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INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UN DECAPEPTIDO Y SUS SALESY,
a favor de la firma italiana SOCIETA FPARMACEUTICI ITALIA,
residente en MILANO (Italia), Largo Guido Donegani, 1-2,

- M -

MEMORTIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un procedimiento para
preparar un nuevo decapéptido de utilidad terapéutica y sus
sales. '

Mis particularmente, el objeto de este invento
es un procedimiento para preparar el decapéptido L~piroglu~
tamil-L—glutaminilnLuaspartil—L—tirosil—L—treonil—glicil—L—
~triptofanil-L-metionit=I~dspartil-I-fenilalanilamida, en el
que el grupo fenblico del radical tiros{lico estd libre o
blogueado por un radical sulfirico, mientras que el grupo

alcohdlico del radical treonflico estd libre o blogueado
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por un radical acilico alifdtico que ticne de 1 a 4 dtomos de
carbono, y sus sales otdxicas y farmacéuticamente aceptables
con una base orgdnica o inorggmica.

Tl decapdéptido de esto invento y sus derivados
desplicgan gran actividad bioldgica polivalconte y pueden
eﬁplearse en la terapdutica do diversas afecciones, tanto en
el campo humano comeo on veterinaria,

Existen numerosas posibilidades de sintesis del
decapéptido do ecste invento, que consiston en esencia en la
apropiada condensacidn sucesiva de aminodcidos o polipéptidos
protegidos, condensacidn cfcetuada de tal modo que el decapép-
tido resultante tonsa lo sccuencia descada de 10 aminodeidos,
segun métodos conocidos cn la quimica de los polipéptidos.

Los aminodcidos y los polipéptidos que uno tras
otro se¢ condonsan tilcnen debidamenfe protegidos por un grupo
protcetor, capaz dc ser eliminado de maznera conocida por
acidélisis o hidrogendlisis, sus grupos amfnicos y carbox{li-
cos no implicados on la formacidn del enlacc peptidico.

Para la profeccidn del grupo aminico cabe emplear
los siguicntes grupos protectores: tosilo (p-toluensulfonilo),
carbobenzoxilo (ecarbobeneiloxilo), carbobutoxilo terciario,
tritilo (trifenil-motilo), formilo, trifluoroacetilo y otros
que suelen emplcarse c¢n la quimica de los polipéptidos.

 Para la protcecidn del grupo carboxilico.cabe
emplear, por 9jemplo, los grupos protectores siguientes:

metilo, etilo, butilo terciario, bencilo, p-nitrofenilo y
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otros que suelen emplearse en cste campo,

Ia condensacidn entre el grupo aminico de una
moléecula y el grupo carboxilico de otra moldcula para formar
el enlace peptidico pucde efcctuarse sogin los métodos usuales,
conocidos en la quimica de los polipéptidos;'por ¢jemplo, por
medio do un derivado acilico activado iddénco, como el anhidri-
do mixto, la acida, cl‘éster p-nitrofenilico y el éster
2,4,5-triclorofenilico, o por condensacidn direeta entre el
grupo amfnico librec y cl grupo carboxilico libre, en presencia
de un agente condenscdor iddneo, como una carbodiimida del -
grupo constituido por las diciclohexilcarbodiimidas, las
l-ciclohexil=3-morfolinil-carbodiimidas y otros conocidos en
la literatura. La condensacidn puede lleverse a cabo en un
disolvente iddneo del grupo de las N,N~dialquil-formamidas,
los nitrilos alifétigos inferiores y lag piridinas, por ejem-
plo dimetilformemida, acetonitrilo o piridina; la reaccidn se
inicie entre -209C y la temperaturna ambiente y pucde comple-
tarse ontre la temperatura ambiepte ¥y 352C por un periocdo de
12 a 120 horas.

Sales tipicas del decapéptido dc cste imvento son
la sal sédica, 1a sal‘potésica, la sal magndsica, la sal
cdlecica, el gluconato,.cl, tartrato, el maleato, la sal
otilendiominica y las otras sales atdxicas farmecéuticamente
aceptables.,

Como so ha dicho antes, oxiston muchas sintesis

posibles para el decapéptido de este invento.
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Para ilustror ol invento sc cxponon a continuacidn
algunos ejemplos de proparagiéﬂjﬁ

