se
condensa directamente con N-carbobenciloxi-L-esparagings
La mezcla se calienta dursante 2 horas al reflujo con le
due una parte de la substancia queda insoluble como cape
aceltosa en el fondo. ,

El rendimiento es, <;on iguales cantidades que
bajo &) de 6,10 g de dipeptida del punto de fumidn de
aproximademente 145-1602 (34 % d.T.).

EJEMFLO 2. -

N-carbobenciloxl-L-asparaginilo-nitro-L-erginine (IV)s

4,74 g (0,0099 mol) de dster met{lico de
N-carbobenciloxi-ﬁ-asparaginilo—nitro-Ix-argin:Lna (II1)
del punto de fusién 165-1702 se mezclen con 11,0 ml de

sosa cdustica 1-n y a 222 ge agita durante 1 hora. Después
de 15 minutes eproximademente se habrd disuelto la centi-
dad prinocipal. Despuds de otros 15-20 mimtos empleza
la separacidén de una precipitacidn voluminose (e&l
sédica de IV). La precipitacidn se disuelve finalmente
agregando 20 ml de ague, se filtre de une huella de
meterial sin filtrar y después se introduce 0O, hasta
que el PH de 1la soluoidn sea 8,5,

La fase acuosa se lava entonces 2 veces, cada
ure con 80 wl de éster acdtico ¥ las soluciones acéticas

ge lavan 1 vez con poca solucidn de bicarbonato sddico.

Te fase acuosa y la solucién bicarbondtica
de lavado #e reunen, con decido clorhidrico 2-n se pone
a pH = 1, oon lo que se Irecipita un material amorfe.

Este ¥ltimo se disuelve extrayendo 4 veces, ocada ure oon
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250 ml de éster acético; las soluciones éster-modticas

se lavan 2 veces con poca soluoién de sulfato de sodio,
8e secan gobre sulfato de sodio y dan al vaporigzar 4,46 g
de un resf{duo parcialmente oristalino., Por cristalizacidn
de acetonitrilo se obtienen en total 3,26 g de N-carbo-
benoilexi-I-asparaginilo-nitro-L-arginina (IV) en drusas
de agujas del punto de fusidn 94-988 (71 % d.T.). Después
de recristalizar dos veces de acetoﬁiﬁrilo funden &
98-1010; [Ty =+ 108 & 42 (¢ = 1,4 en metancl).

Los- cristeles se disuelven en mstanol, dimetilo-
formamida, acetonitrilo caliente y agua caliente, son de
dif{cil disolucidén en agua fria y acetonitrilo, éster
acético, tetrahidrofurano, acetona; de fdcil disolucidm
en solucidén saturade de bicarbonato de sodio.

BJEVMPLO 3,
Bater metilico de N-carbobenciloxi—&-aspgrag;ni;o-nitrg-
L—arg;nilo-&-valiloéh-tirogina QVI}.

3,72 g (13 mnol) de éster metflico de L-valile-
I-tirosina (V) recién preperado ¥ 5,47 g (11,8 mmol) de
éarbobenailoxién-asparaginilo—nitra-m—arginina (IV) se
disuelven en 35 om3 de dimstiloformaﬁida y se agregan
2,52 g‘(12¢3 mmol) de 1,3-diciclohexilearbodiimida. Despude

‘de 24 hores a 212 se filtra en vaofo la diciclohexilures

precipitada y el'filtrado se liveras totalmente & 0,1 mm Hg
Yy 452 de temperatursa del bafio, del dimetiloformamids. El
aceite residuel se lava primero con petroléter, después,
enfriando con hielo,con solucién de bicarbonato diluido,
agua, &cido clorhfdrico dilufde y ague,con 1o que el
produeto, que al principio ers aceitoso, se pone lenta-

mente granuloso. &1 producto en bruto (8,79 g) se disuelve
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¥ precipita para su ulterior limpieze de metanol caliente
¥ el polvo insoluble en metanocl se frote con acetona
caliente. Se obtienen as{ 2,91 g (33 %) de éster netflico
de earbobensiloxi-Ieesparaginilo-ni tro-Irarginilo-L-
valilo-T-tirosina (VI) del punto de fusidn 202-2068;
[og7§3 = ~48342 (o = 0,94 en dimetiloformamida).
El ester met{lico de L-valilo-L-tirosina (V)

»

empleado como material inicial ge prapa.ré. como se describe
mée adelante (ejemplo 9).
EIEMPLO 4. § ‘
N—carbobenociloxi ~L-asperaginile-ni tro-L-arginilo-L-yalilo~
L-tirosira (VII). |

2,58 g (2;5 mmol) de éster met{lico de -
N—carbobanoiloxi-ﬁ-asparaginilofnitro-In-a.rginilo-&I-fvalilo-
L-tirosina (VI) se disuelven en 30 om3 de dimetil&formamidz.
ﬁr en el plaéo de 15 mimitos se agregan 100 om3 de sosa
cdustica 1/10-n en varias porciones, teniendose culdado
de que el pH de la solucidn no sobrepase 11. Despuds de
agregar la lejie se deja durante otros 15 mimatos al pH
11 después, agregando co, 88lido me pone el pH a 8 y 1a'
solucidén se libvera primeramente del agus & 11 mm y 459
de temperatura del dafio y después de la dimetilofoma;nida
a 0,1 mm, El resfduo se disuelve en 30 om3 de agua, se
filtra de unas huellas de copos y el filtrado claro
se acidifica enfriando con dcido clorhfdrico 2-n. El
producto viscoso precipltedo se solidifica al frotar
(bajo enfriamiento con hieloj. El producto en bruto

(2,14 g) se disuelve en metanol caliente y se precipita
agreganio acetonitrile, Se obtienen 1,77 g (70 £) ae
oarbobeneilozi-n-aapamginilo-nitro—h—erginilo-n;valila-
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Iu-'birosina (VII) en forma de polvo, punto de fusién
aproximada.mnte 175-1839 (espumando); YA _723 = oe + 4.9
(c = 0,4 en ma'hanol). , -

EJEMPLO De

BEeter met{lico de_N-carbobenciloxi-L-asperaginilo-nd tro-
L—arg._!._nilo-l‘:-valilo—h-tirosilo-L-isoleuoilo-Ia-hisgdild-ﬁ-
prolilo-T-fenilelanine (IX). )

1,88 g (2,58 mmol) de carbobenciloxi-Li-aspara~
ginilo-nitro~-l-arginilo~-L~valilo-L-tirosins (VII) y 1,31 g
(2,50 mmol) de &ster met{lico de L-isoleucilo-L-his+tidilow
L-prolilo-I~fenilalanina (vIII) r;ecien preparado se dieuel-
ven en 15 em3 de dimetiloformamida y se agrega una solu=-
oién de 0,62 g (2,62 mmol) de 1-ciclohexilo-3-morfolini-
letilo-carbodiimida. Le solucién se dgia durante 21 horas
a 202, a continuscidén se retira le dimetilformamida en
alto vacfo y el aceite residual se frota oen agua, enfrian-
do con hielo, con lo que se pone lentamente granuloso.

El polvo se lava varias veces con agua, después aon
solucidn de bicarbonato dilufde y agus y se seca. El
producto en bruto (3,‘;70 g) se lava pare su ulterior limpie-
za con acetona y metanol y aa 0,68 g de éster met{lico

de N—carbobencilcﬁ-ﬁ-aspamginilo—ﬁtro—h-argin;lo-n-"
vslilo-Ia-ﬁrosilo-Ia-isoleuoilo-B-hiBfidilo-I:—prolilo;k
fonilalanina (IX), pumto de fusién 190-2058; /5733 = ~298
+ 42 (¢ = Oy 52 en dimetiloformamida). E1 producto se
disnelve diffcilmente en disolventes orgénicos usuales
con excepclién de en dimetileformamida; disoluble en

deido clorhidrico my dilufdo. El ester met{lico de L-
isoleucilo-L-histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina (VIII)

se prepara como estd descrito mis adelante (eje_mi_slov 15)”.;
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EJEMPLO 6.

Ester metflico de L-asparaginilo-h-arginilo-L=yalilo=L-
tirosilo-L~isolencilo-L~higtidilo-L~prolilo-L~feniloalanina~
@. . - | .

. 370 mg (O';'3 mmol) de éster met{lico de carboben—
ciloxi-I-espareginilo-ni tro~L-arginilo-L-valilo~-L=
tirosilo-L~-isoleucilo-L-histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina
(X) se suspenden en 15 om3 de metanol y sgregando 1,0 om3
de deido clorhidrico 1,24-n (4 equi.) se disuelve en
metanol. Por filtracién se se‘pe.ran'unaa huellas de copos

¥y la solucién se hidriza en presencia de 100 mg de carbén
de palledium (10 ¢ Pd) a temperatura de amblente y presién
normal (empleando un segundo recipiente de hidrizaeidén
1leno con sosa cdustica dilufda para la absorcidn del

00, desarrollado). La hidrizacidn estard terminsda después
de 13 horas y recepcién de algo mds de la cantidad de
hidrégeno calculada, A oontimnoi&z se filtra la solucién
del catalizador y se vaporigse en vacio haste secar, El
reefduo (resina) pesa 310 mg (oalculado para una mezcla

de cantidades equimolares de i;rih:l.drocloruro ¥y cloruro
aménico = 360 mg)s ELl producto (X) se sigue elaborando sin
limpier. Se disuelve fécilmente en agua pero es de diffcil
disolucién en élca.l:!. acuoso; se disuelve en metanol, es
insoluble en éter.

EJEMPLO To |
L-asparaginilo-L-arginilo-L=yalilo-L=tirosilo-L—isoleucilo-

L-histidilo-I-prolilo-L~fenilalanina,
' Para disolver 256 mg (25 mol) de éster metflico

de L—aaparaginilo-b-arginilo-hwéalilo—h«tiroailoén-isoleu-’-
eilo-In-histidilo-h—prolilo—h-fenilalanina en 12,"0—om3 de
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metanol al 66% se agregan en varias porciones sosa cdustica
0,1-n hasta que el valor PH de la solucién ae.mnténga
durante 20 minutos en 10,{5-11,0 (en total 18 om3 de sosa
déustioca O,1~n agregada). Después de un total de 30 mimitos
se pone & PH = 8 agregando ‘algo de co, 8élido, se retira
la precipitacién en forma de copos (25 mg) por filtracién
vy el filtrado se libera del mqtanolhen vac{o. Ia solucién
acuosa (volumen 15 om3) se mezola con algunos cm3 de
solucién de soda dilufda y & un pH = 9 se agita 4 veces,
cada una con 100 cm3 de n-butanol seturado de agua. Los
extractos tutandlicos se lavan una vez con 8 om3 de
solucién de sulfato de sodio diluida, se secan con sulfato
de sodio y dan al vaporizar 195 mg de producto en bruto.
Eate se lave 3 veces, cade una con 5 em3 de n-butanol
seco con lo que se pueden retirar 30 mg de partes de mds
fdcil solucidén. La cantidad principel (135 mg) de
L-asparaginilo-L-arginilo-L-valilo~L-tirosilo-L-isoleucilo-
L-histidilo-L~prolilo-I-fenilosalsnina es de diffoil
disolucidén en butanol seco y se obtiene en forma de uns
precipitscién incolora de granulacién fina. E1l produsto
ge disuelve en agua y metanol,

E1 producto en brute (135 mg) se somste & una
distribucién multiplicativa de 32 escalones (Craig-Proceso
base) en el sis‘bema n~butsnol-egus. Le cantidad principal

(75 ng) del material activo se encuentra en las fracciones

~ 9~21 con un méximo en la fracoién 15 (G = 0,89). Ias

fracciones 0-8 contienen 45 mg de una 'impureza. inactiva
de traslaoién mds lenta; las fracciones 22-32 contienen
unos 20 mg de material inactivo. Una muestra de la subs~

tancia de la fracoién 15 actda en uma rata segin la
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disposicién de ensayos de Peart®) dos veces mfs fuerte
que l2 noradrenalina (0;25’Y/kg en 0,1 em3 de solucidn de
sal comin fisioldgica intrevenose corresponden e 0,5 Y
noradremalira),

El mterial de las fracciones 9-21 se reune
¥y se vuelve a distribuir como arribe indicado, Ie actividad
se encuentira nuevemente en las fracciones 9-22 gque en
total contienen 32 mg de materiel (mdximo en la fraccién
16). Las fracciones O-8 contienen adn 20 mg de material
imctivo, las fracciones 23-32 aun unos 15 mg de mg,terial
insctivo.

