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"Procedimiento para la produccidén de un nuevo

polipepturo”.

Solbcitante:  SANDOZ, A.G., entided suiza, residente en Basiles,

Suiza.

I TR AT M R T 52 IR A

La presente invencidn se relacions con
un nuevo poli?epturo ¥y con un procedimiento paras las
produceidn del mismo.

La presente invencién proporcions el po-
lipepturo de férmula T,
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y sus sales de adicidn de dcido,

La presente invencién proporciona ademds
un procedimiento para la produccién de un polipepturo
de férmula I y sus sales de adicidén de dcido que com-
prende el oxidar el non#pepturo de férmula V,
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en solucidn acuosa & un valor pH de aproximadamen-
te 4 a aproximadamente é y cuando se desea producir
una sal de adicidn de deido, se hace reaccionar el
compuesto I resultante'oon un dcido orgdnico o inor-
génico. _ _

El polipepturc V puede ser obtenido me-
diante métodos para la sintesis de compuestos de es
to tipo actualmente en uso ¢ descritos en la litera-
tura sobre el asunto, siendo posible el unir entre
si los aminodcidos en el orden indicado en la férmu
la V arriba indicada, ya éea uno & la vez o forman-
do primero unidades slementalea de pepturo y unien=
do éstas entre si.

Un método para producir el compuesto I
¥y sus seles de adicidn de doido consiste en conden-

sar un derivado de hexapepturo de férmula II,

NHR' ¢ S
coNE, - OH,
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Asp Cis Pro Orn Gli

en la que R' significa un radical capaz de prote-
ger un radical sulfhidrilo en la sintesis de los
pepturos, y R'' significa un radical capaz de pro-

teger un radical amino en la gintesis de los peptu~
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T08, c¢on un derivado capez de reaccionar de un dci-

do libre, dicho dcido libre teniendo la férmule II1I,
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en la que R' y R" tienen los significados antes

indicados, para dar un derivado &e nonapepturo de
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en la que R' y R" tienen los significados antes .

indicados, convirtiendo dste en el nonapepturo de

férmula V mediante la asociacién de los radicales
 protectores R’ ¥ R"y y convirtiendo dicho nona-

10. pepturo en el compuesto I mediante la oxidacidn en



e d

5.

10.

15.

20.

25.

30.

- f -

la forma entes descrita.

Los compuestos II y el hexapepturo li-
bre correspondiente también forman pafte de la pre-
sente invencién. ;

7 Se tomard nota que estd incluido en el
alcance de la presente invencidn el producir el com-
puesfo I a partir del compuesto IV antes indicado,
independientemente del método usado para producir el
compuesto IV. o . _
» . El derivado nonapepturo IV puede ser ob-
tenido, por e¢jemplo, mediante la condensacién de dos
polipepturos que no sean los arriba indicados (o un
octapepturo y un aminodcido) en forme de sus deriva-
dos protegidos, ' N |

Los siguientes son ejemplos de radicales
para la proteccién del radical sulfhidrilo en los

compuestos srribe indicados: fenilo, behoilo, p-bromo-

' bencilo, p-ocloro-bencilo, p-nitro-bencilo - p-xililo;

o jomplos de radicales para la pf6teqci6n del radical

- emino son los radicales carbobenzoxi, carbo-p-cloro-

venciloxi, p-toluensulfonile o trifenilmetilo.

Los materiales iniciales para producir
el derivado de nonapepturc V mediante métodos que
no sean el desdrito en la presente pueden ser obteni-
dos por métodos para la sintesis de los pepturos en
uso actual o descritos en la literatura sobre sl a-
sunto, siendo posible unir entre si los aminodcidos
ya sea unc a la vez o formando primero unidades ele-
mentales de pepturo y uniendo éstas entre si.

