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"Procedimiento para la obtencidén de polipepturos".

Solicitante: $ANDO B, AG., ontidad suize,

regidente en BASILEA, Suiza.

El objeto de la pregente invencién son
procedinientos para la obtencidén del nuevo polipep~-
turo de la férmula I y de sus sales de adicidén de
4cido.

5. . Ye acuerdo con la presente invencién,
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el polipepturo de la férmula I y sus sales de adi =

cién de 4cido se¢ pueden obtener si de un derivado
nonapptirico de la férmula general IV, donde R'
significa un resto usual en la sintesis de los pep
turos para la proteccién del grupo aminico y R" un
resto usual en la sintesis de los pepturos para la
proteccidn del grupo sulfihidr{lico, los grupos pro
tectores R' y R" se disocian en una o varias etapas,
el nonapepturo asi obtenido Jde la férmula V se oxi-
da al polipepturo de la f£6rmula I y éste, en caso
dado, en forma en si conocida se transforma en sus
sales Jde adicidén de Acido con Acisoz orgénicos 6
inorgdnicos.

El derivado nonapeptirico de la férmu -
la general IV se puede obtener segin métodos en si
va conoeldos para la sinbesis de los polipepburos,
ligéndose los &cidos aminicos en la secuencla indi
cada en la férmula general IV individualmente 6 des
pués dehaberse ligado a unidades pepbtiricas wés pe-
quefias.

De acuerdo con la presente invencidn
se pueden obtener los derivados nonapepttiricos de la
féraula general IV condensando un derivado hexapep-
tirico de la férmula general II, donde R' y A" tie-
nen el significado de arriba, con un derivado reac-—
oionablé de un 4cido libre de la férmula general
IIT, donde R' y R" tienen el significado de arri -
ba.

Segln el procedimiento de la presente

invencidén se pueden emplear para el blogueo pasa =
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jero del grupo aminico las agrupaciones usuales pa =
ra dsta finalidad, Hal como el grupo carbobenzoxi,
el grupo carbo-p-clorobenciloxi, el grupo p~tolueno-
sulfonflico o &l grupo trifenilomet{ilico. Para la
proteccidén del grupo sulfhidrilico se introduce pre
ferentemente un grupo bencilico, un grupo p-cloro -
benci{lico o un grupo p-xilfilico. Con especial ven -
taja se emplea sin embargo sl resto bhencilico.

El ¢erivado nonapeptirico de la fér -
mula general IV, sin embargo, no solo se puede ob
t.ner de ls forma arribs descrita, sinc también por
condensacién de otros dos polipepturos, o de un poli.
pepturo ¥ de un fcido aminicoc en forma de sug deri -
vados protegidos.

Los productos de partida para la obtencidn
del derivado nonapeptirico IV se obtienen, siem -
pre que hasta ahora no fuesen ya conocidos, segin
los métodos conocidos en la quimica de los pepturos,
ligdndose los fcidos andnicos individualmente o des-
puds de formacidn previa de unidades pepbiricas més
pequefias.

Le oxidacibn del nonapepturo de la fér -
mula V al producto final deseado de la férmula T
52 puede efectuar segin la presente invencidn median
te oxidacién en soluciébdn acuosa a un pH de 4 hasta
9, preferentemente con perdxido hidrogénico ¢ fe -
rricianuro potdsico o mediante introduccidén de aire
4 oxdizeno.

El polipepturo obtenido de la férmu -

la T se puede transformar en forma conccida en sus
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emplear por ejemplo el 4cldo clorhidrico, bromhidrda -
co, sulfirico, fumérico, mdlico, maleinico, acévico
vy tértrico.

El polipepturo I obbtenido sezin la pre -
sente invencibn se diferencia de la vasopresina solo
porque en lugar de lisina (vasopresina del cerdo) 6
arginina (vesopresina de la res) conbtiene ornitina,
en lugar de fenilalanina isoleucina y en lugar de
tirosina fenilalanina. De la oxitocina se diferen ~
cia el polipepturo I porque en lugar de tirosina con
tiene fenilalenina y en lugar de leucina ornitina.
EL nuevo polipepburo I se puede denominar poxr lo
también como Phez—Orng-oxitocina.

