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varios restos de asparagina y glutamina estén sustituidos 
por el resto del ácido asparaginico, o bién el resto del 
ácido glutamínico y/o er resto del ácido aspara-cínico por 
el resto asparegina, sos dímeros, especialmente aquerros 
en los cooles 2 secuencias ce pépticos iguales (1 - 32 y

en disposición antipar&lels. vía ios restos cisteín. 
eos 1,7' y 7!l" están enlatados mediante enlace disuli'úri- 
co, y ros derivados de los pépticos menómeros o dimeros 
ssí como los sores de adición de ácido y los complejos de 
los p-éptidos menómeros y dineros mencionados y sus deriva­
dos, y el procedimiento poro la obtención de estos com­
puestos.

Derívenos son, por ejemplo, los amidas, especial­
mente las amidas cm le terminal C , que están sin sustituir 
en el nitrógeno.

Otros derivados de los compuestos mencionados son 
aquellos en los cuales como mínimo el grupo oi-amina está 
seriado, asi como ros desomino^-péptidos correspondientes.

Los grupos acilo para la acilación de ros gru­
pos amino, especialmente para la scilación del grupo N^*- 
amino, son ios restos de ácidos carboxílicos, tales como 
los ácidos carboxílicos alifáticos, aromáticos, aralifáti-t 
eos, heterocíclicos y heterocíclico-alífáticos, especial­
mente de ácidos alcánicos inferiores, mono- o bivalentes, 
tales como er ácido fórmico, el ácido acético, el ácido 
propiónico, los ácidos butíricos, el ácido acrílico, el 
ácido succínico, de los ácidos carboxílicos encíclicas, 

ácidos cicroaiquilcarboxílicos, de ácidostales como los
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carbónicos aromáticos, aonocíciicos, mono o bivalentes 
tales como el ácido benzoico sin sustituir o sustituido,
o el acido itálico, de ácidos aril-aíquilo inferior- ó
-alquenil-carboxílicos, aril-sustituidos, tales como el
ácido fenilocótico, de ácidos heterocíclicos, mono o bi­
valentes, de 5 hasta 6 miembros, sin sustituir o sustituí- . 
dos, con nitrógeno, azufre y/o, oxígeno como heteroátomo, 
talen como los ácidos piridincarbexílicos, los ácidos
tiofencarboxíiic os, o de ácidos heterociciil-alcániaos
feriares, tales 
dazolilacético,

como el ácido piridilacético, el ácido 
donde los sustituyentes de los anillos

in-
itai-
son

por ejemplo, átomos ce halógeno, grupos nitro, grupos de 
alquilo inferior o alcoxi inferior 6 carbalcoxi inferior. 
Además son de mencionar, como restos acílo, ante todo, los 
restos acilo de aminoácidos, especialmente de los ci-amino­
ácidos, tales como, por ejemplo, el resto piroglutamilico, 
además, los restos acílicos que se derivan del ácido car­
bónico o del ácido tiocarbónico, o biian sus ásteres o ami­
das, por ejemplo, los grupos alquiloxi inferior-carbonilo, 
tales como el etoxicarbonilo, el terc.-butiloxicarbonilo, 
además el benciloxicarbonilo, sin sustituir o sustituido 
como acriba indicado, carbamoilo y tiocarbamoilo, así como'" 
el carbamoilo y tiocarbamoilo N-sustituido, por ejemplo, 
el N--slquilo inj.erior-csrbamoilo, N-fenilcarbamoilo, N-fe- 
nil-tiocarbamoilo.

Como sales -de adición de ácido son do mencionar, 
especialmente, las sales de los ácidos de aplicación tera­
péutica, toles como el ácido clorhídrico, el ácido acéti-



00, el ácido sulfúrico, el ácido fosfórico y los ácidos 
^ulíondeos, toles coso los ácidos alesna ínfer-icT-sulfúni­
cos, el ácido benceno— . o toluenosulfónico.

Boje, complejos se entienden los compuestos, e.n 
su estructuro s m  aclarar totalmente, que se forman el 
sgregar ci'-rtos prouuctas orgánicos o inorgánicos o los 
pépticos de cadenas largas y le confieren a éste un erecto 
prolongados-. Tales productos se describen, por ejemplo, pa­
ra la insulina y para la JSCTS y otros pépticos de eficacia 
adrenocorticotruprca. Son de menóionsr, por ejemplo, los 
compuestos inorgánicos que se deriven de ios metales, ta­
les como el calcio, el magnesio, el aluminio, el cobalto 
y especialmente del cinc, ante todo las sales de difícil 
solubilidad, tales como los fosfatos, pirofosfatos y poli- 
fosfatos, ssí como ios hidróxidos de estos metales, en casi: 
dado en combinación con sustancias orgánicas ácidas, por 
ejemplo, polisacáridos que contienen grupos ácidos, tales- 
corno la celulosa carboximetílica, o el acido tánico, el 
ácio.o poligiutámico o ia gelatina parcialmente hidrolisa" 
da, además, los poiiíosfatos de metal alcalino, tales como 
por ejemplo, "Calgon N", "Calgon 322","Galgón 188" ó "Po- 
lironB 12'\ Las sustancias organices que producen una pro­
longación del efecto son, por ejemplo, las gelatinas no en- 
tígenas, por ejemplo, la polioxigeiatins, la polivinilpir.ro 
lidona y la celulosa carboximetílica, además, los sulfo- 
natos o fosfatos del ácido alginico, dextrano, polifenoles 
y polialcoholes, ante todo el poliforetinfosfato y el áci- 
no fitinico, así como los pclíaieros y copolímrros de los
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Los nuevos compuestas muestran un efectos hipo- 

calcémico. Asi muestre eí amida con terminal C del compuos-
5. to de fórmula I, en la rata, úna actividad de aproximada­

mente ICO -- 200 unidades MRC por mg (péptído) en el ensopo 
descrito por Kumar et al., J. Endocrinology 33, /1$65/,
470. Los nuevos compuestos bajan eí contenido del ,
calcio y fosfato en el plasma sanguíneo de los mamíferos, 

10t tal y como se demostró mediante ensayos en ratas de 30 -
130' g de peso. En ros pacientes con metabolismo óseo aumen­
tado bajan el nivel de calcio en la sangre en administra­
ción intravenosa, intramuscular o subcutánea de 0,01 has­
ta 5 mg, por ejemplo, en tampón de acetato 0,1-m del pH 

15. 4,6. P„r lo tantqée pueden emplear para el tratamiento de
hipercalceaias y de enfermedades óseas, tales como el 
Paget's disease o la osteoporosis.

Los compuestos de fórmula I con grupo carhoxilo 
C-terminal libre son de por si poco activos, pero se pae-

20. den emplear como prodúceos intermedios o de partida para la
preparación de compuestos activos. Asi se pueden transicr- 
mas, por ejempro, en ia correspondiente Asp Pro" "-di a mida
que es igual de eficaz como la calcitonina M, por ejemplo, 
transformando el producto de fórmula I mediante terc.butil- 

25. oxicarbonilazida en el producto ,N^-di-BOC protegido,
formando después con amoniaco, en presencia de diciclohexil- 
carbodiimida e hidroxisuccínimida, la ¿¡lamida y finalmente 
disociando los grupos BOC con ácido, por ejemplo, ácido cicr;



hidrico o ácido triij.uoracótico^
El procedimiento según la presente invención pe­

ra la obtención os los nuevos péptidos monomeros o dímeros, 
sus derivados, sus sores de adición de ácido y complejos 

5. se caracteriza porque
1. en los compuestos dekórmula I, o log mencionados aná­
logos, o derivados, o dimeros de estos compuestos, en cu­
yos compuestos como mínimo un grupo omino, o un grupo car- 
boxilo está protegido por un grupo .protector disociadle,

10. el (los) grupo(s) protectores se dísocia(n), ó
2. los compuestos de fórmula II

H-Gys-Giy-1 sn-Le u-Ser-'ihi'-Cys-Met-Leu-Gly-Tbr-Iyr- 
Thr-Gln-A sp-Fhe-íi sn-Lys-Phe-Eis-Tbr-Fhe-Pro-Gln- 
Tbr-Jj le -I i c -Giy-V s 1 -G ly-A ls-Pr o-OH II

1$. o los mencionados análogos o derivados, donde los grupos 
mer-c&pto estén libres o protegidos per el grupo tritilo, 
se oxidan a disuifuros, ó
3. los compuestos de fórmulas III ó I?

S ------------------------
CHp
}

R-CH-GG-Gly-i) sn-Le u-Ser-Thr-Cys-OE
III

CU.
R-CH-CO-GIy-1sn-Le u-S er-Thr-Cys-á

I?

20 en los que á significa 1 hasta 21 de los restos de ácido 
amínioo que siguen a Cysteins' con grupo amino de cadena 
lateral,en caso dado protegido, y E significa hidrógeno o 
un radical amino acilado, se condensan con la restante se**
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cuencia C-terminar del péptido con grupo 'amino de ceden:! 
lateral, en caso dado protegido, hasta el aminoácido C-ter- 
minol (L-prolinc) según los métodos conocidos en la sínte­
sis de los péptidos, bajo j.a condición de que se emplea
un método que parte de un grupo acido carboxílico activa­
do, tal como el método asida, el método anhídrido o el mé­
todo de los ásteres activados, cuando la secuencia C-termi- 
nal muestra un grupo carooxilo libre, y, si se desea, los 
compuestos monómeros obtenidos se transforman en sus díme- 
ros o los péptidos monomerps o dímsros libres se transfor­
man en sus derivados y/o sales ¿e adición de ácido o com­
plejos*

Para la obtención de los productos üe partidâ , 
para la primera variante del procedimiento según la presen­
te invención,.asi como también de todos ios productos inter­
medios necesarios en las tres variantes del procedimiento, 
entran en consideración como grupos protectores especial­
mente los conocióos por la síntesis de los péptidos de ca­

dena larga, asi como algunos grupos protectores nuevos que 
se pueden disociar fácilmente, por ejemplo, por hidrólisis, 
reducción, aminólisis o hiórasinólisis.

.Asi se emplean, por ejemplo, como grupos protec­
tores para los grupos amino los grupos ecilo o aralqullo, 
tales como los grupos formilo, trifluoracetilo, ftaloilo, 
bencenosulf onilo, p-toluenosulfonilo, o-nitrofenilsulfeni- 
io, 2,4-dinitrofenilsulfenilo (estos radicales sulí'enilo 
pueden disociarse también por j.os efectos de reactivos nu- 
cbófilos, por.ejemplo, sulfitos, tiosuliatos, véase la pa-
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grupos arquilo inferior o aicoxi inferior, o grupos colores 
dores, por ejemplo, grupos sacíeos, en los cueles el grupo 
metileno puede estar sustituido por otro resto arilo y/o

ciloxicarbonilo, ¿-tolil-isopropiloxicarbonilo y, especraí-

licitud 1073/67 (Case 6106^7, así como los grupos oxicarbc- 
Rilo alifáticos, tales como el adamantiloxicarbonilo, ci-

oxicarboRÍlo o, ante todo, tere.—butiloxicarbonilo.
Los grupos amino pueden protegerse también median­

te formación de enaminas, obtenidas por reacción del grupo 
amino con 1,3-dicetonas, por ejemplo, benzoilacetona, sce- 

tilscetona o dimedona.

Los grupos amida o hidrazida pueden estar, en caso dado,

mente, 2-(p-bifenilii)-isopropiloxicarbonilo /véase la so--

20

Los radicales carboxilo se protegen, por ejemplo, 
mediante formación de amida o hidrazida o por estenficacr C".
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sustituidos, el grupo amidc, por ejeapio,- por el grupo 

3;4-ái:se6oxibeaciio 6 bis-(p-metoxifenilo)-aetilo, el
grupo hidrazida, por ejemplo, por el grupo ccrbobenzoxi, 
si grupo.tricj-oroetiroxicarbonilo, el grupo trifluoraceti- 
lo, el grupo tritilo, el grupo terc.-butiloxicarbonilo o 
el grupo ¿-(p-bifenilil)-isopropiloxicarbonilo. Fara le 
estcrificación son adecuados, por ejemplo, los aleóneles 
inferiores, en ceso dado sustituidos, tales comó el metanol, 
etanol, cionmetilalcohol, bensoilmetilalcohol o, especial­
mente, el terc.butanol, además, los sraloanoles, tales como 
los arilo inferior-alcanoles, por ejemplo, los arcoholes 
bencílicos o benshidrílidos, en caso dado sustituidos por 
radicales alquilo inferior o alcoxi inferior, o átomos de 
halógeno, tales como el alcohol p-nitrobencílioo, el alco­
hol p-metoxibencílico o el alcohol 2,4,6-trimetilbencílico, 
los fenoles y tiofenoles, en caso dado sustituidos por sus-
tituyentes atraedores de electrones, tales como el tioí'e-

tio
nol, el tiocresol, el p-nitrpíenol, el 2,4,3- y 2,4,6-tri- 
olorofenol, el pentaclorofenol, el p-nitrofenol, el 2,4- 
dinitrofenol, el p-cianofenol o el p-met'anolsulfonilíenol, 
además, por ejemplo, la N-hidroxisuccinimida, la N-hidro- 
xiftalimida, la N-hidroxipiperidina, la 8-hidroxiquinolins.

Los radicales hidroxi de los roscos de la serina, 
treonina y tirosina se pued.en proteger, por ejemplo, median­
te esterificaciún o eterización. Como restos acilicos 
la esterificsción son,adecuados los restos de aloanoilo in­
ferior, tales como el acctilo, los restos aroilo, tales co­
mo el bsnzoiio y, ante todo, los restos que se derivan del
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se ¿ao c.¡rbónico. cocio el benci 1 oxicarboni 1 o o etiloxi-
carbonilo. Grupos adecuados p&rs la eterización son, per
ájeselo, los restos bencilo, tetrahidropirsnilo ó terc.- 
butilo. fidemás, son adecuados para lo protección de los ra­
dicales hidroxilo, los grupos 2,2,2-trifluor-l-terc.butil- 
oxicsrbonilamino o -l-bcnciloxicsrbonilsminoetilo (Wey- 
gsnd) (descritos en 3er. 100 (1967), 3838 - 3849).
Los radicales hidroxiio no necesitan, sin embargo, ser for­
zosamente protegidos,

Los radicales mercapto de los restos cisterna se 
protegen, por ejemplo, por acilizsción o alquilización. 
.Adecuado para la aciiisación es, por ejemplo, el resto 
acetila o benzeilo, un resto alquilo inferior-cerbamoilo, 
por ejemplo, el resto etilcsrbamoilo, o el resto carbo&en- 
zoxi, en caso dado sustituido. Para la arquilización son, 
por ejemplo, adecuados el resto terc.butil- o benciltioms- 
tilo o los grupos arilmetilo, en caso dado sustituidos, 
tales como el bencilo, el p-nitrobencilo, el..rdifenilmetilo, 
el dimetoxibenzhidrilo o el tritilo, además, el fenílciclo- 
hexilo, el tienil(2)-ciclohexilo y otros más, véase Ber.
101 (1968), 681. No es imprescindible proteger el grupo 
imino de la histidina, pero puede ser ventajoso protegerle, 
por ejemplo, por bencilo, tritilo, carbobenzoxi, adamantil- 
oxicarbonilo o los grupos de Neygand arriba indicados.

Preferentemente se emplea en la primera variante 
del procedimiento según la presente invención, para la pro­
tección del grupo carooxilo de la cadena lateral y en caso 
dado el grupo carboxilo terminal, el grupo terc.butiiéster, 
para la protección del grupo amino de la cadena lateral, el
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grupo terc.butiloxicarbonilo, para les grupos hRSroxrio de 

los restos serina, treonina y tirosina, siempre que estos 
se hayan de proteger, el grupo terc.butiléter y^ si se de­
sea, pora ¿a protección de la histidina, el grupo 2,¿,¿—tri- 
fluor-i-terc.butiloxi-carüonilaminoetilo. Todos estos gru­
pos protectores se pueden disociar, si se deseo, en ono__sq- 
la etapa medianteohidrórisis ácido, por ejemplo, mediante 
ácido trifluoracético o ácido clorhídrico, ál sintetizar
el dotriac.ontapéptido protegido, empleado en le primera va­
riante del procedimiento como producto de partida, emplean­
do grupos protectores disociables con ácido trií'iuoracético . 
o ácido clorhídrico, se protegen los grupos mercapto, proe 
ferentemente por bencilo o tritilo. Los radicales S-tritrro 
se pueden disociar selectivamente del péptido protegido en 
solución orgánica (bajo mantenimiento de los grupos disocia­
bles con ácido trii'luoracético) con mercuriacetato e hidró- , 
geno sulfurado. Los radicales 8—bencílicos se pueden oiso—  ̂
ciar selectivamente del péptido protegido con sodio en ;;
amoniaco líquido. En ambos casos se obtiene el péptido
protegido con radiales mercapto libres. Estos se pueden ¡.!
oxidar al disulfuro protegido, por ejemplo, con ácido acé- i

i
tico glacial con yodo, con diyodoetsno o dirodsno en disol- : 
ventos orgánicos o con oxígeno del aire en amoniaco liquido.^ 
Es especialmente sentajoso proteger los grupos mercapto con . 
grupos tritilo y retirar éstos del péptido protegido, bajo ; 
formación simultánea del puente disulfárict\ con yodo en me- 
tanol; véase la solicitud suiza na 6999/68 (Case 6461).
La formación del anillo disulíórico se puede realizar en



tos c i s t e i n ? ,  por ejemplo, del ¿eospéptido 1 -1 0 , .  o en la

etapa del dctriacontapcptido.
En le segunda variante del procedimiento,. según 

la presente invención^se puede preparar el péptido de ca­
dena abierto, eapicado como producto de partida, preferen­
temente asimismo con los grupos protectores mencionados en 
la variante primera. Los grupos S-tritilo se pueden retirar 
con ácido trífluoracético y oxidar el péptido libre, de ca­
dena abierta, en farsa en si conocida oon íerricisnuro po­
tásico en solución acuosa o con yodo o con aire en amonía­
co líquido. Pero también se pueden retirar los grupos tri- 
tilo según el procedimiento arriba mencionado, con yodo 
y met8ROl,b3jo formación simultánea del áisulfuro.

Para la preparación de los derivados N-acíiicos 
se puede emplear el grupo acilo como grupo protector sai­
no,

Los péptidos monómeros obtenidos se pueden trans­
formar ulteriorsíente, en forma en si conocida, en sus dine­
ros y viceversa y/o los péptidos monomeros o dineros en 
sus derivados, sales de adición de ácidos y/o complejos.
Las transformaciones ulteriores se pueden realizar en se­
cuencia conveniente, individualmente o en combinación.

La transformación de los compuestos monómeros ob­
tenidos en compuestos dimeros se eíectua, por ejemplo, 
mediante tratamiento con compuestos mercante en medio neu­
tro o débilmente ácido, por ejemplo,mediante tratamiento 
con hídrocioruro de cisterna. Los compuestos dímeros se 
pueden transformar bajo condiciones básicas, por ejemplo,
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con amoniaco diruido. en los compuestas monómeros.
Pora lo obtención de derivados aoílicos se pue­

de N'-aciiar el péptido libre en formo usual, por ejemplo, 
mediante reacción con un anhídrido mixto que contengo el 
resto acilo correspondiente o asida o, ante todo, con 
un áster activado, tal como el áster de ienilo o el áster 
de fenilo sustituido. La acilización se puede realizar, si
se desea, en forma selectiva, de manera que solamente se 
acile el grupo -amino.

La formación de las sales de adición de ácido se 
realiza en forma conocida.

Tamoién la formación de los complejos se efectúa 
según métodos conocidos o equivalentes s éstos.

Los comprejos con productos inorgánicos, tales 
como los compuestos metálicos de difícil solubilidad, por 
ejemplo, los compuestos de aiusiinio o de cinc, se efectúan 
preferentemente en forma análoga a como se conoce para el 
ÜCTR, por ejemplo, mediante reacción con una sal soluble 
del metal correspondiente, por ejemplo, cloruro de cinc o 
sulfato de cinc, y precipitación con un fosfato de metal 
alcalino y/o hidróxido alcalino. Los complejos con compues­
tos orgánicos, tales como la polioxigelatina, celulosa car- 
boximetíiica, poiivinilpirroridons, polif'loretinfosfato, 
ácido poliglutámico, etc., se obtiene mezclando estas sus­
tancias con el péptico en solución acuosa. En igual forma 
se pueden preparar también los compuestos insolubles con 
polifosfatos de metal alcalino.

La invención se refiere también a aquellas formas
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áe ejecución deí procedimiento en los cuales se parte de 
un producto intermedio, que se obtiene en cualquier etapa 
¿el procedimiento, y se rearinan los etapas ¿el procedi­
miento que faltan o el procedimiento se interrumpe en cual­
quier etapa y/o un producto ¿e partida se forma "in situ" 
y/o se emplee en forma ¿o una cal.

Los péptidos empleados como productos de partido 
se obtienen si ios aminoácidos, si es necesario o si se 
desea, bajo empleo ce grupos protectores fácilmente diso­
ciables, se enlasan en la secuencia mencionada, individual­
mente o después de haber formado unidades de péptidos más 
pequeñas, formándose, en caso dado, en una etapa adecuada, 
la síntesis del puente disulí'úrico. Se trabaja conveniente­
mente según, los métodos de enlace adecuados para la obten­
ción de péptidos de cadena larga, teniendo en considera­
ción el puente disuiíúrico, tal y como se conoce por la li­
teratura.

El enlace de las unidades aminoácido y/o péptido 
se efectúa, por ejeGtpio, haciendo reaccionar un aminoácido 
o un péptido con ei radical ¡%,-amino protegido y grupo car­
boxilo terminal activado, con un aminoácido o un péptidp 
con grupo d-smino libre y grupo carboxilo terminal libre 
o protegido, por ejemplo, esterificado o amidado, o reac­
cionando un aminoácido o un péptido con un grupo d-amino 
activado y radical carboxilo terminal protegido con un ami­
noácido o con un péptido con grupo carboxilo terminal li­
bre y grupo d-amino protegido. El gru,.o carboxilo se pue­
de activar, por ejemplo, mediante transformación en un azi-
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de-, snhiarido, iaícazolido de ácido, o en un áster activg- 
do, tal como el áster cianmctilico, áster tiofeaílioo, ás­
ter p-nitrotiofenilico, áster tiocresílico, áster p-meta- 
nosulfofenilico, áster p-nitrofenilico, áster 2,4-diníi..ro- 
fenilico, áster 2,4,p- 6 2,4,6-triciorofenilico, áster pen- 
taclorofonílico, áster N-híaroxisuccínimidico, áster N-hi- 
droxiitalimídico, áster 8-hidroxiquinolinico, áster N-hi- 
droxipiperidínico, o Mediante reacción con una carbodiic.ida
(en ceso dado bajo adición de N-hidroxi-succinimida), ó N- 
N^-carbonildiimidazol, o sol isoxazolinica, por ejemplo, 
el reactivo de Yíood̂ ard, el grupo amino, por Ejemplo, por 
reacción con un fosfito. Gomo métodos más usuales son de 
mencionar el método carbodiimida, el método según Weygand- 
Y/ünsch (carbodiimida en presencia de N-hidroxisuccinipu.da), 
el método asida, el método de los ásteres activados y el 
método anhídrido, además el método según Merrifield y el 
método de los R-carboxi-anhidridos o de los N-tíocarboxian-
hidridos.

Además de la obtención de los productos finares 
representa también la obtención de los productos de parti­
da, ante todo de la fracción del péptido que contiene el 
puente disulfúrico y su enlace con la parte restante del 
péptido, un objeto especial de la invención. Se ha descu-.- 
bjjerto que es ventajoso partir de una secuencia que compren­
da los primeros 10 aminoácidos N-terminales y condensar 
con este término N toda la secuencia restante.

Pero también se puede enlazar la mencionada se­
cuencia N-terminal con el fragmento hasta el 28 aminoácido
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(glicina) con grupo carboxilo C-terminal y condensar oi 
octso osapépt id o con er tetrapéptido cié loa aminoácidos 
29 - 3S. Este proceder es también especialmente adecuado 
poro la preparación de los ásteres C-termlnales, por ejenpl-: 
de aquellos que se derivan de alcandés de cadena larga, o 
paro la preparación de las amidas C-terminales N-sustítui-
das. la condensación se realiza, por ejemplo, según mé­
todo de Weyganá-Wítnsch, En caso de que se realice lo conden­
sación de la secuencia 1-10 con la secuencia G-terminai 11 -
$2, se emplea preferentemente el.método carbodiimida o el 
método según Weygand-Wünsch.

á continuación se explica con más detalle la pre­
paración del decapéptido N-terminal (1 - 10).

Se puede sintetizar, por ejemplo, de las secuen­
cias 1-4 y 5-10 ó 1-5 y 6-10 6 1-6 y 7-10 ó 1-7 y 8-10, 
tal y como se aprecia de las figuras 1 - 8; pero también 
se pueden emplear otras fracciones para &a sintetisación 
de la secuencia 1-10.

Como grupo protector para el grupo oí-amino en 
la cisterna*** se emplea preferentemente el grupo terc.butil'-' 
oxicarbonilo o un grupo equivalente, disociable por hidró­
lisis ócida, o, cuando se ha de preparar un dotriacontapép- 
tido N^-acilado, el correspondiente grupo acilo, por ejem­
plo, acetilo. Idemás se emplean convenientemente como gru­
pos protectores de mercapto aquellos que se pueden disociar 
selectivamente en comparación con el grupo protector 
mino disociadle por hidrólisis ácida (por ejpmplo, el grupo 
terc.butiloxicarbonilo), por ejemplo, el grupo bencilo o
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no necesita necesariamente ser protegido, por ejemplo, no 
otando la'condensación se realiza según el método azida o 
anhídrido. J&ste grupo se puede proteger sin embargo, t03'.bí& 
mediante estarifioación, como arriba indicado, por ejemplo, 
mediante estarificación con metano! o etanol (disociación 
del grupo áster con lejía sódica diluida) o con alcohol 
bencílico o análogos (disociación del grupo áster, por 
ejemplo, con sodio en amoniaco líquido). La protección del 
grupo amino de los productos intermedios se efectúa medien­
te los grupos^.protcctores usuales, por ejemplo, carbabenzo- 
xi, tritila, terc.butiioxicarooniío 6 ¿-(p-bifeniiil)-isc— 
propiloxicarbonilo. Los grupos carboxilo de los proauctos 
intermedios, se esterificon, si es necesario, en la .formo
usual.Los grupos hidroxi del resto serina y treonina se 
protegen por eterización, por ejemplo, con terc.butanol o
equivalentes.