Fl totrapdéptido I-piroglutamil-I-glutaminil-I-
—aspartil-I-tirosin-acida (I) sc condensa con el hexapéptido
L—treonil—glicil-L—tr?ptofanil—L—metionil—L—aspartil—L—
~fenilalanilamida (II) que ticne el hidroxilo del radical
treonilico bloguoado por un radieal acflico, on un disolvente
apropiado, como la dimctilformamida, para obtener el decapép-
tido Iepiroglutomilel-glutaminil-Leaspartil-l-tirosil-L-treonil-
~glicil-L —triptofanil-L-metionil-L~aspartil-L-fenilalanilamida
(IIT), quo ticne el grupo hidroxilico del radical treonilico
blogueado por un radical acilico. El dccapéptido IIT se
trata, a temperatura baja, con cl complejo piridina anhidra/
anhidrido sulfurico, para obtener finalmonte el decapéptido
L-piroglutonil-L-glutaminil-I-aspartil-I~tirosil~L~treonil-—
-glicil-L-triptofanil~l--metionil-L~aspartil-l~-fenilalanilamida
(IV), que ticne cl grupo fendlico dol radical tirosilico
protegido por un radical sulfirico y ol hidroxilo del radical
troonilico protegido por un radieal acilico.

Por Wltimo, modiante hidrdlisis alcalina blanda
del decapéptido (IV) sc Obt%ﬁﬁf4?1 decapéptido I-piroglutemil-
~I-glutaminil-I-aspartil-I-t1rosil-I-trconil-glicil-I~tripbo-
fanil-I-metionil-TL-aspartil-I-fenilalanilamida (V)? en el
que el grupo hidroxilico del radical trconilico estd libre.

Io condensacidn quec acaba de CXDPOonorso puede repro-

sentarse por medio del csquema siguiente, con los simbolos
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cmpleados de ordinario cm la quimica de los polipdptidos:

?Hz OAc
H~Pyr~Glu—Asp-TyrnN3 + H«%hr~Gly~Try~Mbt-A3p_Phe-NH2 —
I IT

NHo2 OAe

x | i
~— H-Byr-Glu-Asp-Tyr-Thr-Cly-Try-Mot-Asp-Pho" N, Piridinacsos

ITI

NHp osojH OAc
i ] OH-
~——>H;Pyr—GlupAsp—Tyrn—-—-—amhr—Gly—Try~Mct~Asp-Phe'NH2 —_—

Iv

NH, ?SOSH OH
{ | :
v H Py r=G1UmAS p= Ty osmesm— Thr- Gy ~Try-Mo t~ASp-Phe NH,

v L}

donde Ac representa un radical acilico alifatico con 1 a
4 atomos de carbono,

Como se ha éizho‘hntes, existon diversas variantes
para preparar el decapéptido (III, IV, V) siguiendo los
métodos bien conocidos on la quimica do los polipéptidos para
la formacidn dc uma cadena polipeptidica. Un ejemplo de ello

e8 el siguiento:
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H—Pyr—Glu~Asp~Tyr—Thr~N3 + B-GIJ-Try-Mot-Asp-Phe . NH, —>

Vi i ViI
?HQ ?AC
> H-Pyr—(Glu~Asp-Tyr-Thr-Gly-Try-Mct-Asp~Phe "NHé
- III

A partir del dccapéptido III se obticne el decapépti-

do V tal como sc¢ ha ecxpucsto antes.

Sc obticncn tombidan resultados andlogos si en lugar

de la condensacidn & través de la acida so cmplea otra conden—

sacidn a través de ésteres p-nitrofenilicos o 2,4,5-triclorofe-
nilicos.

El deccapéptido de cste invento, provisto de un
radical de dcido sulfurico, da salcs con las bases orgdnicas
y las bases inorginices; tanto oste producito como sus deriva-
dos tienen gran aceidn bioldgica polivalente: en efecto,
despliegan actividad hipotensora y cstimulon la motilidad del
tracto gastroontdérico y las divermas scercciones do lasgldndu~
las anexas.

El ejemplo quc sigue sirve para ilustrar el invento

sin limitarlo.
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NH,

Proporacion dol primor intcrmediarios H-Pyr~Glu~Asp~Tyr-

=NE-NH, (1)

7,5 gramos d¢ carbo-toreibutoxi-I-tirosina (J. Am.
Chem. Soec. 75, 1953, pag. 950) se condensan, pasando por el

anhidrido mixto ctoxifdrmico, sogin ol método descrito por

Greenstein y colaborcdoros, "Aminoaeid chemistry", 1961,

pdg. 978, con 4,150 g do carbobcnzoxi-hidracina (Ber. 47,
1914, pdg. 2183). Despuds do una noche & 1a ‘tomperatura
ambiente, se evapora la mezela en vacio hasta sequedad y el
rcsiduo olecoso, disuolt9 cn acctato de otilo; se lava en frio
con dcido clorhidrico 0,5-n, con una solucidn acuosa de bicar-
bonato sdédico y con agun hasta noutralidad.