Posez un efecto vasorssbrictor aprroxi -
madamente igual de grande como las vasopresinas
naturalss, falta sin embargo, conbtraric & las vaso-
praginas naturales, =1 componente de efectbo antidi-
urétlco y, contrarioc a la oxitocina natural, casi
totaluente el componsnte de efecto oxitocico, de
menera que el polipepturo I obbtenido sezin la pre -
gsente invencibn se puede introducir en la fterapila
como una subgbancia con efecto vasorestrictor disi-
gido. EL efecto vasoregtrictor especifico se lcgra
por influenciacién directa de la musculaburs del
vaso, por lo que el polipepturc I - contrario a la
adrenalina y noradrenalina - taupoco produce efec -
tos secundarios vegetabtivo-nerviosos.

Bl principal campo de aplicasidn del
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nuevo polipepturo I esg por lo banto la profilaxis

y la terepia de hemorragias parenquimatosas, donde
la infiltracidn del tejidp con el polipepturo tiene
como consecuencia un desgtacado efecto esquemiti -~
zante. Especialmente en las intervenciones quirdr~
gicas en la oborrinolaringologia, ginecologia y
obstetricia, vrologla y odontologia se empilea ven -
tajosamante el polipepturo I.

Propiedades especialmente valiosas des-
de el punto de vista terapbutico se muestran en la
combinacidén del nuevo polipepturo I con un anesté -
gsico local. Ya era conoceido que por la combinacidn
de adrenalina con un anestéaico local se puede lograr
una duracidn mfds fuerte del anestésico asi como una
reduccién del caudal de sangre local,y, por lo tan -
to, una reduceidn de la pérdica de sangre durante le
intervencidn quirdrgica. Debido a los conocidos efec
tos gsecundarios generalesg de la adrenalina en la
circulacién (por ej. repentino aumento de la pre -
sibn sangiinea, aumento de la frecuencia del cora -
zén, cafida secundaria de la presidén sanguinea (por ej.
tensibn y excitacibn) asf como la hiperemia reac -~
tiva frecuentemente observada debido al aumento del
metabolismo local, se ha recomendado Ultimamente com
binar, en lugar de adrenalina, vasopresina 6 peptu -
ros similares a la vasopresina con un anestésico lo-

8—va30presina, un andlogo

cal, asi por ej. Phez—Lys
sintdtico de la lisina-vasopresina, en el que en la
posicidén 2 de la lisina-vasopresine se encuentra un

resto de fenilalanina en lugar de un resto de tirosi-
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Se ha descublerto ahora gue por la com -

nico.

tinacién del nuevo polipepturo I con un anestésico
local se puede multiplicar la duracibn ue la aneste ~
sia local en comparacidn con las ahora conocidas cou-
binaciones de adrenalina, vasopresina 6 pepturos pa -
recidos a la vasopresina con snesiésicos locales.

Las canbidaces del nuevo polipepturo I para zllo
necesarias son considerablemente inferiores z las

de los otros pepturos parecidos a la vascpresina 6
que las de adrenalina.

Dzbido a su :ayor actividad vasocons -
trictora local es por lo tanto el nuevo polipepturo
I, on combinecibn con un anestésico local, bambién
espaecialmente adecuado para evitar el caudal san ~
guineo local y reducir la péraida de sangre duren-
te una intervencidén quimirgica. Preferentemente se
emples para 8stas combinaciones anestésicas loca -
les que muestran una buena sclubilidad en agua y
egtables y esterilizables.