En las figuras a continuación y en los ejemplos
significa:
1) el método azido
2) el método de los anhídridos mixtos
3) el método de ios ásteres activados, especialmente el 

áster p-nifrofenilico (ONP) o el áster hidroxisuccín- 
itnido (OSU)

4) el método carbodiimida
5) el método según Weygand-'tVHnsch
BOO terc.butiioxicarEionilo
DPC 2-(p-bifeniíil)-isopropiloxieerbonilo



z carbobenzoxi
TRI tritilo
Bzl bencilo
OtBu tere.butiléster
OBzl benciléster
ONB p-ni trobencíléster
ONP p-nitrofeniléster
OMe metiléster
OBt etiléster
OOP 2,4, í?-tr ic 1 or of enilés t er
tBu tere.butiléter

acetilo
Bmp ^Y^erc a pt op:r opi onilo
TFá ácido trifruoracético

Los grupos p-nitrobeneilés t er y benciléster se di­
socien, en Iss secuencias que contienen metionina, con sodio 
en amoniaco liquido, en otros casos por hidrogenólisis en 
presencia de carbón de palaáio, el grupo carbobenzoxi asi­
mismo por hidrogenólisis, el grupo N-tritilo con ácido acé­
tico acuoso, el grupo terc.butiloxieerbonilo con ácido 
trifluoracético, el grupo dií'enilisopropiloxicarbonilo con 
ácido acético acuoso o, por ejemplo, con una mezcla de áci­
do acético glacial, ácido fórmico (al 82,8 %) y agua (7:1: 
2), como descrito en la solicitud suiza 1073/67 (case 610ü) 
El p-nitrobenciléster o el metiléster se puede transformar 
con hidrato de hidrazina en la hidrazida. Con lejía sódica 
diluida se hidroiiza el grupo metiléster. El tere.butilos-



ter se disocia coa ácido trifiuoracétioo, asimismo el tere.- 
butiléter. Los grupos S-tritilo se retiran con mercm-iacet?- 
to e hidrógeno sulfatado, el grupo S-bencíiico con sodio 
en amoniaco liquido, disociándose simultáneamente los gru­
pos benciíéster o p-nitrobenciléster en caso dado existentes 
El cierre de anillo al.,ú isulfuro se efectúa, por ejemplo,
por oxidación con 1,2-áiycdoetano, el de los compuestos con 
S-tritilo protegido con yodo en metsnol.

La secuencia C-terminal,a enlosar con la secuen­
cia N-terminal, y que comprende ios aminoácidos 11 hasta 
32 o bien 11 hasta 28 se compone, por ejemplo, de las se­
cuencias 11-16 17-20, 21-28 y 29-32, tal y como ¡nuestra
la figura 9.

En este esquema están protegidos los grupos hidr 
xilo de los restos treonina y del resto tirosina, este, sin 
embargo,no es imprescindible. También se pueden reunir cn-

0-

tre si otras secuencias parciales y emplear otros grupos
protectores.

La figura 10 muestra la constitución dou. hexapep— 
tido (en forma del hidrazida) de los aminoácidos 11-16. Eo- j 
te se puede enlazar según el método azida con la secuencia ¡
17 - 28 ó 17 - 3¿.

La secuencia 17 - 28 se puede sintetizar según 
el método azida de ios fragmentos 17-20 y 21-28.

La figura 11 muestra la síntesis del hidrazida 
de tetrapéptido de los-aminoácidos 17-20, la figura 12 la 
sintetización del ootapóptido 21-28. Después del enlace de 
las dos secuencias se disocia el grupD protector c(-stnino 
(el grupo carbobenzoxi por hidrogenólisis en presencia de
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carbón de paladio) y el doaecapóptido obten; 
laterales protegidas se condense según el a 
el hidrasids del hexapéptido 11 - 16 (Fig.

la secuencia 11 - 28 así obtenida

ido con cad 
.étodo azida 
10).
se pueae em a ­

zar con el amida del tetrapéptióo de los aminoácidos 29 -
$2, cuya obtención se muestra en i¡:a figura 1 3 , por ejemplo-, 
según el método de Weygand-Wünsch. Se obtiene entonces el 
amida del decosapéptióo 11 - 32 protegido. De este se pue­
de disociar el grupo protector c¿-amino (carbobensoxi, por 
ejemplo, hidrogenoiíticamente, DFC con ácido acético al 90y 
o ácido acético glacial-ácido fórmico (al 82,8 %) - agua 
(7:1:2) y enlazar el compuesto así obtenido con grupo 
(A -amino libre, aespués de retirar el ácido acético, con 
el decapéptido N-terminai (Fig. 1 - 8) ,  por ejemplo^según 
el método de los anhídridos mixtos, de los ásteres activa­
dos (OSU) o según Weygand-Wünsch. -

Pero también se puede enlazar la secuencia 11-28 
con grupo carbcxilo C-terminal libre, después de disociar 
el grupo protector cí-amino en la forma mencionada, con 
el decapéptido N-terminal^según el método de los anhídridos 
mixtos y condensar el producto así obtenido con el tetra- 
péptido-amida 29 - 32, por ejemplo, según Weygand-Wünsch.

Otra posibilidad de sintetizar la secuencia 11-32 
C-terminal consiste, por ejemplo, en componerla de les se­
cuencias parciales 11 - 19 y 20 - 32, que se muestran en 
figuras 14 y 15, preferentemente según el método de los an­
hídridos mixtos o según Weygand-Wünsch.
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Según el esquema de le figure 13 se pn 
rer también la secuencia C-terminsl con grupo cs- 
bre. En este caso no se disocia, por ejemplo, el 
tere.butiléster existente en el aminoácido 32 y 
formo en ei grupo suido, sino que se le mantiene 
etapa J. La condensación de la secuencia 20 - $2

.00 &
rboxilo li- 
grupo 
se tinas-- 
hasta la 
con grupo

carboxiio libre C-terminal con-.la secuencia 11 - 19 de la 
figura 14 se efectúa, por ejemplo, según er método de ros 
anhídridos mixtos, asimismo el enlace de la secuencia 11 - 
$2,así obtenida, con la secuencia 1 - 1 0  N-terminal.

Del dotriacontapéptido-amida protegido se diso­
cian ios grupos protectores, por ejemplo, con ácido tri- 
f'luoracético o conaddo clorhídrico concentrado.

El dotriacontapéptido con grupos SU libres o pro­
tegidos con tritilo, a emplear pana el procedimiento según 
la variante 2)¿se puede preparar en forma análoga como el 
dotriacontapéptido protegido arriba descrito, con la dife­
rencia de que ios grupos SH protegidos se mantienen hasta 
el final de la síntesis. Solo después de que se hayan reti­
rado todos los demás grupos protectores del dotriacontapép­
tido protegido se disocian los grupos protectores SH o bien 
se oxida el compuesto protegido con tritilo directamente 
como arriba descrito.

El procedimiento según la variante 3) es especial­
mente adecuado para la preparación de productos finales en 
los cuales están adiados er grupo c(.-amino y el grupo ami­
no de cadena lateral. El decapéptido N*^*-adiado se puede 
preparar, por ejemplo, según la figura 5 K; pero también se
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puede encoger cono grupo protector amino,desde un princi­
pio, el grupo sello s mantener. Los métodos ae sintetiza- 
cion corresponden s los arrias descritos.

Según el nodo de trabajo se obtienen los nuevos 
compuestos en forma de bases o de sus sales. De las sales 
se pueden obtener las bases en forme en si conocida. De 
éstas últimas, a su vez, se pueden obtener,mediante reacció* 
con ácidos que son adecuados para la obtención de sales de 
aplicación terapéutica, las sales, tales coato, por e,jem-

ÍP ,pío, aquellas con-.ácidos ̂ orgánicos, tales como los hidrá- 
cidos haiogenados, por ejemplo, el ácido clorhídrico o el 
ácido bromhídrico, el ácido perclórico, el ácido nítrico, 
el ácido tiociánico, los ácidos sulfúricos o fosfóricos, 
o los ácidos orgánicos, tales como el ácido fórmico, acé­
tico, propiúnico, giicólico, láctico, pirúvico, c-xálico, 
malóico, succínico, maiéico, fumárico, mélico, tártrico, 
cítrico, ascórbico, hidroximaléico, dihidroxímaléico, ben­
zoico, feniiacético, 4-aminobenzoico, 4-hidroxibenzóico, 
antranílico, cinámico, mandélico, salicílico, 4-sminos3li- 
cílico, 2-fenoxibenzóico, 2-acetoxibenzóico, metanosulfóni- 
co, eranosulfónico, hidioxietanosulfónico, bencenosulfónico 
p-toluenosulfónico, naftaiinsuifónico o sulfaníiico.

Los péptidoŝ , obtenidos según ei presente procedi­
miento, se puncen emplear en forma de preparados farmacéuti­
cos. Estos contienen ios péptidos en mezcla con un exci­
piente orgánico o inorgánico, farmacéutico, adecuado para 
la aplicación enteral o parenteral. Como tales entran aque­
llos productos en consideración que no reaccionan con los
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polipéptiüos tales coso, por ejemplo, lo gelatina, 
glucosa, sal común, fácula, estearato de magnesio,

lactosa, 
talco,

los aceites vegetales, los alcoholes henoilio os, la goma, 
los gliüoies poiiaíquii&aieos, la vaselina, la colesterina 
y otros excipientes meaic.ionales conocidos. Los preparados 
farmacéuticos se pueden presentar, por ejemplo, como liofi 
lizadoío en forma liquida, como soluciones, suspensiones 
o emulsiones. En caso dado estarán esterilizados y/o con­
tendrán adyuvantes, tales como agentes de conservación, 
estabilización, humectación o emulsión. .Asimismo pueden con­
tener otros materiares terapéuticamente valisos.

La invención se describe en los ejemplos siguien­
tes. Las temperaturas están indicadas en grados centígra­

dos.
En la cromatografía de capa delgada se emplean 

los siguientes sistemas:
Sistema 37 : n-butanoi-piridins-agua (46:31:23)

" 43á : alcohol terc.amilico-isopropanol-agua
(100:40:10)

" 43C : alcohol terc.amilico-isopropanol-agua
(51:21:28)

43E : alcohol terc.amilico-isopropanol-agua
(32:32:36)

45 : sec.butanol-amoniaco acuoso al 3% (70í30)
52 : n-butanol-ácido acético glacial-agua

(75:7,5:¿1)
52Ĵ : n-butsnol-i-ácido acético glacial-agua

(67:10:23)
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Sistesa $3

" 70

" 79
" 87

" 89
" 96

100

" 101

1017i

102Z

102E

104

107
lio

115

121J5

n-butanoi-acido fórmico-agus 
(60:0,75:39)
acetato de etilo-piridina—agua 
(40:20:40)

n-butanol-pirioiDS-agua (34:33:33) 
isopropanol-ácido fórnico-sgaa 
(77:4:19)
éster scético-acetona-agua (72:24:4) 
sec.butanol-ácido acético glacial-agua 
( 6 7 : 1 0 : 2 3 )

acetato de etilo—piridina-écido acético 
glacial-agua (62:21:6:11) 
n-butanol-piridina-ácido acético glacial- 
sgua (38:24:8:30)
n-butanol-piridina-écido acético glacial- 
agua (42:24:4:30)

acetato de etilo-metiletilcetona-ácido fér- 
mico-agua (50:30:10:10) 
éster acético-metiletilcetona-ácido acéti­
co glacial-agua (50:30:10:10) 

cloroformo-metanol-amoniaco acuoso ai 17% 
(41:41:18)

acetato de etilo-piridina-agus (49:24:2?) 
acetato de etilo-n-butenol-piridina-ációo 
acético glacial-agus (42:21:21:6:10) 
acetato de etilo-piridina-ácido fórmico- 
egua (63:21:10:6)
isopropanol-a¡aoniaco(al 26 %)-agus 
(85:5=10)
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2 : benceno-etanol ($0:10)
3 : bañeeno-etanol (93:5)
4 : alcohol n-a milico-ácido fórmico-agua

(70:¿0:10)
5 : n-butauol-ácido scético-agoa (65,6:16,7:16,7)
6 : n-butanoi-piridins-ácido acético-agua

(66,6:12,3:4,2:16,7)
7 : alcohol n-amílico-piridina-agua (50:30:20)
8 : cleroformo-metanol-ácido acético glacial

(87^4:9,7:2,$)
$ : benceno-eianol (70:30).

La cromatografía de capa delgada se efectuó so­
bre gel de sílice (¿ilicagel) u óxido de aluminio ("álox"
D-0 de la firma Camag con un 8 % de yeso) o sobre celulo­
sa ("Selecta 1440*'de la firma Schleicher und Schuell).
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CS! ê J tu

P3 p̂< MO P



A Z-

B

D Z-

E Z-

F Z-

& Z-

H Z-

. : .

1 1 'i2 13 14 1 5
- : 16 

1  ̂ Phe
Thr Tyr Thr Asp

-OH BOC--- OH H--- ONB &

4)__BOC-

H-

4)

— ONB

-ONB

-ONB

-N E 2 3

1)

1)

OtBu
-NzH^-BOC Z-

-N2H3 H-

OtBu

Fie. 14

K-'

OtBu
I

-r. . .

4 i

y
: lírNS T--,'

-

j'ts-'
^ . ; 
1] .





-3

í
-P

t

CP sp4
3 p{ 3 3(3s s P3 P)-P -P P*o o O O P

CP ¡S!

p:po 3
cp rp
g B

CP
B

r*iOÍ!
Pj
o

fpc. 3 
CP

s

g

CP

CP CP CP M
0) 0) o 0) 03

0) ^
o
!

o s o O O o

a
o

(P

.cP̂, .,cp , M

'DPJ ? EP M

i
Q

Ln ¿Í

fpO?

r-j ,3 CP p̂

R! íi

3
M*riM

JN
¿
o
PQ
u o
o oPQ T

(̂\! 'OJ
cp
i E5

M .o
!

ej
CPCP

8
?-y?rc\
%

c
IN

t) t)O OW w
OoR

C3 o O (3 O !3O o O O O <3P3 T ? T T ?*CP CP CP cp CP 'rw K -KCP CP cp (P CP 0& is;
M

M

K

W

M

M
-=t! m c  o  w R ü M "3 M R a

Fi
s.
 1
<5



20
Eis

21
Thr

22
Phe

23
Pro

24
Gln

25
Thr

26 . 
Alai :27

lie
A Z- 

B 

C 

D

E

Z— 3— ONP Z— 03 H— N̂ Ĥ -BOC BOC— Z—
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Ejemuro 1
E-Oys-Giy-á sn-Leu-S er 
A sp-Phe-á sn-Iy s-Phe-H

-Thr-Cys^Met-Le u-Gly-Thr-Tyr-Thr-GJ 
is-Thr-Phe-Pro-Gln-Ihr-Ala-Ile-Giy'

Va1-Gly-Ala-Pro-NH^, (Calcitoaina M)

5,

10.

15.

20.

25.

150 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-Lea-Ser(tBa)-Thr(tB!i)-Cys-Met-Len-' 
Gly -Tlir (t B u )-Tyr (t B u ) -Tíre (t B u ) -Gln-A s p ( Ot B u )-Bhe-A sr.-Ly s -- 
( BOC )-Phe-His -Thr (tB u)-Phe-Pr o-Gln-Thr (t Bu)-A la -11 e-G J.y- 
Vsi-Gly-Ala-Pro-IHí, se disuelven en $ cc de ácido trifluor- 
acético al 95 %! se enjuaga con nitrógeno y se deja reposar 
durante 90 minutos a ¿5°. El trifinoracatato de la dotria- 
oontapéptido-amida liberada se precipita entonces mediaste 
adición de 60 cc de éter absoluto y libre de peróxido como 
polvo amorfo, se separa por centrifugación, se suspende or 
10 cc de éter recién preparado, se vuelve a centrifugar, y 
el residuo se seca a 30^. Para la transformación en el ace­
tato se disuelve el trífiuoracetsto en 3 cc de agua y se 
filtra a través de un? columna equilibrada con ácido acéti­
co 0,02-N de intercambiadores de iones débilmente básicos 
(por ejemplo, Merck ns II; 0 = 7 ,$ mm; 1 = 20 cm), Se lava - 
con ácido acético 0,02-N hasta que la reacción de Folin 
sea negativa, el eiuado se concentra a un volumen de aproxi­
madamente 5 cc, se filtra a través de una columna de Bio-Gel 
P 6, se equilibra en ácido acético 0,1-N (volumen del lecho 
de'gel = 200 cc). El eluado se analiza cromatograficemente 
en caps delgada (Alox, sistema 52). Las fracciones princi­
pales (máximo en aproximadamente 100.- 120 cc) se reúnen, 
se concentran por evaporación en el evaporador rotativo (tes
peratura interior no superior a 20°) hasta sequedad, se vuel



5

10,

15.

20.

25,

ve a disolver en 5 es de aguo y se liofilisa. El producto 
así obtenido se somete, para su limpieza definitiva g un
distribución según Graig 3 través df 500 escalones
sistema de disolventes n-outanol-ácido acético glaci
(4:1:5) vol.) con volúmenes de foses de cada vez 5 ce. De 
los elementos de distribución na 141-180 (taax, en n.a 162; 
K = 0,48) oe aísla, al concentrar por evaporación hasta s 
quedad (evaporador rotativo, temperatura interior máximo 
20°), disolución en ácido acético 0,1-N y lioí'ilisación 
el dotriacontapéptido-amida, cromatograrica y electro!'oré 
camente unitario, como polvo blanco, amorfo,
En el cromatograma de capa delgada muestra los siguientes 
valores Rí:

sobre "álox" D-0 (Fa. Camag; 
óxido de aluminio con un 8 % 
de yeso)

sobre celulosa "Selecta" 1440 
(de la Fa.Schieicher und 
SShueil, placas terminadas)

Electrofóresis sobre celulosa ''Sel 
pH 1,9) 1? horas, 280 V:
trayecto de recorrido = 3,5 cm hacia el cátodo, 
pH 7;1) lt horas, 280 V:
trayecto de recorrido = 1,3 cm hacia el cátodo

El producto de partida se puede preparar como sigue:

1, Z-ásn-Leu-OMe

Rf (52) = 0,56
Rf )79) - 0,66
Ef (4 5) = 0$45

Rf (45) = 0,51
Rf (101JS)= 0,60

;a" 1440

16,7 g de H-Leu-OMe y 46,0 g de 3-ásn-CNP se di
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5.

10.

15.

20.

suelven en 100 cc de dísetilformamida recién destilada. La 
solución se dejo reposar durante 19 horas a ¿3°. Después 
se agregan 1,2 litros de agua,el precipitado cristalino se 
filtre en vacio. El derivado dípéptido se seca en vacío a 
40° y después se recrístaíizo dos veces en metanol-agua. 
P.f. 180-181°; /cíj^= +9° (c = 2,05 en cloroformo)

2. H-^sn-Leu-OMe
15,0 g de Z-ás.n-Leu-OMe se disuelven en 400 cc 

de t-butanol-agua (9:1) y se hidrogena en presencia de 2 g 
de carbón de pala-dio (10 % de Pd). Terminada la hidrogcna- 
ción se separa el catalizador por filtración en vacío y se 
evapora a 40°. El residuo se sigue empleando directamente.

3. Z-Gly-á sn-Ie u-OMe
4,4 mMol de H-ásn-Leu-OHe se disuelven en 15 cc 

de dimetiiformsdida y después se agregan 5,5 mMol de 2-Gly- 
p-nitrofeniléster. La solución amarilla, clara, se deja 
durante 18 horas a 27°, Después se evapora en alto vacío a 
40°, se seca, el residuo se mezcla con áster acético, con 
ro que cristaliza. Después de 1 hora a 0° se filtra en 
vacio y se seca. Después se vuerve a suspender el produc­

to de nuevo en 23 cc de áster acético, se frota, se filtra 
en vacío y se seca; p.f. 154°.

4. H-Gly-á sn-Le u-OMe

25. 1,3 g de Z-Gly-^sn-Leu-OMe se disuelven, oajo ca­
lentamiento, en 100 cc de metanol y la solución, enfriada 
a temperatura ambiente, se hidrogena en presencia de 0,3 g



5 .

10.

15.

20

de carbón de paleólo (10 % de Pd). Terminad? le recepción 
de* hidrógeno se separa del catalizador per filtración en 
vscío y se evapora hasta sequedad. Se obtienen así 760 mg 
de H-Gly-íisn-Leu-Oí,íe en forma amorfa.

5" BOC-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu-OMe
710 mg de H-Gly--ásn-Leu--OHe y 1,36 g de BOC-Cys 

(TRI)-OH se disuerven en í¿ cc de acetonitrilo y 1? solu­
ción enfriada a 0° se mezcla con 8¿0 mg de diciclohexilcer- 
bodiimids. Después de 30 minutos a 0° y 60 horas a 28° se 
separa por filtración en vacío de le diciciohexilúrea y el 
filtrado se evapora hasta sequedad. El residuo se mezcla 
con éter de petróleo, se frota, se vierte la solución de é- 
ter de petróleo y el producto insoluble se recoge en áster 
acético. La solución áster acética se lava a 0° con solu­
ción diluida de ácido cítrico, agua, solución de bicarbo­
nato sódico y agua*, se seca con sulfato sódico y se evapore. 
El derivado tetrapéptido, obtenido como resina incolora, 
se vuelve a precipitar, para su limpieza, de acetona-éter. 
Rendimiento: 1,¿ g de poivo, que, según la cromatografía de 
capa delgada el gel de sílice, es unitario; Rf = 0,39 en el 
sistema cloroformo-metanol (9:1).

6. BOC-Cys(TRI)-Gly-fsn-Leu-NHNH^

988 mg de BOC-Cys(TRI)-Gly-ósn-Leu-OMe se disuel­
ven en 20 cc de metanol y a la solución, enfriada a 0°. se 
agregan 2 cc de hidrato de hidrazina. Después de 14 horas 
a 2° se agregan ¿00 cc de ácido acético 0,5-N, frío como 
el hielo, el precipitado obtenido se frota a fondo, se fii-
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5

tra en vacío, se lava neutro con aguo de Mielo
durante la noche en el secador de vacío. 
Gly-isn-Le u-hidra z id a en bruto se limpio

SI BOC-Cys(TRI)-
disolviendo y pre-

cipotando dos veces en metanol-agua. En la cromatografía
de cepo delgada en placas de gel de sílice es el Rí = G,3
en el sistema cloroíormo-taetanol (9:1).

10.

15.

20.

25.

7. BOC-Met-Le u-Gly-OMe
5 g de Z-Len-Gly-OMe (J.am.chem.Soc. 78, 2126 

(1936)) se disuelven en 200 cc de metanol y la solución, en­
friado a 0°, se hidrogena en presencia de 1 g de carbón de 
paladio (10 % de Pd) bajo intensa agitación a 0°. lerminadc 
la hidrogenación se separa del catalizador por filtración 
en vacio y el filtrado se evapora en vacío a mía temperatu­
ra del baño de 2 3°.

El residuo oleginoso se mezcla, sin secar, con 
4 g de BOC-metionina y la mezcla se disuelve en 100 cc de 
aoetonitrilo. Después se concentra por evaporación en vacío 
a un volumen de 60 cc, se enfría a 0° y se agregan 4,5 g de 
diciciohexilcarbodiimióa. Después de desgasificar con nitró­
geno se deja durante 30 minutos a 0° y durante 18 horas a 
25°. Después se separa la diciclohexilórea precipitada por 
filtración en vacio.,.y el filtrado se concentra hasta seque­
dad. El residuo se lava bajo frotación con éter de petróleo 
se vierte la solución de éter de petróleo y el producto in­
soluble se seca. Después se disuelve en áster acético y la 
solución se lava con solución diluida de ácido cítrico, 
agua, solución de bicarbonato sódico y agu3, se seca con

t



sulfato sódico y se evapora. El residuo se aisueive, paro 
su'.limpieza, en la cantidad mínimo de acetona libre.da 
peróxido y se precipita mediante adición de éter -Libre de 
peróxido; se obtiene asi el derivado tripéptido BOC-Met- 
Leu-'Gly-OMe como polvo sólido.

8. H-Met-Le u-G ly--OM e
3 g dei derivado tripéptido obtenido bajo 7) 

se mezclan con 60 cc de HC1 0,4-N en áster acético y la 
mezcla de reacción se deja durante 90 minutos a 2 5°. Después 
se evapora hasta sequedad y el residup (H-Met-Leu-C-iy- 
CMe-hidrocioruro) se seca durante 24 horas a 0,01 Torr 
sobre sosa cáustica.

9. TRI-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-CMe
1,23 g de H-Met-Leu-Gly-OMe, EC1 y 1,43 g de 

TRI-Cys(TRI)-03 se mezchan con 1$ cc de acetonitrilc y 300 
mg de N-metilmorfolios. Después de enfriar s 0° se agregan 
800 mg de diciciohexilcarbodiimide y la mezcla de reacción 
se agita durante 1 hora a 0° y durante 45 horas a 3 0° bajo 
nitrógeno. Después se filtra, el filtrado se evapora en 
vacio hasta sequedad y el residuo se frota con éter de pairó 
leo. Se vierte la solución de éter de petróleo, el residuo 
se seca y se disuelve en éster acético. La solución éster- 
acética se lava a 0° con solución de acido cítrico, egua¡ 
bicarbonato sódico y agua, se seca con sulfato sódico y se 
evapora. Para su limpieza se disuelve el producto en bruto 
(resina débilmente amarillenta) en la menor cantidad posi­
ble de metanol y la solución se cromatografía en una colum­



na preparada cu metanol de Sephadex LH-20 (2,5 + 90 en).
Se recogen inscciones de 4 cc cade una, se evaporen indi­
vidualmente y su pureza se controla mediante cromatografía 
de caps delgada en placas de gel de sílice en el sisteme 
cloro!oreso-rsetanal (99?i).

10a. H-Cys (TRI )-Met-I.eu-Gly-QHe
1,11 g del derivado tetrapéptido obtenido bajo 

9) se disuelven en lp cc de ácido acético al 75 % y se cejo 
durante 1 hora a 50°. Después se evapora en alto vacío has­
ta sequedad y er residuo se frota con éter libre de peróxi­
do. El polvo sólido asi obtenido (sal ácido acética del 
H-Oys(TRI)-Met-Leu-Gly-OMB) se filtra en vacío, se leva con 
éter y se seca, hendimiento: 695 mg.

10b. H-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OH
740 mg de H-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OMe se disuelven 

en 10 cc de metanol y 1,3 cc de agua, bajo calentamiento. 
Enjuagando con nitrógeno se gotean a temperatura ambiente 
3,0 cc de lejía sódica 1,0-H y se agita durante 25 mioutos. 
Después se enfria a 0°, se agregan 3,0 cc de ácido clorhí­
drico 1,0-N y 20 cc áe agua y el precipitado coposo se sepa­
ra por filtración, se le lava con agua fría y se le seca a 
temperatura ambiente so&re sosa cáustica en alto vacío has­
ta obtener constancia en el peso. R f ^  = ..0,40; Rf^p^ =0,45.

11. H-Thr(tBu)-OMe
12,92 g (40 taMol) de Z-Thr.(tBu)-OMe se hidrogenan 

en 200 cc de ácido acético glacial y 3 S de carbón de Fd 
(al 10 %) a temperatura ambiente. La recepción de hidrógeno



ha terminaco después de una hora. La solución se separa 
del catalizador por filtración y se evapora en vacío a is 
trompa de agua a 35°. Después de secar el sito vacío a 3.5'' 
se obtienen 7 ,3 g de un aceite que, según el cro&atogreas 

5 , de c'apa delgada, es unitario y se sigue empleando directa­

mente.