Se evapora la mezela en vaclo hasta sequedad y se
cristaliza cl residuc cn éter/étor de potrdleo. Mediante re-
cristalizacidn sucesiva con acetato de ctilo/éter de petrdleo
se obtienen 7,700 g de CTB-Tyr-NH-NH-CBO, quo funde a 118-1209C;
[a1£al2’ = -1,7¢ (¢ = 1 on dimotilformamida). 2,2 g de oste
producto se dejan reposar durantc 40 minutos a la temperatura
ambiente, en una éolucién de gcido clorhidrico anhidro en deido
accético glaoial (1,334£9;‘Se evapora la mezcla en vacio hasta
sequedad, so recoge cl residuo oleoso y sc le suspende con
étor anhidro. El producto sélido asi obtonido se filtre, ge
lava con éter anhidro y se scca. Se obticnen 1;89 g de

H-Tyr-NH~-NH-CBO * HC1, fundente a 125-1282C (con descomposicidn)
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[alfa]%l = 38,32 (¢ = 1 en acido acdtico al 95%; El;z = 9,75
Glu, A la solucidn de coio produeto on dimetilformamida,
on presencia de un cquivalente de trietilamina; se afiade en
frio un cquivalentc del anhidrido mixto preparado en tetrahi-
drofurano anhidro a'partir de 1,616 g do CTB—AggEOH (5. Am,
Chom. Soc. 81, 1965, pég. 620) y 0,542 g dc cloroformiato de
otilo, segin Groenstoin y colaboradores. (loc, cit.). Después
de una noche a lo temporatura ambionte, sc cvapora la mezclae
en vacfo hasta soqucdnd, go recoge ol residuo oleoso con
acetato de etilo y sc le lava con deido clorhidrico 0,5-n,
con una solucidn acucsa do bicarbonato sddico y con agud.
hasta neutrclidad. Después dec eliminar ol disolvente, se
cristaliza ¢l residuc olcoso on cloroformo/éter de petroleo,
lo que da 2,8 g @o CTB—AZinyr—HH;NH—CBO , fundente a 138-~1409C;
[alfa]%o = -20,79 (e = 1% on dimotilformo.mida).' 1,100 g de
este producto sc dejan reposcr durante 40 minutos, a la ten-
peratura ambicnte, on wna solucidn (1,33-n) de dcido clorhi-
drico anhidro en deido acdético glacil. So olimina el disolven-
te en vacio, ge susponde on ¢tor anhidre la copuma blanca
residual y el sdlido asg‘obtenido se filtro y se seca. Se
obtienen 1,03 g de H-Aggifyrnl\TH-NH-CBO mor (vizr) (By o=0,65 o
Glu). A 1o solucidn de oste producto en dimectilformamida, en
presencia del equivalcente de trietilamina, sc afladen 0,624 g de
CTB—gEE-ONP (este proéluc’clc\)n,I fundente a 150-1532C, puede

2

- e 1
prepararse o base de CTB-G1u—0

gHY p~nitrofcnol en presencia



10.

15,

20.

25,

7343931

do un agente do condensacion, como la diciclohexilcarbo-

diimida). Se manticno la mezcla en agitacidn a 352C durante

2 dfas, sc la ovapora cn vacio hasta sequedad ¥y se rocoge con

acetato de otilo el residuo oleoso. Despuds de los lavados
acidos y alcalinos, sc eristaliza on metanol/boncenc y sucesi-~
vamente en acctona/éter de potroleo,
/8t N 022
Se 0btiend (TB-Glu———Asp-Tyr~NH-TH-CB0y fundente
a 173-1759Cs [alfa]%o = 22,28 (¢ = 1% on dimetilformamida).

2,55 gramos de este producto se dejan reposar durante 40 mi-

nutos, a la temperatura ambientc, en una solucidn de dcido

clorhidrico en dcido acdtico glacial (1;33—n). So elimina

cl disolvente, sc rccoge la espuma residual ¥ se 1a suspende

co§ﬁetengnh1dro. Filtrando y sccerdo 8e obticnen 2,08 g de
2

, —
H-Glu-AS p-Tyr-NE-NE-¢BO. Tl § F1,2 = 0,59 Glu.