As{ como se indica mds arribae, la oxida-
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cién del nonapepturo V para dar el compuestc I se
efeotia de mcuerdo con el invento oxidando en solu-
cién acuosa a un valor pH de aproximadamente 4 &
aproximadamente 9. La oxidacidn se efectia preferen-
temente mediante la introduoci&n de aire, oxigenoc o
perdéxido de hidrégeno; tambien puede usarse un asgen=-
te de oxidacién, por ejemplo ferricianmuro potdsico.
El polipepturo I puede ser convertido en

gus sales de adicidn de 4cido mediante la reaccién
con un deido orgdnico o inorgénico. ILos siguientes
son ejemplos de 4cidos adecuados para la formacién
de sales de doido con el compuesto I: deido
¢lorhidrico, bromhidrico, sulfirico, fumdrico, md-
lico, meleico, acético y tartdrico.

| El compuesto I se asemeja estruoctural-
mente & la® dos vasopresinas natuiales aungue en
cada caso dos de los numeve residuos elementales de
eminodeido son diferentes, tal como podrd apreciar-

se de lo que sigue:
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Se podrd apreciar que el compuesto I,

ea decir la férmla VI ¢, (i) contiene un radical
fenilalanilo en el lugar del radical tirosilo pre-
sente en la vasopresina del cerdo (férmula Via) y
en la vasopresina del ganade (férmula VIb) y (ii)
contiene un radical ornitina en el lugar del radical
lisina presente en la vasopresina del cerdo o del
radical argine presente en la vasopresina del ganado
respectivamente. ‘ _

El compuesto I tiene una accién vaso-
congtrictora igual a aquells de las vasopresinas na-
turales; sin embargo; en contraste con las vasopre-
sines natureles, la accidn antidiurdtica del compues-
to I se halle ausente en extenso grado y por lo tane
to ge suglere su uso en la terapia como una substan -
cia que ejerce un efecto vasoconstrictor especifico.
Eate efecto vesoconstirictor especifico del compuesto
I resulta de una influencia directa sobre los mis-
culos vasculares; por esta razén no se producen efec-
tos secundarios apreciables sobre el sistema nervio-
80 vegetativo, como es 8l caso de la adrenalina y la
noradrenalina, Las propiedades del, compuesto I son
especialmente dtiles en la profilaxis y le terapia
de la hemorragia parenguimatosa, produciendo la in-
filtracién de los tejidos con el compuesto I un efec-
to isquémico marcado. Ias propiedades del compuesto
I son ademds de espacial utilidad en la cirugla de
la garganta, nariz y oﬁ'.do, en la ginecologia y obs-
tetricia, en urologfa y odontolozia.

Al usarse el compuesto 1 en una opere-
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eién bajo anestesia local debe ser administrado en

mezcla oon el anestdtico local, mientras que al u-
sarse en una operacidn bajo narcosis genersl debe
administrarse en forma de uns solucidn fisioldgica
dilufda de clorurc sdédico. Ademds se sugiere el
uso oral del compuesto I en el tratamiento berapdu-
tico de ciertos casos de hipotonia o en el tratamien
%0 de shocks y colapsos.

El compuesto I puede seor usado como ba-
ge libre o como sal de adiecidédn con un dcido orgdni-
co o inorgdnico, ya sea solo o en forma de prepara=
ciones medicinsles epropiades pars administrarse
por &jemplo en forma oral, parentérica, estérica o
intranasal. OCon el fin de producir tales prepara-
ciones medicinales se trabaja el compuesto I y/o
su sal de adiclidén de dcldo con adyuvantes orgdnicos
o inorgdnicos gque sean inertes y fiéioldgicamsnte
aceptables. Los siguientes son ejemplos de tales ad-

yuvantes -
Tabletas y grageas ¢ lactosa, almidén, talco
¥ deido estedrico.
Jarabes : soluciones de azicar de

cafia, azdcar invert y

&lucosa.