Una muestra de le substancia de la fraccién 16
muestra en el ensayo arribe menciomado una eficacia 5-10
veces mis fuerte que la noradrenalina.

E]l material de las fracciones 9-22 se vuelve
a reunir y se distribuye en el sistema n-butano~4% deido
acético en 30 escalones (Creig-Proceso base). Terminado
el 30 escaldn de la disti'iMcién ge pone el | o de todas
las fracciones a 5,5-6,0 agregendo algo de solucidn de
amoniaco metandlico, las soluciones se vaporizen & 40%
¥ rresidén reduoida basta secar y los res{duos de vaporiza-
cién se secan, para retirer el acetato aménico, durante
8 horas a 502 y 0,01 mm Hg. Las fracciones O-6 contiensn
en total 30 mg de substancia (mdximo en 1a fraceidn 1,
K = 0,051); las fracciones 7-30 no oontienen partes
ponderables. Le curva de distribucién de peso experimental-
mente encontrada en las fraceiones 0-6 concuerds oon 1s
celculada tedricemente. Una muestra de la substancia de
la fracecién 1 en el ensayo de Peart 9) a.rﬁ.ba indicado

demmesgtra tener uns eficacia 5 veces superior a lsa
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noradrenalina., La i:eaépamginilo-h-arginiloéh-valilo-h—
tirosilo-I-isoleucilo-L-histidilo-L~prolilo-L~fenilalanina
asf limpia se obtliene en forms de un polvo incoloro; punto
de fusién (después de mecar en alto vecfo) 195-2058
(desoomp.). En el crometograma de papel muestra en los A
elstemas etanol-n-butanol-H,0-dietiloamina (100:100350:20),
n~butancl-acetona~H,0-dietiloamina (100:100:50120),
etanol-n~butanol-H,0 (100:100:50), n-butancl-écido acdtico-
Hp0 (100210, con H,0) y sec.butanol-F NHj (120-44) sobre
Whatmann n? 1 los valores 0,375 0,313 0,18; 0,15 y 0,24,
Les manchas muestran la reaccién de Pauly: sobre el papel
no se pueden demostrar substancias pinhidrinpositivas.

BJEMPLO Ta. » _ ‘
I;-aszg' regilo. smhearginilo-Lwvalil o-L=tirosilo~L-isoleucilo-

L-histidi]o-T~prolilo-I-fenilalanina, |

5 mg de L-aspareginilo-L-erginilo-T-valile-D-
tirosilo-Leisoleucilo-L~hietidilo=L-prolilo-L~fenilalanina
(XI) se aisuelven en 0,1 ml de HOL concent. y se deja
reposar durante 100 minutos & 39¢. Despude se vaporiza

la solucidn en alto vacfo hesta secar, el res{duo se

-pulveriza y se seca a 402 en slto vacfo. Im L-asparagilo=-

L-arrginilo-L-valilo~I-tirosilo-L~isoleucilo-T~histidilo-I-
prolilo-L-fenilalanina '(Hiperte:'xsina II) se puede separar
del material inicial no saponificado por distribucidn
Craig o Cromatografi{s en una columna de eeluldsa. eon
espectros de disolvente adecuados, por ejemplo butanol=-
metanol-0, 33 m NH,000H (3:1:4; PH = 6,5) o sec. butanol-¥
NHB (120:44)'.f Polvo incoloro soluble en agus R, = 0,2 en
el sistems pec. butancl-¥t 9 (130344).
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EJEMPLO 8.
Ester met{lico de N-&arbqbenoilﬂ-l’:—valilmﬁ—tirosim.
Una solucién de 68,1 g (0,=27'5 mol) de oarbobenci-
loxi-L-valine y 50,9 g (0,261 mol) de deter metf{lico de
I-tirosina en 1 litro de tetrahidrofurano se mezola oon
59,2 & de 1, 3-diciclohexilearbodiimida y la solucidn ee
deja reposar durante 16 hores a 212, A continuscién se
filtre en vac{o la diciclohexilures rrecipitade (46,0 &
correspe T7T % d.t.) (pun;bo de fusién 218-2242) v el fil=
trade se vaporiza hasta gecar. E1 resfduo (aceite viecoso)

ge frota en 300 cmé de petroléter oaliénte; hasta que
inicie la oristalizecién. Los origtales se filtran en
vac{o y se lavan con mucho petroléter caliente. La recris-
talizacién de acetona~petroléter dé en total 91 s (81%)

de éster mot{lico de oarbobenciloxi-Levalilo-L-tirosina
(V) punto de fusién 144-1478 z?&?ez = 4192 & 49 (o = 1,06
en cloroformo)e. _ ,

De 1= aoluoiénjgetroléte'r, as{ oomo de la lejfa
madre de los criatales‘a.:»'riba menclonados, se obtienen
en total 17 g de un producto secundario. Punto de fusidn
128-1302 (de petroléter). Trétase aqui de 1-(carbobenzax1—
L-vva.lilo)-1, 3—d.iciolohexilurea..

EJMO Ge

Egter met:(lioo de L-valilo~L~tiroeina (V)

a) Hidrobromuro del éster met{lico de I--'valilo-blp-
tirosinas 20,0 g (0,0468 mol) de éster met{lico de
carbobenzoxi-h-valilo—ﬁ-tiroaim se disuelven en 200 om3
de una solucidn 1,1-n do bromohidrégeno en deido acético.
Después de 1 hors a 218 se vaporize la mezcla én vacio &
458 de temperatura del tafio hesta secar y e‘.L” aceite residual
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se frote con mucho éter ;on lo que solidifioca. El resfduo
se lava con éter; se oﬁti'*enen 17,26 g (98%) de hidrobro-
muro del dster metf{lico de Ia-valilo-I:-*birosina; puizto
de fusidn 206-2082, Al recristelizar de metanol-dter
se obtienen agujaé del punto de fueién'208-2099;

[&_73 =4 312 & 42 (0= 1;08 en metanol). )

4 b) Ester metflico de L-valilo-L-tirosinaj
5,63 g (15 mmol) del hidrépromuro obtenido bajo &) se
suspenden en 80 cm3 de éster acético Y se agregan 2,1 em3
(15 mnol) de trietiloemina, Los cristales precipitados de
trietiloaminahidrobromuro se filtren en vecfo despuds '
de 10 minutos (2,68 g corresponden a 99% d.%t.) y el
£iltrado se vaporiza heste secar. El éster metflico
de L~valilo-L-tirosina (resina 4,61 g) que queda me sigue
elaborando irmmedistamente como indicado en el ejemplo 3.
EJEMPLO 10, |
Hidrocloruro del éster metflico de N~carbobenciloxi~L-
isoleucilo-L-histidina. ' :

A upa solucidn ae 44,0 g (0,26 mol) de éster

met{lico de L-histidina en 50 ml de acetonitrilo se
agregan 55,5 g (0,27 mol) de aiciclohexil-carbodiimida -

disueltoe en 100 ml de &ster acético ¥y 11,5 g (0,27 mol)

de N—ca.rbobenciloxi-Is-isoieucina, disueltos en"IOO m

de éster acético. Se ircia inmediatemente un ligero
calentamiento y poco despudés precipitacién de dlciclohexil-
urea cristalina. Se enfr{s breve tiempo con hielo de .

menera que la temperaturas no sobrepase més de unos + 308,

-

Después de algunos minutos se forme de la mezcla una
masa gelatinosa que se deja repesar durante 1la noche

a temperature embiente,
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veces, oada uns ocon 50 ml de &ster acético, se aspira y
& 908 se seca en vacfo., De la mezcla de dipeptida y
diciclohexilurea asf obtenida se separa la primera, con
una solucién de 25 ml de dcido clorhfdrico conc. en \

20 ml de agua y 80 ml de metanol, como hidrocloruro y

el resfduo se lava adn otras dos veces, cada una con 2ml
de dcido clorhidrico conc, en 10 ml de agﬁa ¥ 20 ml de
metenocl. Los filtradoe reunidos se vaporizan en vacio
hasta secar y se cristaliza de metanol-dater acético.

Se obtienen 52,6 g de hidrocloruro de dipeptida

(= 44,6 % d.t.) del punto de fusidn 170-172%, bajo
descomposicidén. De las lejias madre se obtienen por
ulterior vaporizacién ¢ dilucidn con eter acético adn
3941 g de hidrooloruro (33,1 % d.t.) del punto de fusién
160-1652 (descomposicidn).

jlogi-T-3goleucilo+l-higtidinahidracida.

2,5 g (0;0653 mol) de monohidrato de hidrocloruro
del dster met{lico de N-carbobenoilexi-L-isoleucilo-Lm
nistidina se hierven sl reflujo en 10 ml de metanol abs.
con 1,5 ml de hidrato hidracinico durante 1 hora, El
disolvente se vaporiza todo lo posibla en vacio y el
res{duo de vaporizaclén se mezcla con 100 ml de agua

de hielo, La precipitacidén, al prinoipio aceitosa,
oristaliza”después de reposar poco tiempo a 02, Se filtra

la oarbobenciloxi-dipeptida~hidracids, se lava con mucha

agua y se seca en vacfo sobre pentéxido de fdésforo y

dcido sulfirico. E1l rendimiento en bruto es de 1,82 g
(83 %), recristaligando une vez de agus hirviendo se
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obtienen 1,6 g de producto de apdlisis puroy P = 186—18‘-?55
LY750 = = 518 £ 42 (o = 1,327 en dotdo olorhidrico 1-n)’
- ==~ 222 448 (c = 0,558 en metanol)e
La hidracida se disuelve facilmente en nstanol,
etanol, ac;tona, éster acético ¥y dcido clorhfdrico 1-n,
es de @ificil dimolueién en agua caliente y no se disuelve
en benzol, éter y petroldter,

EJEMPLO 12. } .
E’étar ggt:[lioo de N—carbobenc11@1—1:—@01110—'5-&1:1131&2_1@.

| Para disolver 1 g (0,004 z;iol) de N=carbobenciloxi-
L-prolina cristelire en 15 ml de tetrahidrofurano ebsoluto
gse agregen a =102 0,61 ml (0,0044 mol) de trietiloamina
y despudés de 5 minutos, a la misme temperatura, 0,42 ml
(0,0044 mol) de éster etflico de dcido cloro-férmico.
¥1 hidrocloruro trietiloaminico se precipita inmediatamente
en forma de cristales blancos.

La solucién simulidneamente preparada y filtrada
del trietiloamina~hidroclorurs del $ster metflico de
L~fenilalanina, de 1,1 g (0,0051 mol) de hidrocloruro
de éater met{lico de feﬁilalanina ¥y 0,71 m1 (O, 0055 mol)
de trietiloamina se enfrfa a@imismo & -102 y ge agrega a
1a molucidn del anhidrido meszelado. Despuds de reposar 2
hores a temperatura ambiente se filtra de la precipitacidn
¥y el disolvente se vaporiza en vecl{o a 40-458, El resfduo
elaro como el agua se recibe en éster acéticé, se lava
4 veces, cada uma con 5 ml de solueién HCl 1-n, 2 veces
con agua, 4 veces cada una con 2 ml de soluciédn de aod“io-
hidrégeno de carbonato 2-n y finalmente neutrel con agua,
La soluecién éster acética deja, después de vaporizar y

secar, 1,8 g de un aceite amarillo que adn contiene poco
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disolvente. K1 éster met{lico de carbobenciloxi~L-prolilo-
L~fenilalanina en bruto se descarbobamxilize immediatamente
& éster met{lico de Leprolilo-L-fenilalanina.
BIJEMPLO 13.
Ester metflico de L-prolilo-L-fenilalanins.