Bl polipepturo I hasts ahora desconoci
do, obtenido sezin la presente invencidn se pueds
emplear como base libre 6 como sal de un &cido or -
génico 6 inorzfnico, bien como medicamento solo 6
en formas de medicamentos correspondientes para ad-
ministracidén parental, entersl o inbkranasal. Para
obtener formas de medi:aunentos adecuados se emplean
datas con auxiliares farmacolégicaunente indiferen -
tes inorgénicos G orgénicos. Como nmaterisles auxi -~

liares se etplean por ej. para tabletes y srageas:
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lactosa, almidén, talco, 4cido estearinico, etc.;

pars siropes: soluciones de azmicar de cafia, de glu-
cosa y otros; para preparados inyectables: agua,
alconoles, glicerol, aceites vegetales y similares;
para supositoriocs: aceites naturales o endurecidos
y ceras entre otrog; para riezos intranasales: agua,
glicerol y otros materiales liquidos compatibles
con las mucosidades. Ademds pueden contener los
preparados medios de conservacidn, estabilizacién,
retioculacién, facilitadores de la solucibn, edul -
corantes y colorantes, aromatizantes, ebte. adecua~
dog.

En los ejemplos sigulentes se indican
las teumperaturas en grados Celsio.
ETEPLO 1 -

a) Ester etilico de la N;o<-carbobenzoxi-N~c5-p:

toluenosulfonilo=I~ornitilo~glicina.

Se disuelven 104 g de N-X~carbobenzoxi-
N~G§-p~toluenosulfonilo—L~ornitina y 27 g de éster
glicin-etilico en 450 cm3 de acetonitrilo, se en -
fria a 02, se agregan 51 g de carbodiimida diciclo
hexilica y se agita durante 4 horas a temperaturs
ambiente. La trea diciclohexilica precipitada se
filtra y se lava con acetonitrilo. Todo el filtra -
do se evapora en vacio. El residuo crigbaliza des -
puds de agrezar éter de petrdéleo. Después de re -
eristalizar de n~propanol se obbiene el dster eotf -
lizo de la N174~carbobenzoxi-ﬂ-<s-p—toluenosulfoni—
lo-I-ornitilo-glicina; P.F. 1362;/4%7 32 = —70

(etanol al 965).
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b) Amidsa de la N—carbdbenzoxi-L—prolilo-N—cf-p—to—

luenosulfonilo~L~ornitilo-glicinae.

90 g de éster etflico de la N—oX-carbo
benzoxi~N—é>~p—toluenosulfonil-L—ornitilo-glicéna
se disuelven on 80C cm3 de 4cido acébico anhidro sz
turaso con bromohidrégenoc. Se deja reposar durante
una hora a 202, se evapora en vacio por debajo de
los 402 y el residuo se lava cuidadosanente con
bber dietilico. Bl residuo se disuelve en 50C cml
de acetonitrilo, se agregar 25 om3 de amina trieti-
lica y 43 gz de T-carbobenzoxi-L-prolina, se enfria
a 02, s= agregar aun 35,5 g de caerbodiimida diciclo
hexilica y se agita durante la noche a 202. Des ués
de filtrar la trea diciclohexflica se evapora el
filtrado en vacio a 302, 31 residuo se disuelve en
dster acébico y 4sta solucibn se lava con dcido sul-
firico diluido y amonfaco acuoso. Después desecar s0
bre sulfeto sédico se evapora el éster acético en va
cio v el residuoc se disuelve en 1litro de stanocl
absoluto. Te golucidn se enfriae a 082, se satura con
amoniaco y se deja reposar durante la ncche a 2C2.
Degpuéds de evaporar en vaclo a 302 se disuelve el
residuo en 100 ml de formamics dimet{lica y se crig-
taliza mediante adicidn de 1500 ml de 8dster acéti -
co. Se obtiene el amida de la N-carbobenzoxi~I-pro-
lilo-N~<§-p—toluenosulfonilo-L—ornitilo-glicina;
P.T. 1222 (descomp.); 27 §2= 462 (4cido acébico
glacial al 95%).

¢) Amida de la I-carbobenzoxi~L-glutaminilo-I-aspara=-

§inilo~S-bencilo~cisteinilo~L~prolilo~N—‘§~n—
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soluenosulfonilo-I~ornitilo~glicina.