12. DPC-Ser(t3u)-Thr(tBu)-0Ke
19,3 g (38,6 mMol) de DPC-Ser(tBu)-CH, sal de ci 

clohexilamins, se recogen en 300 cc de cloroformo y,-a 0°^s
10. agita tres veces con 25 cc de ácido cítrico 1-N y cinco ve

ces con 40 cc de solución de sal común semisaturada. Despu 
de secar la solución sobre sulfato sódico se evapora y la 
espuma obtenida se recoge en 2$0 cc de áster acético. Se 
agregan 5)36 cc (38,6 mMol) de trietilsmina, la solución x 

1 5. enfría a -10° y, bajo agitación, se mezcla con 5 ,1 3 cc
(38,6 mMol) de isobutilclorocarbonato. Se agita durante 10 
minutos a -10° y después se gotea la solución, enfriaos a 
-12°, de 7,3 S (38,6 mMol) de H-Thr(tBu)-0Me en 100 cc de 
áster acético de manera que la temperatura de reacción no 

20. sobrepase nun&a los -10°. Terminada la introducción se si­
gue agitando aún durante una hora a -10° y después se deja 
reposar durante la neche a temperatura ambiente. La solu­
ción se separa por filtración del hidrocloruro de &á trie!, 
amina precipitada y, a 0°, se lava tres veces, cada una co 
20 cc de ácido cítrico 1-N y cinco veces con solución sato 
rada de sal común, se seca y se evapora. (Rooducto en bru­
to (aceite): ¿2,07 g. ¿ara su limpíese se cromatografía 1
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de petróleo-áster acético (1:1) se eluyen, después un. aina­
do previo de 110 cc, 737 mg de producto puro.

En el cromatograms de copa delgada en gei de síli­
ce en torueno-acetona (7:3) os el Hf = 0 ,5 1

13. BPC-á er(tBu)-Tbr(tB u)-NH-HHp

4,2y3 6 (7,4 Miel) de DPC-Ser(tBu)-Thr(tBu)OMe 
en 18 cc de metanol se mezclan con 5,55 so (aprox. 110 mMol] 
de hidrato de hidrazina y se deja reposar durante 10 horas 
a temperatura ambiente y 2 horas a 40°. La solución de reac­
ción se recoge en 4yO cc de áster acético y se lava cuatro 
veces con solución de sal comón semisaturada. Después de 
secar la solución sobre sulfato sódico se concentra por evo 
poración a unos 15 cc y se mezcla con unos 5 cc de éter de 
petróleo. Durante la noche cristalizan 3,17 de de la hidra- 
zida del p.f. 132-134°.
En el cromatograma de capa delgada en gel de sílice en 
tolueno-acetona (7:3) es el Rf = 0,40.

14a. DBC-8er(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu-&ly-CMe
900 mg de DFC-(Ser(tBu)-Thr(tBu)-RRHH^ en 12 cc 

de dimetilformamida se mezclan a -20° con 2,0 cc de MCI 
2,0-N en áster a'cático y después con 210 g de t-butilnitri- 
to. Después de ly minutos a -10° se gotea sobre la solución 
enfriada a -10° de G80 mg de la sal ácido acética del H- 

. Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OMe en 9 cc de dimetílformamida y en­
tonces se agregan aún 390 mg de K-metilmorfolina. La tempe­
ratura de reacción no deberá sobrepasar durante estas adi-

25
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20.

dones ros 5 . Después se agita í.:

durante 18 horas a . . o e evapora entonces en vacío
sito vacio se concedra a un pequeño volumen y el producto 
en bruto se precipita mediante adición de agua de hielo.
El producto se mota a fondo, la solución acuosa se vierte 
y el hexapéptido insoluble se seca. Pora su limpieza se 
precipita cada vez, ¿os veces de solución metanólica Gtec i an­
te adición de agua y después de solución de áster acético 
mediante adición de éter de petróleo. Be obtienen 480 mg 
de DPC-Ser(tBu)-Tbr(tBu)-Cys(TRI)-.Met-Leu-Gly-OMe*

14 b. BPC-Ser (t Bu )-Thr(tBu)-Cys ( TEI )-Met-I.eu-Gly-OH
857 mg de DPC-Ser(tBu)-Thr(tBu)-NE-.NR^ en 8,0 ce 

de dimetilfornamida se mezclan a -10° con 1,87 ce de ácido 
clorhídrico 2,0-N en éster acético y 0 ,1 9 ce de t-bntilni- 
trito. Después de 15 minutos a -10° se gotea, bajo enjuaga­
do con nitrógeno, una solución de 665 mg de E-Cys(TEI)-Met-" 
Leu-Gly-OH y 0,665 ce de trietilsmina en 7 ce de dimetilfor- 
mamida. Se agita aún durante una hora a -10° y se deja re­
posar durante 24 horas a 0°. Concentrando la mezcla de reac­
ción a unos 3 ce (alto vacío, 3 0°) y precipitando con 50 cc 
de agua se obtiene un producto coposo, que se filtra, se la' 
va con agua y se seca en alto vacio sobre sosa cáustica. Se 
limpia mediente solución y precipitación en benceno-hexano. 
Rf = 0,36 en el sistema cíoroforms-metanol (7:3)*

15. DPO-Ser(tBu)-Cys(TEI)-Met-Leu-Gly-QH
2,3 g del derivado de hexapéptido preparado se­

gún 14a) se disuelven en 100 cc de dioxano-agua y se agre-

25
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se amortigua la lejía sódica en exceso mediante adición de 
algo de dióxido de carbono sólido, la solución se concentre 
en vacío a un volumen de unos 10 cc y después se agregan 

5. 80 cc de solución de ácido cítrico acuosa¡vl 2 %, iría como
el hielo* El derivado del hexapéptido precipitan o se iro!;s 
a fondo, se filtra en vacío, se lava con varias porciones 
de agua de hielo y se seca en el secador de vacio.

10

15.

16. H-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu*-Gly*-OH
(sal ácido acética)

8'/0 mg del derivado hexapéptido obtenido bajo lp) 
se disuelven en 13 cc de ácido acético al 80 % y la solu­
ción se deja durante 6 horas a 30°. Después se evapora en 
alto vacío a 30° hasta sequedad, el residuo se seca duran­
te 1 hora a 30° y después se Ríesela con éter libre de peró­
xido y el polvo obtenido se frota a fondo, üe filcra en va­
cio, se lava ulteriormente con mucho éter y se seca.

17. BOC-Cys (TRI)-Giy-1 sn-Leu-der(t-Bu)-Thr(tBu)-Cys (TRI)- 
Met-Leu-Gly-OH

20. 1.0 g-de BOC-Cys (TRI)-Gly-Asn-Le u-NHNH^ se disuel­
ve en 20 cc de dimetilformamída y lo solución enfriada a 
-10° se mezcla bajo agitación con 1,3 cc de HC1 2,0-N en 
áster acético y 143 mg de t-butilnitrito. Después de lp mi­
nutos a -10° se agregan otros 10 cc de dimetilformamids en- 

25. frisda a -10°, 1,0 g de H-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met- 
Leu-Gly-OH (sal ácido acética) finamente pulverizada y 400 
g de N-metilmorfolina. La mezcla de reacción se agita bajo



nitrógeno durante i  hora a - K r  y durante 43

s 28^. Después se concentra por evaporación en alto va­
cio s un volumen de unos & cc y el derivado decapépti- 
do se precipita mediante edición de 100 cc de agua de 
hielo. El precipitado formado se frota, se filtra en va­
ció y en el secador de vacío se seca sobre sosa cáustica.

El producto muestra en el orexiatagrama de 
capa delgada sobre placa de gel de sílice el Rí en 
cloroformo-metanoi (7:3) = 0,60.

18. ROC-Cys-&iy-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Oys-Set-Leu-Gly-iR- 
300 mg de BOC-Cys(TRI)--Gly-<isn-Leu-Scr(tBu)-Thr(t

Bu)-Cys-(TRI)-Met-Leu-01y-0H se disuelven en 100 cc de meta- 
nol y en el transcurso de 1 hora se gotea a una solución in­
tensamente agitada de 400 mg de yodo en 120 cc de metanol.

° Terminada la edición se sigue agitando durante 4 y minutos 
y la solución enriada a 0° se descolorea con solución acuo­
sa l-N de tiosuií'ato sódico. Después se concentra en vacío 
a un volumen de aproximadamente unos 10 cc y el derivado 
decapéptido se precipita mediante adición de 100 cc de so­
lución acuosa al 1 %, fría como el hielo, de ácido acético. 
Después de frotar, filtrar en vacío y lavar con agua de 
hielo se seca el producto en el secador sobre sosa cáustica. 
El producto se socóte, para su limpieza, a una distribución 
¿e contracorriente en,ei sistema metanol-tampón-cloroformo- 
tetraclorocsrbono (10:3:3=4) (tampón: 29 cc de ácido acéti­

co glacial, 19 g de acetato amónico, completado con agua a 
1 litro);



Las fracciones que contienen el áer apépt id o puro
se reúnen, la solución se evapora. Pera retirar eí acetato 
amónico se disuelve el producto en cloroformo y lo solución 
se lava tres veces con solución diluida de écido cítrico 
y tres veces con agua, y después se evapora hasta sequedad.

CroBatograma de caps delgada sobre placas de gel dg sílice 
Rf 100 = 0,45; Ef 121A = 0,55, Rf 70 = 0,40, Ri 43-0 r, 0,33-

19. Z-ásp(OtBu)-Phe-OCH^

3,0 g de hidrocioruro del fenilalaninmetiléster 
se disuelven junto con 6,17 g de Z-ésp(0tBu)-0NP en 25 ce 
de N,N-dimevilformamid9 absoluto a una solución claro y, ba­
jo agitación, se mezcla con 1,93 ce de trietilamina. Le sus­
pensión amarillo intensa se agita durante la noche a tempe­
ratura ambiente, después se recoge en mucho éster acético 
y se rava tres veces con solución acuosa diluida de ácido 
ei'trico, cinco veces con solución acuosa diluida de sosa y 
finalmente con solución acuosa saturata de sal común hasta 
que el liquido de lavado se mantenga neutro. Después de se­
car sobre sulfato sódico se evapora y el aceite, soluble 
en éter y en cloroformo, que se ha formado., se limpia median­
te cromatografía en coiona de gel de sílice (la sustancia 
se eluye con tolueno y tolueno/éter 4:1); se obtiene un pro­
ducto incororo, oleginoso.

En gel de sílice es el valor Rf en cloroformoYme- 
tanol (9:1) 0,75¡ en cloroformo acetona (1:1) 0,67.

20. H--Asp(OtBu)-Phe-OCH^, HC1

770 mg dei dipéptido Z-Asp(OtBu)-Phe-OMe se disuel
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ven en ¿00 ce ó tí metano! y bajo adición 
clorhíurico endioxano (3,0-N, 1.8 milol) 
zador de carbón de paradlo (al 10 se 
con hidrógeno a temperatura subiente. Te 
ción rápido de hidrógeno se filtra, 
acético se separo por filtración de sigo

de 0,60 cc de ó":jar 
y 2C0 ¡ng de uaraii- 
desc aro obehxcxiiizs 
rminade lo recep- 
se evapora, en éstas 
inso lucís y se pre­

cipita con éter.

En el cromatograma de capa delgada en gei de sí­
lice, en el sistemo cioroformo-metanol (9:1)̂  es el Rf = 0,60; 
Rf 430 = 0,63.

21. Z-Gln-ásp(OtBu)-Phe-OCH^

530 mg de H-ásp(OtBu)-Phe-OCH^, HC1 se disuelven 
junto con 574 mg de Z-Gln-ONP en 2,5 cc de N, R-dimetilfcrna-' 
mida absoluta y con 0,20 cc de trietilamina se agita duran­
te 15 horas a una temperaturajdei baño de 30-33^* -4 continua­
ción se agita en mueno áster acético como descrito bajo 1$, 
se seca y se evapora.

22. H-Gln-Asp(OtBn)-Phe-OCH^, HC1

2Q 4,4 g de Z-Gln-ásp(OtBu)"Phe--OCE^ se descarboben-
zoxilizan en 300 cc de metano!, después de agregar 2,4 co 
de acido clorhídrico en dioxano (3,0-N, 7,2 mMol) y 900 mg 
de catalizador al 10 % de carbón-psladio, con hidrógeno a 
temperatura ambiente. Terminada la recepción de hidrógeno

25. se filtra y se evapora en vacío hasta sequedad. El residuo
sólido, amarillento, se frota dos veces con éter y sin ul­
terior .Limpieza se emplea para siguiente etapa.
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23. Z-Thr(tBu)-Gln-ésp(OtBu)-Phe-CCH^.

3,68 g áe Z-Thr(tBu)-OH, sal diciclohexilamóníca, 
se agitan en áster acético tres veces con solución acuosa 
diluida de ácido cítrico y tres veces con solución acuosa 
saturada de' sal común, se seca sobre sulfato sódico y se ova 
pora. El aceite cíaro como ai agua resultante se agita con 
3,34 g de H-Gin-JSsp(OtBu)-Fhe-OCH^, HG1 en 40 cc de cloruro 
metilénico, se agregan 0,9 cc de trietilamina y Is solu­
ción de 1,34 g de diciclohexilcarbodiimida en 10 cc de cío- 
runo metilénico se gotea. i<e lava ulteriormente con 10 cc 
de cloruro metilénico y la suspensión se agita a temperatu­
ra ambiente durante 14 horas. Después se coloca durante 
2 horas en la necera, el precipitado sólido se filtra, se 
le lava con poco cloruro metilénico y el filtrado se agita 
con mucho áster acético como descrito en 1$. El residuo de 
evaporación amorfo se frota con éter-hexano (1:1) y ce 
seca.

24. H-Thr (t Bu )-Gln-.á s p( OtB u )-Phe-OCH^

4,3 6 de Z-Thr(tBu)-Gin-ésp(OtBu)-Phe-OCH^ se hi­
drogenan en 300 cc de metano! con 1 g de catalizador de pa- 

20. ladio-carbón al 10 % en la forma usual, terminada la recep­
ción de hidrógeno se filtra y se evapora. El residuo de eva­
poración, una espuma sólida, incolora, se-'-emplea sin ulte­
rior limpieza en la etapa siguiente.

2$. Z-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásp(OtBu)-Phe-OCH^

Se liberan de 3,3 E áe Z-Tyr(tBu)-OH, sal dicicio- 
hexilamónica en áster acético, como descrito bajo 23 con ó-

25



ciáo cítrico, el ácido y el aceite clare, obtenida se

10.

15.

ta coa 3,¿9 8 de H-Thr(tBu)-G3i3-ásp(OtBu)-Fhe-CCH^ en 8i- ce 
de acetonitrilo. A esto se agregan 1,31 g de diciciohc:;!!- 
carbodiimida en forma sólida y se agita durante 24 horas 
a temperatura ambiente. Se separa ahora por filtración de 
la díciciohexilúree precipitada, ésta se lava con algo de 
acetonitrilo y el filtrado se evapora hasta sequedad. El re­
siduo se disuelve en mueno cloroformo y se agita, esto con 
tres veces solución acuosa diluida de ácido cítrico, tres 
veces con solución acuosa diluida de sosa y cuatro veces con 
solución saturaca de sal común. Después de secar sobre su.!.-* 
feto sódico se evapora y er residuo se disuelve en metano!-* 
éster acético (1:8) y se precipita en frío con éter de pe­
tróleo. Se repite ia precipitación. El pentapéptido protegi­
do resultante es un polvo de grano fino.

26. E-Tyr (tB u ) -Thi- (t B u) -Gln-A s p ( OtB u ) -Phe-OCH^

4,0 g de Z-Tyr(tBu)-Thr(-tBu)-Gln-ésp(OtBu)-Fhe-

OCH-, se descaróobenzoxiliaan en 100 cc de N,N-di¡netilforma-3
mida absoluta, previamente hidrogenada, bajo adición de
1,4 g de carbón-paladio al 10 a temperatura ambiente con 
hidrógeno. Terminada la recepción de hidrógeno se diluye 
con 400 cc de metanol, se filtra y se evapora en vacío.
El residuo sólido, incoloro se emplea sin ulterior limpieza 
para la etaga siguiente.

25. . 2?. Z-Thr(tBa)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásp(8tBu)-Ph.e-0CH^

De 2,85 g de Z-Thr(tBu)-0H, sal diciclohexilamóni- 
ca. se libera ei ácido en éster acético como descrito bajo



¿3; y eA aceite del Z-Thr(tBu)<-CE obtenido se agita, o tem­
peratura ambienta con 3,33 E de H-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln- 
Jjsp(OtBu)-Phe--OCH^ en 80 ca de scetonitriio. ó esto se egre­
san en forma sólida 1,20 g de diciclohexilcarbodiimido y 
se agite durante ¿3 horas a temperatura ambiente. Despees 
de separar por filtración de la diciclohexilórea precipita­
da, que se lava con tres porciones de 7 ce cada uno de ace-
tonitrilo, se evaporo en vacío y el residuo se precipita 
tres veces, en áster ocático/soiución de alcohol, con óter de 
petróleo.

28. Z-Thr(t Bu)-Tyr(t Bu)-Thr(t Bu)-Gln(Ot B u)-Fhe-Í!HNĤ

1,3 g de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)--Gln-ísp(Ot 
Bu)-Fhe-OCH^ se disuelven en 30 cc de mesanol y a 0° se sea- 
cía con 0,6 cc de hidrato de hidrazina. Se deja durante tjas 
días en la nevera con lo que se precipita un precipitado 
gelatinoso. Este se solidifica adicionando éter, se filtre 
y el residuo se recristaliza en metanol/éter.

29. Z-Lys(B0C)-Fhe-0Me
25,0 g de Z-Lys(B0C)-0NP y 10,7 6 de H-Phe-OMc,

HC1 en 70 cc de dimetilformamida se mezclan bajo agitación, 
a temperatura ambiente, con 6,9 cc de trietilsmina y se agi­
ta aán durante 18 horas. Después de diluir con áster acáti- 
co se lava con solución de carbonato potásico hasta estar 
libre de nitroíenol, se agita con ácido cítrico 0,1-ts y 
agua, se seca sobre sulfato sódico y se evapora en vacío 
hasta sequedad. De áster acático-hexano cristaliza ei dipép- 
tido protegido del p.í. 78-80°.
Rf = 0,45 en el cromatograma de capa delgada en gel de sí-



lice en ei sisteme cloroformo-acetona

30.- Z-Lys(BOC)-Phe-mí-HH^

27 g del metiréter del dipéptido de arriba se 
disuelven en 133 cc de metanol caliente, 9 temperatura sm- 

3 . biente se mezcua con ¡¿y cc de hidrato de hiórasina y se de­
ja reposar durante 16 horas. El cristalizado se mezcla con 
135 oc de agua, se filtra en vacío y se lava bien con agua. 
P.f. 173-174° después de recristalisar en metanol-agua.
Rf = 0,3 en ei cromatograma de capa delgada sobre gel de 

1 0, sílice en e^istema cloroí'ormo-metanol (95:5).

31- Z-Lys(BOC)-Phe-His-OMe
5,4 g de Z-Lys(B0G)-Phe-HH-NH2 en 40 cc de dimeti 

formamida se mezclan a -16° con 6 ,8 cc de ROI 3 ,66-N en dio 
xane y después con 1 ,5 cc de t-butilnitrito. Después de 10 

15. minutos s -1 0° hasta -1 5° se agregan 3 ,5 cc de trietilaai- 
na.¡Se agregan 3,64 g de H-His-OMe, 2 HC1 sólido, a continu 
ción se gotean 4,2 cc de trietilami.ua. Se deja calentar en 
el plazo de 1 hora s 0° manteniéndose mediante adición de 
un total de 0 ,8 cc de trietilamina un pH de aproximadamente 

20. 7 . Después de agitar durante la noche a 0° se vierte en
250 cc de agua y el producto untuoso se obtiene en forma 
pulverulenta frotando con agua. En el cromatograma de caps 
delgada en gel de sílice en cloroiormo-metanol (9 :1 ) es el 
Rf = 0,4. P.f. 136-137 (en éster acético).

25. 32. H-Lys(BOC)-Phe-His-OMe
6 ,8 g de Z-Lys (BOC )-Phe"3is--0Me en 140 cc de me- 

tanol se hidrogenan en presencia de 1 g de carbón Pd si 103
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Terminada la hiarogenaci6n se separe 
tración, el filtrado se evapora hasta

el catalizador
sequedad y el

f'1--
resro.uo

se sigue elaborando inmediatamente.

33 * Z-á sn-Lys (BOC )-Phe-His-OMe

El metiléster del tripéptido obtenido bajo 3¿
-̂5,4 g) y 4,3 g de Z-^sn-ONP se agitan en 20 cc de dimetii"- 
formamida durante 20 horas s temperatura ambiente. Después 
de agregar éter-hexano se precipita el derivado del péptico, 
se filtra y se libera con éter del nitrofenol, Se limpia 
disolviendo y precipitando de dimetilformamid,a-éter.
El producto es unitario en el cromatograma de capa delgada.

34. Z-l sn-lys (BOC )-I'he-His-m-KH^__ ¿ i
3¡¡97 g de Z-JSsn-Lys(BOC)—Phe?His-&Me se disuelven 

15. 3R 20 cc de metano! hirviendo. Ti la solución aón caliente 
a unos 3 0° se agregan 2,3 cc de hidrato de hidrazina y se 
deja reposar durante 20 horas a temperatura ambiente. 2e- i 
diante adición de agua se precipita -la hidrazida del peo- : 
tido, se separa por filtración y con agua se lava hasta es- 

20. tar libre de hidrazina. El producto se disuelve y preci&i—
ta en dimetilformamida-agua. :

35. Z-Thr(tBu)-Phe-Pro-OH i

4 g de Z-Phe-Pro-OH se disuelven en metanol-agua ! 
(4:1) y se hidrogena en presencia de carbón de peladlo (10B * 
^  Pd). terminada la recepción de hidrógeno se separa por ; 
filtración del catalizador, el filtrado se evapora hasta 
sequedad y el residuo (H-Phe-Pro-OH) se seca. Este se mez­
cla con 1,1 g de N-metilmori'olina y tanta agua hasta que el
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producto justamente se disuelva. La solución se diluye c&n 
dimetiiformsmiua hasta que quede una solución clora, despule 
se enfría a -3°. Á esto se agrega una solución del .anhídri­
do mixto del Z-Thr(iBu)-0h que se prepara de la manera si- 

 ̂ - guíente:
3^6 g de Z-Thr(tBu)-Oh se disuelven en 40 co de 

tetrahidrofurano absoluto, se agregan 1,8 cc de trietiiami- 
ns absoluta y la solución enfriada a -10° se mezcla con 1,? 
í? de clorocardonato de isooutilo. Después de 5 minutos a 
-10° se vierte, sin tener en consideración el hidrocioru.ro 
trietilamínico precipitado, toda la mezcla de reacción a la 
solución de dipéptiuo de arriba, La mezcla se deja durante 
1 hora a -3° y durante 18 horas a 3°. Después se separa per 
filtración de lo ins&luble, el eluado se libera en vacío del 

15. tetrahidroiursno y en alto vacío de la dimetilí'orms.iióa y
el residuo se mezcla con solución.de bicarbonato sódico.
Las partes insolubles se retiran lavando con éter, la fa­
se acuosa se recubre con áster acético y se acidifica. El 
derivado tnpéptido se extrae con áster acético y la soia- 

20. ' ción ester acética se lava neutro con aguo. Después de se*?
car 3obre suliato sódico y evaporar se obtiene el Z-Thr(í3ul 
-Phe-Pro-OH como producto resinoso incoloro. Para su lim­
pieza se disuelve y precipita de benceno-éter de petróleo 
varias veces.

36. Z—lle—Gly—OMe

2,23 g de sal diciclohexilamónica de Z-Ile-OH 
se suspenden en éster acético y se acidifica con ácido cí­
trico 0,2-m. La solución éster acética obtenida se lava neu-



tro, se seos y se evapora hasta sequedad. El residuo se di- 
suelve en 13 cc de ecetonitrilo, s le solución se agregan
730 mg de H-Gly-Cíie, HC1 y a O", bajo agitación, 0,84 cc 
de trietilamina. Después de 10 minutos se agregan 1,84 g de 
diciclohexilcarboaiimiáa y se agita durante la noche a 0°.
El precipitado se separa por filtración y el filtrado se 
evapora hasta sequedad, el residuo se recoge en 30 cc de 
áster acético y se filtra, la solución éster acética se la­
va con ácido cítrico 0,k-m y solución saturada de bicarbona­
to sódico, se seca y en vacio se concentra a unos 10 cc. 
Después de agregar 83 cc de hexano cristaliza el dipéptido
protegido, p.f. 1¿0-1¿2°. Rf = 0,33 en el sistema clororor" 
mo-metanol (33:3) en el cromatograma de capa delgada en gel 
de sílice.

37. H-Ile-Giy-OMe
3,36 6 de Z-Ile-Gly-OMe se disuelven en 100 cc de 

metanol y 10 cc de ácido clorhídrico 1-N y se hidrogena en 
presencia de 0,3 g de carbón de paladio (al 10 %). Después 
de separar el catalizador por filtración se evapora totalp¡er 
te el disolvente. La espuma obtenida es unitaria en el cro- 
matograms de capa delgada sobre gel de sílice; Rf = 0,86 
en cloroformo-metanol (93:5)*

38. Z-JMa-Iie-Gly-OMe
2,39 g del hidrocroruro del éster del dipéptido 

de arriba y 3,78 g de Z-J!la-ONP en 40 cc de dimetiiformami- 
da se mezclan bajo agitación con 1,4,cc de trietilamina y 
1a suspensión obtenida se agitâ  durante la nochera tempera­
tura ambiente. Después de diluir con éster acético se lava
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con solución diuuida de carbonato potásico basta estar li­
bré de nitroienol, a continuación se lavo aún con ácido 
cítrico 0,1-rn y agua. Una parte del derivado del tripéptido 
se mantiene durante la agitación sin disolver, se filtra.

5 . La solución áster acética se evapora totalmente después de
secar. El residuo se compone asimismo de producto puro.
P.f. 190-191°, Rf = 0,9 en el cromatograma decapa delgada 
sobre gel de sílice en el sistema cloroformo-metanol (9 9:$)=

39. H-Aia-Ile-Gly-OMe
2,0 g de Z-Als-Ile-Gly-OMe se disuelven en 40 cc

1 0. de metanol bajo ligero calentamiento, después se hidrogena 
en presencia de 300 mg de carbón de paladio (al 10%). Ter­
minada la hidrogenación se separa del catalizador por fil­
tración y el filtrado se evapora totalmente hasta sequedad. 

^5 . El residuo unitario en el cromatograma de capa delgada se 
sigue elaborando inmediatamente.

40. Z-Thr(tBu)-AÍ3-Ile-Gly-0Mc
1 ,3 6 g del áster del tripéptido de arriba y 2 ,6 g 

de Z-Thr(tBu)-ONP se agitan en 3 cc de dimetilformamida du­
rante 20 horas a temperatura ambiente. El derivado del te-20.
trapéptido se precipita con éter, se separa por filtración 
y con éter se lava hasta estar libre de nitrofenol. El pro­
ducto se limpia disolviendo y precipitando en dimetilfor- 
mamida-éter.

41. H-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OMe
9 ,6 6 g del compuesto carbobenzoxi de arries se hi­

drogenan en 90 cc de dimetilformamida y en presencia de 1 g



de carbón de peladlo (al 10 ?a). Después de separar el cata- 
lisador por filtración a través de una capa de 2 g de neri­
ta se evapora la dimetilformamida totalmente en alto vacío 
a 40°. El residuo amorfo se .sigue elaborando en bruto.