A la solucidn de este producto on dimetilformamida,
on presencia del equiva}ento de trietilamina, e afiaden
1,114 g de CBO-Pyr-ONP , preparado segin Ann. 640, 1961,
pdg. 145, se mantionc la mozela a 3590 duranio 2 dias ¥ luego

se la ovapora hasta sogueded y se recoge ol residuo con aceta-—

" to de etilo y agua. El filtrado insoluble gsc lava sobre el

propio filtro con acido clorhidrico acuoso 1-n, en frio, con

Sabean ey

una solucidn de bicarbonato sdédico y con agua, haste noutra-

lidad. Sc seca la meczcla y ﬁﬁ la gristellu on metanol. Se

obtienen 1,7 g do 0BO~Pyw-Glu~ASp-Tyr-NH-NH-CB0 » fundente
a 200-20590; [alfa]%o = =28,32 (¢ = 1 cn dimctilformamida),
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2 g de esto ﬁroducto se disuclven en 30 ce de dimetilformamida
¥y so¢ hidrogenan cn proscncia’de—earbdn paladiado al 10%. Se
filtra el catalizador,; se lava blen con dimectilformamida y se
evapora el filtrado on vacio hasta scéueda . 56 rccoge el

residuo con Ctor anhidro, sc le filtra y se le seca. Se obtiene
NH,

1,00 g de H-Pyr~Glu-Asp-Tyr-NH-NH,

(con descomposicidn)s El;Z = 0,54 Glu.

, fundente a 198~200¢ C

OAc
1
Preparacidn del scgundo intermodiarics H-Thr-Gly-Try-Met—Asp~

Pho-NH..HCC (II)

L una solucidn de 1,04 g de H—Try-Mot-Asp—Phe—NH2
(preparado segin J. Chom. Soc. 1966, pag. 5%5) en 7 ce de
dimetilformomida, se afiaden 0,46 cc de trietilamina y 0,563 g
de CTB-Gly-ONP (preparado scgun Helv., Chim, Acta 45, 1963,
pdg., 1637) y sc deja roposar la mezela durante 4 dfas a la
temperatura ambiente, Tucgo se evapora ol disolvente en
vacio, se rocoge el rosiduo con agua ¥y con acctato de etilo,
se lava la capa orgdnicc con deido clorhidrico diluido y
lucgo con una solucidn acuosa al 5% de bicarbonato sddico,

gc cvapora la mozcla hasta scquedad y sc eristaliza en meta-

nol/dter. Sc obtiencn 0,95 g de CTB-Gly-Try-Met-Asp-Fhe-NH,

(XI), quoc funde a 1902C, ZEntrctanto, sc propars dster tri-

- clorofenilico de carbo-tercibutoxi-O-acctil-I~treonina, de la

, QAc ‘ , QAc
formula CTB-Thr-OCP , procediondo asi: 8 3 de y_myp_op (Prepa-

rado segin J. Org. Chom. 29, 1964, pdg. 1629) disueltos en
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100 cc de dimetilformamida se tratan con 11,9 g de carbonato de
p-nitrofenil-butilo terciario y con 14 cc de trietilamina,

Al cabo de 4 dfas, so ofiaden 2,4 g mas de carbonato de
nitrofenil—butilo_terciario y se deja reposar la solucidn.
otros dos dias. Se ovapora la solucidn hasta sequedad,

se la recoge con una solucidn acuosa al 5% do bicarbonato
sédico y éter y 1z solucidn acwosa so acidifica y sc extrae
con éter, Eliminando ¢l éter, se obtiencn 3;7 g de un resi-
duo o0leoso, que se diluye con 30 cc de acctato de etilo y se
trata con 3,14 g de Qiciclohexilamina (DCEA). Por adicidn”
de éter.se separan 4,9 g de CTB-gﬁ;_oH - DCEA 5 fundente

a 1802¢, [alfa]%o = +16¢ (¢ = 1 en dimetilformamida). 13,2
gramos de esta sal sc tratan a 02C con uvna solucidn de

deldo fosﬁoroso hasta viraje dcido al rojo OOngégrse separa
un aceite, que es egtraido con acotagxode etilo. Por evapora-
cidn del diso;vente, ce obtiene CTB~ihr—OH en forma de

una espuma (7,3 g). Bste producto, disuelto en 60 cc de

aceﬁato de etilo, se momcla con 5:9 g de 2,4,5~triclorofenol

-y 6,2 g de diciclohoxilcarbodiimida. Al cabo de 2 dfas, se

filtra la mezclgAy gc la cvapora hasta soquodad. Se obtienen
\0 M
13,2 g de CTB-Thr-ocp » ¢n forma de un acoite, que se usa

como tal, e
0,9 gramos de I-I—Gly—Try—Me*b~Asp-Phe--l\’!H2 ge disuclven
en 10 cc de dimetilformemida y se mezclan con 0,95 g de