Soluciones inyectables agua, alcoholes, gliceri~-
ne y aceites vegetales.

aceites naturales o en-

*e

Supositorios
durecidos y ceram,
Las preparaciones pueden adguds contener

contener sdecuados agentes de conservacién, esatabili-
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zacién o humectacidn, facilitadores de ls solucién ,

substancias edulcorantes y colorantes o aromatizan-

tes.,
la presente invencidén tambien proporcio-

na, por lo tanto, composiciones farmacéuticas que

contengan, ademds de un soporte fisioldégicamente a-

ceptable, un compuesto I y/o una sal de adicidn de

doido dol mismo. \ _
Bl compuesto I puede ser administrado

en las siguignxés dosificaciones aproximadas:
(a) En mezola con un anestético local: 5 -~ 3o
UL/400 ec - de solucidn. _
(b) Infiltracién del area de operacién en el
caso de un anestético general: 10~ 80 UI/100 cc
de solucién salina fisiolégica.
(e) Instalacién o splicacién mediante tapén:
10 - 70 UI/100 co de solucién saline fisioldgioca.
(a) Aplicacién sistemdtica en el caso de colap-
so circulatorio: 5 - 50 U1/500 cc de solucién sali-
na fisioldgice o solucidn de glucosa al 5% adminise
trada medianté infusién lenta.

Son ampolletas apropiadas por ejemplo
las de 1 cc conteniendo 5 UL y las de 10 cc conte-
niendo 15 UI. . :

En los siguientes e jemplos togas las tem=-
peraturas estdn indicadas en grados centigrados.
BJEMPLO 1:

a) Ester etflico dé N-& -carbobenzoxi-N—o p—toluen-
sulfonil-L-ornitil-glicina.
Se disuelven 104 g de N-d-carbobenzoxi-
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U
-N—q‘grtoluensulfonilnL-orn§13§g y

etflico de glioina en 450 cc de acetonitrilo, se en-

%’" O‘

oy
jgﬁ g de dster
fria la mezole & 0¢, se afieden 51 g de ocarbodiimida
diciclohexiliga ¥ se sacude la mezcla & la temperatu
5, ra ambients durante 4 horas. Se separa le urea dici-
clohexilica precipitada por filtracién y se lave con
acetonitrilo. Se evapora todo el filtrado en un va-
cfo. E1 residuo cristaliza despuds de la adicién de
dter de petrdlec. Despuds de recristalizar de n=-pro
10. panol, se obtienen 93 g de 3ster etilico de N-& -car
bobengoxi-N-d-p-toluensul fonil-L-ornitil-glicina; pun-
to de fusién 13523 EiJZ%F —52 (etanol al 96%).
b) N—carbobenz’o;i-l.—prépil-n- d —p-toluensulfonil-I-
ornitil-glicinamida.

15. Se disuelven 90 g de éster etilico de
N-4& ~carbobengoxi-N- d ~p~toluensulfonil-T-ornitil-
glicina en 800 c¢c de dcido acético anhidro que ha
s8ido saturado con bromuro de hidrégenc.. Se deja re-
p&sar la mezels durante una hora a 209, se evapora

20. en un vacio a una tamperatura debajo de los 402 y se
lava el residuc cuidadosamente con dter dietilico.

Se disuelve el residuo en 500 cc de acetonitrilb,
se afiaden 25 cc de amina trietflica y 43 g de F-
carbobenzoxi-I=prolina, se enfria a OR, se afiaden

25, luego 35.5 g de carbodiimida diciclohexflica y se
sacude la mezela hasta el dia siguiente a 200. Des-
pués de separar la urea diciclohexflisas por filtracidn
se evapora ¢l filtrado en un vaclo & 302, se disuel-