2,46 g (0,006 mol) de éester metflico de
carbobencil6xi-L—§rolilo-L-fenilalanina ge disuelven en
40 ml de metanol, se mezclen con £cido clorhfdrico metand-
lico 6-equivalente y 0,6 g de carbon de paladio (10 %'Pd)

Yy se hidriza a temperatura de amblente y presién normal

(el CO, formado absorbido en NaOH). Despuds Ge recoger

algo mie de la cantidsd de hidrdgeno calculade se pare

la hidrizacién. La solucién filtradas del catalizador

se vaporizae en vaci{o y el resfduo se recibe en poca

acetona. Al agregar &ter se precipita en forms cristaline

el hidrocloruro del éster met{lico de la L-prolilo-L~

fenilalenina; rendimiento 1,62 g (86 %). Después de

recristalizar dos veces de mcetona-éter funde la substan-

ola & 157-1580 /753 = - 412 3 12 (c = 4,15 en H)0).
Para la transformacidén en éster libre se cubre

una solucién de 1,10 g (0,0035 mol) del hidrocloruro en

1 nl de agua con éster acdtico y a 02 agitando bien

se mezcla con solucidn de carbonato potdsico saturads. »

Bl extracto dster acético se seca, se vaeporize en vacfo

y el resfduo se seca a 0,1 mm Hg., E1 dster met{lico

de L-prolilo-L-fenilalenina (0,98 g) obtenido es un aceite

de fdcil solucidn en ague y éter directamente adecuado

pera ulteriores reacciones.

EJEMPLO 14. v
Beter metf{lico de N—carbobenciloxi-L-isoleucilo-L-=higtidilo
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~L-prolilo~L—fenilalanina. I
” Le solucién de 1,49 g (0,035 mol) de N-carbo-
benciloxi~-L-isoleucilo-L-histidinahidracide (ejemplo 11)

en 15 nl de doido clorhfdrico 1-n se extrae una vez Gon
poco Sster acético, la fase &ster-acdtica se lava
nuevemente con 3 ml de dcido clorhidrico 1-n y les
soluciones dcido clorhidricas reunidas se cubren en el
embudo seperador con éster acétlco y se enfria con hielo
a 02, A continuscidn se gqtéan‘lentamente 2?5 mng (0,004 mol)
de mitrito de sodio en 5 ml de agua de hielo, se deja
reaccionar durante 3 minutos y 18 solucién de acida
deido-clorhidrica se pone fenolftaleins-slcalina con
3 ml de solucidn de carbomato potdsico saturada. Te
solucidn acuose se extirae otras dos veces enfriando |
con hielo con mucho éster acético y la fase orginice
se lava neutral con mucha agus,. 4
La solucidn de acide frias como el hielo, secada
sobre sulfato de sodio,'se filtre en una solucidn de
éster met{lico de L=prolilo-L-feniloalanina becién
Preparade, enfriada a8 00 y iiberada~dei hidrooloiuré'
de trietiloamina, que se obtuvo de 1,24 g (0,004 mol)
de hidrocloruro de &ster met{lico de L—prolilo—i-ienila-
lanina y 0,55 ml (0,004 mol) de trietiloamina en 15 ml
de &ster acdtico absoluto. | |
Se deja reaccionar durante 18 horas a 0-52
¥y dos horas & temperatura ambiente, se vaporize el ,
disolvente & 402 en vacio hastavla_mitad ¥y se lava con
dcido clorhidrico 1-n, solucidn de soss 2-n fria como
el hielo y con agua neutrely se seca sobre sulfato de

sodio y el éster acético se vaporiza en vacio.



56

10.

15.

20,

25.

30.

El rendimiento es de 2 g (85 %) de éster
tetrapept{dico de carbobenciloxi emorfo amarillento.
La distribucidén de 36 escalones, entre metanol al 80%

¥ cloroformo: tetraclorocarbono = 1:1:1 a4 1,6 g de éster

met{lico de N-carbobenciloxi-I~isoleucilo-L-histidilo=L~
prolilo-L-fenilelanine. La fraccidn de andlisis muestra,
después de disolver ¥ precipitar une vez de metanol-egua,
el punto de fusidn 105-1108; /& 722 = - 568 4 42

(¢ = 0,971 en metanol). -2 ) )

El éster tetrapeptfdico de N-carbobenciloxi

se disuelve bien en la mayorie de los disolventes orgdnicos
a excepcldén de éter y petroléter.

EJEMPLO 15. |
Ester metflico de L-isoleucilo~L-histidilo=L-prolilo=L-

fenilaslenina.,

a) .Dinidrobromurot 1,72 g (2,61 mmol) de éster
met{lico de N-carbobenciloxi-L-isoleucilo-L-higtidilo-
L~prolilo-L~-fenilalanine se mezclan con 8,3 em3 de
bromohidrdgeno 1,1-n en doldo acético, inieiandose asi
pronto la solucidn., Después de reposar durante 2 horas
4219 se destila totalmente el dcido acético a 0,1 mm Hg
y 259 ¥ la resina residu§1 ge frota con éter, con lo que
dsta se granula, El dihidrobromuro del éster met{lico
de la L-isoleucilo-L~higtidilo=L-prolilo~L=fenilalanina
en bruto pesa 1,79 g. Punto de fuesidn 130-1408,

b) Beter libre: 1,96 g (2,85 mmol) de dihidro-
bromuro del éster met{lico de la L-isoleucilo-L-histidilo-
L-prolilo-L~fenilalanina se disuelve en poca agus, se
retire un ligero enturbiamiento lavando con algo de éster

acético, la solucidn acuosa se mezcla con 50 cm3 de
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cloroformo y enfriendo con hielo se agrega solucién de

pPotasgio saturgda hasta Que el pH de la fase acuosa sea
10, #1 éster precipitado se disuelve al cambiar limpia~
mente en la fase cloroférmica. La solucidn cloroférmice
Se lava una vez con poca solucidén de sulfato de sodio
saturada; la solucién potdsica y sulfato-sddice se lavan
ulteriormente con otros 30 cm3 de cloroformo. Las solu~
ciones cloroférmicaes dejan, después de secar con sulfato
de sodio y vaporizer, 1,31 g de éster metilico de
L-isoleucilo-L-histidiloéL-prolilo-L-fenilalanina (VIlI)
como resina, que inmediatamente se sigue elaborando.
(Véase el ejemplo 5). Rendimiento 88 %.
BEJEMPLO 16, |
Ester met{lico de N-carbobenoiloxi-L-asparaginilo~nitro-
L-arginilo-L-velilo-L-tirosilo-L-velilo-L=hisgtidilo=L-
prolilo-L-fenilalanina.

Une solucidn de 467 mg (1 mmol) de N~carboben-~
ciloxi~-L-asparaginilo-nitro~L-arginina y 272 mg (0,35 mmol)

de éster metf{lico de L-valilo-L-tirosilo-L-valilo-L-
histidilo~L-prolilo~L~fenilalanina en 2,5 ml devdimetilo-
formamide se mezcla con 237 mg (1 mmol) de 1-ciolohexilo-
3-morfoliniletilecarbodiimida. Después de reposer durante
24 horas a temperatura de ambiente e libera la solucién
a 0,1 mm Hg y 352, del dimetiloformamida. El resfduo

se frota con egua de hielo y el material sdlido. precipi~
tado se lava con agua y se sece en vacfo a 302, El produc~
to en bruto se frota con acetons, después se éxtrae con
acetorna hirviendo y finalmente se lava con metanol Prio
como el hielo. Bl material asi{ limpio (289 mg 67 %) es
un polve ligeramente emarillento del F. = 207-210¢2, Pare
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la ulterior limpieza se distribuye la substancia en
contracorriente entre n-butanol y dcido acético 0,1 %

sobre 30 escalones (K = 4,17). Las fracclones 23-28 4an

132 mg de producto puro y las fracciones 17-22 gilie

contienen un producto secundario (74 mg) ddp después
de volver a distribuir otros 34 mg de material puros
total 166 mg (39%). Deépués de disolver y precipitar
dos veces de metanol funde la substancia & 214-2169;
171753 = - 270 & 29'(c = 2,22 en dimetiloformamida}.
El éster met{lico de L-valilo-L-tirosilo-Le
valilo-L-histidilo-L~prolilo-I~fenilalanina empleado
como material inicial se obtiene como se indica mds
adelante (ejemplo 19 y sigulentes).
EJEMFLO 17.
Ester metflico de L~aeg§rag;ni o-L-a;ggniloénﬁvalilo-L—

tiroei1o-L-valilo-L-histi&iloéﬁ~groliloéb-fenilalanina
85 mg (0,07 mmol) de éster metflico de

N—carbobenci1oxiéL—asparaginilo~nitro~L~arginilo~L-
valilo-h-tirosilo-L-valilo—L-hiatidilb-L-p:ol;lo—ﬂ-
fenilalanina se suspenden en 10 ml de metanol, se disuel-
ven agregando dcido clorhidrico metanélico 0,3m
equivalente y en presencia de 0,3 g de carbén de palladio
(10 % Pd) se agita a temperatura ambisnte y presidn
normal durante 15 horas en une atmésfera de hidrégeno.

Le solucién neutral se filtra del catalizador y se
ﬁaporiza en vacfo. E1 producto de reaccidén semi-sélido

se lava con acetona y 44, después de disolver y |
precipitar de metanol-éter, 51 mg (63 %) de trihidrocioruro
del éster met{lico de la octapeptida.
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L-sgparaginilo~L-arginilo-L=valilo-L—+tirosilo-L-valilo~
L-histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina.

a) 48 mg (0,b42 mmol) de trihidrocloruro de
éster met{lico de la L-asparaginilo-L-erginilo-T-valilo-
I:-‘birosilo—I:—valilo—I:-hiB‘biﬁilo~In-PrOlilo~In-fenilalanim
se suspenden en 0,5 ml de metanol y en el plazo de 1
hora se mezcla lentamente con 0,3 ml de sosa cdustica
1-n (a2prox. 7 equivaléntes), demensra que la solucidn
muestra siempre un valor PH entre 10,5 y 11,5. Después
de otros 30 minutos se libera la solucidn, en vacio a
temperatura de ambiente, del metanol, con dcido acético

1-n se pone el pH a 7,4 y se liofliliza. La mezcla de

‘peptida libre y sales inorgénicas (79 mg), que se obtiene

como residuo, se fracoiona por distribucidn de contra=
corriente en el sistems Butanol/Hidrdxido de amonio
0,1~n. Ia octapeptida pura se obtiene en forma de polvo
incoloro que es soluble en agua y metanol, de diffcil
disolucidn en etanol e inaoluble en acetons.

b) 400 mg de éster met{lico de octapeptida en
bruto (que contiene unoe 3 mol de HOL 4 1 mol NB401)
se disuelven en 4 ml de metanol (solucidén clara marrin-
amerilla) y después de agregar 8 ml de.K2003 1-n en
H,0 se agita a temperatura ambiente durante 1 hora.
Finalmente, la solucidn que contiene pocos copos merrones
&omo sedimento en el fondo, se neutraliza con HElL 4~n
a pH = 6, se enfria con acetona~CO, y en alto vacio

se liofiliza durante la noche. Se obtienen as{ 930 mg

de un polvo merrdn que ademds de la peptida conbiene unos
590 mg de KOl. '
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Le cantided tofel se distribuye wobre 30
esealones en el sisteme n~-butanol-0, 33 m NH4 0OCH
(formiato de amonio) en H 20 (pH 6,5). Volumen de fase
c.u. 10 ml,

La octapeptida libre muestra G = 0,17 ¥ se
aisla de los contenidos de los tubitos reunidos mediante
triple extraceidén con 400 mi céda vez de mezcla butanol-
metanol (3:1) y lavado doble de la solucidn orgdnica
con cada vez 30 ml de NH,COOH al 5% (formlato de amonio)
en H20. Después de vaporizar a 452 (11 mm Hg) y secar
en alto vacio (8 horas a 40R) se obtiene en total 190 mg
de un polvo blanco de £de1l solucién en agua, que en el
ensayo bioldgico en la rate desrifionada tiens un e€fecto
20 veces mayor que la noradrenalina,

En el cromatograma de papel ia substancia se
muestra unitaria con un valor Rr = 0,19 en el sistema
sec. butanol-NH al ¥ (120:44),

~ Como gegunda fraccién se obtiene en la distri-
bucidn de los tubitos 18-30 (G = 42) aun 140 mg de
material inicial sin saponificar (~octapeptida-éster
met{lico). Valor R, en el sistema arrida mencionado = O, 30.
¢) 500 mg de éster met{lico de octapeptida
(igual material inicial que en &) se disuelven en 2 ml
de HC1l conc. y se dejan repogar durante 100 minutos a

399, Después se vaporiza le solucidn en vacfo hasta secar,

el res{duo se pulveriza finamente y muevamente se seca
en alto vacio durante algunas horas a 408, Se obtienen
aaf 510 mz de un producto en bruto de color merrdn olaro,
que en la rata desrifionsda ya muestra 20 vecesg mayoxr

efecto gue la noradrenalina.
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Para su limpieza se disuelven 300 mg del

mismo en 2 ml de agua, se neutraliza con Nalh 2~n

a pH 6 y se distribuye sobre 30 fases en el sistema
n-butanol-metanol-0, 33 m NH,CO0H -3:1:4 (pH 6,5) oon
cada v#8z 10 ml de volumen de%ase. De los tubitos

5-14 se pueden cbtener por elaboracidn como bajo &)
170 mg de hidrolizado en forma de substancis incolore
soluble en agua gue eﬁ la rata desrifionada muestra
ser 20 a 25 mds activa que la noradrenalina, En el
cromatograme de papel se forma, en el sistema butanol
aeo.-—NH3 3% (120:44), una disocimcidén de los dos com~
puestos con los valores Rf 0,13 vy 0,19, La segunda mancha
muegtra la mayor intensidad de ooior con ninhidrina,

EL compuesto con el valor Rf 0,13 es 1la
L-agparagilé~L-arginilo-L-valilo-L-tirosilo-L-valilo~L~
histidilo-L-proliloAL-fenilalanina, mientras que en el
compue sto con el valor_Rf 0,19 se trata de la octapeptida
con el resto asparaginilico.