Se disuelven 100 g de amida de la N-
carbobenzozi-L—pro1ilo-N-tg—p—toluenosulfonilo-L-og
nitilo-glicina en 500 cm3 de 4cido zcético anhidro,
saturado con bromohidrdégeno, se deja reposar duran -
te una hora a 202 y se evapora en vacio por debajo
de log 4C2. El residuo se lava cuidadosamente con
éter diet{lico y & continuacién se agrega una solu~
cidn de 100 g de N-carbobenzoxi-Imglutaminilo=-T~as-
paraginilowd-bencilo-Im~cisteinilo-azuro / Boissonnas
& Coll., Helv. Chin. Acta, 38, 1491 (1955) 7 y 26 cm2
de amina trietilica en 1000 om3 de formamida dimetfli
cae. Se deja reposar durante la noche a 202, se agre -
gan 3000 cm3 de &ster acébico, la precipitacibn se
filtra y se lava con éster acético. Se obtiene el
amide de la N-carbobenzoxi~IL-~glubtaminilo-L-aspa-
raginilo—S—bencilo—L~cisteinilo-L-prolilo—N—é'—p—
toluenosulfonilo~-I~ornitilo-glicina; P.F. 188¢
(descomp.) [;{7;0 = - 332 (formamida dimetflica).

d) Amida de la H-carbobenzoxi-S-bencilo-L-cisteini-

lo=I=fenilalanilo=T=~igolencilo~I-glubaminil o=l

asparaginilo-3-bencilo~L~cisteinilo=I~prolilo~N-

é?~p~toluenosulfonilo—L-ornitilo-glicina.

Se disuelven 50 g de amida de la H-car-
bobenzoxi=-I~glubaninilo~I~asparaginilo-3=bencilo=I~
cisteinilo-I~prolilo-l-4 ~p-toluenosulfonilo-I-orni
tilo--glicina en 250 cm3 de &cido acético anhidro sg
turado con bromohidrdgeno y se deja reposar durante
ung hora a 202. Después de evaporar el disolvente en

vacfo por debajo de los 4092 se lava el residuo cuida-
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dosamente con é&ter dietilico y se mezecla con una so -
lucién de 31,1 & de N-carbobenzoxi~S-bencilo-I=cis =
teinilo-I~fenilalanilo~I-isoleucilo~azuroc y 7,5 om3
de amina tristflica en 250 cm3 d& formamida dimetf-
lica. Se deja reposar durante 2 dies a 202, se mez=
cla entonces con 1000 cm3 de déster acético vy la pre
cipitacidn se lava con éster acédtico. Después de sg
cer en vacfo a 302 se lava el producto con wmetanocl
caliente. Se obtiene el amida de la N~carbobenzoxi-S-
beneilo~I~cigteinilo~I~fenilalanilo-I~isolencil o=l
glubaninilo=I~asparaginilo-S-bencilo~I-cigteinilo~Tm~
prolilo=N-o —p-toluenosulfonilo=I~ornitilo-glicina.
T,F. 2420 Z;17%1= - 402 (formamids dimetflica)

e} Amida de la I~cisteinilo-I-fenilalanilo-I-iso -

leuecilo~I-glutaninilo~-L-asparaginilo-I-cisteinilo-

I~prolilo~I-ornitilo-glicina.

Se mezcla una solucidén de 5 g de amida
de la N~carbobenzoxi-S-bencilo-I~cisteinilo-IL-fe-
nilalanilo-=I~isoleucilo-I~glutaminilo-L-asparagini-
1o~S~bencilo-I~cisteinilo=I~prolilo-N-d ~p-tolueno—
sulfonilo-L-ornitilo~glicina en 1200 cm3 de anoniaco
1Lgquido seco, agiltando a la temperatura de ebulli =
cibn de la solueidn, con tanto metal sbdico 6 poté-
glco hasta que se haya presentado un coloramisnto
azul estable. Despubés de agregsar 3 g de cloruro
aménico se evapora la solucidén hasta secar. Z1 re-
giduo contiens el amide d4e la DL-cigbeinilo-L-fenil-
alanilo=I-isoleucilo~I~glutaninilo-Lasparaginilo~Il-
cigteinilo~L~dpwolilo~I~ornitilo-glicina.