QAc
CTB-Thr-0CcP ¥ 0,2 cc do trietilamina. Se mantiene la

mezcla a 320C durante 5 dfas, se evapora el disolvente en
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vacio; se recoge el residuo con agua y se le cristaliza en
dimetilformamida/acetato de ¢tild) para obtonor un producto
fundente a 183-1859¢, [alfa]%o = -172 (¢ = 1 en dimetilfor-
mamida). 4 OAc ‘

0,6 gramos decl CTB—&hr—Gly—Trthbt—Asp-Phe-NHz, asy
obtenido se dejan repoéar durante 30 minutoé a la temperatura

ambiente, en una solucidn de acido clorhidrico anhidro en

deido acdtico glacial (1,5-n). Por adicion de éter se precipita
QAc
H;Thr-Gly-Try—Met—Asp~Phe—NH2 . HC1
desoomposicién); [alfa]%l = =82 (¢ = 1 en 2cido acetico al
5 B4 5 = 0,51 Leu.
95%)9 1’2 95

fundonte a 1552C (con

Preparacion de log decapéptidos III, IV y V.

0,41 g de H—Pyr—Glu—Asp~Tyr~NHNH2 ,.disueltos en 7 ce
de dimetilformomida, se traten a -202C con 0,75 cc de uvna solu-
cidn 2-n de dcido qlorhiérico anhidro ocn tetrohidrofurano y
lucgo con 0,09 cc de nitrito de butilo tercierio. Al cabo
de 6’minutos, se aﬁadog 0,35'oc de triet%k%mina y una solu-
cidn, enfriada a ~2020, de 0,41 g d¢ H-fhpe(ly-Try-Met-Asp-
Phe—NH2 - HC1l en 2,5 cc dg dimetilformomida. Transcurridos
5 minutos mis, se afiade 0,1 cé de trictilamina y se mantiene
la mezcla 1 hora a -152C y 5 dfac a 02C.  Sc olimina luego el
disolvente en vacio y =c suspendec cl residuo en una solucidn
de dcido citrico. Despuds de evaporacidn hasta sequedad, se

lava con éter y a continuacidn, repetidamente, con acetato de
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; 2 '
etilo. Se obtlenen O ,42 g de H-Pyr-Glu-bs p-Tyr—Thr-GlyhTry-Met—

Asp~Phe-NH, (III), fundente a 2152-2172C (con descomposicidn);
[alfa]D = -?19 (¢ = 1,1 en dimetilformamida): E5;8 = 0;33 Glu,
0,42 gramos de este producto en‘6 cc de piridina
anhidra se aﬁaden,.u temperatura de -102C, a 2 g del complejo
piridina/803; sugpondidos en 10 ce do piridina anhidra., Se
mantiene la mezecla a la temperatura ambiente durante toda una
noche y luego se la vierte en agua & ge trata el residuo con
una solucidn acuosa l-n de hidrdéxido sédico, hasta viraje
persistente a la timol-ftalecina, Procediendo a la purifi-~
cacidn en contrecorriente con el sistema butanol/etanol/écido
aoetico/égua 80 ﬁ6 :16: 128) (80 pasadas, X = 4,3), se obtienen
0,15 g de H—Pyr—élu~Asp— yr~Thr—Gly—TrJ-MLt—Asp—Phe-NH (V);
E1;9 = 0,54 oys(so3ﬂ), 5,8 = 0,41 Glu.
El producto asi obbtenido puede salificarse fdcilmente

con una base orgfnica o inorgdnica, para obtener las sales res-

pectivas.,

EJEMPLO 2

Se proéode a prep§rar el decapéptido V tal como se
ha descrito en el Ejeﬁ@loul, pero substituyendo la prepars-
cidn del tetrapdptido intermediario IX a partir del dipéptido
VIIT por la siguiento: | NH2