Los tubitos 15-19 de la distribuciédn Craig
contienen 55 mg de fraceidén mixte mientras que de los
tubltos 20-29 se pueden regenerar 22 mg de material
inicial. (Rf = 0, 30).

Ademds de en la distribucidén Craig sobre
muchos escalones, se pueden separar ambos productos de
hidrolisis (compuestos asparagin{lico y asparagilico)
tembién totalmente por cromatografie en una columna
de polvo de papel con sistemas dédisolventes adecuados,

|
por ejemple BuOH~MeOH~NH, COOH,

4
BIEMPLO 19.

Ester met{lico de N-carbobenciloxi-li=valilo-L-tirosilo-L-
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valilo-L-histidilo=L-prolile+l-fenilalanina.,
1,95 g (0,003 mol) de carbobenciloxi-Ti-valilo=

L-tirosilo-L-valilo-L-histidina se suspenden en 10 ml
de dimetiloformamide y se mezclan con 0,83 g (0,003 mol)

‘de estermetillco de L-prolilo-L-fenilalanina y 0,84 g

(0,0035 mol) de 1=ciclohexilo-3-morfolinilo-e+tilo-
carbodiimide. Después de 1 hora se ha disuelto totalmente
el materiel inicial, La solucién de reacoidén se deja
reposar durante la noche & temperaturs amblente, después
a 0,1 mm Hg, ge libera de la dimetiloformemida y el
resfduo se mezcla con agus de hielo. El material sélido
precipitado se lava dos veces con dcide clorhidrico 2-n
(con 1o que el producto de reaccidn forms un hidrocloruro
que es soluble‘en égua pero no en dcido clorhidrico 2-n),
por tratamiento con solucidn de carbomato pdtésico se
vuelve a transformar en la forma bésica, s8e lava varias
veces con agua y se seca en vac{o a 352, Kl producto
en bruto obtenido (2,40 g)se recibe en 100 ml de acetona,
se filtre del material insoluble (0,30 g) y e vaporiza
en vacfo, El resfduo ad, despuds de frotar con éster
acético, 1,57 g (58 #) de material sélido del F. = 151-1562,
1 g de este substancia se distribuye, pere su
ulterior limpieza por distribucidn en contracorriente,
en el sistemsa metanol-agus 4:1 / cloroformo-tetracloro~
carbono 1:1 a través de 48 escaionee. La cantidad principel
del material (0,84 g) se encuentras en les fracéiones
15-28 con un ﬁéximo en peso en la fraccidn 21 (K = 0,78),
Estas fracciones ddn, después de disolver y precipitar
de acetona, 0,66 g de material amorfo del F., = 158-1622,

Después de volver & disolver y precipitar de mucha ace%ona
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muestra la substancia el F. = 161-1630 y zﬁﬁ7§4 = - 569

+ 22 (c = 1,38 en etanol). i
La carbobenciloxi-h—valilo-L-tirosilo—L-valilo-

L-histidina empleada como material inicial se obtiene

como se indica mds adelante (ejemplos 21/22).

EJEMPLO 20.

Ester met{lico de L-valilo-L~tirosilo-L-valilo-L-

histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina,

S5e

635 mg (0,7 mmol) de éster met{lico de carbo-
10. benciloxi-L-valilo-L-tirosilo-L-valilo-L-histidilo=L-
prolilo-L-fenilalanina se frotan con 1 ml de deido
acético glaciel hasta que forme una solucidn uniteria
y se mezcla con 1,9 ml de bromohidrdgeno 1,6-n (3 mmol) en
deido acético glacial. Al reposar a ftemperatura amblente
15. _empieza a separarse el prodicto de reaccidn, después
de 10 minutos, en forma de aceite. La mezcla ge agite
durante 2,5 horas y & contimiseidn se vaporiza totalmente
& 0,1 mm Hg y 308, E1l resfduo ad, déspués de lavedo com:
éter y acetona, 648 mg de di-hidrobromuro del dster |
20. met{lico de la hexapeptida en forma de polvo casi
incoloro.

Para su trensformacién en el dster libre se
pone una soluqién de 562 mg (0,6 mmol) de esta substancia
en 2 ml de sgua & 02 fuertemente alcalina con solucién

25, de carbonato potdsico y se extrae 4 veces cada una
con 20 ml de cloroformo frio. Los extractos cloroférmicos

se lavan con poce agua, se secan y se vaporizan en vacio.

El resi&uoaoeitoso ad, al frotar con éter, 272 mg (59%)
de peptida en forma de polvo ligeramente amarillio,

30. que ge sigue reaccionando directamente.
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EJEMPLO 21,

Ester metflico de N-garbobencilqg;éL-va;;;o-iet;;gsilo-
L-valilo-L-histidina. |

Une solucién de 9,94 g (0,024 mol) de carboben-
c¢iloxi-L-valilo~L-tirosina en 100 ml de acetonitrilo se
mezola con 6,64 g (0,28 mol) de 1-ciclohexilo=3=-morfolinilo=-
etilo-carbodiimide y & continuacidn con 6,5 g (0,024 mol)
de éster met{lico de L-valilo-Lehistidina. Despuds de
15 horas se filtra el producto de reaccidn precipitado
Y se lave con acetonitrilo, E1 producto en bruto
(11,2 g = 70 %) del F. = 208-211¢ se disuelve en 500 ml
de metanol cgliente, la solucidén se estrecha a 100 ml
y 8e mezola con el mismo volumen de éter. Bl éster
met{lico de carbobenciloxi-L-valilo-L-tirosilo-L-valilo=-
L-histidina puro funde a 222-2242, Despuds de 1= repar-
ticién en contracorriente en el éiatema meftanol-agus
4:1 / cloroformo-~tetraclorocarbono 1:1 muestra la sube-
tancia el punto de fusién 224-2262 y /X724 = - 312 &
20 (¢ = 2,09 en deido acético glacisl), ’

" La N-carbobenciloxi~L-valilo-L-tirosina
empleada como material inicial se obtiene segin los
ejemplos 23/24 y el éster metilico de L~valilo-L-histidina
segin los ejemplos 25/26,

EJEMFLO 22.
N-carbobenciloxi=L=yalilo-L-tirosilo-L-valilo=T~
histidins. |

Una suspensidn de 3,32 g (0,005 mol) de éster
met{lico de oarbobenciloxieh-valilo—L—tirosild-L—valilo-
L-histidina en 30 ml de meténol se mezcla a unoé 102
con 15 ml de sose. Qéustiea 1-n, con 1o que el material

inicial se disuelve répidagente. La solucidén de reaccién
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se deja reposar durante dos horas & temperatura ambiente,
& continuscidn se libera en vacf{o del metanol y ~despuée
de separar algunos copos por filtracidn- se acidifica
con 20 ml de gcido acético 2-n. Kl material gelatinoso.
precipitado s%oentrifuga, se suspende varias veces en
agua y de nuevo se centrifuga y finslmente ée lava con
acetons y metanol y se seca en vacio a 402, La
carbobenciloxi-L-valilo-L-tirosilo-L-valilo-L-histidira
se obtiens en un rendimiento de 2,74 g (84 %) y funde,
después de lavar con metanol hirviendo, a 236-238¢
[o753 = - 102 & 22 (¢ = 2,10 en doldo acético glacial).
La substancia es insoluble en todos los disolventes
orginicos usuales, excepto en dimetilformamida y decido
acético glaciaml,

EJEMPLO 23.
Ester etflico de N-carbobenciloxi=L=valilo-I=tirosins.

Una solueidn de 50,2 g (0,2 mol) de carbo-
benciloxi-L-valina y 41,8 g (0,2 mol ) de éster et{lico
de L-tirosina en 400 ml de acetonitrilo se mezcla con
45,3 g (0,22 mol) de 1,3-di-ciclohexilo-carbodiimida
y se deja reposar durante 5 horas a temperatura ambiente,
La mezcla de Di-ciclohexilo-urea y el producto de
reaccidn precipitada se filtra y el derivado dipeptidico
se extrae de esta mezela con éster acético. Ia solucidn
de reaccidn original se vaporiza en vacio, el resfduo
gse disuelve en éster acético, la solucidn se lava con
dcido clorhidrico 2-n, solueidén de hidrogenocarbonato
de sodio 2-n y agua, se seca y sSe reune con la soluoién
éster-acética del producto de reaccidn originalmente

precipitado. Bl resfduo que se obtiene al vaporigar
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en vac{o criptaliza al agregar éter y suministrae §4,5 g
(84 %) de éster et{lico de carbobenciloxi-D~valilo-L~
tirosina del F., = 142-1452, Recristalizando de acetona-
éter se obtienen 68,6 g de material puro del F, = 148-1499- -
zf$&7e4 332 + 19 (c = 3,96 en cloroformo),
BJIEMPLO 24.

N-carbobenciloxi-L-valilo-L-tiroginae.

70,7 & (0,16 mol) de éster etflico de carbo-
benciloxi-LI-valilo-L-tirdsina se disuelven en 300 m1
de metanol y agitando se mezcla, en el plazo de 15 minutoe
& unos 102, con 400 ml de sosa cdustica 1-n. Lg solucién
de reaccién clara se deja reposar durante 2 horas &
temperatura ambiente, después se libera en vacio del
metanol y se filtra el poco material sbélido. Al acidificar
el filtrado con dcido clorhidrico diluido se precipita
la carbobvenciloxi-L-vallilo-L-tirosine en forma cristglina
¥y se filtra, se lava con agua y se seca en vaclo a 50%;
F. = 161-163e. /o7 3% = + 260 ? 12 (¢ = 4,01 en piri
dina). &l rendimiento es de 64,01 g (97 %)
LJEMPLO 25,

Ester metf{lico de N-carbobenciloxi-L-valilo
=L-higtidina.

Une solucidn de 25,1 g (0,1 mol) de caerboben-
ciloxi~Li-yaline y 16,7 g (0,1 mol) de éster met{lico
de L-histidine en 100 ml de acetonitrilo se mezclan a
unos 102 con 26,1 g de 1-ciclohexilo-3-morfoliniloetilo~
carbodiimida (0,11 mol) y se deja reposar a temperatura
de ambiente. Despues de aproximadamente 1 hora empieza
la separacidn de un producto gelatinoso que, despues de

15 horas, se filtra y se leva con acetonitrilo: 30,8 g
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(77 #); Fo = 1521568, El éster met{lico de N-carboben-
ciloxi-li-valilo-L-histidina recristalizado de &cetona-
éter fun@e -} 161-1539; Zfb£?’§3 = ~228 ha pod (5 = 2;04
en etanol). m ”
EJEMPLO 26,

Zgter metflico de 'I.-valgi_;ro-z.-h_ist;_g_ina.

10 g (0,025 mol) de éster metflico de carboben-
ciloxi~L-valilo-L-histidine se disuelven en 100 ml de
metanol, se mezcla con una solucidn de 0,03 mol de gas
de dcido clorhidrico eh metanol y en presencia de 2 g
de carbdén de paladio (10 % Pd) se hidriza a temperatura
de ambiente y bajo presién normal (el CO, formado absorbido -
simultdneamente en sosa caustica). Despues de recibir
la caentidad calculade de hidrdgeno se para la hidrizacidn

despues de 1 hora. El catalizador se filtra y la solu-

~oidn de reaccidn se filira en vacfo; E1 hidrocloruro

de la hase que se obtiene en forma de aceite (8,7 g) se
disuelve en poca agua y después de cubrir la capas de la
solucidn con éster acético, agitando a 02, ge pone
fuertemente alcalina con solucidn de potésid saturada.