42. H-Thr(tBu)-lls-Ile-Gly-OH

4,3.g del metilé^ter del tetrspéptido se disuel­
ven en 4$ oc de metanol bajo ligero calentamiento. Después 
de enfriar a 20° se agregan 12 cc de lejía sódica 1-N. Des­
pués de 5, 10 y 13 minutos se agregan, cada ves, 3 cc de 
agua. Después de 1 hora s temperatura ambiente se agregan 
12 cc de ácido clorhídrico i-N, se libera en vacio del me- 
tanol y se extrae con'n-butanol. La solución butenólica se 
lava con agua hasta estar libre de cloruro, después se 
evapora sin secar, en vacio hasta sequedad. El residuo se 
emplea sin ulterior limpieza para la siguiente etapa.

4p. Z-Gln-Thr (tBu )-¿) la-Iie-Gly-OH
El derivado del tetrspéptido arriba obtenido (4,̂ r 

g) se agita junto con 4,8 g de Z-Gln-ONP y 1,33 cc de tri- 
etilamina en 30 cc de dimetilformamids durante 24 horas a 
temperatura ambiente. Después de agregar éter se precipita 
el producto, después se filtra en vacio y con éter se lava 
hasta estar libre de nitrofenol. Después de disolver en n--bu 
tanol saturado con agua se agita, a 0°, con. ácido clorhídrido 
1-N, después se rava con agua hasta estar libre de cloruro 
y sin secar se evapora en vacío a 40°. Volviendo a disol­
ver y precipitar en dimetilformamida-^éter se obtiene el pro­
ducto puro. Después de secar en alto vacío a 40° sobre pen-
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tóxido de fósforo se obtiene en la titración potenciomé- 
tricâ . con NaOH 0,1-N en metanol al 8Ó en peso equivalente 
de 693s calculado 680.

H-Gln-T'iir(tBu)-Aja-Ile-Gly-OH. HC1 
5, 3?40 g de Z-Gln-Thr(tBu)-¿l8-Ile-G-ly-0H se disuel-

ven en 70 cc de dimetilí'ormamida cariente. Después de enfri­
ar 9 temperatura ambiento se agregan 5 cc de ácido clorhí­
drico lr-N y 500 mg de carbón de peladlo (si 10 %) y se hi­
drogena. Terminada la hidrogenaci6n se filtra en vacío el 

ip). catalizador a través de 1 g de nerita y el filtrado se con­
centra per evaporación en alto vacío a 40° s unos 10 cc.
Esta solución se gotea en 100 cc de éter, el material pre­
cipitado se separa por filtración y se lava con éter. El prc 
ducto secado en alto vacío a temperatura ambiente de,en la 
titración potenciométrica con lejía sódica 0,1-N en meta- 
nol ai 80 ^  un contenido de un 91 %°

4$. Z-Thr(tBu)-Phe-Pr o-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OH
2,8 g de Z-Thr(tBu)-Phe-Rro-OH y 0,77 cc de tri- 

etilamina absoluta se disuelven en 30 co de tetrahidroiu- 
20. rano seco y la sorución enfriada a -10° se mezclsp gota a 

got̂ . con 700 mg de isobutilclorocarbonato, cuidándose que 
la temperatura no sobrepase ios -5°. Después se deja duran­
te 10 minutos a -10° y seguidamente se vierte una solución 
enfriada a -20° de 2,5 g de H-Gln-Thr(tBu)-áls-Ile-Gly-OH, 

¿25. HC1 en 65 cc de dimetilformamida-agua (9:1)° Se agregan en­
tonceŝ , gota a gotâ , 1,¿ cc de trietilamina y se deja duran­
te 1 hora a -10° y durante 18 horas a 0°. Se concentra en-
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10.

15.

20.

toncas pon evaporación en vacio y después en sito vacío a

pués se precipita mediante adición de 100 cc de ácido acé­
tico al 2 % frío como el nielo. Se filtra en vacío, se la­
ve con agua de hielo, se seca y pora su limpieza se disuer 
ve y precipite dos veces en metanol-agua, rendimiento: 3,9 
g de derivauo de octapéptido.

Ile-Gly-OH ootenido bajo 49) se disuelven en 100 cc de áci­
do acético al 80 % y la solución se hidrogena en presencia 
de 0,3 g de carbón de paladio (10 % de Fd). Terminada la 
recepción de hidrógeno se separa el catalizador por filtra- ' 
ción en vacio y la solución se evapora hasta sequedad, la 
sal ácido acética del derivado del octapéptidq, obtenida co­
mo película incolora, se seca en alto vacio.

4?. Z-JS sn-Lys (BOC)-Phe-His-Thr (tBu )-Phe-Pro-Gln-Thr (tD *í )- 
Jila-Ile-Gly-OH

1,60 g de Z-Asn-Lys(BOC)-Phe-His-hidraziáa se meo-' 
clan con 29 cc de dimetilformamida, después se enfría a 
-20° y después se agregan 4 cc de ácido clorhídrico acuoso 
2,5-N. Se agita a -20° hasta que se haya disuelto totalmen­
te el hidrazida. Se gotean entonces 2,0 cc de solución 1,0- 
N de nitrito sódico, la mezcla de reacción se calienta a

46. H-Thr (tBu)-Fhe-Pr o-Gln-Thr (tBu)--l la-Ile-Gly-OH
3,6 g del Z-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gin-Thr(t*Bu)-.tla--

25
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10.

15.

25 CC ¿C dimetiiformamioe 3l 80 %  y i , ü  g he Lc"fA6*Új-lníÔ ?lí7"-
lins. La mezcla de reacción se deja durante 16 horas a 0°. 
Después se evapora en arto vacio a un volumen de unos 8 cc 
y se precipita meaianre adición de ácido acético al 1 %, 
frío como ei hielo. Después se filtrar en vacío y sec3r en 
el secador de vacio se disuelve y precipita el producto en 
bruto, para su limpieza, dos veces el dimetilformamida- 
éster acético. El rendimiento en dodecapéptido protegido 
asciende a 2,1 g.

48. H-ásn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr ftBu *) - 
ála-Ile-Gly-OH

1,85 g del dodecapéptido protegido ce arriba se 
disuelven en 50 cc de ácido acético al $0 % y se hidrogena 
en la íorma usual en presencia de 0,4 g de carbón de cala­
dlo (10 % de Pd). La sal ácido acética del H-ásn-LysíBOC)- 

Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-áia--Iie-Gly-OII que 
queda, después de filtrar en vacío ei catalizador. evaporar 
la solución y secar en aito vacio, se sigue elaborando 
sin ulterior limpieza.

20 . 49- Z-T.hr (tB u )-T.yr (tBu)-Thr (tBu)-Gln-A sp ( OtBn)-Fhe-^ sn-
Iys (BOC )-Phe-Hic-Th.r (tBu )-Phe-?ro-Gln-Thr(tBu )-i la - 
Ile-Gly-OH

2,30 g de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sp(Ot-. 
Bu)-Phe-NH-NIL, se disuelven en 35 cc de dimevilformamida y 
se gotea a la solución enfriada a -20° de 3,5 cc de ácido 

25. clorhídrico 3-N acuoso'. Se agregan entonces 2,7 cc de solu­
ción 0,9*N de nitrito sódico y la mezcla de reacción se de­
ja reposar durante 20 minutos a -10°. Después se gotea lo
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solución enfriada a -10° de 1,72 g de H-JiSíî Lŷ  (_ BOO / "**.P.ú c*--
His-Thr (tBu)-Fhe"Pr-o-Gln-Thr (tBu)-A la-Ile-Gly-OB (sal áe id o 
acética) en 30 ce de diBíetirformamida si 90 % y 1,0 g de
JN-metilmorfolina. Ls mezcla se deja reposar durante 18 ho­
ras a 0°, después se concentra por evaporación en sito va­
cío hasta una consistencia oleginosa y el producto se preci-.
pita mediante adición ¿o 100 cc de solución de ácido cítri­
co al 2 % fría como er huelo. El precipitado se frota a fon­
do, se separa por centrifugación, se lava ulteriormente 
4 veces con pequeñas porciones de agua de hielo y en el se­
cador de vacio se seca sobre sosa cáustica, Tara la limpie­
za se disuelve y precipita varias veces en dímetilformamioa- 
éster acético.

30. Z-Ala-Pro-NL;

15. 2,28 g de H-Pro-NH^ y 7t57 E de Z-üla-ONP se di­
suelven en 20 cc de diaietílformamida y la solución amarilla 
se deja reposar durante 18 horas a temperatura ambiente. 
Después se evapora en alto vacio hasta sequedad, el residuo 
se mésela con áster acético y el polvo formado se frota a 

20. fondo. Después de filtrar en vacio y secar se obtienen 3,5
g de Z-Ma-Pro-NH¿ del p.f. 164-165°.

51. Z-Gly-ála-Pro-NH^

5,1 g del derivado dipéptido de arriba se disuel­
ven, bajo calentamiento, en 200 cc de una mezcla de t-buta- 
nol-agua (9:1) previamente hidrogenada. La solución enfria-6-t? o '
da a temperatura ambiente se hidrogena en presencia de 1 g 
de carbón de paladio (10 % de Pd). Terminada la hidrogena-



ción se evapora re solución inmediatamente a una teaperatu- 
rs del baño de $0° y 0 ,0 1 Torr hasta sequedad, ei residuo 
de H-iis-Bro-NR^ se disuelve en 300 ce de dimetilformamida 
enfriada a -¿0° y despees se agrega la solución, preparada 
como sigue, del anhídrido mixto de Z-Gly-OH:
3,7 g de Z-Gly-OE y 2,63 cc de trietilamina absoluta se di­
suelven en ¿ 3 cc de tetrahidrofurano absoluto y se gotea a 
la solución enfriaos a -1 0° de 1 ,8 3 6 de clorocarbonato do 
etilo, bajo agitación y refrigeración, de manera que la tem­
peratura no sobrepase los -3°. Después se enfria a -10°, 
se deja reposar durarte 3 minutos y después se vierte la 
mezcla, sin tener en consideración el hidrocioruro de tri- 
etilamina precipitado, a la solución de H-ála-Aro-NIí^ de 
arriba. Después de 1 hora a -10° y 18 horas a 0° se sepa­
ra la solución por filtración y el filtrado se evapora en 
vacio y después en alto vacío hasts sequedad. Después se 
mezcla con 1 litro de cloroformo, se separa por filtra­
ción en vacío del hidrocioruro trietileminico, la solución 
clorofórmica se lava dos veces, cada una con 20 cc de so­
lución semisaturada de cloruro sódico, se seca con sulfato 
sódico y se evapora. El derivado del tripépdido obtenido 
muestra en la cromatografía de capa delgada sobre gel de 
sílice el Rf = 0 ,3 8 (en metanol).

32. H-Gly-Ma-Fro-NH,

3 ,8  g del derivado tripéptido en bruto obtenido 
bajo 51 se hidrogenan como descrito bajo 31° El residuo 
que queda después de separar el catalizador por evaporación



en vacío y evaporar el disolvente^ muestra en la cromatogrO' 
fía de cepa delgada soore geí de sílice en Metano! el Rf = 
0,1$, rendimiento g.

$$. Z-Va 1-Gíy--1 la -Pr o-HEp

El amida del tripéptido en broto obtenido bajo 
$2 se disuelve en $0 cc de dimetilformamida. á la solución 
<3Í3 agregan 4,1 g ce Z—Val—p—nicrofenilester. Después de re** 
posar durante 18 horas a temperatura ambiente se evapora la 
solución amarilla hasta sequedad, el residuo se mezcla con 
áster acético, se frota, se filtra en vacío, el polvo ge­
latinoso se disuerve en 2 litros de cloroformo, la solución 
se lava 2 veces, cada una con 20 cc de ácido cítrico al $ % 
y dos veces con solución semisaturada de cloruro sódico. 
Después se seca la solución cloroformice con sulfato sódico 
y se evapora. El residuo de la evaporación se mezcla, bajo 
calentamiento, con 100 cc de éster acético y después de re­
posar a O se separa por filtración en vacío el derivado 
tetrapéptido precipitado como polvo sólido; p.f. 20$ - 210°, 
valor Rf en placas de gel de sílice = 0,80 en cloroformo- 
metanol (1:1).

$4. H-Val-Gly-ála-Fl'o-NHp

1,1 g de Z-Val-Gly-ála-Pro-NHp se disuelven en 
$0 cc de dimetiliormamida y la solución se hidrogena en pre­
sencia de 0,3 g de carbón de paladio (10 % de Pd). Terminada 
la recepción de hidrógeno se separa del catalizador por fil­
tración en vacio, la solución se evapora y el residuo se se­
ca en alto vacío a una temperatura del baño de 35°. Se obtie



ne así el te-crapéptido R-Val-Gly-^la-Pro-NH^ como sustan- 
cía incolora, vaior Rí = 0,20 (placas de gel de sílice, sis­
tema cioroformo-metanol = 1:1).

55- Z-Thr (tBo )-T,yr (t B u)-Thr(t Bu)-Gln-A s p(OtB u)-Phe-A sn-Lys- 
5. (BQC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-

Gly-Val-Giy-éia-Pro-NĤ ,
800 mg de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln""Asp(Ot- 

B u)-Phe-é s n-lys(BOC)-Phe-H i s-Thr(tB u )-Fhe-Rr o-Gln-Thr(tB u)- 
Ala-Ile-Gly-OH, 510 mg de H-Val-Gly-Ala-Pro-Nl^ y 120 mg de 

10. N-bidroxisuccinimida se disuelven en 9 ce de dimetilfortüami- 
da bajo agitación a 45° y después se agregan 120 mg de dici-- 
clohexilcarbodiimida. La mezcla de reacción se agita a 45° 
en total durante 12 horas agregándose después de 3 y 7 ho­
ras cada vez aón 20 mg de diciclohexilcarbodiimida y PO mg 

15. de H-hidroxisuccínimida. Después se vierte en 200 cc de
éter y el precipitado fino se separa por filtración en vacíe 
Para su limpieza se somete ei producto a una distribución 
de contracorriente en el sistema metanol-tampón-cioroformo- 
tetraclorocarbono (10:3¡5:6, tampón como bajo 18).

20. 56. H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)--Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Asn-
Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Fhe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ala- 
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH^

227 mg dei docosapéptido-amida protegido obtenido 
bajo 55 se disuelven en 10 cc de ácido acético al 90 % y la 

25* solución se hidrogena en presencia de 100 mg de carbón de 
paladio (10 % de Pd) bajo intensa agitación. Terminada la 
recepción de hidrógeno se separa del catalizador por filtsa-
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ción y el filirado se evapora hasta sequedad. El residuo 
se disuelve en n-butanoi saturado con agua y se agito tres 
veces con pequeñas porciones de solución al 5 % de carbona­
to sódico y dos veces con poca agua. Después se evapora 
la solución de butanol, sin haberla secado previamente, en 
alto vacio a una temperatura del baño de 35° y el residuo 
se seca en alto vacío. Se obtienen asi 185 mg del docosapép- 
tido descarbobenzoxilado como resina incolora.

57- BOC-Cys-Gly-^ sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Le u-Gly- 
Thr(tBu)-Ty.r(tBu)-Thr(tBu)-Gln-JSsp(OtBu)-Phe-^sn-Lys 
(BOC)-Phe-His-Th.r(tBu)-Phe-Rcc-Gln-Thr(tBu)-^la.-Ile- 
Gly-Va 1-Gly -A la-P.r o-NH^

181 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)- 
C^,g-Met-Leu-Giy-OH, ¿88 mg de H-Thr(tBn)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)- 
Gln-üsp(.0tBu)-Phe-J¡sn-Lys(B0C)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-14'C- 

Glu-Thr(tBu)^la-Ile-Gly-Yal-Gly-Jila-Pro-nÍ2 y 23 mg de K- 
hidroxisuccinimida se disuelven en 2 cc de dimetilformami- 
da absoluta, bajo calentamiento, y después de enfriar a tem- 
perat tra ambiente se mezcla con 3 1 mg de diciclohexilcarbo- 
diimida. El vasito se enjuaga entonces con nitrógeno, se 
cierra y se deja reposar durante 1$ horas a 45°. La diciclo, 
hexilórea cristalina formada ce separa por filtración, se 
lava dos veces, cada una con 0,5 cc de dimetilformamida, el 
filtrado se concentra por evaporación en alto vacio a la 
mitad de su volumen y el producto en eruto se precipita me­
diante adición de 20 cc de benceno y 1¿0 cc de éter de pe­
tróleo. Para su limpieza se vuelve a disolver y preuipitar 
una vez de metanol-benceno-hexano, se separa por filtración 
y a 45° se seca hasta ootener un peso constante. Se obtiene



así ei dotrracontapéptido-amida protegida como polvo amor­
fo*, que en la cromatografía de capa delgada muestra una man­
cha principal y distintos productos secundarios. Este se 
puede emplear en este estado para la disociación de los 

5. ' grupos protectores.
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10.

15.

20.

Ejemplo 2 i
r— -------------------------;

H-Cys-Gly-ásn-Leu-Ser-T'hr-Cys-Iáet-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln- 
^sp-Phe-msn-Lys-Piie-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-üla-Ile-Gly- 
Val-Gly-éla-Pro-NH^, (Calcitonina M)

23 mg de BOC-Cys-Gly-üsn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cyí 
Met-Leu-Gly-Tbr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ésp(OtBu)-Phe- 
á sn-Lys (BOC ) -Phe-His -Thr (tBu ) -Phe-Pr o-Gln-Thr (t Bu ) la - 
Ile-Gly-Tal-Gly-JSia-Pro-NHg se recubren a 0° con 0 ,6 cc 
de ácido clorhídrico concentrado, el recipiente se enjuaga 
con.nitrógeno, se cierra y a 0° se agita durante 10 minu­
tos. Se enfria entonces a unos -60***, se evacúa en alto va­
cío y la solución se concentra aumentando lentamente ia tem­
peratura hasta 0*"* hasta obtener un jarabe. Después de agre­
gar 0,4 cc de agua se lioiiliza, el residuo se disuelve 
en 0,2 cc de ácido acético 0,1-N y para su transformación 
en el acetato se filtra a través de una columna (0 = 6  rnm;
1 = 100 mm) de intercamoiadores de iones débilmente bási­
cos (por ejemplo, Merck n2 II) que see3.uilj.br6 con ácido 
acético 0,1-N. El eluado se concentra hasta un volumen de 
0,5 mm, se liofiriza, se seca ulteriormente a 40° en alto 
vacio y finalmente se equilibra con la humedad de la atmós-



obtiene

5.

fera dejándole reposar en el recipiente abierto. Se 
asi el acetato de la calcitonína M como polvo blanco, hídro- 
solubie.

El dotriacontapéptido-amida protegido, empleado ct 
mo producto de partida, se puede preparar de la manera si­
guiente:

I* H-G-ly-ásn-Leu-OHe
2,0 g de Z-Gly-ásn-íeu-OMe (del p.f. 138-139° des­

pués de recristarizar en metanol-agua) se disuelven bajo ca­
lentamiento en 20 ce de metanol y se hidrogena con ¿00 mg 
de carbón de psladio (10 ^ de Pd) hasta terminar la recep­

ción de hidrógeno. El catarízador se separa por filtración 
y el filtrado se concentra a una temperatura del baño de 
40° por evaporación hasta sequedad, con lo que se obtiene 
el tripéptido-metiléter directamente en forma cristalina 
pura (1,34 g; p.f. 138-139°). En caso necesario se puede 
recristaiizar en metanol-éster acético-éter de petróleo.
Rf^2 = 0,22 (sobre gel de sílice).

2. BOC-Cys-(TRI)-Gly-.Asn-Leu-OMe
3,7 6 de H-Gly-itsn-Leu-OMe, 9,2 g de BOC-Cys(TRI)- 

OE y 4,16 g de N-hidroxisuccinimida se disuelven en ¿00 cc 
de dimetilformamida, se enfría a 0° y bajo agitación se mez- . 
cía con 3,97 g de diciciohexilcarbodiimida en forma sólida.
Se agita aún durante una hora a 0°, se deja entonces repo­
sar durante la noche a unos 20°, se concentra por evapora­
ción en alto vacio a un volumen de unos 100 cc y separa por 
filtración de la diciclohexilúrea precipitada. El precipita­
do se sigue entonces concentrando por evaporación en alto



vacío hasta formar una nasa pegajosa, se disuelve en ¿00 cc 
de.n-butanol y consecutivamente se lava con agua, solución 
al $ % de ácido tártrico, 1-N bicarbonato sódico y nuevamen- 
te con agua. Lg solución se concentra ahora a un volumen de 
unos. 50 cc y de esto se precipita el derivado tetrapéptido 
mediante adición de 300 cc de éter de petróleo. Se limpia 
disolviendo y precipitando en dimetilformamida-agua y en 
metanol-éster acético-áter de petróleo y se obtiene así el 
derivado tetrapéptido como polvo amorfo del punto de fusión 
14$ - 148°. En ei cromatograma de capa delgada sobre, gel de 
sílice muesti-3 éste los siguientes valores Rf:

Rf 11$ = 0,68; Rf (acetona) = 0,59; Rf (cloroformo- 
metanol 8:4) = 0,60.

3. BOC-Cys-(TRI)-Gly-ü sn-Le u-HHNH^

2,7 g de BOC-Cys(TRI)-Gly-ásn-Leu-OMe se disuel­
ven en 22 cc de metanol, se enffía a 0° y se mezcla con 2,2 
cc de hidrato de hidrazina. Después de unos 30 minutos a 0° 
se deja reposar la solución durante la noche a unos 20°, se 
vuelve a enfriar a 0° y se mezcla entonces con 102 cc de écj 
do acético al 3 % frío como el hielo. El precipitado se ho- 
mogeniza bién, se separa por filtración y en el filtro de 
vacío se lava con ácido acético al 3 %, frío como el hielo, 
hasta que la reacción de Folin sea negativa en el líquido 
de lavado y a continuación se seca. Se obtienen 2,2 g de 
hidrazida del tetrapéptido, cromatograficemente puro, del 
punto de descomposición alrededor de los 195^' Este muestra 
en el cromatograma de capa delgada sobre gel de sílice los 
siguientes valores Rf: Rf (cloroformo-metanol 8:2) = 0,30;



Rf (acetona-metanol 9:1) = 0,53.

4. BOC-Met-Le u-Gly-CMe
6,?2 g de Z-Lsu-Gly-OMe se hidrogenen en. 90 cc 

de ¡netanol con 300 mg cíe carbón de p3ladio (10 % de Pd)
5. hasta terminar la recepción de hidrógeno. La solución se

separa del catalizador por filtración y en vacío se concen­
tra a unos 10 cc, se diluye con 30 cc de dimetilforfitamida 
y en alto vacío se vuelve a concentrar a unos 20 cc. En­
friando con hielo se agregan 7s7 g de BOC-Met-OCP, la solu- 

1 0. ción clara se deja reposar durante 6 horas a 20° y el disol 
vente se evapora en alto vacío. El residuo oleginoso se 
disuelve en áster acético y consecutivamente se lava a 0° 
con solución de potasa al 3 ácido clorhídrico 0,2-N y 
finalmente con agua; la fase orgánica se seca sobre sulfato 

1 5, sódico y se concentra por evaporación hasta sequedad. El re 
siduo oleginoso se recristaliza en benceno-éter de petróleq 
p.f. 126-127^; en gei de sílice es el Rf 43 C = 0,66;
Rf (tolueno-acetona 1:1) = 0,58.

5. H-Met-Leu-Gly-OMe, hidrocioruro
2 0. 3,24 g de BOC-Met-Leu-Gly-OMe se disuelven en 13

cc de ácido clorhídrico 3 ;8-N en áster acético y se deja 
reposar durante 30 minutos a 20^. Mediante adición de 100 
cc de éter de petróleo se precipita el hidrocioruro del 
tripéptido-éster como masa pegajosa y la solución sobrena- 

2 5, dante se decanta. Frontando con 100 cc de éter libre de
peróxido a 0° se obtiene un producto'-finamente pulverulen­
to que se separa por filtración y sobre hidróxido potásico 
se seca en el secador hasta obtener un peso constante. El
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compuesto es cromarograiicamente puro, pero amorfo y muy 
higroscópico. En gef de sirio? muestra los siguientes va­
lores Ri: Rf 4p 0 = 0,48; Ef '(tolueno-acetona 1:1) - 0,35.

6. TEI-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-CMe
3,22. g de TRI-Cys(TRI)-OR, 1,97 g de H-Met-Leu- - 

Gly-OMe-hidrocloruro y 0,74 cc de trietilamina se disuel­
ven en 32 cc de acetonitrilo y-se agregan 1,54 g de dici- 
clohexilc3roodiimida en forc)a sólida. La solución, al prin­
cipo clara, de ra que se separa diciclihexilárea, se deja 
reposar durante 16 horas a 20°. Después se enfría a 0°, se 
agregan 100 cc de agua, se homogeniza y el precipitado blan­
co se separa por filtración, Se lava con agua, se soca y deí 
pués se frota durante 5 minutos a 40° con 50 cc de áster 
acético. La diciclohexilúrea insoluole se separa por fil­
tración a temperatura ambiente y se lava con 20 cc de áster 
acético. Del.filtrado se precipita el derivado tetrapéptido 
mediante adición de 300 cc de éter de petróleo como preci­
pitado gelatinoso, se separa por filtración y se seca.jll 
disolver y precipitar este producto en bruto de metanol- 
éster acético-éter de petróleo se obtiene un producto cro- 
matograficamente unitario del p.f. 2 1 5° aproximadamente. 
Sobre gel de sílice muestra éste ios siguientes valores 
Rf: en el sistema CHCl^-metanol (97:3) Rf = 0,57; en n-bu- 
tilacetato Rf = 0,51.

7* H-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OMe, acetato
é una solución de 1,862 g de LRI-?Cys(TRI)-Met- 

Leu-Gly-OMe en 16 cc de ácido acético glacial se gotean 
4 cc de agua de manera que el precipitado formado se vuelva
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3 disolver de nuevo. Lo solución cloro se agita durante uas 
hora a temperatura ambiente y después se mezclo o 0° con 
12 ce de agüe, se filtre y el precipitado se lava con ácido 
acético al 50 % frío. El filtrado se evapora en alto vacío 
a 30° hasta obtener un aceite, éste se frota con agua y se 
liofiliza. El polvo blanco obtenido se seca durante 13 ho­
ras sobre hidróxido sódico en alto vacío. En el cromatogra- 
ma de capa delgada en gel de sílice demuestra ser el pro­
ducto unitario. En toiueno-acetona (7:3) Rf = 0,28, en clo- 
roformo-metanol (93:3) Rf = 0,48.

8* DFC-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu-Gl.y-OMe
2,284 g de DFC-Ser(tBu)-Thr(tBu)-NH-NH^ (véase 

el ejemplo 1, sub 13) en 13 ce de dimetilformamida se mez­
clan a -20° con 6,5 ce de ácido clorhídrico 1,53-N en éater 
acético y 0 ,3 1 ce de t-butilnitrito y se agita durante 13 
minutos a -10°. Después de agregar 1,4 cc de trietilamina 
se gotea la solución enfriada a -10° de 1,406 g de II-Cys( 
TRI)-Met-Leu-Gly-OMe-acetato en 10 cc de dimetilformamida. 
El pH de la solución de reacción asciende entonces a ^ 3 . 
Mediante adición de 2 gotas de trietilamina en dimetilior- 
mamida (2,8 cc de trietilamina completada con dimetilforma- 
mida a 10 cc) se ajusta el pH 7 - 8 .  Después de 5, 10 y 
20 minutos se aumenta cada vez con'2 gotas de solución de 
trietilamina el pH de nuevo a 7 - 8. Después se mantiene 
este valor constante.-La solución de reacción se mantiene 
durante una hora a -10° y durante 15'horas a 0°. Después se 
separa por filtración del hidrocloruro trietilamínico pre-
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cipitado y el filtrado se evapora a 30° en alto vacío has­
ta. obtener un aceite. Irontando con agua se obtiene un. pol­
vo.que se lava con agu3 y se liofiliza después de frotar 
con agua. Después de frotar dos veces con 10 cc de bence­
no-éter de petróleo (1 :2 ) se obtiene el derivado hexapépti- 
do en forma pura. En el cromatograma de capa delgada en gel 
de sílice en tolueno-acetona (?:$) es el Rí = 0,42.