£) Phe?-0rn®-oxitocina
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El residuo, conteniendc el amida de la

I-cistelnilo=-fenilalanilo=I~igoleucilo-I~glutanini-
le-Iesparazinilo=I-cigteinilo=I=prolilo=I~ornitilo~
~I—-glicina se disuelve en 5 litros de doido acd -
tico 0,01~n y a un pH de 6,5-8,0 se¢ oxida median-
te introduceidn de aire u oxfigeno durante una ho-
ra a 0 - 402. La solucibn, que contiene la substan
cia, se pone a un pH de 4,0 - 5,0 y después de agre
gar 50 g de cloruro sbédico & de 0,64 g de &cldo me~
tancsulfénico, ¢ de 0,76 g de &cido trifluoroacéti~
¢o, se evapora hasta secar, con lo que se obtiene
un polvo seco que tiene buena duracibén. Este se
puede guardar y al utiligarse disolver claramen -
te. Sin embargo también se puede emplear directa-
mente la golucidn, eventualmente despuds de diluir
con agua o una solucidén de sal.

Para retirar las sales inorgénicas se
puede someter el polve arriba mencionado, obtenido
dspuds de la adicidn del 4cido trifluorcacético, a
unz distribucibén de contra~corriente en el sistema
butanol sec/agua—--&cido triflucroacético 120/160/1.
Degpués de 200 escalones de transferencia se en -
cuentra la substancia en los tubos 47 hasta 66 con un
méximo en el tubo 56 (K = ¢,39). Después de evapo-
par se obtiene con un buen rendimiento el polipep-
turc activo en forma de trifluoroacético higroscd
pico que cromatogrificamente y electroforeticamen~
te se comporta unitariamente. Iigracién en la ele-
troforesis de papel a un pH de 5,8 v 40 V/em; 49 mm

en 60 min. (La histidina utilizada como referencia
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se traslada 65 mm). Higracidn en la electroféresis
de pepel a un pH de 1,9 y 40 V/cm: 68 mm en 60 min.
(el triptofano empleado como referencia se trasla-
da 66 mm). Rf. en la cromatografia de papel en
5 el gistems alcohol isoamflico/piridina/sgue 35/35/30:
0,25.
Te hidrélisis total (16 horas, 1108,
HOl 6~-n) 44 los 4cidos aminicos siguientes: en can-~
tidades equimoleculares: cistima, dcido glutamfnico,
10. écido asparaginico, prolina, ornitina, glicina, fenil-
alanine e isoleucina. Tl producto posee las siguien~
teg eficacias biloldgicas: 120 IE/mg sobre la presién
sanguinea de la rate, 0,5 mm sobre la regbtriccibn de
la diuresis de la rata y eprox. 1 IE/mg sobre sl
15, ttero de la rata.
ETEYPIO0 2 -
Se procede como en el ajemplo l. Pero
al final se oxida a O - 402 mediante la adicibn d=
7,5 cm3 de una solucibn 1l-n de perdxido de hidrdge~
20. no en agua a un pH de 4,0 - 9,0 (en lugar de la
oxidacién mediante introduceién de aire o de oxigeno).

EJEHPIO 3 -

Se procede como en el Ejemplo 1, AL fi=m
nal se oxida sin embargo a 0 - 352 mediante adicién
25, de 6,7 cm3 de solucidén 1-n de ferriclanuro potésico
en agua a un pH de 5,5 = 7,5.

solucidn para la snestesia de infiltra-
cidn:

30. Phe2-0rn8—oxitocina 0,0005 g
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Hidrocloruro del Z-éiétiloamino-Q{,G'-

aceto-xiliduro (clorurc lidocainico) 5,0 g
Alcohol tricloroigobutilico 5,0 &
Alcohol etflico 94% G/G 5,0 &
Acido acético glacial 1,0 g
Acetato sbdico, 3 H20 2,0 g
Agua destilada ad 1000 ml

Pregaracggg

Se disuelve el &cido acético y el ace~
tato sbédico en 900 ml de agua dest., agitando fuer- -
tenente se agrega una solucién del alcohol triclorc-
isobut{lico en cantidad de peso 94y G/G de alcohol
etilico, se agita hasta que todo estd disuelito, se
mezcla con el cloruro lidocainico y, después de di-

2.0rn8

golverse, con Phe -oxitocina, se completa con
agua a 1000 ml, se filtra a través del filtro de
bacterias y se llena en ampollas.