Se condensan 2 465 g de CTB~-Glu~0H pasando por

el anhidrido etoxifdrmico mixto (véasé 1z referencia citada
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antes), con 5,71 g do IL Asp—”‘yT"NH-'Nd-CBO * HC1 (preparado

bt

tal como sc ha expucsto cn ¢l Ejemplo 1), So dcja reposar la
mezela reaccional durantc uno noche o .la teamperatura ambiente,
se evapora ol disolvente on vacio y sc disuclve el residuo en
agua y accetato de etilq; Sc separe la capa organica y se la
lava, en frio, con una solucidn 2l 3% dc dcido citrico, con
una solucidn al 5% dc bicarbonato sddico y lucgo con una
solucion al 30% de cloruro sédico, Despuls dec secar sobre
sulfato sddico, e evanor: el disolvente en vacio y se suspen~
de el residuo con étor, Tiltrando la mezcla ¥ (vaporando 81
disolvente hasta sequedad, se obticnen 6,66 g de CTB_Glu,AEZ_
Tyr-NH-NH~CBO, fundente a 173~1752C, Con 1la recristalizecidn
en acetona/éter de petrdleo, el punto dz fusidn no cambia.
[alfa] = =-22,52 (¢ = n dlmetllformaulda)

0,526 8 do CBO—ﬁyr 86 con%%nsagﬁ pasando por el
anhidrido mixto, con lmlirxis oE,%¢ H- (11 Aop~Tyr-NH-NE~CBO . HC1,
obtenido tratando ayp Glu~Asp— Tyr-NA~NH-CBO ©On una solucidn
1,33-n de dcido clorhidrico en dcido aedtico slacial.

Se dcja repocor la mezcla reaccional durante la
noche o la temperaturc wisblente, sc cvapora cl disolvente en
vacio y se suspende ol residuo sdélido, en frio, con wma
solucion al 3% dc deido eftrico. Despuds sc le lava bien con
agua, se le vuelve a sucpcender con acetoto de etilo ¥ dter,
ge Tiltra la mezela ¥ ge cvapora el disolventc hasta sequedad.

Por recristalizacién on motanol, se obticnon 1,35 g de
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CBO-Pyr=Glu-Asp~Tyr-NH-NH~CBO , fundente = 200~2052C, Una

mucstra analitica funde a 205-20792C, [alfa]%o = ~28,38

(¢ = 1 en dimetilformamida).

5. EJEMPILO 3

Se procede a preparar el decapéptido V tal como

se ha descrito en el Bjemplo 1, pero substituyendo la prepa-

racidn del pontapéptido intermediario XI o partir del tetra-
' . péptido X dec la manera siguiente:
1o Se deja reposar a 289C, durante una semana, una
solucién de 8,47 g de CTB~Gly-ONP, 12,08 s de H-Try-Met-Asp-
Phe~NH2 . qu (X); 5,32 cc de trietilamina, 1,34 g de 1,2,4-
triazol y 0,2 cc de feido acético glacial en 60 cc de dimetil-
15. formamida. .

Se filtra la solucidn, se la concentra en vaclo, se

la acidifica en frio con una solucidn saturada de dcido
citrico y se la diluye con agua. Bl precipitado asi obtenido
se lava y se suspendc con éter; se filtre 1o mezcla v se la
20, lava alternativamento‘oon agua y con Ster. Por recrisﬁaliza—
cidn en metanol/acetnto de etilo/étor, se ob¥ienen 11,10 g
de CTB;Gly-Try-Mbthgg:PhemNHZ (XI), fundonte a 1922C (con
descomposicidn). Una Eugéééa amal:i“l;ica‘9 rocristalizada en
dimetilformamida/acetato de etilo/éter, funde a 1969C (con
2'f descomposicidn),
& [alfalZ3 = -27,3¢ (¢ = 1 on dimotilformanida).
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Se agita a 25°C, durante 35 minutos, una suspensidn

de 10,00 g de cTB~Gly-Try-Me%-Aéa:Phe~NH2 en 120 cc do una
solucidn 1,33-n de cloruro de hidrégego en dcido acdtico gla-
cial. Se evapora el disclvente en vacio, sc rocoge el residuo
con éter anhidro, sc le Ffiltra y se le rcoristaliza en metanol/
isopropanol. Se obtienén 8,43 g de H-Gly-Try-Met-Asp-Phe-NH, .
HO1, fundente a 182-1632C (con descomposicidn). [alfa]%z =

=172 (¢ = 1 en dcido acdtico al 95%); B = 0,59 Glu, 0,55 Leu.