've el residuo en acetato etilico y se lava ests solu-

30. cidén con deido sulférico diluido y amonfaco. Des-
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pués de secer sobre sulfatogiédlco, get sggira el ace-
tato etilico por evaporacién en un vacfo y se disuel-
ve el residuo en un litro de etenol absoluto. Se en~
fria la solucidén a 02, se satura con amonfaco y se
deja reposer hasta el dfa siguiente a 209, Despuds
de evaporar en un vacio a 30¢, se recristalize el ree
siduo de acetqnitrilo.l Se obtienen 58 g de N-carbo-
benzoxi-I-prolol-N-g-p-toluensulfonil-L-ornitil-glici
namida; punto de fusién 1222 (con descomposicidn);
ﬁg]az“ =462 (deido acdtico glacial al 95%).

e) —earbobenzoxi—L-g;ut1nqpil—L-asparag1ni1—S-beneil-

L-cisteinil-L-prolil-N-d -p~toluensulfonil-I-

} ortinil-glicinamida.

Se disuelven 100 & de R-carbobrunzoxi-L-
prolil-N-d;E~toluensulfoniléL—ornitil-gl1cinamlda en
500 occ de dcido acético anpidro que ha sido satura-
do con bromuro de hidrdgeno, se deja reposar la solu-
oién durante una hora a 208 ¥y se evapora en un vecio
a uns temperatura por debajo de los 40¢, Se lava el
residuo cuidadosamente con éter dietflico y luego se
afiade a une solucién de 100 g de azuro de N-carboben
goxi-I~-glutaminil-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteinil
¥y 26 cc de amina trietilica en 1000 cc de formamide
dimet{lica. Se deja reposar la mezcla hasta el dfe
siguiente a 202, se afiaden a la misma 3000 cc de
acetato etilico; se separa el precipitado por filtre-
cidn y se lava con acetato etilico. Se obtienen 105
g de N—carbobenzqxi—L-glutaminil—L-asparaginil-s-
bencil~I=cisteinil-I-prolil-N-¢ -p-toluensulfonil-
-L-ornitil-glicinenida; punto de fusién 1932 ;
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fal 28- -392 (formamida dme%l%ia@i@ 8

d) N-carbobenszoxi-S—bencil-L-cisteinil-L—fenil-
alanil-L-fenilalanil-L-gluteminil-L-asparaginil-
S-bencil-Tcisteinil=L=prolil-N~d-p-toluensulfo-
pil-L-ormitil-glicinamids,

Se disuelven 50 g de N—earbobenzoxi—n-
glutaminil-L-asparagini1-S~bencil-L-cistelnll-L-
prolil—N—dLgftoluensulfonll-L-ornitil-glicinamlda
en 250 c¢ de dcido acético anhidro que ha sido sa=-

turado con brqmuré de hidrdgeno y se deja reposar la
soluoidn durante una hora & 202. Despuds de evapo=-
rar el disolvegte;an un vacio a<una‘temperatura por
debajo de los 402, se lava el residuo cuidadosamente
con éter dietilico y se afiade una solucién de 31.5 g
de azuro de N~oarbobenzoxi-S~bencil-L~cisteinil-L—
fenilalanil-L-fenilalanina y 7 5 cc de amina trieti-
lica en 250 cc de formemidas dimetilica. Se deja re-
posaxr la mezcla durante dos dfas a 202, se afiaden a
continuacidn 1000 ce de acetato etflico y se lava

el precipitado con acetato etilico. Despuds de se-
car en un vacio a 302, se lava el producto con meta
nol oeliente. Se obtienen 45 g 'de N-carbobenzoxi-
S-bencil-L-cisteinil-L-fenilalanil-I-fenilalanil-L-
gluteminil-L-aspareginil-S~bencil-L-cisteinil-L~pro