Solucién para anestesia de conduccidn:
Phel-0OrnS-oxitocina 0,001 g

Hidrocloruro del p-aninobenzoil-dietil-

amino-etanol (Hidrocloruro de novoeaina) 10,0 g
Fosfato bisédico anhidro 2,0 g
Acido citrico, 1 H,0 3,0 g
Agua destilada ad 1000 ml
Preparacidn:

9¢ disuelven en 900 cm3 de agua dest.
bajo agitacién al 4cido citrico, el fosfato bisbédi-
co y el hidrocloruro de novocaina, se agrega la

PheQ-Orn8~oxitocina, se completa a 1000 ml, se fil~
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tra a través de un filtro de membrana, se llena en
ampollas y se esbteriliza calentando durante 6 mi-
nutos a 1208,

EJEHPLO 6 -

3olucidn para snestesis superficial:
Phez-Ornswoxitocina . 0,002 g
Hetanosulfonato del éstercb-dietilo-

amino—F}-isobutilo—eﬁilico del &cido

p-aminobenzoico

( Leucinocainio /Metanosulfonato/) 100 g
Acido acético glacial 20 g
Acetato sédico. 3 Hy0 20 &
Propilo~p~oxibenzoato 1,0 g
HMetilo~p~oxibenzoato 2,0 e
Ague dest. ad 1000 ml
Preparacién:

Se disuelven en 800 ml de agua destila-
da el propilo-p-oxibenzoato y el metilow-p-oxibenzoa-
to asi como el Acido acético glacial y el acetabo
sédico, se agrege el leucinocainio metanosulfonato
v, después de disolver, la Phe2~0rn8—oxitocina. Deg~
pués de completar a 1000 ml ge continta como bajo 4).
EJEIPLC 7 -

Solucién para anestesia superficial:
Phe2-0rnb-oxitocina 6,001 g

(4)~N=(2-propilaminopropionilo)-2~tolui

dino-hidrocloruro (Exadrina) 30,0 &
Cloruroc sédico 8,0 g
Acetato s6dico. 3 HEO 1,0 &
Acido acétbico glacial 0,5 g



Hetilo-p~oxibenzoato

Agua dest. ad

Preparacidn:

Se disuelven en 800 ml de agus dest. el
metilo-p-oxibenzoato, el cloruro sbédico asi como el
fcido acético glacial y el acetato sbdico, se agre-
ga el hidrocloruro de la (4)~=N~-(2-propiloaminopro=-
pionilo)=-2~toluldina y, después de disolver, la
Phe?-0rnP~oxitocina. Degpués de completar a 1000 ml

ge continda como hajo 4).
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Descrita suficienteaente la naturaleza del inven-
to ag! como la manera de realizarlo en la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indica
das son susceptibles a modificaclones de detalle en cuanto
no altere su principio fundamental, tawbién se hace constar
que el invento corresponde a una solicitud de patentes
presentadas en Suiza, con fecha 30 de agosto de 1963, bajo
nos ndmeros 10.772/63 y 10.773/63, acogiéndose por lo
tanto a los beneficios que concedsn los convenios interno~
cionales en vigor y siendo lo que constituye la esencia
del referido invento, es por lo gque se solicita patenbs
de invencidn por 20 alics, en Espafia sobre "PROJEDILIENTO
PARA LA OBTENSION DE POLIPEPIUROS"; caracterizéndose por
lo siguniente:

l2,- Procedimiento para la obtencidn de polipepf
turcs de la férmula general I, caracterizado porque se
oxida un polipepturo de la férmula V.
8,~ Procediniento segdn la reivindicacidén 18,

caracterizado porque esta oxidacién se efectda en solucidn

acuosa o alcohdélico-acuosf.
38,.~ Procedimientp seXin las r%i/;ndicacién le y

/ .
28, caracterizado porque cojio meiio de oyfidecidn se enplea

48 .~ Procedimiento paka la o ciéﬁ/ge polipep-
turos, tal y como queda describo cialfiente en la
prosente Memoria.

Esta Memoria cons

a2 méquina por una sola cara.
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