8a. DPC-a er(t Bu)-Thr(t B u)-Cys(TRI)-OH
5,7 g de DPC-Ser(tBu)-Thr(tBu)-NH-RH^ en 30 cc 

de dimetilformamida se mezclan a -1 3° con 16,35 cc de acido 
clorhídrico 1,33-N en éster acético y 1,4 cc de t-butiini- 
trito y se deja reposar durante 13 minutos a -1 0°. Después 
de agregar 3,3 cc de trietilamina se gotea una solución en­
friada a -10° de 3,63 g de H-Cys(TBI)-0E y 1,4 cc de tri­
etilamina en 40 cc de dimetilformamida y 16 cc de agua, se 
agita durante una hora a -1 0° y se mantiene durante 13 ho­
ras a 0°. La solución clara se evapora a 40° en alto vacío, 
el residuo se recoge en éster acético y agua y la fase or­
gánica se lava con solución de sal común saturada en un 3O  ̂
El aceite obtenido después de evaporar el disolvente se 
disuelve en poco éster acético y se gotea en 300 cc de 
éter de petróleo (agitado a 0°). El producto se precipita 
como un polvo ligeramente amarillento. En el cromatognema 
de capa delgada en gel de sílice en el sistema cloroícrmo- 
metanol (7 :3 ) es el Rf = 0,62.

8b. H-8er(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-0H

909 mg de DPC-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cis(TEI)-CH se



disuelven en 10 cc de cloruro metilénico, se mezcla con i¿ 
cc de deido monocioroacético en agua (de 75 g de ácido 
clorosoético y ¿5 cc de agua) y se agita a temperatura am­
biente durante ip minutos. La solución se enfría entonces 
a 0**, se mezcla con 50 cc de agua y con amoniaco concentra­
do se ajusta un pH de 6,5. Se precipita así el producto 
en forma de aceite. Este se lava aún dos veces con agua, de 
pués se recoge en t-butanol y se liofiliza. Frotando el 
liofiliz.sdo con éter de petróleo se obtiene un producto 
unitario. En el cromatograma de capa delgada en gel de sí­
lice en cloroformo-metanol (1:1) es el Rf = 0,40: en me- 
tanol Rí = 0,50.

9. H-Ser(tBu)-Thr(t B u)-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-0.Me
2 g de DPC-Ser(tBu)-Thr(tEü)-Cys(TRI)-Met-Leu- 

Gly-OMe se disuelven a 45° en 40 cc ib ácido acético glacial 
al 80 % y a continuación se deja reposar durante 1 hora a 
45°. Se concentra a continuación en vacío a un volumen de 
unos 10 cc y se liofiliza. El residuo se disuelve, para la 
eliminación total del acido acético, en 15 cc de terc.bu- 
tsnol y 1,5 cc de agua y nuevamente se liofiliza. Se obtie­
ne un residuo pulverulento que se disuelve en 5 cc de meta- 
nol y 20 cc de éster acético y se vuelve a precipitar me­
diante adición de 150 cc de éter de petróleo. Después de 
dejar reposar brevemente a 0° se vuelve a separar por iii- 
traerán, se lava con éter de petróleo y se seca. Se obtie­
ne un polvo amorfo del p.f. 180° que. como únicas impurezas 
contiene aún huellas de 2-(p-bifenilil)-propanol(-2). El 
hexapéptido se emplea en esta fortaa para su ulterior ela-
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boreción. Este nuestra en el cromatograma de capa delgada 
sobre gel de sílice los siguientes valores Rf: 
en'cloroformo-acetona (l:l) Rf = 0,48
en cloroiormo-metanol (9:1) Rf = 0,54

5. 1 en t.olueno-acetona (1:1) Rf = 0,49

' 3-0* H-Ser(t B u )-Tni-(tBu)-Cys (TRI )-Met-Le u-Gly-OH
1,4 g de hexapéptido-metiléster de 9) se disuel­

ven a 45° en 16 cc de met3nol si 90 %, se enfris a 20° (con
10. lo que el péptido se vuelve 9 precipitar parcialmente) y se

mezcle con 4,$2 cc de lejía sóida 1-N. La suspensión se agi­
ta durante 25 minutos a 22° (después de unos 15 minutos se 
ha disuelto todo en forma clara) y entonces se precipita el 
hexapéptido mediante adición de 4,32 cc de ácido clorhídri- 

15. co 1-N y 30 cc de agua como precipitado finamente coposo.
Se deja reposar aán durante Ip minutos a 0°, se filtra, y 
se lava con agua basta que el filtrado está libre de iones 
de cloruro. Después de secar sobre hidróxido potásico y pent 
óxido fosfórico se obtienen 1,3 g de producto en bruto que, 

20. para su limpieza, se homogeniza durante 5 minutos a 80° con
una mezcle de 23 cc de dimetilformamida y 60 cc de benceno 
y se precipita mediante adición de 120 cc de éter de petró­
leo. Después de dejar reposar durante 10 minutos a 0° se se­
para por filtración, se lava con benceno y éter de petróleo 

25- y se seca. El derivado hexapéptido así obtenido, cromatogra-
ficamente puro, muestra un punto de descomposición de unos 
210° y en muchos disolventes es de difícil solubilidad. En 
la cromatografía de caps delgada sobre gel de sílice es 
Rf 45' = 0,39 

30. Rf $2 = 0,77 
Rf 100 = 0,47.
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II- BOC-Cys(TRI)-Gly-A s n-Le u-S er(t Bu)-Thr(t Bu)-Cys(TRI)- 
Aíet -Le u-Gly-CH

1,04 g de BOC-Cys(TRI)-Gly-Asn-I.eu-RH-NHg se di­
suelven en 8 cc de dimetilformamida absoluta, se enfria a 
-2 5° y a esto se gotean lentamente O,$2 oo de ácido clor­
hídrico 3,6-N en dioxano, después 0 ,1 7 9 cc de terc.butilni- 
trito. Asta mezcla se agita durante ly minutos a -10*** y se 
enfría a -15° y con una pipeta se introduce en una solución 
enfriada a -15° de 878 mg de H-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(T'Rl)- 
Met-Lcu-Gly-OH y 0,588 cc de trietilamina en 12 cc de di­
metilformamida absoluta. Se agita durante unos 10 minutos 
a -10° y durante 3 horas a 0°. Para mantener una reacción 
débilmente básica (pH aproximadamente de 8) se agregan 
al principio aún dos veces, cada una 0,065 cc de trietilami­
na. La mezcla se deja reposar durante 15 horas a 0° y des­
pués se concentra por evaporación en alto vacio hasta obte­
ner una consistencia en forma de pulpa. Después de agregar 
50 cc de metanol se precipita el derivado decapéptido. La 
suspensión se calienta durante 5 minutos a 40°, se deja re­
posar durante 10 minutos a 10°, se separa por filtración 
y el precipitado se lava con 20 cc & metanol. Al secar en 
alto vacío sebre hidróxido potásico y pentóxido de fósforo 
se obtiene el derivado decapéptido del punto de descompo­
sición .inexacto en unos 220-230°. Este muestra en el ero- 
matograma de capa delgada sobre gel de sílice los siguientes 
valores Rf:
en el sistema cloroformo - metanol (8:2) Rf = 0,28 
en el sistema 70 Rf = 0,55
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en el sistema 104 Rf = 0,75 
Rf = 0,59.en el sistema 121 A

^5Cr5ys-ei,y-^sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(t Bu)-Cys-Met-Leu- 
-Gly-OH

1,7 S ¿ie BOC-Cys(TRI)-Gly-üsn-Leu-Ser(tBu)-Thr(t 
Bu)-Oys(TRI)-Met-Leu-Gly-OH se'disuelven en 170 cc de dime- 
tilíormamida caliente y después de enfriar a temperatura 
ambiente se goteâ  en el transcurso de 1 hora, a una solu— 
ción incensamente sgitaoa de 2,5 g de yodo en 500 cc de me— 
tanol. A continuación se agita aún durante otra hora y se 
descolora entonces la solución enfriada a 0° casi totalmen­
te con tiosuliato sódico 1-N. Después de concentrar la 
solución por evaporación en vacío, finalmente en alto vacío 
a 40°, 3 unos 100 cc de precipita totalmente con éter, soli­
dificando rápidamente el aceite precipitado, Después de se­
parar la solución eterica se seca, el residuo brevemente en 
vacío y después se frota con agua. El derivado decapáptióo 
precipitado se íiltra en vacío, se lava con agua y se seca. 
Para su limpieza se disuelve en 25 cc de cloroformo, se 
separa por filtración del poco matenial insoluble, el fil­
trado se concentra por evaporación aproximadamente a la mi­
tad y se precipita con hexeno. Se obtiene el derivado deca- 
péptido puro que, en el cromatograma de capa delgada sobre 
gel de sílice, muestra el Rf 100 = 0,48.,

13. Z-.Asp(OtBu)-Phe-OCH-,_ ________________ 3
30,3 g de Z-/)sp(OtBu)-ONp y 18,3 g de H-Phc-OCH^"3 *

HC1 se disuelven juntos en 150 cc de dimetilformamida y se
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gotea a ie solución ciara de 11,8 cc de trietilamino.
La suspensión rô -mada se agita durante 20 horas a tempera­
tura ambiente con lo que se tiñe amarillo intenso. á con­
tinuación se concentra,por evaporación en vacióla unos 

5. 100 cc y en un litro de áster acético/cloroformo (4:1) se
agita tres veces con ácido cítrico al 3 %, 1$ veces con 
carbonato sódico aproximadamente 2-N y con solución de sal 
común satutada hasta que la reacción sea neutra. El produc­
to en bruto, un aceite amarillo, se trata en éter con car­

i o .  bón activo y después de inyectar se cristaliza en 6p0 cc
de éter/hexano (1:1) en la nevera. Se forman cristales inco­
loros en forma de agujas del. p.f. 74,3 - 76,3°. En el cro­
matografía de capa dergada en gel de sílice es el valor Rf 
en el sistema cioroí'ormo-metanol (93:3) = 0,74, en cloro- 

15. formo-acetona (73:¿3) = 0,63.

14. H-Jisp(tBu)-Phe-OOH^

48,6 g de Z-.Asp(OtBu)-Phe-OCH-, se descarbobenzo-3
xiiizan en 700 cc de metanol, después de agregar 33,3 cc 

20. de ácido clorhídrico 3*-N en dioxano y 5 g de catalizador
de paladio sobre carbón al 10 %, en el matráz de agitación 
a temperatura ambiente. Terminada la recepción de hidró­
geno se filtra y se evapora. Se obtienen 38,7 g de una es­
puma blanca. En el cromatograma de capa delgada en gel de 

25. sílice en cloroformo-metano (9:1) es el Rf = 0,60; en clo­
roformo-acetona (1:1)'es el Rf = 0,38; Rf 102E = 0,42. El 
producto se emplea sin ulterior limpieza para la siguiente - 
condensación.



15. Z-Gln-¿! sp (Ot 3u)-Phe-0CH^

! 38,6 5 del H-^sp(OtBu)-Phe-OCH^,HCl obtenido se
disuelven con 4¿,0 g de Z-Gln-ONP en 170 cc de dimetilfor- 
mamida a una solución clara, ligeramente amarilla y, bajo 
agitación se mezcla lentamente con 1 3 ,9 cc de trietiiamina. 
Se forma una suspensión naranja que se agita durante ¿4 ho­
ras a una temperatura del baño de 30-35°. Durante este tiem 
po se agregan otros 40 cc de dimetilformamida y además 
1,39 cc de trietilamina.

Para la elaboración se disuelve el preparado en 
4 litros de cloroformo y en un sistema de aparatos de distr 
bución en contra-corriente de 20 escalones (volumen de fase 
fase inferior 400 cc, fase superior 200 cc por recipiente) 
se lava consecutivamente con 1 litro de solución ai 5 % de 
ácido cítrico, 400 cc de solución saturada de sal común.,
6 litros de sosa 2-N y 2 ,8 litros de solución saturada de 
sal común. Después de secar y evaporar cristaliza el deri­
vado tripéptido en 1 ,8 litros de etanol lentamente en la ne 
vera. Se obtiene el Z-Gin-ásp(0tBu)-Phe-0CH^ del p.f. 186- 
188°.

En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice se obtienen los siguientes valores Rf: 
en cloroformo-metanol (9 :1 ) Rf = 0,3 9;
en cloroformo-acetona (1 :1 ) 
en el sistema 102E 
en el sistema 89 

en el sistema 4yá
-28° ¿1° (c = 1 ,3 %

Rf = 0,24;
Rf = 0,69; 
Rf = 0,46; 
Rf = 0,65

ó en dimetilformamida).
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16. H-Gln-ásp(OtRa)-Phe-CCH?_______ ______________ 3
7)55 S de Z-Gln-^sp(OtBu)-Phe-OCH^ se disuelven 

en 400 oc de metanol, se mezcla con 4,1 cc de ácido clor­
hídrico 3-N en dioxano y en presencia de 2 g de carbón 
de osladlo (10 % de Pd) sé hidrogena. Después, de separar el 
catalizador por filtración en vacío y evaporar se obtiene 
el H"Gln-jAsp(OtBu)-Phe-OCH^,HCl como espuma incolora. En 
el cromatograma de cap3 delgada sobre gel de sílice se ob­
tienen los siguientes valores Rf: en cloroformo-metanol 
(9:1) Rf = 0,13; en croroformo-acetona (23:75) Rf = 0,14; 
en el sistema 102 E Rf = 0,22.

17. Z-Thr(tBu)-Gln-ásp(OtBu)-Phe-OCH^

Toda lo cantidad del hidrocloruro de 16) se di­
suelve junto con 7,4 g de Z-Thr(tBu)-0SU en 14 cc de áime- 
tilformamida a temperatura ambiente y a esta solución se 
gotean, bajo enfriamiento en el baño de hielo, 1 ,7 2 cc de 
trietilamina. continuación se agita la suspensión marro- 
nácea durante 20 horas a temperatura ambiente. Después de 
la elaboración usual en mucho éster acético (cada vez la­
vando tres veces con ácido cítrico al 5 % y carbonato só­
dico aproximadamente lavado neutro con solución satu­
rada de sal común, secado sobre sulfato sódico y evapora-

A
ción en vacio a 30-40°) se trata el producto en bruto en 
etanol con carbón activo y se cristaliza en 90 cc de et-a- 
nol en la nevera. P.f. 133-161°. ¡

En el cromatograma de capa delgada en gel de sí­
lice se obtuvieron ios siguientes valores Ef:
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en cloroforíno-Kietanol (9 :1 ) Rf = 0 ,5 2; 
enciclohexano-acetona (3=7) Rf = 0,48 
en el sistema 89 . Rf = 0.48
en el sistema 1¿1,¿ Rf = 0,76

-4° -0 ,5° (c = 2 ,3 % en dimetilformamida),, o o
D

18. H-Thr (tB u)-Gln-/¡ s p(OtBu)-Pipe-OCH

478 mg de Z-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-OCH^ se 
hidrogenan en 150 cc de metanol con 100 mg de carbón'de pe­
ladlo (al 10 %) a temperatura ambiente y neutro. Se obtie­
nen 395 mg de una espuma incolora de H-Thr(tBu)-Gln-^isp(Ot- 
Bu)-Phe-OCH^, que, sin ulterior limpieza, se emplea para la 
siguiente condensación.

En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice se obtienen los siguientes valores Rf: 
en cloroformo-metanol (1 : 1) Rf - 0,75; 
enclorofornio-rtnetanol (9:1) 
en acetona 
en el sistema 102E 
en el sistema 89

Rf = 0,17; 
Rf = 0,18; 
Rf = 0,23; 
Rf = 0,12.

20. 19* Z-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásp(OtBu)-Phe-OCH^

687 mg de Z-Tyr(tBu)-OH-sal diciclohexilamónica 
se agitan en cloroformo con ácido cítrico acuoso y el ácido 
libre obtenido, un aceite claro, se mezcla en 6 ,5 cc de 
tetrahidrofurano con 0 ,1 3 9 cc de N-metilmorfolina.

2 5.  ̂-22° se agregan 0 ,1 7 0 cc de cloroformiato de isobutilo
y se agite durante media hora a -22 hasta -1 0°. Después se
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gotea el sisteme H-Thr(tBu)-Gln-/tsp(OtBu)Phe-OOH^ arriba 
descrito, disuelto en lp cc de tetrahidrof urano y enfriado 
previamente, y se enjuaga con p cc del mismo disolvente. 
Después de 1/2 hora a -10° se agita atún durante 1$ horas 
a temperatura ambiente. Después se concentra por evaporaciór 
en vacío y se elabora en áster acético en la forma usual 
(véase 17). El producto en bruto se disuelve en lp cc de 
áster acético, se precipita con 40 cc de éter y a continua­
ción se cristaliza en la nevera con metanol. Se obtienen 
agujas cortas, gruesas, que al secar en alto vacio a pO° 
se descomponen. P.f. 169-173°.

En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice se obtienen los siguientes valores Rf: 
en cloroformo-metanol (9:1) Rf = 0,46;
en cloroformo-metanol (1:1) 
en cloroformo-acetona (1:1) 
en el sistema 89 
en acetona 
en eí sistema 102B

Rf = 0,95;
Rf = 0,44; 
Rf = 0,61; 
Rf = 0,68; 

Rf =0,73
54^ -0,5° (c =2,0 % en dimetilformamida).

20. H-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-OCH^ ------------------------- -----------
2,36 g de Z-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Hsp(0tBu)--Phe- 

OCH^ se hidrogenan en 450 cc de metanol con 500 mg de car­
bón de paladio al 10 % en la forma usual a temperatura am— 

25. biente. Se obtiene una espuma incolora que segán el cromato-, 
grama de capa delgada es unitaria y como tal se sigue emple­
ando. En el cromatograma de capa delgada sobre gel de sí­
lice se obtienen los siguientes valores Rf:
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en cloroformo-metanol (95:5) Rf = 0,22; 
en, el sistema 89 Rf = 0,42.

5.

30.

15.

20

25 .

21. Z-Thr(t Bu)-Tyr (t B u ) -Thr (t B u )-Gln-á sp(OtB u)-Phe-OGH^

El producto de 20 se disuelve junto con 1,48 g 
de Z-T'hr(tBu)-OSU en 3 ce de dimetilformamida y ee agita 
durante 21 horas a temperatura ambiente. Después de diluir 
la solución de reacción con mucho áster acético se elabora 
en la forma usual (véase 17). El producto en bruto se di­
suelve en caliente en 30 cc de éster acético-metsnol (9:1) 
y después de enfriar en er baño de hielo se precipita con 
80 cc de éter. Se obtiene el producto como polvo incoloro, 
amorfo, del p.f. 146-148°. En el cromatograma de capa del­
gada sobre gei de sílice se obtienen los siguientes valo­
res Rf:
en cloro!ormo-metanol (9:1) Rf = 0,55;
en cloroformo-acetona (1:1) Rf = 0,60;
en el sistema 89 Rf - 0,43;

= +6 - 0,5^ (c =2,0 en dimetilformamida).

22. Z-T'hr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sp(OtBu)-Phe

1,91 S de Z--Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln- 
ásp(OtBu)-Phe-OCH^ se disuelven en 80 cc de metanol y se 
mezcla con 8 cc *de hidrato de hidrazina. Después de dejar 
reposar durante 2¿ horas a tempera tura ambiente se aísla el 
producto precipitado y se seca en alto vacío a 60°. Se ob­
tiene la hidrazida microcristalina del p.f. 229-229° (des­
composición).

En el gromatograma de capa delgada sobre gel de
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sílice se obtienen ios siguientes valores Rí: 
en cloro!ormo-metanol (9:i) Rf - 0,32; 
en ciclohexano-acctona (3 :7 ) Rf - 0 ,¿ 3  

en el sistema 89 . Rf = 0,34.
/°Í7^= +4° - 1° (c = 1,0 en dimetilformámida).

43 . Z-i¡ sn-Lys (ROO )-Phe--His-OMe
3,4 g de H-Lys(BOC)-Phe-His-OMe (véase el ejemplo 

I) y 4,5 S de Z-^sn-ONP se agitan en 20 cc de dimetilforma-
mida durante 20nhoras a temperatura ambiente. Despues de

10. agregar áster acético se precipita el derivado delpéptidc,
se separa por filtración y se lava con éter. Después de re­
cristalizar en metanol funde el producto a 182-1 8 3°.

En el cromatografía de capa delgada es el Rf^^ = 
0 ,5 7 (en gel de sílice). -28° (c = 1 en dimetil-

1 5. formamida).

24. Z-l sn-Lys (BOC )-Phe-Ris-RE-NH^

5,97 g de Z-ásn-Lys(BOC)-Phe-His-OMe se disuel­
ven en 8 cc de dimetilformámida caliente y 12 cc de metanol. 
.A la solución adn caliente a 3 0° se agregan 2 ,5 cc de hicra- 

2 0. to áe hiarazina y se deja reposar durante 20 horas a tem­
peratura ambiente. Después de agregar agua se precipita el 
hiarazida del péptido, se separa por filtración y con agua 
se lava hasta estar libre de hidrazina. itl producto s$í-e- 
cristaliza en etanol; p.f. 200 - 201°. En el cromstograma 

25. de capa delgada sobre'gel de sílice es el = 0 ,5 .

2$. H-Phe-Rro-OH

Z-Phe-Pro-OR se transforma por reducción cataííti-
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es (carbón Pd) en ¡netsncl-8g.ua (4:1) en el dipéptido libre. 
Est.e se obtiene, después de concentrar por evaporación la 
solución de hidrogenación liberada del catalizador, a un 
pequeño voluiaen mediante adición de acetona, en forma cris- 

5. taiina y esto momo monohidrato dei dipéptido del p.f. 123 - 
128.

26. Z-Thr(tBu)-Phe-Pro-OH
20,2 g de Z-Thr(tBu)-03U, 13,3 g de H-Phe-Rro-OH 

(monohidrato) y 6,54 cc de trietiíamina se disuelven en 80 
10. cc de dimetilformamida, se deja reposar durante la noche

a unos 20° y después se concentra en alto vacío hasta for­
mar una masa pegajosa. Esta se disuelve en 500 cc de éster 
acético y se lava conco veces, cada una con 100 cc de solu­
ción al 5 % de ácido tártrico y a continuación con agua has- 

15. ta estar neutro. Lg fase orgánica se concentra por evapora­
ción hasta sequedad y la espuma residual sólida se pulve­
riza y se seca en alto vacio a 40°. Disolviendo y preci- 
potanto dos veces en áster acético-éter de petróleo se ob­
tienen 13,3 6 de derivado del tripéptido amorfo, cromato- 

20. gráficamente puro con una zona de fusión inexacta en unos
75-85°. En el cromatograma de capa delgada sobre gel de sí­
lice es el Bf^^ = 0,68; Rf^iá " 0,57.

27. Z-Thr(tBu)-ál8-Ile-Gly-0He
1,36 g de H-ála-Ile-Gly-OMe (véase el ejemplo 1) 

y 2,5 g de Z-Thr(tBu)-OSU se agitan en 3 cc de dimetilfor- 
25. mamida durante 20 horas a temperatura ambiente. El derivado 

del tetrapéptiao se precipita con éter, se separa por fil-
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ción y se lava con éter. Después de recristalizar en etanol 
es el p.f. = 229-230°. -43° (o 1 en metanol).
Rf = 0,53 en el sistema cloroformo-metanol (99:5) sobre 
gel de sílice.

28. H-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OMe
5,66 g del compuesto carbobenzoxi de arriba se 

disuelven en 400 cc de metanol caliente y en presencia de 
1 g de carbón de paladio (10 % de Pd) de hidrogena. Después 
de separar el catalizador por filtración se evapora el me- 
tanol en vacío a 40°. El residuo sólido se sigue elaborando 
inmediatamente. Rf = 0,2 en et sistema cloroformo-metanol 
(95:5) en gel de sílice)

29. H-Thr(tBu)-ála-Ile-Gly-OH
4,3 g del éster metílico del tetrapéptido se di­

suelven en 43 cc de metanol bajo débil calentamiento. Des­
pués de enfriar a 20° se agregan 12 cc de lejía sódica 1--N. 
Después de 5 minutos se agregan 20 cc de agua y después de 
otros 10 minutos 12 cc de ácido clorhídrico 1-N y 20 cc de 
metanol. El precipitado cristalino se separa por filtración 
y se lava con etanol al 90 %. Funde a partir de 240° bajo 
descomposición. Ri'̂ QQ = 0,lp en gel de sílice.

30a. Z-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OH
B1 derivado del tetrapéptido (4,-2 g) descrito ba­

jo 2 9) se suspende en 110 cc de dimetilformamida al 90 se* 
mezcla con 1,4 cc de trietilamina y se calienta a 70° hasta 
que se haya disuelto la cantidad principal. Después de en­
friar a 25° se'agregan 4,8 g de Z-Gin-ONP, se agita durante

*
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18 horas a temperatura ambiente, se agredan otros ¿,4 g de 
Z-G'ln-ONP y 0,7 ce de trietílamina y se agita aún dorante 
20 horas a 30°. El producto precipitado se separa por fil­
tración, la lejía madre se mezcla con éter y el producto 
precipitado es asimismo aislado. Ambas fracciones se suspen­
den juntas en .60 cc de t--butanol, después de agregar ácido 
clorhídrico 2-N hasta un pH 2 se frota bién y después se 
precipita agregando en porciones un total de 600 cc de agua. 
El producto se separa por centrifugación, se lava aún dos 
veces, cada una con ¿00 cc de agua, y se iioí'iliza. Se pue-

f)de recristalizar de mucho metanol. P.f. a partir de ¿pO* ba­
jo descomposición. El producto contiene $ Mol de agua. En 
el cromatograma de capa delgada sobre gel de sílice es ei

30b. Z-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OMe
4,6 g del H-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OMe descrito ba­

jo 28) en 30 cc de dimetilformamida se mezclan con 3 ^  g de 
Z-Gln-ONP y se agita a temperatura ambiente hasta que la 
mezcla solidifique. Después de dejar reposar durante la no­
che se diluye con éter, el precipitado se separa por fil­
tración y con éter se lava hasta estar libre de nitroíenol. 
El pentapéptido protegido muestra en el cromatograma de 
capa delgada sobre gel de sílice el Ef = 0,14 en el siste­
ma cloroformo-metanol (93:3). P.f.: 250°

31s. H-&ln-Tbr(tBu)-ála-Ile-Gly-OH, HC1
3,7 g de Z-Gln-Thr(tBu)-Jila-Ile-&ly-OH se suspen­

den en.il50 cc de metanol al 80 % y 3,5 cc de acido ciorní-
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drice 1-N y se hidrogena en presencie de 2 g de caroón ¿e 
paladio (al 10 $o), hasta que la sustancia se haya disueito 
y no se observe ningána recepción más de hidrógeno. Después 
de separar er catalizador por filtración se concentra fuer­
temente el filtrado por evaporación en vacío, se diluye con 
t-butanoi y se iiofiliza. En el cromatograma sobre gei de 
sílice es ei = 0,48.