. 1i1-N-d-p~toluensulfonil-L-ornitil-glicinamida; pun-

to de fuéi&n 2249;‘E;]?$= -408 (formamida dimetilica).
e) L~cisteinil-L~fenilalanil-Li-fenilalanil—li=

glutaminil-L-gsparaginil-L-cisteinil—L-prolil
L=-ornitil-glicinamida.
4 una solucién de 5 g de N-carbobenzoxi-
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-S~bencil-L-cisteinil-I-fenilalanil-L- fenilalanil-L-
glutami1-L-asparaginil-sfbencil-i-cisteinil-L—prolil—
N-d -p-toluensulfonil-I-ornitil-glicinamida en1200 cc
de amonfaco 1fquido seco se le afiade la cantided ne-
cesaria de metal de sodio o de potasio, mientras se
agita a la temperaturs de etullicidn de la solucidn,
pera dar una coloracién azul estable. IBspues de la
adicidn de 3 g de cloruro amdnico, se evapora le so-
lucién hesta seguedad. E1 residuo contisne L-cistei-
nil-L-fenilalenil-I-fenilalanil-l-glutaminil-L-aspa-
raginil-L-cisteinil-T-prolil-Tmornitil-glicinamida.
f) ‘COmpuestoApglﬁﬁepturo I,

Se disuelﬁé_el"réaiduo obtenido de la e-

tapa o) arribae indicada en 5 litros de dcido acético
0.01 N ¥y se oxida a un valor pH de 6.5~8.0 medisnte
la introduccién de aire u oxigeno durante una hora e
202, Se ajusta la solucidn a un valor pH de 4.0-5.0
con dcido clorhidrico dilufdo y deapuéé de la adicidn
de 50 g de cloruro sédico o 0.64 g de dcido metansul-
fénico o 0.:7.6 g devécido_ trifluoroacético, se evapora
hasta sequedad, con lo ocual resulta un polvo seco gue

- @e conserva bien. Este puede ser almacenado y al ser

usado puede ser disuelto para dar una solucidn clara.
Sin embargo, la solucidn tambidn puede ser usads di=-
rectamente, si se desea desﬁués de diluirla con agus -
o ¢on una solucidn salina. '

El polvo arriba indicado, obtenido despuds
de la adicién de dcido trifluoroacédtico, puede ser so-
metido a la distribucidn a contracorriente en el sis-

tema butanol secundario/agus/dcido trifluorcacético
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120:160:1 con el fin de separar las saleslinorgéni-
cas. Despuds de 200 otapas de transferensia la subs-
tancia se halla presente en los tubos 57 hasta 77 con
un méximo en el tubo 67 (K = 0.50). Después de la e-
vaporacidn, se obtiene el polipepturc activo con wun
buen rendimiento en forma de un trifluoroaceteto hi-
groscépico, el que demuestra un comportamiento wnifor
me en la cromatografia y en la electroféresis. Migra-

cién en 1a_electrof6resis sobre papel a wun velor pH

~de 5.8 y 40 V/em: 50 mm en 60 minutos (la histidina
-usada como norma migra 65 mm ). Mizracidén en 1la elec-

troféresis sobre papel a un valor pH de 1.9 y 40 V/om:
69 mm en 60 minutos (el triptéfano usado como norma
migra 66 mm). Rf en cromatografia sobre papel en el
sistema alcohol isoamilico/piridina/ague 35:35:30:
0.28. La hidrélisis fotal (16 horas, 1102, HC1 6 N)
proporciona los sigulentes aminodcidos en cantidades
equimoleculares: eiatina, deido glutaminico, deido
esparaginico, prolina, ornitina y glicina; y en'cgnu
tidad equimoleculer déble: fenilalanina. El1 compues-
to tiene las siguientes actividades bioldgicas:
150 UI/mg sobre la presidén sanguinea de la rata,
15 Ul/mg sobre la inhibicidn de las diuresis de la
rata y menos de 1 UI/mg sobre el dtero de la rata.
EJENPTO_2: _

Se use el mismo procedimiento como en el
Ejemplo 1, excepto que se efectda la oxidacidn final
& 0-40% mediante la adicién de 7 5 cc de una solucién

N de perdxido de hidrégeno en agua & un valor pH de

' 7 5-80 (en lugar de la oxidacidn mediante la intro-
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dueccidn de aire 11 oxigeno).