La fagse éster acética que contiene el producto de reaccién
se seca y vaporiza en vac{o y el residuo aceitoso que
contiene el éster met{lico de L-valilo-L-histidina

(6,5 g) me sigue reaccionando directamente.

EJEMPLO 27, .
Ester met{lico de N-carbobenciloxi-L-aspara-

Zinilo=-nitro~-Li-arginilo~L-valilo=-L-tirogilo~L-leucilo— g
L-histidilo~L=prolilo-L-fenilalanina. ‘

750 mg (0,96 mmol) de éster metilico de L—valilo-%
L-tirosilo~L-leucilo~L-histidilo~L-prolilo-L-fenilalamina
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¥y 1,35 g (2,88 mmol) de N-carbobenciloxi-L-asparaginilo-~

- nitro-Le~arginina en 10 ml de dimetilformemida se mezclan

con 690 mg (2,9 mmol) de 1-ciclohexilo-3-(morfoliniloetilo)
~carbodiimida y se deja reacciomar durante 2 dias a tempe~
ratura de ambiente. A continuacidn se retira la dimetilo-
formamida en alto vacio y el aceite residual se frota 5
veces, cada una con 5 ml de agua, enfriando con hielo,
con lo que éste se pone parcialmente COPOSO.,.

¥l producto en bruto, 2,4 g se lava, para su
uiterior limpleza, repetidas veces con mucha acetona fria
como el hielo y metanol y d& 250 mg de éster carbobenci-
loxl-octapeptidico. De los extractos acetdnicos y meta-
nélicos se obtiensn otros 180 mg de éster carbobenciloxi-
octapeptidico.

¥l éster metilico de carbobenxiloxi~L- aspara-
ginilo~nitro~L-arginilo-I~valilo-L-tirosilo~Li~leucilo=-
L-bistidilo-L-prolilo-L=fenilalanina en bruto (430 mg)
tige el punto de fusidn 175-1902 y se emplea directamente
para la ultrrior elaboracidn.

El éster metilico de L-valilo~-L~tirosilo-L~
leucilo~L-histidilo~I~prolilo~L-fenilalanina eﬁpleado
como material inicial se puede obtener como descrito mas
adelante (Ejemplos 30-31)e
EJEMPLO 23:

weter met{lico de Li~asparaginilo-L-arginil o-L-

valilo-L-tirogilo-L~leucilo=L~hisgtidilo=L~prolll o=L=~

fenilalanina,.
410 ng (0,33 mmol) de éster metilico de carbo-

benciloxi~asparaginilo-nitro-L-arzinilo-L-valilo=L~
tirosilo~L~leucilo-L-histidilo-L-prolilo-L~fenilalanina
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se suspenden en 10 ml de metanocl y agrégando 1 ml de deido
clorhidrico 1,39-n (4 equivalentes) sme disuelven. Se
filtran las impurezas en forma de copos y la solucidn
se hidfiza en presencia de 250 mg de carbdén Pd (10 % Pa)
bajo condiciones normales. (£l CO, formado se absorbe en
un 22 reciplente de hidrizaeién con sosa cadstica diluida).
Despues de 4 # horas y recibida algo mas de la oantidad
de hidrdgeno calculads estd terminada la hidrizacién. Se
filtra el catalizador y la solucidn se vaporize hasta
secar en vacio a 402, §8e obtienen 360 mg de resina
(406 mg calculados ﬁara trihidrocloruro y la cantidad
equimolar de cloruro aménico.)

E1l producto se sigue elaborando sin ulterior
limpieza. Se disuelve bien en agus y metahol.

BJEMPLO 29,
L-agparaginilo-L-arginilo-L-valilo-L-tirosilo~

L-leucilo=L=histidilo~L=prolilo-~L=fenilalanina,.

360 mg de trihidrocloruro del éster de L-aspara-
ginilo-L-arginilo~L=valilo-L-tirosilo-L-leucilo-L-histidilo
-D-prolilo-L-fenilalenina se disuelven en 10 ml de metanol
al 66 % y en porciones se mezcla con gosa caustica 1/10-n
de manera que el valor pH de la solucidén se mantenga
durante 20 minutos en 10,5~-11 (Consumo total en NaOH
1/10-n = 13,5 ml). 4 continuacidn se pone la solucidn
con CO, solido a un pH de 7-8 y se filtra de las impurezas
precipitadas (10-20 mg), se vaporize todo lo posible el
metanol en vacio a 35¢ & con solucidén de spsa 2-n se
pone la solucién & pH 9. '

La soluclén acuosa se extrae 4 veces, cada uns

con 100 ml de n-butanol saturado de agus, los extractos
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butandlicos se lavan 1 vez con 10 ml de solucién de
sulfato de sodio y se seca sobre sulfato de sodio. H1
residuo de vaporizacidn se lava 3 veces, cada uns con

3 m1 de butanol seco, con lo que se pueden separar 50 mg
de particulas de facil solucidne.

’ Se obtienen 190 mg de L-asparaginilo-L-arginilo~
Li-valilo-L=-tirosilo~L-leucilo=L=histidilo~L=-prolilo~L-
fenilalanina en forma de polvo fino ligeramente gris que
se disuelve bien en agua y metanol.

Una prueba del producto en bruto en la rata

muestra el mismo efecto que la noradrenalina,

BJxMPLO 30.
L-asparagilo-L-arginilo-Li~valilo~L-tirosilo—L-—

leucilo=L~higtidilo~L=prolilo-L-fenilalanina,

2,08 g (1,75 mmol) de trihidrocloruro de éster
met{lico de L-asparaginilo-Le-arginilo-L-valilo-L-tirosilo=
L-leuciloéL-histid11o-L-prolilo—L-fenilalanina, disueltos
¥ precipltedos una vez de metanol/acetona (veame ejemplo
28), se calientan en HC1 concentrado durante 85 minutos
a 372. Despues de unos 10-15 minutos se forms una solu-~
cién clara. El deido clorhidrico se vaporiza rapidamente
bajo presién reducida a 258 y el residuo se seca sobre

hidrdxido de potasio y pentéxido de f£ésforo en alto

vacfo.
Bl rendimlento es de 2 g de trihidrocloruro

de L-asparagilo-L-arginilo~-L=valilo-L-tirogilo-L-leucilo=-
Lrhistidilo-L-prolilo-L-fenilalanina que adn contiene
impurezas de cloruro amdnico.

1,26 g del vroducto en bruto se disuelﬁen en

20 nl de etanol y la peptida se vuelve a precipitar con



120 ml de acetona, Dos ulteriores soluciones y precipi-

taciones dan 1,08 g de trihidrocloruro de octapeptida

blanco y granuloso. ZEn el emsayo animal muesmtras el producto -

sin precipitar la nisma actividad como la noradrenslins '
5 (Ensayo seg. Peart) y doble eficacia en la rata desri-

fionada. '

Upa prueba (200 mg) del trihidrocloruro de la
L-asparagilo-L-arginilo=L-valilo~L-~tirosilo-~-L-leucilo-~
L-histidilo=-L=-prolilo-L-fenilalanina se distribuye segin

10. Craig a través de 30 escalones entre n-butanol y 0,3 cm3
de acetato amdénico 1:1 (pH = 6,5-7); G=0,67. Las solu-
ciones se vaporizan en vaolo a 402 y el acetato amdnico
se sublime en alto vacio a 402 durante 30 minutos.

Las fracciones 7-16:(méximo en fraceidén 12)

15. muesiran en ol ensayo Feart la misma actiﬁidad como el
producto sin distribuir,

Las determinaciones de amoniaco y nitrdégeno
total mueatran que la asparagina durante la saponifica-
cidn deidm principalmentelse saponificd a deido aspara-

20, ginico. Pruebas de haldgeno cualitativas muestran que
lae octapeptida estéd presente como mono- o dihidroclorurc.

LJENPLO 31,
Leter metilico de N-carbobenciloxi-L-valilo-

L-tirosilo~L~leucilo=L=higtidilo-L=-prolilo-L-fenilalanina,
25, La solueidn de 2,1 g (0,005 mol) de N-carboben-

ciloxi-L-vali;o-L-tirosina en 10 ml de acetonitrilo seco
se mezcla con 1,16 g (5% exceso) de diciclohexilo-carbo-
dlimida y la solucidn de 2,68 g (0,005 mol) de éster
met{lico de L-leucilo-L-histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina

30. en 10 ml de acetonitrilo. Se precipita momentaneamente
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la diciclohexilurea. Despues de 5 horas empieze la
separacidn del ester N-carbobenciloxi-hexapeptf{dico en
forma de mass gelatinosa. 8e deja reposar durante 20
horas a temperatura de ambiente y a continuacidén se
5, veporiza el acetonitrilo a 408 bajo presidn reducida.
Bl resfduode vaporizacién se digiere con 10 ml de metanol
frio como el hielo y se lave otras 5 veces cade una con
1 ml de metanol enfriado., El metanol se vaporiza en
vacio y el res{duo en cloroformo se lavae 3 veces con
10. éeido clorhidrico 2-n (5 y 2 veces 2 ml), 5 veces, cada
une con 2 ml de solucién de bicarbonato de sodio frio
como el hielo y neutrel con ague,., La solucidn secada
sobre sulfato de sodio se estrecha a la mnitad y se hierve
una vez brevemente con carbdn activo.
15 La vaporizacidn totel del disolvente da
4,2 g de éster N~carbobenciloxi-hexapept{dico que auin
estd algo impuro con poca dioiclohexilurea. El éster
carbobengoxi se disuelve en poca acetona fria,_se £filtra
de la restante diciclohexilurea y se precipite nuevamente
20. con mucho déter,
~ Se obtienen 3,# g (79 %) de éster metflico de
N—earbobenciloxi-ﬁ-valiloéL-ﬁirosilo-L-leucilo-L—hiatidilo—
L~prolilo-L~fenilalenins.
1 preparado de andlisis muestra, después de
25. otras dos limpiezas de acetona-éter el F, = 142—1479/ﬁ499
[f;724 =~ 602 ¢ 42 (0 = 1,291 en metanol). )
£1 ater met{lico de L-leucilo-L-hietidilo—T-
prolilo-L-fenilalanina se puede obtener como mis adelants
gse indica (ejemplo 32).
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BIEMPLO 32, ﬁ
Ester metf{lico de L—valilo-L—tiroq;;o—L-leucil@-L-QigiiQLLQré

L-prolilo-L~-fenilalanina,

A 970 mg (~ 0,001 mol) de éster met{lico de ;
N-ocarbobenoiloxi-Levalilo-L-tirosilo-T-leucilo-l-histidilo~ |
L-prolilo-L~fenilalenina se agregan 6 ml de una solucién ‘
aprox. 2-n de bromohidrdgeno en dcido acético glacial.

Se @pelotona la substancia a una masa pegajosa. Después
de agitar durante {1 hora en un agitador magnético se
forma una solucidn clara; se deja reacciomar asun durante
otra hora e temperaturs de ambiente, & continuscidn se
vaporize el dcido acético glacial en vacfo a 402 y el
res{duo se frota 2 veces con éter abs. E1 dihidrobromuro
granuloso del éster L-valilo-L-tirosilo-L~leucilo-L-
bistidilo-L~prolilo-L-fenilalanina se disuelve en 10 ml
de agus, se extrae la solucidén acuosa una vez con poco
éster acético, la fase éter-acétice se lava aun uns

vez con 2 nl de agua ¥y las soluciones acuosas reunides
se liberan en vacfo del éster acético disuelto., Con
solucidn de bilcarbonato de sodio se pone la soluciédn
enfriada a pH 8, se filtra del éster hexapept{dico
precipitado y lave neutral oon ague de hielo, E1l producto
secado (730 mg = 89%) muestra el Fo. = 130~14082 y se
puede limpiar & cloroformo/éter. zﬁ{7e4 = - 539 + 42

(¢ = 0,636 en metanol),

EJENPLO 33,
Ester met{lico de N—carbobenoiloxi-L—leucil—L-higE;dilo—
L-prolilo~L-fenilalanina,

Le solucién de 6,6, g (0,0158 mol) de hidracida
de N-carbobenc1lox1-L-1eucilo-L-hiatidina (obtenida segin
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ejemplo 34) en 50 ml de dcido clorhfdrico 1-n se extrae
una vez con poco éster acético, la solucidn dster acética i
se lave nuevemente con 5 ml de dcido clorhidrico {-n |
¥ las soluciones dcido clorhidricas reunidas ss cubren
con éster acéticb fresco y se enfria a 02, A contima-
cidén se mezela lentamente con una solucién enfriadae a
02 de1,%4 g (0,0165 mol) de nitrito de sodio en 5 ml de
aéua, ge dejé durente % minutos y la solucién dcida
gcido~-clorhidrica se pone fenolftaleina-alcalima con
9 ml de solucién de carbonato sddico saturada. La fase
acuosa se vuelve & extraer otras dos veces, enfriando
con hielo, con mucho éster acético, después se lavan
las soluciones éster-acédticas neutral con agua y se seca
sobre sulfato de sodio.