1,2

EJEMPLO 4

Se procede a proparar el decapéptido V de la manera
que se ha descrito on el Ejemplo 1, pero substituyendo el paso
de la preparacidn de_V a partir de IIi por el siguiente:

YHp Ohe

1 & 9® H-Pyr-Glu-Asp-Tyr-Thr-Gly-Try-Het-Asp-Phe-NH,
(ITI) en 30 cc de dimctilformamida anhidra se afiade, a ~-102C,
a 15,9 g de un complcjo de pix-idina/SO3 suspendido en 80 cc
de piridina anhidra. Se deja reposer la mezelo durante la noche
a la temperatura ambiente y lucgo se la ovapora en vacio
hasta sequedad. El r .siduo sc disuelve oﬁ 150 ce¢ do la capa
inferior de la mezela butancl normal/ectanocl/agua (5:1:8) y
8o ajusta el pH a 3,2 con hidrdéxido sddico 1l-n.

Se cxtrae la mezcla cinco veces con 100 ce de la
capa superior de ls mczela antes indicada., Sc evaporen los
extractos en vacio y se recoge el residuo con cloroformo,

Lucgo sc filtra la mezcla, se lava el filtrado con cloroformo
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y con éter dictilico y se lc evaepors hasta scquedad. Se obtie-
THy 9803 OAc .
1 !

non 900 mg de HnPyr—GlunASp-Tyr~Thr~Gly»Try~Mot~Asp~Phe-NH2.

Dospués dec hidrdlisis alealina débil do osto producto, seguida

por acidificacidn y oxtraceidn con la capn supcrior del sistema

disolvente antes indicadoe, se obticnon 700 mg del decapéptido

bruto V, fundentc a 2242-2262C (con descomposicidn). El pro-

ducto asi obtenido pucde purificarse por cromatogrefia.

Parmacologia

Se han determinado las acciones biolégicas de los
productos de este énvonto, v principalmente la accidn sobre la
gocrecidn gdstrica, sobre la motilidad colccistica; sobre
las secre.cimes pancredticas, sobre la sccrceidn biliar y
sobre el riego sanguinco arterial. Los rcsultados obtenidos
de estog c¢xperimentos figuran en las tablaes que siguen; en
las cuples la actividad corrcspondiente al producto del
inventv, Pyr-Glu( NH, )—Asp-Tyr (SO 3H) ~Thr-Gly-Try-Hot-Asp-Phe-
NH2 (1), se asume igzual a 100 y se comparay cn peso, con la
ganfrina humana constituida por el polipéptido Pyr-Gly-Pro-
ﬂry~Leue(Glu)5~AlaLTyr¥Gly~Try—Mét~Asp-Phe—NH2 ¥y con el‘

pentapéptido sintético similor a la gastrina (I.C.I. 50,123)

Saeu L.y

CTB- /3 ~Ala-Try-Hot~A6p~Pho-NH, .

Mas particularmente, la tabla 1 indica los valores

correspondientes a las acciones farmacolbégicos siguiontes:




Columna I -

- 18 -

343931

Aceidn sobre la scorecidn clorhidrica: se ho

calculado “in Givo?fbor el aumecnto de volumen

del jugo gdstrico y por la acidez del jugo

segregado, Los prodﬁctos en examen se adminig-

traron vor via subcutdnea on ol perro y en la
'

rata.

Accidn sobre la motilidad colccisticas se ha

calculado in situ sobre el colecisto del cone~
jillo de indias por administracidn endovenosa

de los productos.

Accidn gobre la secrecion bilicr: se ha deter—

minado por el aumento del flujo biliar y de la
concentracidn de colesterol dc la bilis en la
rata, por administracidn endovenosa de los

productos.

Accidn zobre el riego sanguinco arterial: se ha

- determincdo por medio de um flujdmetro ubicado

5.
Columna II ~
10.
‘ Columa III -
1.
Columna IV -
20.

gobre 1o ortoria pancredtico duodenal, después
de administracidn endovenosa dc los productos

en el porro.