EJEMPLO 3:

Se usa el mismo procedimiento como en el
Ejemplo 1, excepto que se efectda la oxidacidén final
a 0-35¢ mediante 1a adicidn de 6. 7 cc de una solucién
N de ferriciamuro potdsico en agua 8 un valor pH de
545=725.

R 0 T A '

Deserita suficientemente la naturaleza
del invento, asi camo la manera de realizarlo en la
préctica; debe hacerse constar que las disposiciones
anteriormente indicadas son susceptibles de modifi-
caciones de detalle en cuanto no alteren su princi-
pio fundamental. También se hace constar que el in-
vento se reflere a una Solicitud de Patente presenta—
da en Suiza con fecha 6 de junio de 1963, n® 7123/63
acogidndose, por lo tanto, a los beneficios que con-
ceden los Convenios Internacionales en vigor y sien-
do lo que constituye la esencia del referido invento
¥ por lo que se solicita Patente de invencién por 20
afios en Bspafia: "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE
UN NUEVO POLIPEPT@RO"; caracterizdndose por lo siguien
tes ) _

1%,.~ Procedimiento para la produccidn de
un polipepturo de fdrmula I y suas sales de adioidn

de 4ecido,
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en solucidn acuosa & un valozgpﬁ de aproxifiadamen
te 4 a aproximadamente 9 y, cuando se desea produ-
cir una sal de adicién de deido, se hace reamccionar
el compuesto I resultante con un 4cido orgdnico o
inorgdnico.

2¢.~ Procedimiento segun la reivindica~
cién 18, caracterizado porque se efectdya la oxida-
cifén del nonapepturo de férmula V mediante la adi-
cién de perdxido de hidrdgeno.

38.~ Procedimiento segqin la reivindica-
cidn 18, caracterizado porque se condensa un deriva=-

do de hexapepturc de férmala II,

NHR"
o ]
. - CHp
CONH,  S-R* CH,~CH; %y
Mo (2 | T2 0

NH -CH-C0-NH~CH-CO-NH-CH—CO-NL—-CﬂhcO—NH-CH-CO-NH-CH -CONH

2

15,

20.

Glu

Asp Cis Pro Orn G1li

en la que R' significe un radical capas de prote-
ger un radical sulfhidrilo en la sintesis de los pep~-
turos, por ejemplo el radical femnilo, bencilo,
p-bromo-bencilo, p-cloro-bencilo, p-nitro-bencilo o
p-xililo, y R" significa un radical capaz de prote-
ger un radical amino en la sfntesis de los pepturos,
por ejemplo el radical carbobenzoxi, carbo-p-cloro-

benciloxi, p-toluensulfonilo o trifenilmetilo, con
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un derdivado capaz de reaccionar de un 4cido libre,
de formmula III,

SRY Gl Cglig
CH, CHa CH,
R *uNHeCH~CO=H=CH=C0=NH=CH=C Q=01

Cis Fe " Fe

en la que R' y R" tienen al significado anterior,

para der un derivado de nonapepturo de férmula IV,

CONH,
SR Oy O U Comp SR
CH, CH, GH, i,  oH, ¢,
R *=NH=CH=CO=NH=CH=CO=NH=CH=CO0~NE~CH—~CO~NH~CH=CO-NH—~CH~CO
Cis Fe Fe Glu Asp Cis
NER®
L
O
HpmTPe T
]
1 ?HZ 232

._——n_.cn-co-m-éu-co-nn-_cﬁz-couné

Pro - Orn Gli

en la que R' y R" tienen los sigpificados enterio=
res, convirtiendoléete en el nonaﬁepturo de f£érmm-

s V medianté la disocciacidén de los radicales pro-
tectores R' y R" y oxidando en la forma antes des-

crita dicho nonapepturo en el compuesto I.
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8,- Procedimiento pars la produccidn

de un nueveo polipepht

o, tal y como queda substan-
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