31b. H-Gin-Thr(t Bu )-̂  ra-Iie-Gl.y-CMe, HC1
14,4 g del derivado pentapéptido descrito bajo 

30b) se suspenden en 800 cc de metanol al 80 % y se calien­
ta durante argón tiempo a $0°. La suspensión se enfría a 
temperatura ambiente, se mezcla con 20,8 cc de ácido clor­
hídrico y 3 S de carbón de paiadio (al 10 y¿<) y se hidroge­
na hasta que haya terminado la recepción de hidrógeno y el 
producto de partida se haya disuelto. Después de separar el 
catalizador por filtración se evapora ei filtrado en vacío 
a 40° y ei residuo se deshidrata evaporando dos veces con 
dimetilformamida en alto vacio. El residuo se emplea sin 
ulterior limpieza. RI^OO = 0,33 en el cromatograma de capa 
delgada en gel de sílice.

32* Z-Thr(tDu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-JSla-Ile-Gly-OMe
12,0 g'del hidrocloruro del pentapéptido-metilés- 

ter descrito bajo 3ib) se disuelven en 80 cc de dimetilfor­
mamida. Consecutivamente se agregan, bajo agitación y a 
temperatura ambiente 13)3 g de Z-Thr(tBu)-Phe-Pro-OH y 
3)75 g de N-hidroxisuccinimida, después, a 0° 2,76 cc de
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a 0° hasta que la mezcla se espese, después se deja reposar
durante la noche a 0°. Después de concentrar en alto vacío 
por evaporación a unos 50 cc se precipita el producto con 

? $00 ,cc de éter. El material aislado se lava con acido cí­
trico 0,05-m y agua y se seca en alto vacío a 40°. Se lim­
pia mediante recristaiización en 1 litro de isopropsnol.
Se obtienen 18,2 g del derivado de octapéptido protegido.
Rf 89 = 0,27 en el cromatograma de capa delgada sobre gel 
de sílice.

33. Z-Thr(tBu)-Phe-Fro-Gln-Thr(tBu)-ála-Ile"&ly-OH
10,9 g del octapéptido-metiléster descrito bajo 

3 2) se disuelven en 190 cc de metanol al 90 % bajo calenta­
miento a 70°. Después de enfriar a temperatura ambiente se 
agregan 30 cc de lejía sódica 1-N y 10 minutos más tarde 
160 cc de agua en pequeñas porciones. Se filtra para acla­
rar y del filtrado se precipita el producto vertiendo en 
600 cc de ácido clorhídrico 0,05-H enfriado con hielo. El 
precipitado se separa por filtración y se lava neutro con 
agua. El producto, unitario en el cromatograma de capa del­
gada sobre gel de sílice (Rf 100 = 0,45) se puede recris­
talizar en metanoi-agua.

34. H-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-^la-Ile-Gly-OH
3,6 g del Z-Thr(tBu)-Phe-Rro-Gln-Thr(tBu)-J')l3" 

Ile-Gly-OH obtenido bajo 33) se disuelven en 100 cc de áci­
do acético al 80 % y la solución se hidrogena en presencia 
de 0,5 g de carbón de paladio (10 % de Pd). Terminada la re-
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cepción de hidrógeno se separa por filtración en vacío del 
catalizador y la solución se evapora hasta sequedad. La 
sal ácido acétida del derivado octapéptido obtenida como 
escarchilla incolora se seca en alto vacio. En el cromato- 
grama de caps delgada en gel de sílice es el Rí 100 = O,¿i.

35< Z-JSsn-Lys(BOC )-Phe-His-Th.r (tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr )tBu )- 

Ma-Ile-Gly-OH
11,¿5 g de Z-J!sn-Lys(BOC)-Phe-His-hidrazida, di­

sueltos en 65 cc de dimetilformamida, se mezclan a -20° 
hasta -25° en ei plazo de 2 minutos con 8,4 cc de ácido 
clorhídrico 4,2-N en dioxano. á continuación se agregan a 
-1 5° hasta -20° 2,1 cc de terc.butilnitrito y se deja re­
posar durante 15 minutos a -15°. Después de enfriar a -20° 
se agregan 4,8 cc de trietilamina, después una solución de
9,0 g del producto descrito bajo 34) en 210 cu de dimetil­
formamida al*90%. Enfriando fuertemente se mantiene una 
temperatura interior de -15^. En el transcurso de una 
hora se calienta a 0° manteniéndose el pH en 7**S sgreganao 
ocasionalmente trietilamina. En total se agregan aún 3,5 cc 
de trietilamina. Después de agitar durante la noche a 0° 
se vierte en 3 litros de éter, el precipitado coposo se 
separa por filtración y se lava dos veces con éter y una 
vez con agua. El producto en bruto se disuelve en 500 cc dei,
metanol caliente y se vuelve a precipitar vertiendo en 1,5 
litros de ácido acético al 1 %. El producto separada por 
filtración y lavado dos veces con agua se vuelve a disol­
ver y precipitar en igual forras. Rf 100 - 0,33 (en placas 
de gel de sílice).
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36. H-á s n-L.y s ( BOC)-Ph e-H i s-Tb r(t B u )-Phe--Pr o-Gln-Thr (t Bu)- 
. ^l3**Ile-6Iy-0H
. 1,7 g del ¿odecapéptido protegido de arriba se

disuelven en ICO cc de ácido acético ai 80 % y en prcsen- 
cía de 0,5 g de carbón de paladio (10 % Pd) se hidrogena 
en la forma usual, Después de separar del catalizador por 
filtración se concentra fuertemente por evaporación en al­
to vacío s 30° y el residuo se iioíiliza con terc.butanol, 
El producto obtenido en rendimiento cuantitativo, unitario 

10. en el cromatograma de capa delgada (Rf 100 = 0,1 sobre gol
de sílice) se sigue elaborando inmediatamente,

37* Z-Thr(tBu )-T,yr (tBu)-Thr (tBu)-Gln-4sp(OtBo.)-Phe-ásn- 
Lys (BOC )-Phe-His-Thr (tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr (tBu )-,4 ls- 
Ile-Gly-OH

15. 1)73 g del derivado de péptido descrito bajo 22)
se disuelven-a 50°.en 10 cc de dimetilformamída. Después 

de enfriar a -20° se gotean 0,9 cc de ácido clorhídrico 
4,2-N en dioxano. Entonces se agregan a -15° 0,22 cc de 
terc.butilnitrito y se deja reaccionar durante 15 minutos 

20. a -15°. Se vuelve a enfriar entonces de nuevo a -20° y
se gotean 0,53 cc de trietilamin3 y después una solución 
de 1,6 g del derivado de péptido descrito bajo 36) en 40 cc 
de dimetilformamída al 90 %. Se aumenta ls temperatura en 
el plazo de 1 hora a 0° manteniéndose el pH en 7-8 agre- 

25. gando en porciones trietilamina. En total se agregan 0,¿5
cc de trietilamina. Después de agitar durante otras 15 ho­
ras a 0° se precipita el producto vertiendo en .éter, el pre 
cipitado se separa por filtración y se lava con éter y agua



Para limpiar se disuerve y precipita una vez en dimetil- 
formamida-éster acético y una vez en dimetilformsmida-áci- 
do clorhídrico 0,02-N. El material puro muestra en el 
cromatograma de câ -a delgada sobre gel de sílice el Rf 100 

* 0,40.

38. Z-¿l2-Pro-NjrL,

2,28 g de H-Pro-NHg y 7,57 6 de Z-áls-ONP se 
disuelven en 20 cc de dimetilformamida y la solución ama­
rilla se deja reposar durante 18 horas s temperatura am­
biente. Después se evapora en alto vacio hasta sequedad, el 
residuo se mezcla con éter y el polvo que se forma se fro­
ta intensamente. Después de separar por filtración en vacío 
y secar se obtienen 5,5 8 de Z-ála-Rro-NH^ del p.f. 167,3 ** 
168,5°. ¿7x7^= -7 4° (c = 1 en metano!).

39. Z-Gly-ála-Pro-NE-,

27,1 g del derivado del dipéptido de airios se 
disuelven en 423 cc de etanol y después de agregar 83 cc 
de ácido clorhídrico acuoso 1,0-N se hidrogena en presen­
cia de 4,23 g de carbón de paladio (10 % de PS). Termina­
da la hidrogenacién se evapora la solución en vacío a una 
temperatura del baño de 40-50°. El residuo se disuelve a 
40° en 40 cc de dimetilformamida y la solución se enfría 
a 20°. Después se agregan ¿9,1 g de'Z-Gly*-ONP y después de 
disolver se gotean bajo agitación, en el plazo de 45 minu­
tos, 11,2 cc de trietilamina absoluta. Después se agita 
durante 20 horas a temperatura ambiente. La suspensión se
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evapore a 40° y 0,01 Torr y el residuo se reparte entre 
600 cc de anua y 300 cc de éter. La capa acuosaée extrae 
dos veces, cada una con 300 cc de éter y la capa eterice 
dos veces, cada una con 300 cc de agua. Las fracciones 
acuosas se evaporan conjuntamente en vacío a 40-f0° y agre­
gando varias veces cloroformo y evaporando se libera del 
agua. El residuo bien secado se recoge a 40-50° en 500 cc 
de éster acético, el hidrocloruro de la trietilamina insolu- 
ble se separa por filtración y el filtrado se mezcla a 30- 
40° con 10 cc de éter, con lo que se presenta la cristali­
zación. Después de reposar durante unas 20 horas a +5° has­
ta +10° se aíslan los cristales, se lava y se seca. P.f. 
105-106°. El producto contiene un 3 % de hidrocroruro de 
trietilamina. Este se puede seguir reaccionando en esta for­
ma. Para la limpieza se disuelven 5,0.g del cristalizado 
en bruto de arriba en 10 cc de agua y después de agregar 
20 cc de cloruro metilénico se mezcla con 15 cc de solu­
ción saturada de carbonatopotásico. La capa orgánica se 
separa, se extrae con 10 cc de s&lución saturada de car- ' 
bonato potásico, la capa acuosa se extrae con 15 cc de clo­
ruro metilénico. Las soluciones cloruro metilénicas reuní? 
¿as se secan con sulfato sódico anhidro y se evapora, El 
residuo se cristaliza en 30 cc de éster acético. Se obtie­
nen 4,4 g de derivado tripéptido del p.f. 109-112°. Des­
pués de cristalizar en acetona-metanol-éter (10:4:6) se 
obtienen cristales del p.f. 144,5 - 145,3° (polimorfía 
cristalina). -$3° (c = 1,0 en metanol).

En la cromatografía de capa delgada sobre gel de 
sílice en cloroiormo + metanol (8:2) es el Rf = 0,38.
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18,8 g del derivado de tripéptido-amida en bruto 
obtenido bajo 39) se disuelven en 400 cc de dimetilformami- 
¿a y se hidrogena en presencia de 1 ,0 g de carbón de palo- 
dio (10 % de Pd). Terminada la hidrogenación se filtra y la 
solución, después de desgasificar brevemente, se emplea en 
la etapa siguiente.

41. Z-Vai-Gly-JSla-Fro-NHg

.A la solución del tripéptido-amida obtenida bajo 
10. 40) se le agregan ¿0,1 g de Z-Val-p-nitrofeniléster y is

mezcla se deja reposar durante 18 horas a temperatura am­
biente. Después se evapora a $0-60° y 0,01 Torr hasta se­
quedad, el residuo se frota con 300 cc de éter y se filtra. 
El residuo de filtración se seca y en 210 cc de etanoi ab­
soluto se agita durante 1$ minutos a 70-80°, se enfria a 
0° y se filtra. El residuo se cristaliza en una mezcla de 
170 cc de tetrahidroiurano absoluto, 2$ cc de agua y 110 

cc de éter. P.f. =¿09-211°. Valor Rf sobre piacas de gel 
de sílice = 0,42 en croroformo-metanoi (8:2).

20, 42. Ií-Va 1-Gly-A la-Pr o-NH¿

1,1 g de Z-Val-Gly-Ma-Pro-NEP, se disuelven en 
$0 cc de metanol al 80 % y la solución se* hidrogena en pre­
sencia de 0,3 g de carbón de paladío (10 % de Pd). Termi­
nada la recepción de hidrógeno se separa el catarizador por 

2 5. filtración en vacío, la solución se evapora y el residuo
se seca en arto vacio a una temperatura del baño de 3 3 -̂ 
Se obtiene así el tetrápéptido H-Val-Gly-fla-Rro-NH^ como
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sustancia incolora, valor Rf = 0,20 (piscas de gel de sí­
lice, sistema cioroformo-metanol =1:1).

43. Z-Thr (tB u)-T,yr (tBu )-Tbr(tB u )-Gln-A sp( OtBu j-Phe-A sn- 
L,ys(BOC )-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-T'hr(tBu)-Ala- 
Ile-Giy-Val-Giy-Aía-Pro-NH^

800 mg del derivado de péptido descrito bajo 37), 
500 mg de H-Vei-Gly-Ala-Pro-NH^ y 170 mg de N-hidroxisucci-- 
nimida se disuelven en 10 cc de dimetilformamida, se con­
centra por evaporación en alto vacio a aproximadamente la 
mitad y se mezcla con 2p0 mg de diciclohexilcarbodiimida. 
Después de agitar durante la noche a temperatura ambiente 
se precipita con éter y el material se aísla. Se limpia 
mediante distribución de Craig en la mezcla de metanol-tam- 
pón (como en el ejemplo 3, 12)-cloroformo-tetrsclorocarbono 
(10:3:3:6), K = 0,29' El producto aislado de la distri­
bución, puro, muestra en el cromatograma de capa delgada 
Rf 10? = 0,62 (sobre placas de gel de sílice).

44. H-Thr(tBu)-T.yr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Asn- 
Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Rro-Gln-Thr(tBu)-ála- 
Ile-Gly-Val-Gly-ála-Rro-NH¿

300 mgdel derivado de péptido de airiba se di­
suelven en'30 cc de ácido acético al 80 % y se hidrogena 
en presencia de 100 mg de carbón de paladio (10 % de Pd). 
Terminada la descarbobenzoxilización se separa el catali­
zador por filtración, el filtrado se concentra fuertemente
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lisa en tere.butano!. El residuo se disuelve en 10 ce de 
metanol, mediante adición de bicarbonato sódico 1--N se 
pone débilmente sicarino y se precipita goteando en carbo­
nato potásico 0,1-n. El producto aislado se vuelve inme­
diatamente a disolver y precipitar. En el cromatograma de 
capa delgada sobre gel do sílice es el Rf 100 = 0,34.

4$. BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-CyS"^et-Leu- 
Gly-lhr (t Bu)-Tyr(t B u) -Thr (t B u) -G ln-¿¡ sp(0iBu)-Phe- 
á sn-By s (BOC)-Phe-His-Thr(t Bu)-Phe-Pr o-Gln-Thr(t Bu)- 
^la-Ile-Gly-Val-Gly-^la-Pro-NH^

288 mg del producto de arriba, 181 mg del deriva­
do de péptido descrito bajo 12) y 46 mg de N-hidroxisnoci- 
nimida se disuelven en 2 cc de dimetilformamida a 45**' condu­
ciendo por encima nitrógeno. Después de agregar 52 mg de 
diciclohexilcarbodiimida se agita aón durante 3 horas a 
45°, después se precipita con éter libre de peróxido y el 
producto se aísla. Se limpia mediante una distribución 
de Craig en el sistema metanol-tamp6n(como en el ejemplo 
3 bajo 12)-cloroformD-tetraclorocarbono (11:3:6:7); K "
0,74. El producto puro aislado de la distribución muestra 
en el cromatograma de capa delgada Rf 52A = 0,5; Rf 100 = 
0,35 (sobre ger de sílice).

Ejemplo 3

H-Cys-Gly-ásn-Le u-Ser-Thr-Cys-Met-Le'u-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln- 
/t sn-Fhe-á sn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Rro-Gln-Thr-í la-Ile-Gly- 
Val-Gly-^la-Pro-NHg (J-sn^^-calcitonina M)



53 tag de BOC-Cys-Gly-Asn-heu-be^^^y-.^—
Met-Len-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)?Thr(tBu)-Gln-Asn-Phe-AsR-

Iys(BOC)-Phe-His-Tirmr(tBu)-Phe-Eiro-Gln-Thr(tBu)-Aia----le-

G-iy-Val-Gly-Aia-Rro-RH^ finisimamente pulverizado se d i­

suenen a 0  ̂ en 2 ce de ácido clorhídrico concentrado y 
se agita durante 5 minutos. Después se retira  e l ácido clor­

hídrico, disueito en forma gaseoso, en alto vacio durante 5 

minutos, se diluye con 4, c.c de agua exfriada con hielo y 

e l producto se transforma en la sal ácido acética en un<-.- 

pequeña columna de Amberlite CG -̂5 (intercambiador de iones 

-débilmente básico en forma de acetato) y se l io f iü z a .

Se obtiene e l producto en forma de un lio fiü za d o  incoloro.

En e l espectro ultravioleta en ácido acético al. 

10 % es *X ^  ^  ^  =1700). En e l cromatograma de ca­

pa delgada en celulosa (Selecta) es e l Rí 45 = 0,48,

Rf 101A = 0,49; en óxido de aluminio (Alox, Camag) es e l

Rf 79 = 0,97.
En la electrofóresis se traslada la sustancia 

a 280 V en 1,5 horas sobre placas de celulosa Selecta 

en dirección hacia e i cátodo a un pH = 1,9 (ácido acético-

tampón ácido fórmico) : 3,5 cm.
El producto de partida se puede preparar como

sigue:

1. Z-Gin-Asn-Phe-OCH^

14,5 g de Z-Gln-ONP se disuelven junto con 10,8 

g de H-Asn-Phe-OCH^, hidrocloruro (Ann. 688, 259 /19oV) 

en 100 cc de dimetiiformamida y lentamente se mezcla con
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4,55 ce áe trietilamina. Se forma uno peste espese que se 
diluye con 50 cc áe dimetili'ormamiáa. Después de reaccio­
nar durante 24 llores a temperatura amüiente se filtra y er 
residuo se j.ava con dimetiii'ormamida. El Z-Gln-isn-Phe-Ome 
así obtenido se puede recristalizar en mucha dimetiii'orma- 
mids caliente...P.f. ¿6i-2&5° (decomposición).

= +11° (c = 0,94 en triamida hexinietilfosfórica).

2. E-Gln-il sn- Ph e- OCR., -h id r o c r or ur o________________ 2________ _____
14,1 g de Z-Gln-Jisn-Phe-CCH^ se hidrogenan en 800 

cc de metanol bajo adición de 8,5 cc de ácido clorhídrico 
3-N en dioxano y 2,4 g de carbón de paladio al 10 % a 45°. 
Terminada 19 recepción de hidrógeno se filtra y se evapora. 
El residuo se sigue empleando sin ulterior limpieza.

En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice es el -Bf p¿A = O,¿7; Rf 45 = 0,31; Rf 43E = 0,50.

3. Z-Thr (t Bu )-Gln-.Asn-Phe-OCH^

9,3 6 de H-Gln-JSsn-Phe-OCH^-hidrocioruro se disuel 
ven con 11,9 g de Z-Thr(tBu)-OSU en 150 cc de dimetiifor- 
mamida a una solución clara, A esto se gotean 2,85 cc de 
trietilamina en 10 cc de dimetiiformamida y se agita duran­
te 21 horas a temperatura ambiente, á continuación se con­
centra por evaporación en vacío, ei'residuo se recoge en 
mucho áster acético-cloroformo (9:1) y se agita con 2 x 200 
cc de ácido cítrico ai 5 % y 1 x 100 cc de agua. .Ahora se 
separa por filtración del precipitado* insoluble, el filtra­
do se agita aún con 2 x 200 cc de solución de sosa 2-N y
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3 x 100 cc de agua, se seca con sulíato sódico y se evapo­
ra.', El residuo de evaporación se recristaíiza junto con el 
residuo de filtración arriba obtenido en óiatetiíformamióa/ 
éter (i:i). P.f. ¿ 3 7 - ¿41° (descomposición);

= -¡-8° (c = 1 % en dimetilformamida).
En el cromatograaa de capa delgada sobre gei de 

sílice es el Rí 5¿ = 0,39; Rf 102E = 0,39; en óxido de 
aluminio (álox) es el Rf 43á = 0,59^

4. H-Thr(tBu)-Gln-JSsn-Phe-OCH^

6,31 g de Z-Thr(tBu)-Gín-^sn-Phe-OCH^ se hidroge­
nan neutro en 600 cc de metano! junto con 700 mg de carbón 
de paladio al 10 % a temperatura ambiente en un recipiente 
agitador. La sustancia se disuelve lentamente. El residuo 
de evaporación amorfo se emplea directamente en la siguien­
te condensación.

' En ei cromatograma de capa delgada sobre gei de 
sílice es el Rf 52 = 0,21, Rf 102A = 0,21; en óxido de alu­
minio es el Rf 43A =0,19.

3. Z-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásn-Phe-OCHx

Una solución de 3,9 g de Z-Tyr(tBu)-0H (liberada 
de 8 ,8 g de Z-Tyr(tBu)-0H-sal diciciohexilamónica) en 83 

cc de tetrahicrofurano se mezcla con 1,84 cc deN-metilmor- 
folina y a -3 3° se hace reaccionar con 2,28ccc de clorofor- 
miato de isobutiio. Se agita durante media hora a -20 has­
ta -12° y la solución enfriada a -1 0 del derivado tetrap-ép- 
tido H-Thr(tBu)-Gln-,^sn-Phe-OCH^ en 25 cc de dimetilíorma- 
mida se vierte y se enjuaga con 15 cc de dimetilformamida.
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Después de reaccionar durante 19 horas a temperatura am­
biente se concentra por evaporación en vacio, se suspende 
en éster acético y se agita 3 veces con solución al 9 de 
ácido cítrico, 3 veces con solución 2-N de sosa y 9 veces 
con solución semisaturada de sai comán. ¿e separo por íil- - 
tración del residuo en suspensión y se seca en alto vacío.
El prodocuo se puede cristalizar en metanol. P.f. ¿16 - 
219°; = +4° (c = 1,0 en dimetilformamida)

En el cromatograma de cap-a delgada sobre gei de 
sílice es ei Rf 94 = 0,64, Rf 102á = 0,70; en óxido de alu­
minio (áiox) es el Rf 43.A = 0,69; Rf 89 = 0,17.

6. H-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásn-Phe-OCH^

5,1 g de Z-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásn-Phe-OCH- se 
descarbobenzoxilizan en 600 ce de metanol a temperatura am­
biente con 800 mg de carbón de paladio al 10 % en la forma 
usual. El H-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-JSsn-Phe-OCH;, obtenido 
muestra en el cromatograma de capa delgada en gei de síli­
ce los siguientes varones:
Rf 89 = Ó,19; Rf 102E = O,¿8; Rf en cloroíormo-metanol (9:1)
= 0 ,11.

7. Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sn-Phe-OCH^

El derivado de pentapéptido obtenido bajo 6, el1.
H-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sn-Phe-OCH^ se disuelve con 4,3 
g de Z-Thr(tBu)-0SU en 40 cc de dimetilformamida y se agita 
durante 18 horas a temperatura ambiente. La elsooración 
se efectus como bajo 3. El residuo de difícil solución en



¿08°;áster acético se recristaliza en metanol. P.f. 206
- +1 5° (c = 1,7 7̂ en dimetilformamido); en el croma- 

tograma de caps delgada sobre gel de sílice es el Rí 102E 
- 0,69; Rf 89 = 0,28; Rf en cPoroformo-metanol (9:1) = 0,30..

8. Z-Thr(tBu)-Tyr (t Bu)-Thr(tBu)-Gln-A sn-Phe-M-n-íp

2,0'g de Z-Thr(tBu9Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asn-Fhe- 
OCH^ se disuelven en 150 ce de metsnol y se hace reaccionar 
con 10,7 ce de hidrato de hidrscina durante 6 horas a tem­
peratura ambiente. Se separa por filtración del precipita­
do, éste se lava con metanol y se seca en alto vacío sobre 
ácido suiíórico concentrado. P.f. ¿31° (descomposición);

= +4°(c = 0,89 en dimetilfornaaida).
En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 

sílice es el Rf 43C = 0,57; Rf 45 = 0,60; Rf 102B = 0,58.

9* Z-Thr(tBu )-Tyr (tBu)-Thr (tBu)-Gln-ásn-Phe-.A sn-Lys (BOC)- 
Phe-His-Thr(tBu)-Fhe-Pro-&ln-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-OH

800 mg de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásn- 
Phe-NH-HH^, se disuelven en 18 cc de dimetilformamida, a -20° 
se mezcla con 0,58 cc de ácido clorhídrico 3-R y se mezcla 
con dioxano y con 0,16 cc de t-butilnitrito. Se agita duran­
te 15 minutos a -20 hasta-1 5°, se agregan después 0 ,3 0 cc 
de N,N-diisopropil-etiiamina y 855 ¡ag de H-Asn-Lys(BOC)- 
Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-JHa-Ile-Gly-OH (ace­
tato) en 20 cc de dimetilformamida (al 90 %) y se agita a 
0°. Después de dos veces una hora se agregan cada vez 0,075 
cc de N,N-diisopropil-etiiamina (en total 0 ,1 5 cc) y se agi­
ta durante 15 horas a 0°. El preparado se vierte y agita en
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600 Go de éter, se ¿eje sedimentar el precipitado y se 
filtra en vacío. Para su limpieza se disuelve y precipita 
el producto en bruto una vez en dimetilformamida-éster acé­
tico y una vez en dimetilformamids-ácido clorhídrico acuoso 
0,002-N.

En el cromatograma de capa delgada en gel de sí­
lice es el Rf 43E = 0,62; Rf 100 = 0,32; Rf 43 = 0,33;
Ef 3 = 0,27.

10, Z-Thr (tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tRu )-Gln-.Asn-s-Phe-íisn-L.ys (BOC)- 
Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-éls-Ile-Gly-Val- 
Gly-̂ ls-Pro-mî

786 ¡ng de Z-(Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-JSsn- 
Phe-á s n-Lys(BOC)-Fhe-Hi s-Thr(t Bu)-Phe-Pr o-Gln-Thr(t B u)-1la- 
Ile-Giy-OH y 2 3 1 de H-Val-Giy-.Ala-Pro-NH¿ se suspenden 
junto con 82*mg de N-hidroxisuccinimida en 10 cc de dime- 
tilformamida y_,bajo agitación,se mezcla a 40° con 90 mg de 
diciclohexilcarbodiimida en 1 cc de dimetilformamida. Des­
pués de 3 horas a 40° se agregan otros 65 mg de diciciohe- 
xiloarbodiimida y se agita durante un total de 21 horas 
a 40°. Se diluye con 10 cc de metanol y se introduce y agi­
ta en 350 cc de éter, se deja sedimentar el precipitado y 
se le separa por filtración. Ei precipitado se limpie me- 
diante distribución segdn Graig en el sis tema metanoi-tam- 
pón-cloroiormo-tetraciorocarbono (10:3:5:6, tampón como en 
el ejempro 1 bajo 18). ,

Después de 430 escalones se aísla la sustancia 
unitaria segán el cromatografía de capa delgada (K = 0,66).
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En el cromatograma áe cap-a delgada sobre gel de 
sílice es el Rf 3 = 0,40: Rf 4$ = 0,42; Rf ICO = 0,32.