De 5 g (0,016 mol) de hidrocloruro de éster
met{lico de L~prolilo-L-fenilalanina, suspendidos en 50
ml de éster acdético seco se obtiene, agregando 2,25 ml
(0,0162 mol) de trietiloamine, la solucidn del éster
met{lico de la L-prolilo-L-fenilalanina libre. Lsta
solucidén se enfrfe a 02 y se mezclae con la solucidén
dcide preparada segdn se indica mis arribve.

Después de reposar durante 18 horas a 0-52
y dos horas a temperatura de ambiente se vaporiza en
vacio a 408 1/3 del disolvente, se lava con dcido clor-
hidrico 1-n, solucién de sosa 2-n fria como el hielo

¥ neutral con agus. Los extractos deido clorhidricos, I

-88dicos y acuosos se vuelven a lavar en otros dos

embudos separasdores con mucho éster acético,

Después de vaporizar el éster acético se

obtienen 9,17 & (87 %) ae éster met{lico de N-carbobencil-
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oxi-I-leucilo-I~histidilo-L-prolilo-I-fenilalenina en
formé de polvo amorfo.

La distribucidn multiplicativa segﬁn Craig en
36 escalones de 1,32 g de éster carbobenciloxi-tetrapepti-
dico entre metanol al 80% y cloroformo:teﬁraolorocarbono
(1:1) ad 1,2 g de producto puro. La fraccidn de andlisis
muestre después de recristalizar y precipitar una vez
de metanol-agua el F. = 110~115% 1§&7%4 = - 57bi 4
(¢ = 1,031 en metanol). J o ’
h El émster metf{lico de la N-carbobenciloxiw=L-
leucilo-L-higtidilo-L=prolilo~L-fenilalanina se disuelve
bien en alcohol, metanol, acetona, éster acético y el
dcido clorhidrico totalmente dilufdo; es por el contrario
insoluble en petroléter y éter.
BEJEMPLO 34,
Ester metflico de L-leucilo-L=higtidilo-L~prolilo=L-
fenilalanina.

3,4 g (0,005 mol) de éster metf{lico de carbo-
benciloxi-L-leucilOeb-histidilo-h-prolilo-L—fenilalanina
en 30 ml de metanol absoluto se hidrizan agregando
2 equivalentes de decido clorhfdrico metanélico en
presencia aésoo mg de carbdn de palladid (10 % P3) a
temperatura de ambiente hesta su cese. Después de
1 3/4 de hora se habrd recibido poco mds de la cantidad
calouleda, Se filtra el catalizador ¥ la solucidn se
vaporize en vacfo a 402, El resf{duo se disuelve en 5 ml
de agua fria como el hielo, se cubre con 50 ml de
cloroformo enfriado y se ypne feﬁolftaleino—alcalino

con solucidén de carbomato potdsico saturado. La solucién

acnosa se extrae otras dos veces, cada una con 20 ml
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de cloroformo, las fases orgdnicas se lavan con solucidn
de sulfato de sodio concentrado y se secénznbre sulfato
de sodio. Después de vaporizar el disolvente quedan
2,68 g de éster tetrapept{dico amorfo Que se emplean
directamente para la ulterior reaccidn.

LJEMPLO 35. ‘
Hidracida de N-carbobenciloxi-L-leucilo-L-higtidina.
10 g (0,024 mol) de éster met{lico de N~carbo=-

benciloxi-L-leucilo-L~histidina (obtenida segin el
ejemplo 36), disueltos en 40 ml de etanol abs. se mezclan
con 3 ml de hidrato de hidracina y se deja reaccionar
durante 2 dfes a temperatura de ambiente. El disolvente
se vaporiza en vacio a 402 y el res{duo se frota con 100
ml de agua. Después de reposar durante 3 horas a 08
se filtra de la precipitacidn cristelina y se lava en
porciones con 20 ml de agua y el hidracida en bruto se
seca sobre &cido sulférico y ?205.
La cristalizacidén de 100 ml de agua hirviendo
da 6,8 g (68 %) de hidracida de carbobenciloxi-L-ieucilo-
L-histidina pura del F, = 168-1699 Zf;7 = - 279 * 49
(¢ = 0,808 en metanol) ¥y Z§£722 = - 529 + 42 (c = 0, 733
en HC1 1-n).
Ia hidracida se disuelve bien en etanol frio
¥y metanol, asi{ como en dcido clorhf{drico 1-n frio, pero
solo en acetona caliente; es insoluble en éster acético.
BJEMPLO_36. |
Ester metflico de N-carbobeneiloxl-Li=leucilo-L-histidina.

A ura solucidn de 16,9 g (0,1 mol) de éster
met{lico de L-histidina y 21,6 g (0,105 mol) de
diciclohexilo~carbodiimida en 100 ml de éster acdtico
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abs, y 20 ml de acetonitrilo se agregan de una vez 26,5 g

(0,1 mol) de N-carbobenciloxi-L-leucina disueltos en 200
ol de éster acético abs. y la mezcla, que pronto solidifiaa
en forma gelatinosa, se agita durante 30 minutos a :
temperatura de ambiente. Después de dejar reposar durante
la noche se aspira lo mejor posible el disolvente de la
mesa grumose (frotando varias veces el resfduo del
£iltro con poco éster acético freseo) y se seca en vacio
a 902, Se obtienen 47,8 g de una mezcla de diciclohexile
urea y dipeptida, de la cual esta Wltima se disuelve

con 3 porciones de cada una 50 ml de etanol frio. Los
extractos reunidos contienen aiun ligeras cantidades de
diciclohexil-urea y se limpian disolviendo en metanol

y mueve precipitacidn con éster acético-petroléter.

Se obtienen 29,3 g de éster met{lico de N~carbobenciloxi-
L~leucilo=L=histidina (70,5 % dete) del punto de fusién
131-1328,

" Del filtrado de la mezcla de reaccidén se
obtienen por extraccidn con dcido clorhidrico 2-n aun
4,0 g de dipeptida (9,5 % d.t.) del punto de fusién
aprox. 120-1252 que>ae puede limpiar ulteriormente
disolviendo y precipitando de metanol-éster acédtico-

pétroléter,
BJEMPLO zz.
Lgter met{lico de N~carbobenciloxi-L-asparaginilo—(N €_

carbobenciloxie)~L=1isilo-L-valil o~L—tirosilo~L-leucilo-
L-bistidilo-L=prolilo-L-fenilalanina,
330 mg (0,42 mmol) de éster metflico de L-valilo-

L~tirosilo=~L-leucilo-L~histidilo-L~prolilo-L~fenilalanina
(véase ejemblo 31) ¥ 445 mg (0,84 mmol) de N-carbobencil—
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oxi-L-aeparaginilo-(NE'-carbobencilaxi)Fm-lisiné
(véase ejemplo 41) se disuelven en 3 cm3 de dimetilo-
formamida, se agrégan 200 mg (0,84 mmol) de 1=-ciclohexil-
3-morfoliniloetilo~carbodiimida y le mezcla de reaceidn
se deja durante 21 horas a 222, Después se vaporiza
hasta secar en alto vac{o & 452 y el aceite residusl

ge lava con pequefias porciones“de agua, solucidn de
amonfaco muy dilufda y agua con lo que solidifica
lentamente. E1 polvo se filtra en vacfo, se seca (520 pg)
¥y se lava ulteriormente con acetona y finalmente con
metanol con lo gque se obtiene el éster metilico de 1la
N-carbobenciloxi-L—aeﬁaraginilo-(Ne‘-carbobenciloxi—)-
L-1isilo-L-valilo-L~tirosilo-L-leucilo-L—histidilo-L-
prolilo-L-fenilalanina en forma de un polvo grie inso-
luble en metanol. Punto de fusidn aprox. 190-205%, EL
polvo se disuelve en dimeitlilformamida y se preciﬁita

con éter con lo que se obtienen 130 mg de copos del
punto de fusidn 210-2152, Rendimiento 24 % d.t. E1l
octapeptida protegido se disuelve diffcilmente on la
mayoria de los disolventes usuales, es sin embargo de
fdcil disolucidn en dimetilformamide.

El éster met{lico de la L-vﬁ?iloéb-tirosiloén-
leucilo-L-histidilo-L-prolilo-L-feniloalanina se obtiene
éomo descrito en el ejemplo 32;

EJEMPLO 38,

Trihidrobromuro de éster met{lico de la L-agparaginilo-
L-ligilo-L-valilo-L-tirosilo=L-leucilo-L=higtidilo~L=
prolilo-I-femilalamina, "

53 mg (41 pumol) de dater met{lico de N-carbo-
benciloxiéb—aspaféginilo;(N&‘-carbobenciloxi—)-Léliailo-
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I-valilo~I~tirosilo-L~leucilo-L-histidilo-L-prolilo-
fenilelanina del punto de fusién 210-2152 se mezclan con
0,3 cm3 de HBr 2,5-n en dcido acético glaciel y la
mezcla se manfiene, bajo exclusién de humedsd, durante
1% horas a 212 con lo que el material se disuelve lenta=-
mente. Al final se retira totelmente la mezcla de
HBr-ficido aocético glaciel en alto vacio a 259 de tempe=-
ratura del befio y la resina residual se lavawcon acetona
con lo que solidifica a un polvo granuloso. El producto
altemente higroscdpico se filtra en vacio y se lava con
poca acetona. Después de secer se obtienen 50 mg de
trihidrobromuro en bruto del éster met{lico de la
L—asparaginilo-h—lisila-L—valilo-L-tirosilo—L—leucilo-

I-histidilo~L-prolilo-L-fenilalanina del punto de fusién

aprox. 180-2202, El producto en bruto se sigue elaborando
gin ulterior limpieza.

EJEMPIO 39.~ ,
L—asparaginilo-L—lisilo-L-valilo-L-tirosilo-L—leucilo-

L-histidilo=L=prolilo-I=-fenilelanina.

34 mg (27 mol) de trihidrobromuro del éster
metilico de L-asparaginilo-L-lisilo-L-valilo-L~tirosilo-
I-leucilo=L=histidilo~I=prolilo=L-fenilalanina del

punto de fusidén 180-2202 se disuelven en 1 om3 de metanol
¥y gota & gota se agragauNQOH Oy1-n heste que el valor

pE de la solucidn se mantenga Aurante 15 minutos en
10-10,5. En total se agregen 1,81 cu3 de NaOH 0,1-n

(6,7 equivalentes). A contihuacién se pone & pH = 8
sopléndo O, el metanoi‘éé refira en vaci{o, el pH de

la solucién acuosa se pone a §,5-9,0 agregando poca

solucidn de sosa y la solﬁcién acuosa se extrae con 3
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porciones de n~butanol saturado en agua (30,20, 20 cm3).
Los extractos butandlicos se lavan una vez con 3 com3

de solucién de Ne,80, medio setureda, se seca con

Na,50, y al vaporiﬁé: de 18 mg de I-asparaginilo-I-
lisilo=-I~valilo-L-tirosilo-L-leucilo-L~histidilo=I-
prolilo-L-fenilalenina en bruto en forma de precipita-~
cién incolora de grano fino. El producto en bruto se
recibe 3 veces en 3 cm3 de agua con lo que se pueden sepa-
rar 4 mg de impurezas de dificil solucién en agus.

Las soluciones acuosas se reunen y vaporizadas dan

i4 mg de resfduo. Este se lava 3 veces con 1 cm3 de
n-butanol seco con lo que se pueden retirar 1 mg de
partes de més fdcil solucién en n-butanol.