, IT IIT Iv ,
Compuestosg Scereclon Motilidad Secrocion | Riego sangui-~
clorhidrica ! colceistica| biliar en | neo arterial
en ¢l. ecn lalen ¢l cone-! 1la rata en el perro
perro ! rata | Jillo de
indias
'Pyr~G1u(NH2)~
Asp—Tyr(SO3H)~
Thr-Gly-Try~—
Mot~Asp—Phe.NH2 100 100 100 100 100
Gostrine humana { 30 2 0.03 2 -
CTBw- /8 = la~Try-
~Mbt-Asp—Phe.NH2 3 2 0.005 0.2 3
En la Tabla 2 sc indica lo dosis activa minima (MD) del

decapéptido Pyr~G1u(NH2)~.AsP-Tyr(so3H)-Thr-.c;ly..mry..M@t..Asp..

Phe-NH_, determinoada’ on dferentes pruchas.

2
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TADLA

A me an -

Pruebas

a de administracion

Secrecidn clorhidrica
estomacal (en el perro)

Secrecidn clorhidrico
estomancal (en la roto)

st + L
Decrecion estomocal
(en la rana)

Secrecidn pancreitica
external (en el perro)

Secrecidn pancredtica
external (en el gato)

Motilidad colecistica
(en el conejillo de
indias)

Secrceidn biliar
(en 1o rata)

Vasodilatacidn del dig
trito ?anoroatico Lo--
denal (en el perro)

Reduccidn de la presidn

sanguinea arterial
(en el perro)

j 1D
|
1
!
100 ng/ke
15 ng/ke
0.0025 ng/ce
3 ng/ke
10 ng/kg
%
0.2 ng/kg
1 1000 ng/kg
4 ng/kg
100 ng/kg

Subecutdnea

cndovenosa

in vitro

cndovenosa

endovenosa

ondovenosa

endovenosa

endovenosa

endovenosa

L 1L ng= 0,001 Ygl



5.

Los productos de este invento pueden emplearse
clinicamente, sobre todo en la colecistografia, en el estimulo
de la mecrecidn pancrodticn y la secrecidn gdstrica, en la
hipertensidn arterial y para alcalinizar ol contenido duodenal

en el caso de ulceras del duodeno.

Estos productos pueden administrarse por via oral
o parenteral, en forma de las composiciones terapéuticas

empleadas de ordinario.

L R . ) - e
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3

Descrito el objeto del presente invento se decla-
ran como nuevas y de,propia invencidn las siguientes reivindi-
caciones con prioridad de la gsolicitud de patente italiana

n® prov, 21224/66 del 9 de Agosto de 1966,

1. Procedimiento para preparar un decapéptido y
sus sales esencialmente para la preparacidn del nuevo deca-
péptido I-piroglutamil-I-glutaminil-Leaspartilelwtirosil-L-
~treonil-glicil-L-triptofanil~L-metionil-L-aspartil-I-
-fenilalanilamida, de sus sales atdxicas, farmacoldgicamente

aceptables, con bases orgdnicas e inorgénicas y de sus deriva-

dos protegidos de la férmula

NH OR OR
12 ||1
H—Pyr—G1u~ASp-Tyr~Thr~G1y-Try-Met-Asp—Phe-NH2
en la que
R es hidrdgeno o un radical sulfurico y

Rl es hidrdégeno o un radical aecilico alifdtico
que tiene de 1 a 4 dtomos de carbono,

caracterizado por condensarse un compuesto de la férmula

Pyr-Glu-Asp-Tyr-agzid
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con un compuesto de la férmula

OAc
!
Thr-Gly—Try—M.et-Asp-Phe-NH2

en la que

Ac  es el radical acf{lico de un dcido alifdtico
que tiene de 1 a 4 dtomos de carbono,
en un disolvente apropiado, y, optativamente, sulfurarse
el decapéptido obtenido de la férmula
N,
H~Pyr-Glu-Asp-Tyr-Thr-Gly~Try-Met-Asp~Phe~NH,

con un complejo anhidro de piridina/anhfdrido sulfirico

¥, optativamente, hidrolizarse en condiciones alcalinas

suaves el decapdptido resultante, de la férmula |
?SO3H éc

H-Pyr=-Glu-Asp=Tyr~m——TIhr-Gly-Try-Met-Asp-Phe~-Ni,

para obtener el decapéptido de la férmula

NH 0s0,H ' OH
P2 3 ¥
Thr-Gly-Try-Met-Asp-Phe~NH,

H-Pyr-Glu-Asp-Tyr

2, Procedimiento para preparar un decapéptido y sus

sales. — s

Segin se describe y reivindica en la presente



e

24

it
H

memoria descriptiva que consta de 24 hojas foliadas y‘

escritas a mdquina por una sola cara.

Madrid, a 8 de Agbsto de 1967

Pe2.
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