Al comprobar el efecto incrementador de la
presién sanguinea en ratas el producto muestra en la
rate desrifionede un aumento inmediato de la presién
sanguineghimilar a la hipertensina. Ie fuerza del
efecto es comparada con noradrenalina aprox. 1/10 - 1/15.

' EJENPLO 40.

Ester metilico de N-carbabenciloxi-b—gsparaginilo-§N2~ -
oarbobenciloxi—Z-L-lisina2,

' A una solucién enfriade a 02 de 12,0 g

(0,041 mol) de &éster met{lico de N& -carbobenciloxi-Im
lisina y 8,6 om3 (0,061 mol) de trietiloamina en 60 cm3
de toluol absoluto se gotpa en el plagoc de 15 minutos,
bajo exclusién de humedad, la solucidén asimismo enfrisda
a 02 de 7,4 g de dietilofosfito 90 % (0,048 mol) en

20 cm3 de toluol absoluto. ILa mezcla de reaccién se
mantiene durante 2 horas e temperaturas embiente; a

continuecidn se filtra en vacio del hidrocloruro
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trietiloaminico precipitado, se lava con poco toluol eabs.
¥y el filtrado de toluol se vaporiza en vecf{o hasta secar,
con 1o que se obtiene la dietilofosfitoamida del éster

met{lico de la N° ~carbobenciloxi-L-ligina como resine
5. viscosa (peso 17,0 g). Se disuelve en 60 cm3 de
dletilofosfito se agregan 10,9 g de N-carbobenciloxi-IL=-
asparagina seca bien pulverizada (0,041 mol) y la mezela
ge calienta durante 1 hora a 802 con lo gque, después
de podos mimitos, se disuelve lé N-carbobenciloxi~L~
j0.  8sparagine. Después de 1 hora se destila totalmente
el dietilofosfito bajo presidén reducida, la resina resi-
dual se recibe en mucho éster acético y la solucidn
éster acética se leva con deido clorhfdrico dilufdo,
agua, solucidén de sosa diluida y agua. Im fase éster—
154 acética deja, después de secar con Na2804 ¥y vaporizer,
13,0 g de éster met{lico de N-carbobenciloxi-L-asparagi-
nilo—(Ns’-carbobencilaxi-)-L-lisina en bruto en forms
de masa gelatinosa. Después de Aisolver y precipitar dos
veces de metanol-éter se obtienen 8,5 g del producto
como precipitacién en forma de copos} punto de fusidn
152=1619; Rendimiento 38 % del tedrico).
EJEMPLO 41. |
N-cggbobencilg;;éb—aqparagini1o-{N&'-carbobenciloxi—)-

L-lisina,

20.

25, 5,00 ¢ (0,0092 mol) de 8ster metflico de

N-carbobenciloxi-L-asparaginilo-(N& —carbobenciloxi-)=L-
lisine del punto de fusidn 152-1619 ge disuelven en 60 cm3

de dimetilformemida y en porciones se agrega sosa
aue )
cdustica 1-n hasta/el valor pH de la solucidn se
30. mentenga durente 20 minutos en 10-10,5 (en total 140 cm3
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de NaOH O,1-n agregado). A continuscidn me pone agregando
CO, sblido & PH = 8 y 1le mezcla dimetilofofmamida;agua
se estrecha primero en vacf{o, después en alto vacio
a un pequefio volumen, El res{duo se mezcla con agua,
con lo que se precipita la sal sddica de la N-carbo-
bencilaxi-L—asparaginilo—(NE‘-carbobenciloxi-)-L—lisina
como masa espesa gelatinosaT Se disuelve agregando mucha
ague (aprox. 200 cm3i) y se filtra de algo sin disolver
y el filtrado ge pone enfriando con hielo con HCl con-
centrado & pH = 1, La precipitacidn en forma de copos
se filtra en'vaeio,bse lava con agus de hielo, se seca
Y se recristaliza dos veces de metanoi-éter. Se obtienen
3,2 g de K—carbobenciqui-n-aaparﬁginilo-(NEZ —carbo-
benciloxi-)-L-ligine (agujas finas) del punto de fusién
175-1818 (rendimien$o 74 % del teérico). El produeto
se disuelve en dlcalis muy diluidos, con sosa cdustice
2-n o golucidn de sosa se forma une sal sédice gelatinosa
de muy diffcil solucidn.
EJEMFLO 42,
Ester met{lico de N-carbobenciloxi-L-asparaginilo-ni tro-
L-erginilo-T-leuoilo-L-tirosilo-L-isoleucilo-L-higtidilo~
L-prolilo-L-fenilalanina.

A la soluciédn de 862 mg (1 mmol) de éster

met{lico de L-leucilo~Li~tirosilo-L-isoleucilo-L-histidilo-
L-prolilo-L-feniloalanina (véase ejemplo 48) en 6 ml

de dimetilformamide recien destilada se agregan 360 mg
(1,5 mmol) de diciclohexilocarbodiimide y después de

corto tiempo 710 mg (1,5 mmol) de N-carbobenciloxi-L-
aaparaginilo-nitroéﬁ;arginina‘(véase ejemplo 2) en 6 mg
de dimetiloformamida. Se deja reaccionar durante la
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noche a temperztura de ambiente, se filtra de la diciclo-
hexilufea y el disolvente me vaporiza en alto vacio a
402, ¥1 resfduo espumoso se seca durante otra hora a
40§‘yk0,01 mm Hg, se le frota a continuacidén con mucho
éster acético y el producto en forma de polvo se seca
nuevemente en alto vacfo., Para la ulterior limpieza

se lave el producto en bruto repstidas veces con muche

 acetona y metanol frio como el hielo. Se obtienen 280 ng

(22 %) de éster met{lico de N-carbobenciloxi-octapeptida;

F, = 204-2068,

BIEMPLO 43,

Trihidrocloruro del éster metflico de L-asparaginilo=L-
ggg;nilo—L-leucilo—L-tirogilo~L-isg;gucilo—h-histig;;é—
L-prolilo-L-~fenilalanina.

210 mg (0,22 mmol) de éster met{lico de
N-carbobenciloxi-ﬁ—asparagihilo-nitro-L—arginilo-L—
leucilo-L-tirosilbéL-isolaucilo-L-hiatidiloéheprolilo-n-
fenilalanine se hidrizan en 30 ml de metanol abs. en
presencia de dcido clorhidrico 4 egquivalente y 200 mg
de carbén Pd (10 % Pd) bajo condiciones normgles. EL
CO, formado se absorbe en un 22 recipiente de ridrizacidn
con sosa cdustica dilufda). Después de 17 horas se he
recibido algo mds de la canitidad de hidrégeno calculadsa.
Se filitre el catalizedor, la solucién se vaporiza a
402 a un volumen pequefio y se mezcla con mucho éter. De
esta manera se precipita el trihidrocloruro del éster
octapeptidico junto con cloruro amdénico como producto

blanco granuloso. Rendimiento 240 mg (270 mg calculado

-para trihldrocloruro y cantidad equimolar de cloruro

aménico .
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El producto se sigue elaborando sin ulterior

\

linpieza. Se disuelve bien en metenol, etanol y agua.
BIEMPLO 44.
L-asparagilo-L-arginilo~Li-leucilo-L-tirogilo-L-isoleucilo-
L-histidilo-Lmprolilo-L-fenilalanina,

100 mg de éster metilico de L-asparaginilo~L-
arginilo-L-leuciloAL-tirosilo—L-isoleucilo-L-histidilo-L-
proliloéh-fenilalanina se mantienen en 2 ml de acido
clorhidrico puro concentrado durante 85 minutos a 379
El dcido clorhidrico se vaporiza rédpidemente en vacio
e 252 y el resf{duo se seca sobre hidroxido de sodio
y pentéxido de £ésforo.

Para limpiar se disuelve el producto en bruto
espumoso calentando ligeramente en 1,5 ml de etanol y el
trihidrocloruro octapept{dico se precipita con 8 ml de
acetona, Centrifugando y lavando con dos porciones. de
2 ml de acetona se obtienen 90 mg de trihidrocloruro
de'L-asparagilo-L—arginilo-L-leucilo—L-t&rosilc-L-
isoleucilo=-li=~hiatidilo=b=prolilo=-L-fenilalanina,

En la reta desrifionads muestra 20 veces més
eficacia que la noradrenalina,

Por distribucidén Craig o cromatograffe en
polvo de papel en megzclas de disolventes adecuados
(pes. butanol-metanol~0, 33 m NH,~-COOH o butanol seo.~3I%

) 4
NHS 120:44) se puede separar la L-agparagilo-L-arginilo-

L-leuciloéL-tirosiloéﬂ-isoleuciloéh-histidilo;L-prolilof
L-fenilalaninga de 18 L-esparaginilo-L-arginilo-L-leucilo-
L-tirosilo-L-isoleucilo~L=-histidilo-L-prolilo~D-fenil-
alanina, ‘ | |
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EJEMPLO 45,

Ester“metilico de N-carbobenciloxi-L-leucilo-L-tirosina,.
940 mg (3,5 mmol) de N-carbobenciloxi-I-

leucina se disuelven en 10‘ml de tetrahidrofurano abs,
se agregan 800 mg (10 % de exceso) de dleiclohexil-
carbodiimide y & continuacién 690 mg (3,5 mmol) de
éster metflico de tirosina disueltos en 15 ml de
tetrahidrofurano abs, Se deja reaccionar durante la
noche, se filtra de la diciclohexilurea precipitada

¥y el disolvente se vaporiza en vac{o a 402, El resfiduo

de vaporizacidn se lava en éster acético con gcido

clorhidrico 1-n, agua, solucién de bicarbonato de

sodio 2-n y neutral con aguaj; se seca la solucidn
éster-acética sobre sulfato de sodio y el disolvente
se vaporiza en vacfo. Se aislan 1,4 g (90%) de éster
carbobenzoxi-dipept{dico, Disolviendo y precipitando
dos veces el éster en bruto de éster acético/petroléter
se obtiene el éster met{lico de N-carbobenciloxi-ILi~
leucilo-L~tirosine en forma pura, pero amorfs 55%%2 -
14 + 42 (¢ = 1,108 en metanol. | )
Bl mismo ter metf{lico de carbobenciloxi-L~
leucilo-L~tirosina obtenido por el método de anhidrido
mezclado tiene z§g7§2 =-3192 %28 (o = 1,631 en etanol),
EJEMPLO_46 R S

N—carbobenciloxi-Li-leucilo-L-tirosina.

A 2,37 g (5,3 mmol) de éstermet{lico de
N~carbobenciloxi-L-leucilo-L-tirosina se agregan 13,5 ml
de NaOH 1-n, se agita hasta la disolucidén total (5 mima~

tos y saponifice durante 1 hora a temperatura ambiente.

La solucién alcalina se extrae 1 vez con 5 ml de éster
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acético, la fase orginica se lava aun una vez con

poca agus y las soluclones acuosas reunides se liberan
en vacfo durante 10 minutos del éster mcético. Con 13,5
ml de HCl 1-n se precipita la carbobenzoxidipeptida
como mase pegejosa, que en la nevera solidifica, a
temperatura amblente sin embargo se vuelve a derretir,
Se decantiza de la lejfa madre, se lava el resfduo
gomoso 3 veces blen con agus y se seca sobre KOH y
pentéxido de fdsforo en alto vacio, Se obtienen 1,9 g
(80 %) de carbobenciloxi-ILi-leucilo-L-tirosina emorfa
que no se ha podido cristalizar. La distribucién multi-
plicative (CRaig -~ Proceso base) sobre 30 escalones
entre metanol al 80% como fase superior y cloroformo:
tetraclorocarbono 1:1 como fage inferior (K = 1,54) aa
esf{mismo un producto no eristalino.

EJEMPLO 47,

Esteﬁpetilico de N-carbobenciloxi-L-leucilo-L—tirogilo=
L-isoleucilo-L-histidilo-L=prolilo-L-fenilalanina.

La solucién de 1,03 g (2,4 mmol) de N-carbo-
benciloxi-L-leucilo-L-tirosina en 10 ml de acetonitrilo

seco se mezcla con 520 mg (5 % de exceso) de diciclohexil-
carbodiimide y la solucién de 1,38 g (2,5 mmol) de éster
met{lico de L—isoleucilo—L-histidilo-L-proiilo-L;
fenilalanina (véase ejemplo 15) en 10 ml de acetonitrilo.
Se precipite momentdneamente la diciclohexilurea. Después

~de unas 6 horas empieza la separacidn del éster li-carbo-

benciloxi-heptapeptidico como masa gelatinosa, Se deja

reposar durante 2 dfas & temperatura ambiente en la
oscuridad y & continuacidn se vaporiza el acetonitrilo

a 402 bajo presidn reducida. El residuo se digiere con
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5 ml de metancl frio como el hielo, se filtra de la
diciclohexilurea y se lava 3 veces, cada una con 1 ml de
metanol frio como el hielo. El metanol se vaporiza en
vacio y el residuo en cloroformo se lave tres veces
con 2 ml de dcido clorhfdrico 2-n, 5 veces con 2 ml
de solucidn de bicarbonato de sodio friccomo el hielo
¥y con agus.
La solucién secada sobre sulfato de sodio
se hierve brevemente con poco carbdn activo, se filtrs
y el cloroformo se vaporize totelmente. Disolviendo
¥ precipitando una vez de cloroformo/éter se obtienen
1,7 g (76 %) de éster metilico de carbobenzoxihexapeptida.
El preparado de andlisis muestra después
de disolver y precipitar 3 veces de cloroformo el F. = '
139-1412 ZF&7§2 == 512 & 42 (¢ = 1,87‘en metanol).
EJEMPLO 48. -

Ester metflico de L-leucilo-L-tirosilo-L-—isoleucilo=L-

histidilo~L~prolilo~L-fenilalenina,
1,2 g (1,28 mmol) de éster metf{lico de N-carbo-

beneiloxi-T-leucilo-L=tirosilo-L-isoleucilo-L—-histidilo-
L-prolilo-L-fenilalenine se disocian hidrégenoliticamente
en 20 mlk de metanol absoluto que contienen 2 equiv, de
dcido clorhidrico, en presencia de 300 mg de carbén

Pa (10 % Pd). Después de 2 horas se ha ecibido algo mds
de la cantldad de hidrdgeno calculada. La solucién
librada del catalizador se vaporize en vacio a 408 hasta
secar, se disuelve el res{duc en 10 ml de agua de hielo

¥y & la solucidn clara se agregan Z,Qmmol de carbonato

sbdico disuelto en 10 ml de agua, El éster hexapeptidico
precipitado se extrae con 25 ml ¥ dos veces con 10 ml
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de butanol/cloroformo 1:1, las fases acuosas se lavan
3 veces con 5 ml de aguae, se geca sobre sulfate de sodio
v se estrecha en vaci{o & un pequefio volumen. Agregando
mucho éter seprecipite el éster hexapept{dico cuanti=-
tativemente. Disolviendo y precipitando de cloroformo/ .
Ster se obtienen 840 mg (81 %) de un producto emorfo ‘
del F. = 130-1408, ELl producto estd lo suficientemente
limpio pera su ulterior elaboracidn.
NO T A

Descrita suficlentemente la maturaleze del
invento, as{ como la manera de realizarlo en la préctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indlcadag son susceptibles de modificaeiones de deimlle
en cuanto no alteren su principio fundamentel. También
se hace constar que el invento corresponde & laa patentes
presentadss en Sulzae con lasfechagy numeros siguientes:
37189 de 6 de septiembre de 13956, 42508, de 8 de febrero
de 1957, 43519 de 6 de marzo de 1957 y 49007 de 31 de
julio de 1957, acogiéndose por lo tanto & los beneficios
que conceden los Convenios Internacionzles en vigor,
y slendo lo que constituye la esencia del referido invento
y por lo que se solicita Patente de Invencidn por 20 afios
en Eapafia: "Procedimiento pera la obtencidén de polipeptidas
nuevas y de smus derivedos"; caracterizdndose por lo
siguiente: *

12,= Procedimiento para la obtencidn de
polipeptida; nuevas y de sus derivados, caracterizado
poraue en los restos de una L-asparagina con grupo amino
protegido, un L= « —(amino-alquilo bajo)-amino-decido
acético con grupo amino protegido, un L= of ~amino-alquilo
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bajo-dcido acético, una L-t oaina don grupo oxi libre
o sustituido, un L~ —emino-alquilo bajo-dcido acético,
de la Le=histidina, de la L-prolins y un éster Le~fenilala-

nfnico, en forma amfdica, se unen entre si bajo formmcidn

de una octapeptida con la mencionada secuencia de los

restos de §cido eminocerbdnicos indicados y, si se

desea, en la peptida asf{ obtenida se liberan el grupo
carbox{lico esterificado del msto fenilalaninico, los
grupos amino protegidos del restépsparagina- y I-&-
(amino-alquilo bz jo)-amino~dcido acdtico y, en caso dado
un grupo oxi substitufdo del resto tirosfnico y, en
caso dado, el grupo carbonilamfdico del resto asparaginico
se transforma en un grupo carbox{lico libre.

2¢,~ Procedimiento, segun reivindicacién 18,
caracterizaéo porque en 32 y 52 lugar de la octapeptida
se emplea el mismo <%-amiﬁo—aléuilo bajo-dcido acético
pera la sintesis de 1a octepeptida.

32.~ Procedimiento, segin reivindicacién 1e,
caracterizado porgue en 32 y 52 lugar de la octapeptida
se emplean diferentes of-amino-elquilo bajo-dcidos
acéticos para la sintesis de la octapeptiaa.

48,.~ Procedimiento, seguin reivindicacién 1-3,
caracterizaao porque ocomo % —amino-alquilo bajo-deido
acético se emples valina,

58 ,~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-3, caractérizado porque como A -emino-alguilo bajo-
dcido acético se emplea isoleucina.

62,~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-13, caractérizado porque como & -amino-alquilo bajo-

dcido acético se emplea leucina.
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7%= Procedimiento, segin reivindicaciones
1-6, caracterizado Porgue coma o =-amino-(amino-alquilo

bajo)-gcido acético se emplea una L-arginina con grupo

. amidinico protegido.
5. 82,- Procedimiento, segin reivindicaciones
1-6, ceracterizado porque como o —amino-{amino-algquilo
bajo)-dcido acético se emplea una lisina con grupo
¢ =amino protegido.
92 .- Procedimiento, segin reivindicaciones
10. 1=, caracterizado porque la Nitro-L-arginina se acila
con ung L-asparagina que presenta un grupo amino protegido
v le L-asparaginilo-nitro-L-arginina, as{ obtenida, se
emplea rare la sfntesis de uns polipeptida segin las
reivindicaciones 1-6,
15, 108,- Procedimiento, segin reivindicaciones
1-6 y 8, caréoterizado; porque 1la N€ -carbobenciloxi-L-
lisina se acila con una L-asparagina que presenta un |
grupo amino protegido y la L-asparsginilo-(NE& -carbo-
benciloxi)-L-lisina, as{ obtenids, se emplea para la
sintesis de una polipeptida segin las reivindicaciones
20. 1-6 ¥ 8. (
112 .- Procedimiento, segun reivindicaciones
1-7T ¥ 9, carécterizado porque se condenss una Léasparaginilc-
nitro-L-arginina con un éster de L-valilo-L-tirosilo-L=-
25, velilo-L-histidilo-L-prolilo=~L-fenilalanina.
 122,- Procedimiento, segin reivindicaciones
1-7T ¥y 9, carécterizado porgue se condensa una L-asparaginilo-
nitro-L-arginina con un éster de L—leucilo-L—tirosilo-L- %
isoleucllo-L-histidilo-L-prolilo—L—fenilalanina.

30. 132,.- Procedimiento, segiin reivindicaciones
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1-7 ¥ 9, caracterizado porque se condensa una L-agparagi-
nilo-nitro-L-arginina con un‘éster de L-valilo;L-tirosilo—
L-leucilo-L-histidilo-L-prolilo-L-fenilalanina,

142,- Procedimiento, seginreivindicaciones
1-7 5y 9, oarécterizado, porque se condensa ung L-aspare-
ginilo-nitro—n-argihina con Le-velilo~L~tirosira a una
L-asparaginilo-nitro-L-arginilo-L-valilo-L-tirosina y
ésta se reacciona con un éster de L-isoleucilo-L-
histidilo-L-prolilo-L-fenilalanine a octapeptida.

159 ,- Procedimiento, segun reivindicaciones
-7y 9 5 11,'caracterizado porque L-valilo-L-tirosina
se acila con una L-valilo-L-histidina, le L-valilo-L-
tirosilo-L-valilo;L-histidina se reacciona con L~prolilo-
L-fenilalenine a hexapeptide y ésta, con L-asparagilo-
nitro-L-arginina, a octapeptida.

162 .~ Frooedimiento, segin reivindicacionses
1=7, 9 ¥y 13,mcaracterizado porque se condensa L-valilo-
L=tirosina y L-leuciloéL—histidilo—L-prolilo-L4fenilalani-
ha a hexapeptide y esta, con L-aspafaginilo—nitro—L—
arginina, a octapeptlde. ' |

| 179.; Procedimiento, segin reivindicaciones
1-16, caractérizado porgue se parte de cuglquier
producto intermedio obtemnido en cualquier etapa del

Procedimiento y se siguen efectuando las etapas del

procedimiento que faitan, o0 porgue se prescinde de la
ejecucidn de las etapas del procedimiento que faltan

en cualquier etapa del procedimiento y, si se desea,

en la polipeptida obtenida se liberan un grupo carboxf{li-
co o hidroxilico funcionalmente modificado y grupos
aninoprotezidos.,
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182 ,~ Procedimiento, sezin reivindicaciones
1-17, caracterizado porque una L-ligina con grupo
& -amino protegido se condense con L-asparagina & una
L-asperaginilo-lisina con grupo & —amino protegido.
19¢ ,~ Prrocedimiento, segin reivindicacionss
1-3, 5-10 ¥y iz, caracteriéado porque L-leucina se
condensa con L-tirosina a L-leucilo~L-tirosina.
202 ,~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-5, caractefizado porque L-=isoleucing se condensa con
L-histidine & L-isoleucilo-L-histidina.
21¢,~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-4 y 6, carécterizado porque L-leucina se condensa
con L-histidina a L-leucilo-L-histidina.
229 .~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-4 y 6=-10, 16=18 y 21, caracterizado porque L-leucilo-
L~higtidina se acila con la L-prolilo~L-fenilelenina a
L-leucilo-L-his+tidina~L-prolilo-L~fenilalenina,
232 ,~ Procedimiento, segin reivindicacionss
1-5, 7-10, 14, 17-18 y 20, caracterizado porque L-isoleuci- ;
lo-L-histidina se acila con 18 L-prolilo-L-fenilalanina
a L-isoleucilo-L~hisgtidilo~Li=prolilo-L~fenilalanina.
| 24¢,~ Procedimiento, segun reivindicaciones
1-4, 7, 9 ¥ 17, caracterizado porgue L-asparaginilo-
nitro~-L-arginina-li~valilo-L-tirosine se condensa con
vaalilo—h-histidilo-L-proliloén-fenilalanina e una
Botapeptida.
252, - Procedimiento, segin reivindicaciones
1-4, 6, 8, 10, 17, 18, 21, 22, caracterizado porque
L—asparaginilo-(ﬂe- —~carbobenciloxi)-L~ligina se condensa

con L-valilo-L-tirosilo=-li-leucilo-Li-histidilo-L-prolile
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' 262 .~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-25, oaract;rizado porque los grupos amino libres,
que no participan en la reaccidn, se protegen pasajers—
mente.

279,~ Procedimiento, seain reivindicaciones
1~26, caracterizado porque los grupos amino libres, que
no toman parte en la reaccidn, se protegen mediante
restos disociables por hidrolisis.

28¢ ,~ Procédimiento, segun reivindicaciones
1=27, caractérizado porque los dcidos amino a acilar.
ge emplean en formae de sus ésteres.

292 ,~ Procedimiento, segun reivindicaciones
1-28, caractérizado porgue en los productos del procedi-
miento obtenidos los grupos carboxflicos libres se
tresladan funcionalmente modificedos, especialmente en
ésteres o amidas y los grupos amino libres se sustituyen
resPe sé elquilizan o acilan.

302 ,~ Procedimiento para la obtencidn de
polipeptidas'nuevas y de sus derivados; 2l y como
queda substancialmente descrito en la pgesente memorie
gue consta de sesente y cinef\hojes esc% tas & mdgquina

por ung sola cara.
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