11. Ií-Thr (tBu )-Tyr (t Bu)-Thr (tBu )-G-ln-̂  sn-Phe-Í! sn-Lys (BOC)- 
Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Rro-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-Val- 
Gly-^

64 mg de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ísn- 
Phe-J^sn-Lys (BOC )-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)- 
^la-Ile-Gly-Val-Gly-^la-Pro-NH^ se hidrogenan en 100 cc 
de ácido acético al 80 % en presencia de 16 mg de carbón de 
palacio ai 10 %, a temperatura ambiente en un recipiente 
agitador dorante 15 horas. Se filtra por aspiración del 
catalizador, éste se lava con la misma mezcla de disolven­
tes y se liofiiiza. Se obtienen 54 mg del docosapéptido-emi- 
da-scetato. Este se disuelve en 10 cc de metanol caliente, 
con algunas gotas de solución 1+N.de bicarbonato sódico 

se ajusto a un pH de unos 7í5 y se introduce y agita en 50 
cc de solución de sosa 0,1-N de 0°.

El precipitado lechoso se deja sedimentar, se 
separa por filtración en vacio, se lava con agua y se seca.

En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice es el Rf 43E = 0,50; Rf 110 =0,61; Rf 52 =0,21.

12. BOC-Cys-Gl.Y-^sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly- 
Thr (t Bu )-Tyr (t Bu )-Thr (t Bu )-Gln-i¡ sn-Phe-JS sn-Lys ( BOC) -Phe- 
His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-Gly-Val-Gly- 

Ma-Pro-NBP,

93 mg de BOC-Cys-Gly-lsn-Leíu-8er(tBu)-Thr(tBuj-Cy s 
Met-Leu-Gly-OH, 95 mg de H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)"Gln-_
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ii sn-Phe-á sn-Lys ( BOC )-Phe-His--Thr (tBu)-Phe-Pr o-Gln-Thr (t. Bu )- 
llc-Ile-Gly-Vcl-Gly-ála-Pro-NH^, 14 mg de N-hidroxisuccini- 
mida y 10 cc de* dimetilformamida se agitan bajo nitrógeno 
con 15 ng de diciclohexilcarbodiimida. 1.a mezcla de reac­
ción se agita a 40° durante un total de ¿0 horas, agregándo­
se después ce 2 horas nuevamente 15 mg de diciclohexilcar- 
bodiimida. A continuación se introduce el preparado en $00 
cc de éter absoluto, se deja reposar duante 2 horas en ra 
nevera, se separa por filtración en vacio el precipitado y 
se le lava con éter. Para su limpieza se reparte multiplica­
tivamente el producto en bruto en el sistema metanol-tsmpón- 
croroformo-tetraciorocarbono (11:3:6:7* tam^ón como en el 
ejemplo 1 bajo 18) a través de 220 escalones. Las fracciones 
puras (recipientes 104-121; K=1,0) se reúnen, se evapora y 
en alto vacío se libera a 40° del acetato amónico.

En ei cromatograma de capa delg sda sobre gel de 
sílice es el Rf 45 = 0,60; Rf 96 = 0,59; Rf 100 = 0,32.

Ejemplo 4
^¡c-Oys-Gly-JSsn-Leu-Ser-Thr-Cys -Me t-Le u-Gly -Thr-Ty r-Thr-Gln-- 

20. ásp-Phe-ásn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Bro-Gin-Thr-.Ala-Ile-Giy-
Val-Gly-ála-Pro-NH^ (N°^ -acetil-calcitonina M)

100 mg de ^c-Cys-Gly-ásn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys 
-Met-Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-ó'ln-ásp(OtBu)-Phe- 
JSsn-Lys(B0C )-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-J¡la-Ile- 

Gly-Val-Gly-Ala-Pro-RH^ se reciben̂ , bajo enjuagado con nitró­
geno, a 0° en 3 cc de ácido trifiuoracético al 95 % y después

25



de disolver totalmente se deje reposar aunante 90 minutos 
a temperatura ambiente, á 0° se precipita con 30 cc de éter 
frío, la suspensión se centrifuga y el precipitado se fro­
ta sún dos veces con éter. El producto secado en alto va­
cío sobre sosa cáustica se recoge, para su transformarlpn la . 
forma de acetato, en 3 cc de agua, se pasa a una columna 
equilibrada con acido acético 0,02-N de intercambiadores 
de iones débilmente básicos (por ejemplo, Merck; 7,5 mm,
20 cm) y se eiuye con ácido acético 0,02-1?. El eluado se 
evapora en arto vacio a 2 3°, el residuo se recoge en agua 
y se liofiliza. El polvo blanco se somete, para su limpieza, 
a una distribución de Craig en el sistema n-butanol-ácido 
acético glacial-agua (4:1:5) (volumen de fases 3 cc). Des­
pués de 600 etapas se reúnen las fracciones qo.e contienen 
producto unitario según ei cromatograma de capa delgada, se 
evapora en sito vacío a ¿3°, se recoge en agua y se iioii- 
iiza. Secando sobre sosa cáustica en alto vacio a terapera- 
tura ambiente se outiene un polvo amorfo.

En la electrofóresis sobre "Selecta" (pH 1,9;
1? horas- 2S0 Y) se traslada el producto -1,8 cm,a un pE 
de 4,8 - 1,2 cm. En el cromatograma de capa delgada sobre 
"álox" es el Rf 52 = 0,63; Rf 79 = 0,60; Ef 45 = 0 ,7 2; 
sobre "Selecta" Rf 4p = 0,33; Rf 10LA = 0,63; Rf 52 = 0,38.

El producto de partida se puede obtener como si­
gue:

1. TRI-Cys(TBI)-Gly-Asn-Leu-OMe
9,1 g de TRI-Cys(TRI)-OH y 3,2 g de H-Gly-ásn-Leu-



111

10.

15.

?0.

25.

OMe se recogen en 60 cc de gitaetilf ormamide y, bajo agita­
ción,se mezcle a 0° con 3,7 g de dicic ioaexilcar bodiimida. 
Después de 13 horas a 0° se separa por filtración de la di- 
ciclohexiiúrea, el filtrado se evapora basta sequedad y el 
residuo se cristaliza en cloroformo-éter de petróleo. P.í. 
126 - 130°. En el cromatograma de capa delgada sobre gel 
de sílice es el Rf = O,¿7 en el sistema cloroformo-metanoi

(95:5).

2. H-Cys(TBI)-Gly-ásn-Leu"OMe, acetato
1,8 g de TRI-Cys(TRl)-Gly-ásn-Leu-OMe se disuel­

ven en 16 cc de ácido acético glacial y a temperatura am­
biente se mezcla, gota a gota, con 4 cc de agua. Después de 
una hora a temperatura ambiente se agregan 12 cc de agua, 
se filtra del tritilcarbinol precipitado y el filtrado se 
evapora en alto vacio a 40? nasta sequedad. El residuo ole- 
ginoso se recoge eñ terc.butanol y se liofiiiza. Se obtiene 
un polvo blanco que en el cromatograma de caps delgada so­
bre ge^ de sílice muestra el Rf = 0,45 en el sisteman clo- 
roformo/metanol (8:2).

3. ác-Cys(TBI)-Gly-Asn-I.-eu-OMe
á 1,02 g. de Ií-Cys(TRI)-Gly-.Asn-Leu-OMe, acetato * 

y 0,9 cc de ácido acético glacial en 15 cc de cloroformo se 
agregan a 0° 1,9 6 de diciclohexilcarbodilmida seco. Des­
pués de unos 10 minutos ha solidificado la mezcla de reac­
ción a una pulpa. Está se diluye con 10 cc de cloroformo y 
la mezcla se agita durante 4 horas a 0°. Después de agregar 
30 cc de éter de petróleo se separa por filtración y ei pre-
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cipitado se recristgliza en cloroformo caliente. P.f. 1 %  -- 
158"°. En el cromatograma de capa delgada sobre gel de síli­
ce es el Rf = 0,2y en el sistema clorc-í'ormo-metanol (9:1).

4. áp-Cys(TRI)-Gry-íisn-Leu-NR-NH2

Se mezclan 2,42 g de JSc-Cys(TRI)-Giy-^sn-Leu-OMe 
en 21 cc de dimetili'ormamida con 3?75 ce de hidrato as hi-- 
drazins y la solución clara se deja reposar durante 2 horas 
a tempaatura ambiente. Después se enfría a 0° y bajo agi­
tación se agregan 150 cc de agua. El precipitado se separa 
por filtración, se lava con agua fría y se seca sobre pentó- 
xido de fósforo. Para la limpieza se disuelve y precipita 
en metanol caliente. Rf 53 = 0,55 en el cromatograma de ca­
pa delgada con gel de sílice.

5. áo-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met- 
Leu-Giy-OH

1,44 g de ác-Cys(TRI)-Gly-ásn-Leu-NE-NH2 se di­
suelven en 10 cc de dimetili'ormamida y enjuagando con ni­
trógeno se mezcla a -10° con 2,5 cc de ácido clorhídrico 
2,0-N en éáter acético y 0,26 cc de t-:butilnitritG. Después 
de 15 minutos a -10° se agrega una solución enfriada s -10° 
de 1,02 g de H-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OH 
(sai ácido acética) y 0,84 cc de trietilamina en 12 cc de 
dimetili'ormamida, gota a gota, de manera que la temperatura 
ná sobrepase nunca los -10°. Se agita aún durante una hora 
a -10° y se deja reposar durante 24 horas a 0°. El produc­
to se precipita en forma de gelatina. La mezcla de reacción

25
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se concentra por evaporación a unos 5 cc, se vuelve a pre­
cipitar totalmente mediante adición de 20 cc de metano!, se 
separa por firtración y se lava con dimetilformamida-meta- 
nol(l:l) irio. Después de frotar tres veces con agua fría 

d. y secar sobre sosa cáustica se disuelve y precipita una ves
en dimetilí'ormamida-metanol, con lo que se obtiene el pro­
ducto de difícil solubilidad en forma pura. Rf = 0 ,2 3 en el 
sistema ciorof'ormo-metsnol (8:2) en gel de sílice.

6. ác-Cys-Gíy-ásn-Leu-óer(tBu)-Thr(tRu)-Cys-Met-Leu-Giy"Q.íi
1 0. Una solución de 410 mg de ^c-Cys(TRI)-Gly-Asn-

Leu-Ser(tBo)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OH en 35 cc de 
dimetilformamida se gotea a temperatura ambiente, en el 
plazo de 13 minutos, a una solución fuertemente agitada de
1,0 g de yodo en IpO cc de metanol. Terminada la introduc­

id. ción se agita aán durante una hora, después se enfria a 0°
y la solución de reacción se descolorea mediante adición 
gota a gota de solución 1,0-N de tiosulfato sódico, ál vacio 
de la trompa de agua a 30° se evapora primeramente el meta- 
nol y después, en alto vacio (30°) se concentra por evapo- 

20. ración a unos 10 cc y se mezcla con 200 cc de éter. Se de­
canta de la resina precipitada, se frota tres veces con é- 
ter y tres veces con agua y se seca en alto vacío sobre so­
sa cáustica. Para limpiar se disuelve en cloroformo, se fil­
tra y el producto se precipito del filtrado mediante hexano. 

25. Rf 70 = 0,30; Rf 43C 4 0,33 en gel de sílice.

7. ác-Cys-Gly-J!sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly-Thr"



(t Bu ) -Ty r (t p. u ) -Th r (t B u) -G1 n-JS s p ( Ot B u) - Ph e - A s n- Ly s ( BOC) - 
Phe'rHis-Tiíi- (t Bu )-Pn e-Pro-Gln-Thr (t Bu )-Ala-Ile-Gly-V a i- 
Gly-á ls -Pr o-NH.,

116 mg de ác-Gys-Gly-^sn-Leu--Ser(tBu)--Thr(tBu)-Cys 
Aüet-Leu-Gly-OH, 230 mg de H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln- 
^sp(OtBu)--Phe-Jisn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln- 

Thr(tBu)-Ála-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-nH2 y 10 mg ¡̂ 6 N-hidro-
xisuccinimida se disuelven en 2 cc de dimetilformamida y se 
agregan, a temperatura ambiente, 30 mg de diciciohexilcar- 
bodiimida seco y enjuagando con nitrógeno se deja reposar 
durante 24 horas a 40°. Sin separarle de la dicicjohexirú- 
rea por filtración se concentra el preparado en alto vacío 
a un aceite y este se frota con metanol-éter (1:1) a un pol­
vo y se filtra. El producto se limpia disolviendo y preci­
pitando dos veces en metanol-éter. Rf 43E = 0,30; Rf 3S<& =
0,30; Rf 100*= 0,32; Rf 107 r 0,63 en gel de sílice.

' \

Ejemplo 3
r---------------- ------- :Bmp-Gly-ásn-Leu-áer-Thr-Cys-ímet-Le u-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gin-msp- 
Phe-ásn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Bro-Gln-Thr-Aia-Ile-Gly-Va1-Gly- 
ála-Bro-NEP, (Desamino-caicitonina M)

30 mg de Émp-Gly-á sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met 
Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-ásp(OtBu)-Phe-ásn- 
Lys(BOG)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-l 

Gly-Val-Gly-Ala-Pro-EH^ se mezclan enjuagando con nitróge­
no a 0° con 0,95 cc de acido clorhídrico concentrado. Be de­
ja reaccionar aún durante 3 minutos, se pone entonces bajo
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agitación el recipiente de reacción bajo alto vacío, des­
pués de 5 minutos se agregan 40 cc de terc.butanol y se lio- 
íiliza. Se obtiene un polvo blanco voluminoso. En el cro- 
matograma"de capa delgada en celulosa es el Rf 45 = 0,54;
Rf 52 = 0,34, en óxido de aluminio es el Rf 4$ = 0,47,
Rf 52 = 0,61 y Rf 79 = 0,66.

El producto tiene en la eleotrofóresis sobre ce­
lulosa "Selecta" 1440 (pH 1,9; 1? horas, 280 V) un trayec­
to de recorrido de 1,8 cm; a un pH de 4,8: 1,2 cm hacia 
el cátodo.

El producto de partida se puede obtener como sigue

1. Bsp(TRI)-QH
Se disuelven 6,37 6 de ácido ^-mercaptopropióni- 

co, recien destilados, en 100 cc de benceno y enjuagando 
con nitrógeno se agregan en porciones, a 0°, 2 5 ,1 g de 
trifenilciorometano. Terminada la introducción se retira 
el enfriamiento con hielo. La solución, al principio ciara, 
comienza a precipitarse el producto. Después de 2 horas 
se enfria a 0°, se filtra y se lava con metanol frío. La re­
cristalización en cloruro metilénico-metanol suministra el 
producto claro del'p.f. 200-201°.

2. Bmp(TRI)-Gi.y-.Asn-Leu-OMe
á una solución enfriada a 0° y agitada de 2,62 g 

de Bmp(TRI)-OH y 1,58 g de H-Gly-Asn-Leu-OMe en 30 cc de 
dimetilformamida se agregan 1,85 g de diciclohexilcarbodi- 
imida. Después de 24 horas a 0° se separa por filtración de 
la diciclohexiiórea y el filtrado se evapora a 40° hasta
sequedad. El producto se limpia disolviendo y precipitanao



en metanol. En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice es el Rf 4p = 0,67.

3. Bmp(TRI)-Gly-á3n-Leu-NE-NiL,

1,06 g de Bmp(TRI)-Gly-^sn-Leu-OMe se mezclan en 
30 cc de metanol con 3 ce de hidrato de hidrazina. Después 
de 2 horas a temperatura ambiente cristaliza el hidrsziaa 
al inyectar. Se recristaliza en metsnol caliente. P.f, 190 - 
194°. El Rf es : o,39 en el sistema cloroformo-metanol 
(8:2) .

4. Bmp(TRI)-Gly-Asn-I.eu-3er(tBü)-Thr(tBu)-Cys(TRI)--Met- 
Leu-Gly-OH

926 mg de Bmp(TRI)-Gly-Asn-Leu-NH-NH2 se mezclan 
en 8 cc de dimetilíormamida a -1 3° con 2 ,2 1 cc de ácido 
clorhídrico 2 ,2 1-N en éster acético y 0,18 cc de t-bntii- 
nitrito. Después de I3 minutos a -10° se gotea una solución 
enfriada a -10° de 1,38 g de H-3er(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)- 
Met-Leu-Gly-OH y 0,7 cc de trimetilamina en 10 cc de dime- 
tilformamida. Se agita aún durante una hora a -10° y se 
deja reposar durante 19 horas a 0°. Después de agregar 20 
cc de metanol se separa por filtración, el precipitado se 
lava con metanol frío, después se frota en agua, se filtra 
y se seca sobre sosa.cáustica. El producto unitario según 
el cromatograma de capa delgada se presenta en un 40 % como 
sal trietilamónica. En el cromatograma de capa' delgada so­
bre gel de sílice el Rf = 0,93 en el sistema cloroformo-me­
tano! (7 :3 ).
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5* Bmn-Gl,y-
á

íi sn-Le u-Ger (t Bu )-Thr (tBu)-Cys-Met-Le u-Gly-OH 

una solución de 1,4 g de Bmp(TRI)-Gly-ásn-Leu-
Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OH en 150 ce de di- 
metiliormamida se agregan, a temperatura sacíente, 0,3 ce de 
ácido clorhídrico 1,0-N. La solución se gotea en el plazo 
de 30 minutos s una solución fuertemente agitada de g 
de yodo en 300 cc de metanol. La mezcla se agita aún duran­
te una hora a temperatura ambiente, después se enfría a 0^ 
y agregando gota a gota solución acuosa 1,0-N de tiosulfato 
sódico de deseoíorea. Después de agregar 1,6 cc de lejía 
sódica 0,5-N se concentra por evaporación a unos 20 cc con 
una temperatura del baño de 40^, se mezcla con unos 400 cc 
de éter y se decanta. Ê . residuo se frota con 20 cc de agua, 
se filtra, se lava con agpa fría y se seca sobre sosa cáus­
tica. El producto se limpia disolvieran y precipitando de 
cloroformo-éter. En el cromatograma de capa delgada sobre 
gel de sílice es el Rf 121A = 0,43; Rf 100 = 0,34; Rí 43 =
0,28.

6. Bmp-G-ly-JSsn-Leu-Ser'(tBu)--Thr(tBu)-Cys-Met--Leu-Gly- 
Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Jlsn- 
Lys(BOO)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pi-o-Gln-Thr(tBu)-Ma- 
Ile-Gly-Val-Gly-Uls-Pro-mí^

46 mg de Bmp-Gly-ásn-Leu-8ey(tBü)-Thr(tBu)-0ys- 
Met-Leu-Gly-OH, 81 mg de H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-- 
ásp(OtBu)-Phe-^sn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-I^o-G.l.n- 
Thr(tBu)-^la-Ile-Gly-Val-Gly-^la-Pro-NH^, 9,7 mg de N-hi- 
droxisuccinimida y 13 mg de diciclohexilcarbodiimida se man-'
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tienen en 2 cc de drmetilformamida donante 3 1/2 horas a 
45°. La solución clara se gotea entonces en 40 cc tie éter 
qbsoluto a 0° y er producto precipitado se separa por fil­
tración. Se limpia disolviendo y precipitando en mctsnol- 
agua. Rf 45 - 0,38 en el cromatograma de capa delgada sobre 
gel de sílice.

H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln"-
ásp-Phe-Asn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-/il8-Ile-Gly-
Val-Gly-^la-Pro-OH

120 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)- 
C^-Met-Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-J!sp(OtBu)- 
Phe-Asn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-^la- 
Ile-Gly-Val-Gly-JSla-Pro-OtBu se mantienen con 3 cc de áci­
do trifluoracético al 95 % durante 1? horas bajo nitrógeno' 
a temperatura ambiente, después se precipita con éter li­
bre de peróxido. El producto separado por filtración se 
lava con éter hasta estar libre de ácido, después se disuel­
ve en ácido acético 0,02-N, se filtra a través de una colum­
na de intercambiador de iones Merck n.s II (débilmente bási­
co, forma de acetato) y el eruado se liofiiiza. El dotria- 
contapéptido obtenido se traslada en la electrofóresis sobre 
"Selecta" con un pH de 1,9 y 280 V en 1? horas 3.0 cm hacia 
el cátodo, con un pH de 4,8: 1,5 cm. Rf 79 = 0,45; Rf 52 - 
0,42; Rf 45 = 0,40, en "álox" Rf 52 = 0,28; Rf 43 = 0,42;
Rf lOLá = 0,90 en "Selecta".

25



El producto da partida se puede obtener como
sigue:

1. H-Rpo-OtBu
9,15 g de Z-Rro-OtEu se hidrogenan en 100 cc de 

metabol y 1,0 g de carbón de paladio (10 % Pd) a tempera­
tura ambiente. La recepción del hidrógeno está terminada 
después de $0 minutos. La solución se separa por filtración 
del catalizador y se evapora a 30° en vació a la trompa 
de agua. El aceite resultante es unitario en elooomatogra- 
ma de capa delgada sobre gel de sílice. Rí = 0,55 en el sis­
tema cloroformo-metanol (1:1)

2. Z-ála-Pro-OtBu
10,3^ g de Z-ála-ONP y 5,0 g de H-Pro-OtBu se de­

jan reposar a 0° en 10 cc de áster acético durante hora y 
a temperatura ambiente durante 15 horas. Después se diluye 
oon 100 cc de áster acético, se lava con solución de car­
bonato potásico saturada en un 50 % y con agua, se seca so­
bre sulfato sódico y se evapora. El aceite resultante es 
unitario según el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice (Rf = 0,65 en el sistema cloroformo-metanol (9:1)) 
y se sigue empleando directamente.

3* H-Ma-Pro-OtEu '
9,36 g de Z-ála-Pro-OtEu se hidrogenan en 100 cc 

de metanol en presencia de 500 mg de caroón de palacio (10 % 
de Pd) a temperatura ambiente. La recepción de hidrógeno 
ha terminado después de 90 minutos. La solución se separa 
por filtración del catalizador y se evapora a un aceite en



el vacío a la trompa de agua s 30°. Demuestra ser unitario 
enel cromatograma ¿e capa delgada sobre gel de sílice.
Rf = 0,33 en el sistema cioroformo-metanol (1:1)=.

4. Z-Gly-Ala-Pro-OtBu
5  ̂ 1,63 g de Z-Gly-ONP y 1,09 g de H-Ala-^o-OtBn

- se dejan reposar en 20 ec de áster acático durante una hora 
s 0° y durante 20 horas s temperatura ambiente. Después se 
diluye con áster acético, se lava con solución saturada al 
30 % de carbonato potásico y con agua, se seca sobre sulla- 

1 0. to sódico y se evapora, be obtienen 2,06 g de un aceite
unitario seg&n el cromatograma de capa delgada. Rf = 0,8 
en el sistema cioroformo-metanol (1 :1 ) sobre gel de sílice.

3. H-Gi.y-ála-Pro-OtBu
2,06 g de Z-Gly-^la-Pro-OtBu se hidrogenan en 

-¡5 . 30 cc de metanol en presencia de 300 mg de carbón de pala-
dio (al 10 %) a temperatura ambiente. La recepción de hi­
drógeno ha terminado después de 90 minutos. Se separa del 
catalizador por filtración y el filtrado se concentra por 
evaporación a unos 3 cc. Se agregan 10 cc de éter. Durante 

2Q la noche cristaliza el producto. P.f. 132 - 134°; Rf = 0,3
en el sistema cioroformo-metanol (1 :1 ) en gel de sílice.

6* Z-Val-Gly-.A la-Pr o-OtBu
3,73 g de Z-Val-ONP y 2,99 g de H-Gly-Ala-Pro- 

OtBu se agitan en 12 cc de áster acético durante una hora 
2 5. a 0° y 20 horas a temperatura ambiente. Después de diluir

con áster acético se lava con solución saturada al 30 % de
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2 %

carbon-rto potásico y aguo, ss seca sobre sulfato de sodio y 
se evapora a 30° al vacio de la trompa de agua. El aceite 
se cristaliza en metanol-agua. P.f. 73-75°. En el cromato- 
grama de capa delgada sobre gel de sílice es el Rf=0,4¿ en 
el sistema tolueno-acetona (1:1) y el Rf s 0,46 en el sis­
tema cloro!'ormo-metanol (9:1).

7. H-Vai-Gly-ála-Pro-OtBu
533 MS de Z-Val-Gly-^la-PTo-OtBu se hidrogenan en 

10 cc de metanol en presencia de 300 mg de caroón de pala- 
dio (al 10 %) a temperatura ambiente. Después de 20 minu­
tos ha terminado ia recepción de hidrógeno. Se separa del 
catalizador por filtración y el filtrado se evapora a 30^ 
en vacio a la trompa de agua hasta obtener un aceite. Rí = 
0,52 en el sistema cloro!ormo-metanol (1:1) sobre gel de 
sílice.

8. H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)Gln-.ásp(OtBu)-Phe--.Asn- 
Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Fhe-Pro-Gln-Thr(tBu)-AlK<- 
Ile-Gly-OH

270 mg de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln- 
á sp (Ot Bu )-Phe-.A sn-Lys ( BOC )-Phe-His-Thr (tB u)-Phe-Pr 0- 

Gln-Thr(tBu)-JSla-Ile-Gly-OH se disuelven en 30 cc de ácido 
acético al 80 % y se hidrogena en presencia de 50 mg de 
carbón de paladio (10 %) hasta que haya terminado la diso­
ciación del grupo carbobenzoxi. Después de separar el cata­
lizador por filtración se concentra fuertemente la solu­
ción en alto vacio a 30° y después se'liofiliza en t-buta-
nol. El rendimiento es cuantitativo
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5.

10.

15.

20.

9. BOC-Cys-Gl.y-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu- 
'.Gly -Thr (t Bu)-Tyr(t B u)-Thr(t B u)-Gln-A s p(Ot Bu) -Phe - 
A s n-Ly s ( BOC ) -Ph e -H i u-T hr (t B u ) - Phe - Rr o-Gln --Thr (t B ¡A) - 
Hls-Ile-Gly-03

181 mg de BOC-Cys-Gly-ásn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)- 
Cys-Mct-Leu-Giy-OH se disuelven en 1,8 cc de tetrahidroc 
furano libre de peróxido y a -h0° hasta -1 5° se mezcla, 
conduciendo nitrógeno por encima, con 0,017 oc de N-metil- 
morfolina y 0,019 cc de cloroiormiato de isobutilo. Después 
de 10 minutos a esta temperatura se agrega una solución de 
255 Rg óei derivado de octadecapéptido obtenido bajo 8) en 
5 cc de dimetilformamida al 95 % y 0,02 cc de N-metilslorío- 
lina. Se agita aún durante 30 minutos a -10° y durante 2 
horas a 0°. Mediante la adiáión de éter libre de peróxido 
se precipita el producto en bruto,* éste se vuelve a disol­
ver en dimetilformamida y se precipita goteando acido clor­
hídrico 0,02-N enfriado con hielo. Disolviendo y precipi­
tante dos veces en dimetilformamida-éster acético se obtie­
ne un producto puro. En el cromatograma de capa delgada sos? 
bre gel de sílice es el Rf 5^A = 0,4$.

10. BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(t Bu)-Cys-Met-Leu-
Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Asn- 
Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Rro-Gln-Thr(tBu)-Ala- 
Ile-Gly-Va 1-Gly-A la -Pe o-OtBu

374 mg del derivado de péptido descrito bajo 9), 
160 mg de H-Vai-Gly-Ala-Pro-OtBu, 46 mg de hidroxisuccini- 
mida y 3 cc de dimetiiformamida se mezclan bajo nitrógeno



s temperatura ambiente con 62 cig de dioiclohexilcarbodiimi- 
da y se deja reposar durante la noche a temperatura ambien­
te. Mezclando con éter se precipita el producto, se filtra 
y se lav^bién con éter y éster acético. El producto se 
disuelve nuevamente en dimetilformamida y se precipita go­
teando ácido cítrico 0,03-m eniriado con hielo.

Ejemplo 7

N^-acetil-calcítonina M
100 mg de calcitonina M -acetato (6 -hidrocloru- 

ro) se disuelven en 5 cc de agua-dimetilformamida (2:1), 

se mezcla con 77/nl de una solución al 10 % de p-nitrofe- 
nilscetato en dimetilformamida y mediante adición de Solu­
ción acuosa 0,5-m de trietilamina se ajusta un pH de 9.1. 
Bajo este pH se inicia la reacción y se termina mediante 
adición continua de trietilamina manteniendo consiente el 
pH en el transcurso de una hora aproximadamente. Se agregan 
entonces 150^nl de ácido acético glacial y se extrae tres 
veces, cada una con 10 cc de éster acético. La fase acuosa 
se concentra por evaporación hasta sequedad y el residuo 
se limpia mediante una distribución según Craig en el sis­
tema n-butanol-ácido acético glacial-agua (4:1:5) a través 
de 170 escalones. De los elementos de distribución 109 - 
138 (r = 122: K = 2,5) se obtiene, al concentrar por 
evaporación hasta sequedad, la N^-acetil-calcitonina M pura 
como polvo amorfo, soluble en agua.

En el cromatograma de capa delgada sobre celulosa 
("Selecta") es el Rf lOlá = 0,67; en óxido de aluminio (Rlox
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de la Fs. Camag) es el Rf ¡?2 =0,68.
En la electrofóresis sobre places de caps delga­

da ¿e celulosa ("Selecta") se traslada la sustancia a 17 
Voltios/cm en 1? horas con un pH de 1,9 2,6 cm hacia el cá-

5. 'f todo, con un pH de 8,0 0,6 cm hacia el ánodo,

' Ejemplo 8

Calcltonina M mono- y diacetilada
10 mg de calcitonina M-acetato se disuelven en 

2 cc de dimetilformamida absoluta, se mezcla con 0 ,9 cc de 
¡O, una solución si 1 % de p-nitrofenilacetato en dimetilfarma-

mida, se enjusgs con nitrógeno y el tubito de cristal cerra­
do se deja reposar durante 30 minutos a 40°. Se agregan en­
tonces 5 cc de ácido acétlóo 2-N, se extrae el p-nitrofe- 
nilacetato en exceso y el p-nitrogenol formado con éster 

1 5, acético (2 x -30 cc), la fase acuosa se evapora en vacío has­
ta sequedad, se vuelve a disolver el 0 ,5 cc de ácido poéti­
co al 95 % y se íiofiliza. El producto se compone de una 
mezcla de derivado mono- y diacetílico, además de algo 
de producto de partida. El derivado monoacétiiico es, a su 

gO, ves, una mezcla de N^- y -derivado como se demuestra
en la electrofóresis a un pH de 8 .

La separación del material de partida^ del mono- 
y diacetilo se efectúa según la distribución de Craig en el 
sistema n-butanol-ácido acético glacis1-agua (4:1:3), o en 

2 5, una electrofóresis de'capa delgada preparativa sobre placas
de celulosa ("Selecta") con un pH de 1,9 (1? horas a 17 Vol­
tios/cm); recorrido: véase mas abajo. La mezcla de los dos
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derivados monoacétiiicos, obtenida de esta manera, se sepa­
ra también mediante electrofóresis de capa delgada prepara­
tiva con un pH de 8 (tampón: solución 0 ,1-m de trietilami- 
no ajustada con dióxido de carbono a un pH de 8; $ horas 

5 , a 17 Voltios/cm). Para mayores cantidades de sustancia se
emplea la electrofóresis continua, libre de soporte, asi­
mismo a un pH de 8. En ambos sé comporta neutra la N^*-ace- 
til-calcitonina M, eléctricamente, mientras el derivado 
N -acetilico se traslada hacia el ánodo.

Los compuestos muestran los siguientes valores
10 . .

Rf: N^-acetil-calcitonina M sobre celulosa "Selecta":
Rf 101á = 0,6?; sobre óxido de aluminio ("Alox" de la ?a. 
Camag) Rf 32 = 0,68.
La N^ -acetil-calcitonin3 tiene en ambos sistemas los mis- 

-¡c mos valeres Rf como la N^-acetil-calcitonins H (la esleí-
tonina M muestra en estos sistemas Rf lOlé - 0,$6 y Rf 52 
= 0,62); la N*̂  ,N^-diacetil-calcitonina M muestra en estos 
dos sistemas Rf 101.A = 0,75 y Rf 52 = 0,73. En la electro­
fóresis sobre placas de capa delgada de celulosa ("delecta") 

20. es el recorrido de N ^- y de N^-monoacetil-calcitonina M =
-2,6 cm a un pH de 1,9; 90 minutos; 17?Voltios/cm; y la de 
N^,N^-diacetil-caicitonina M, bajo iguales condiciones, 
-1,3 cm (la de caicitonina M -3,7 cm). Con un pH de 8,0 se 
traslada la -acetil-ca1citonina M en 90 minutos a 1 7 Vol- 
tios/cm +0,6 cm, mientras la N^-acetilcalcitonins M (al 
igual que la caicitonina M) se queda ,parada en el punto de 
partida.



Ejemplo 9

El producto de partida:
BOC-Cys-G-ly-Asn-Leu-der-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-OH
descrito en eí ejemplo 1 se puede obtener también de la ma-

'4* ñera'siguiente:

1. BOC-Ser-Thr-OBzl

.A una solución de 73,8 g de BOC-Ser-OH, sai dici- 
clohexilamónics, en 300 cc de cloruro metilénico se agre­
gan 47,0 g de E-Thr-OBzl, HC1 en 300 cc de cloruro metilé- 

10. nico, se agita durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se enfria entonces a -3°. á esta temperatura se gotea una 
solución de 40,1 g de diciciohexilcarbodiimida en 90 cc de 
cloruro metilénico. Se agita durante 3 horas a -3° y duran­
te toda la noche a temperatura ambiente. Después de separar 

1$. por filtración la dicicíohexilúrea y el hidrocloruro de la
diciclohexiiamina se agita la solución, y esto tres veces 
con ácido clorhídrico 0,1-N, dos veces con solución al 20 % 
de sal común, una vez con solución al 10 % de bicarbonato 
sódico y dos veces con solución al 20 % de sal común y se 

20. seca sobre sulfato sódico. La solución se concentra por
evaporación a unos 600 cc, se enfria a 3° y se separa por 
filtración de la ulterior dicicíohexilúrea. Después de eva­
porar hasta sequedad se cristaliza el residuo, para su lim­
pieza, en áster acético-hexano.

2$. P.f. 110-111°; = -8,5 (c = 2 en dimetilformsmida);
= 0,33 (en gei de sílice).Ef 2



2. H-Ser-Thr-OBzl, TF^

5 .

65,7 g de BOC-Sei--Tirr-OBzl se disuelven en ICO
ce de ácido trifiuoracético ai 90 % y la solución se ceja 
durante 1 hora a 20°. Después se gotea, bajo agitación, en 
1000 cc de éter seco, se agita durante una hora y se ceja 
reposar durante la noche a -10*\ El precipitado obtenicc- se
separa por filtración y se lava tres 
se seca en vacío sobre sosa cáustica; 
0,65; Rf 4 = 0,50 (en gel de sílice).

veces con éter seco y 
P.f. 128-129°; Rf ? "

3* BOO-Leu-Ser-Tifr-OBzl
52,5 g de H-Ser-Thr-OBzl,.TFá se disuelven en 145 

cc de dimetilformamida y a 0° se mezcla con una solución 
de 48,0 g de BOC-Leu-ONP. Se agregan entonces 21 cc de 
trietilamina y 0,75 cc de ácido acético glacial. La mezc-ta 
de reacción se agita durante 3 horas a 0° y durante la no­
che a temperatura ambiente. Después de agregar 2,1 liaros 
de áster acético se agita la solución y esto dos veces con 
agua, dos veces con ácido clorhídrico 0,1-N, dos veces con 
solución al 10 % de sal común, ocho veces con solución al 
20 % de coroonato potásico, dos veces con solución de sal 
común al 10 % y una vez al 30 %. Después de secar sobre 
sulfato sódico se concentra la solución por evaporación 
a aproximadamente 1,4 litros. Durante la noche en la nevera 
cristaliza el tripéptido protegido del p.f. 114-116°;
/a(_?P = -14° (c = 2 en dimetilformamida); Bf 2 - 0,25 
(en gel de sílice).

25.



4. H-Leu-óer-Thr-OBzl. Tl'Vi

46,1 g de BOC-Leu-Ser-Thr-OBzl se disuelven en 
9 2 ,5 cc de ácido trifiuoracético al 90 % y se deje durante 
1 hora a 20°. Después se agrega, bajo agitación, éter seco

5 . (929 cc), se agita durante una hora a 0° y se deja reposar
durante la noche a -10°. El precipitado formado se separa 

. por filtración, se lava tres veces con éter seco y se seca 
en vacio sobre sosa cáustica. P.f. 168-171°; Rí 7 = 0,80 
(en gel de sílice).

10. 5= B0C-Asn-Leu-8er-Th.r-0Bzl.
20,8 g de BOC-JSsn-CH se suspenden en 208 cc de 

acetonitrilo, se mésela con 2 2 ,7 & de reactivo K de Wood- 
ward y se agita durante 30 minutos a 20°. Después se gotean 
bajo agitación 12 ,6 cc de trietilamina de manera que la tem- 

[$. peratura interior no sobrepase los +3 2°, se enfría a 20° y
a esta temperatura se agita aún durante $0 minutos. La solu­
ción casi clara se eniría a 0° y se mezcla con una solución, 
asimismo enfriada a 0°, de 39,1 g de H-*"eu-Ser-Thr-OBzl,TFé 
y 1 0 ,3 cc de trietilamina en 257 cc de dimetilformamida.

2 0. La mezcla.de reacción que solidifica rápidamente se agita
durante la noche a temperatura ambiente, se enfria a -1 0° 
y se agita aún durante 2 horas a -10°. Después se filtra en 
vacio el precipitado cristalino y el derivado tetrapéptido 
se lava una vez con acetonitrilo frío, una vez con éster

2 3. acético y tres veces con agua, hasta estar libre de cloruro.
El producto obtenido se cristaliza en 370 cc de dimetilfor­
mamida, 3 : 7  cc de ácido acético glacial y 370 cc de aceto-
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nitrilo. P.f. 223-2 .̂6°; = -36° ( o = 2 en dimetilfor-
mamida); Rf 6 = 0,83 (en gel de sílice).

6* H-á sn-Leu-Ser-Thr-OBz1. TFA
32 g de BOC-^sn-Leu-Ser-Thr-OBzl se disuelven en . 

1$2 cc de ácido trií'iuoracético si 90 % y se deja durante 
4$ minutos a 20°. Después se concentra la solución por eva­
poración a unos 40 cc, se mezcla bajo agitación con 400 cc 
de éter y se agita durante ¿O minutos bajo reflujo o 33°.
La suspensión cristalina se enfria entonces s -10° y se de- 

-¡Q̂ ja reposar durante la noche a -10°. El precipitado se sepa­
ra por filtración,, se lava tres veces con éter y se seca 
en vacio sobre sosa cáustica. P.f. 123-127°; Rf 4 = 0,33 
(en gel de sílice).

7. BOC-Gly-ásn-Leu-Ser-Thr-OBz!
15, 26;3 g de H-Asn-Leu-Ser4Thr-0Bzl,TFH se disuelven

en 100 cc de dimetilformamida, se enfria a 0°, se mezcla 
consecutivamente con 7,3 cc de trietilaraina, 0,34 cc de áci­
do acético glacial y una solución de 14,4 g de BOC-Gly-ONP 
en 100 cc de dimetilformamida, se agita a temperatura am- 

20. biente hasta que la mezcla solidifique y se deja reposar
durante 2 días. 3e agregan entonces, bajo.agitación 300 cc 
de áster acético y se deja reposar durante la noche a -10°. 
E3. precipitado se separa por filtración, se lava dos veces 
con áster acético y dos veces con éter, se agita durante 

25. media hora con 200 cc de agua, se separa por filtración,
se lava con agua y se seca en vacio. P.f. 227-228°;
¿%7p = -23° (c = 2 en dimetilformamida); Rf 9 = 0,30 
(en gel de sílice).



8. BOC-Gly-ásn-Leu-Ser-Thr-OH
17,0 g de BOC-Gly-ásn-Leu-Ser-Thr-OBzl se disuel­

ven bajo calentamiento en 340 cc áe dimetiiformamida. Des­
pués de enfriar a temperatura ambiente se agregan 3,4 g de 
carbón de paiadio al 10 % y se hidrogena. La reducción ha 
terminado después de 4 horas. Después de separar el catali­
zador por filtración se concentra la solución por evapora­
ción en alto vacio. Frotando tres veces con éter se obtie­
ne un pentapéptido unitario según el cromatograma de capa 
delgada. P.f. 181-183°; = *16.5° (c = 2 en dimetii-
formamida); Ef 7 = 0,6p (en gel de 'sílice).

9. BOC-Gly-ásn-Leu-Ser-Thr-Cys^zl^N^H^-Z

9,2 g de H-Cys(Bzl)'-N2R2"Z,HCl se disuelven en 
300 cc de dimetiiformamida recién destilada, se mezcla con 
1 2 ,2 g de BOC-Gly-ásn-Leu-Ser-Thr-OH y a temperatura am­
biente se agita has^a disolver. Entonces se enfría la solu­
ción a 0°, se agregan 3,2!8 cc de trietilamina y 4,88 g de 
N-hidroxisuccinimida en 100 cc de dimetiiformamida, se si­
gue enfriando a -22° y se agregan 4,36 g de diciclohexiicar- 
bodiimida en 30 cc de dimetiiformamida. Se agita durante 
una hora a -2 2°, se deja entonces subir lentamente'la tem­
peratura interior, se agita aún durante 3 dias a tempera­
tura ambiente, se filtra dqd.a diciclohexilúrea precipitada 
y se evapora en alto vacio hasta sequedad. El residuo se 
agita con una mezcla de éster acético y solución ai p % de 
ácido cítrico, el precipitado se separa por filtración, se 
lava con agua, se seca en vacío, se agita con éter seco, se



filtra y se seca en alto vacío* P.f. 173-178° /cí./-, - -¿5!5° 
(c = 2 en dimetilformamida); Rf 1 = 0,21 (en gel ce sílice).

10. H-Gly-^sn-Leu-Ser-Thr-Cys(Bsl)-NgH2-Z, TF.A

13 g de BOC-Gly-Asn-Len-Ser-Thr-Cys(Bzl)-NgHg-Z . 
se disuelven en 130 cc de ácido trifruoracético al 90^ .y la 
solución se deja reposar durante 2 horas a 22°. Después se 
concentra la solución por evaporación y el residuo se agi­
ta tres veces con éter y se seca en vacio sobre sosa cáusti­
ca. P.f. 159-161°. Rf 6 = 0,63 (en gel de sílice).

11. BOC-Cys(Bz1)-Gly-A sn-Le u-S er-Thr-Cys(Bzl)-NpHp-Z

6,69 g de B0C-Cys(Bzl)-0SU y 12,2 g de H-Gly-Asn- 
Leu-Ser-Thr-CysíBzl^NgHg-Z, 1,22 TFé se disuelven en 100 
cc de dimetilformamida. De una siución de 150 mMol de tri- 
etilamina en 100 cc de dimetilformamida se gotea bajo agi­
tación tanta trietilamina hasta que la mezcla de reacción 
sobre papel indicador Mmedo indique un pH de 6,4. La solu­
ción se agita durante 3 dias a temperatura ambiente, después 
se evapora en alto vacío hasta sequedad. El residuo se agi­
ta dos veces con 300 cc de áster acético, a continuación 
tres veces con una mezcla de 150 cc de áster acético y 
30 cc de solución al 5 % de ácido cítrico, se separa por 
filtración, se seca en vacio y se cristaliza en dimetilfor- 
mamidayéster acético. P.f. 191-193°; = -31*5°
(c = 2 en dimetilformamida); Rf 8 = 0,35 (en gel de sílice).
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12. J30C-Cys-Giy-.fi sn-Le u-S er-Tnr-Cy

6 g de B0C-Cys(Bzl)-Gly-3Jsn-Leu-Ser-Thr-Cys(Bzl)- 
2̂̂ 2°*̂  disuelven a -40° en 700 cc de amoniaco líquido

1 seco. Bajo agitación se agregan en el punto de ebullición 
5. del amoniaco 973 mg de sodio de manera que el color de 3.a

mezcla ae reacción se vuerva solamente azul claro. Después 
de 2$ minutos ha terminaao la reducción. Se agita aun duran­
te 10 minutos manteniendo el teñido azul, se agregan en­
tonces 2,4 cc de acido acético glacial y se evapora en sí- 

10. to vacio (aprox. 1 mm) hasta sequedad. El residuo se agita
con 12 cc de agus, 3,2 cc de ácido acético glacial y 20 cc 
de éster acético durante una hora a 0°, el precipitado se 
separa por filtración, se lava dos veces con solución ce 
acido acético al 1 (10 cc) y una vez con 10 cc de éster

15. acético y se seca en alto vacío.
Rf 5 = 0,65 (en gei'de sílice).

13. BOC-Oys-Giy-J! sn-Leu-Ser-Thr-Cys-N^H^

1,0 g de BOC-Cys-Giy-ásn-Leu-Ser-Thr-Cys-N^H^ se 
disuelve en 100 cc de dimetiiformamida y 300 cc de agus, que 

20. contiene 1,23 m.2equivalentes de acido clorhídrico. Con 3?7
cc de una solución 0,43-N de hidróxido potásico se ajusta 
el valor pH de la solución a 6,8. Manteniendo este valor 
pH se gotean en ei plazo 90 minutos, bajo agitación, simul­
táneamente 247 cc de una solución 0,01-m de ferricianuro 

25* potásico y 4,9 cc de una solución 0,43-N de hidróxido potá­
sico. Se agita aún a temperatura ambiehte durante 90 minu-



5.

10.

15.

2 0.

25.

tos y & continuación se ajusta con 0,7 ce de ácido acético ¡j
glacial el vaior pH de la solución a 4,0. Después se agita j: !
la solución con 50 cc de Dowex-2-X8, forma de acetato, a ' 
continuación con 13 cc de DoR.'ex-50W-X8, forme H*, se fíltra 
y se evapora hasta sequedad. El residuo se disuelve en t-ou- 
tanol al 50 se liofiliza y se seca en alto vacío. MI pro-j
ducto contiene aproximadamente un ly % de acetato potásico. 
Es unitario en ei cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice. Rf 5 = 0,63; Rí 6 = 0,70; Rf 7 = 0,75.

14. H-Leu-Gly-QEt,HC1
Se disuelven 14 g de Z-Leu-Gly-OBt /preparada se­

gún J.R. Vaughan & R.L.Osato, J.^m.Chem.Soc. 73, 5553 (1931.)!} 
en 150 cc de etanol absoluto, se mezcla con 11,3 cc de una 
solución 6,9-N de ácido clorirpídrico en etanol y se hidrogs-' 
na en presencia de 2,8 g de carbón de paladio (10 % de ?d). 
Después de 1 hora se separa del catalizador por filtración 
en vacío y en vacio, a 40° de temperatura del baño, se eva­
pora. El residuo es un aceite y se sigue elaborando direc­
tamente. Rf 1 = 0,50 (en gei de sílice).

15. BOC-Met?Leu?Gly-OEt
10,3 g de BOC-Met-K. en 100 cc de dimetilforma- 

mida se mezclan a 0° con 14,8 cc de ácido clorhídrico en 
tetrahidrofurano (5,39**N, 80 mMol), a continuación a -20° 
con 5,4 cc de iso-amilnitrito. Después de 5 minutos a -20° 
se agrega una solución previamente enfriada de 10,1 g de 
H-Leu-Gly-OEt, HC1 y 16,9 cc de tBietúlamina en 100 cc de
dimetilformamida. La mezcla de reacción se deja durante 3

i
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5.

10.

15.

20.

diss a 0°. Después se separa por filtración del hidrocioru- 
ro de trietiiamina precipitado, y el filtrado se evapora en 
arto vacro hasta sequedad. El residuo se disuelve en aceta­
to de etilo y la solución se lava consecutivamente con 3 peí 
ciones de solución diluida de ácido cítrico,. 3 porciones de 
solución diluida de bicarbonato sódico y con agua. El pro­
ducto en bruto que se obtiene después de secar y evaporar 
la solución se cristaliza en éster acético—hexano.
P.f. 118-119°; = **30° (c = 2 en dimetilformamida);
Rf 1 = 0 ,7 2 (en gel de sílice).

16. BOC-Met-Leu-Gly-OH

9,98 g de BGC-Met-Leu-Gly-OEt se disuelven en 
300 cc de metanol. En el plazo de 4$ minutos se gotean,a 
temperatura ambiente,57 cc de lejía sódica 0,59-N y se agi­
ta aún durante 1 hora. Después se ajusta con ácido clorhí­
drico 0,68-N el pH a 7 y la solución se egapore hasta se­
quedad. El residuo se. disuelve en éster acético y agua y el 
pH se ajusta con ácido clorhídrico 0,68-N a 2. La fase acuo­
sa se agita con éster acético. Las fases éster acéticas 
reunidas se lavan con solución de sal común, se seca y se 
evapora. El residuo se cristaliza en éster acético-hexano. 
P.f. 137 - 138°; = -31° (c = 2 en dimetilformamida);
Bf 7 = 0,74 (en gel de sílice).

17. H-Ret-Leu-Gly-OH

6,9 g de BOC-Met-Leu-Gly-OH se disuelven en 70 cc 
de ácido trifiuoracético al 90 % y se deja reposar durante 
1 hora a 20°. Después se concentra la solución por evapora-

25
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ción, bajo agitación se mezcla con 150 cc de éter y se deja 
reposar durante la noche a —10°. El precipitado formado se 
separa por filtración y de nuevo se agita con 100 cc de 
éter, se separa por filtración, se lava dos veces con éter 
y se seca en vacio sobre sosa cáustica.
P.f. 134 - 133°; Rf 7 = 0,52 (en gel de sílice).

18. BOC-Cys-Gly-JS sn-Leu-8er-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-OH
800 mg de BOC-Cys-Gly-ásn-Leu-Ser-Thr-Cys-N-,H;,í. y

(contiene un 1$ % de acetato potásico) se suspenden en 15 

cc de dimetilformamida y se agita durante 15 minutos a 45°; 
una parte de la suspensión se disuelve. Se enfria ahora a 
0° y primeramente se agregan 1,45 cc de ácido clorhídrico 
en tetrahidrofurano (2,0-N), se sigue enfriando a -20° y en­
tonces se agregan 0,114 cc de iso-amilnitrito. Después de 
10 minutos a -20° se mezcla con 0,24 cc de trietilamina y 
a continuación se agrega una solución previamente eniriada 
de 431 mg de H-Met-Leu-Gly-OH, 0,57 TFá en 5 cc de dimetil­
formamida. De una solución diluida de trietilamina en dime- 
^ilformamida se gotea tanta trietilamina hasta que la mez­
cla de reacción sobre papel indicador húmedo señale un pH 
de 6. La solución turbia se deja durante 3 dias a 0°, des­
pués se separa por filtración del precipitado formado. El 
fiiltrado se evapora en alto vacio hasta sequedad; el resi­
duo se agita tres veces con solución al 10 % de ácido cítri­
co, el producto ootenido se separa por filtración y se seca 
en alto vacio.
Rf 6 -= 0,68; Rf 7 = 0,75 (en gel de sílice).
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Ejemplo 10

N ̂ rps lmit o i 1-Cys-Gly-JS sn-Leu-Ser-Thr-Cy s-Met-Le u-G ly-Thr - 
Tyr-Thi'-Gln-^sp-Phe-.4sn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Rr-o-Gln-Thr- 
^la-Ile-Gly-Val-Gly-^la-Pro-NH^ (N^-palmitoil-calcitoni- 

- na M)

171 mg de N ** -palmit oil-Cys-Gly-^sn-Leu-SerTtBuyl 
Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gíy-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln- 
ásp(OtBu)-Phe-ásn--Lys(BOC)-Phe-Eis-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln- 
Thr(tBu)-jSla-Ile-Gly-Val-Gly-jSla-Pro-NH^ se mezclan con 5 
cc de ácido clorhídrico concentrado, de análisis puro, en­
friado con hielo, se agita s 0° hasta la solución (unos 2 
minutos) y la solución se deja a continuación bajo nitróge--; 
no durante otros 8 minutos a 0°. Después se libera del áci­
do clorhídrico disuelto en forma gaseosa mediante evacua­
ción durante 1 minuto a 0,01 Torr, se agregan entonces 100 
cc de t-butanol y se liofiliza. Se obtienenjasí 138 de la 
sal clohidrica de la -palmitoil-calcitonina M como pol­
vo incoloro. En el cromatograma de capa delgada sobre óxido 
de aluminio ("álox") muestra el producto el Rf 45 = 0 ,5 2;
Rf 52 = 0,76. El producto muestra en el ensayo según Humar 
en comparación con la calcitonina M un efecto claramente 
más prolongado.

La N^-palmitoil-dotriacontapéptido-amida prote­
gida, empleada como producto de partida, se puede preparar 
de la manera siguiente:

1* Palmitinato de p-nitrofenilo (Pal-ONP = hexadecanato de
p-nitrofenilo):
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á 5,o g de p-nitroi'enol en 60 cc áe cloroformo- 
éter (1:1) se agregan,bajo enfriamiento con hielo, primera­
mente 9,4 g de cloruro palmitílico y después 5,0 co de tri- 
etilamina*. Después de hervir durante 2 horas bajo reflujo 

5. se recoge en áster acético y la fase orgánica se lava con
potasa 0,5-N y agua, se seca sobre sulfato sódico y se eva­
pora .Cristalizando con éter-éter ds petróleo se obtienen 
hcjitas del p.f. 64-65^.

*2* Psl-Cys(TRI)-Gly-^sn-Leu-QMe

10. 1,32 g de H-Cys(TRl)-Gly-J¡sn-Leu-OMe y 780 mg
de palmitinato de p-nitroi'enilo se disuelven en ¿O cc de 
dimetilformamida recién destilada y se deja reposar durante 
24 horas a temperatura ambiente. Del producto en bruto re­
sultante después de evaporar el disolvente se obtiene por 

1$. disoíucién y precipitación en metanol el compuesto en for­
ma pura según el cromatograma de capa delgada.

3. Pa1-Cys(TRI)-Giy-ásn-Leu-NH-NH^

4 1,35 g de Pal-Cys(TRI)-Gly-.Asn-Leu-OMe en 40 cc 
de metanol se agregan 4,0 cc de hidrato de hidrazina y la 

20. solución se mantiene durante 24 horas a temperatura ambien­
te. En el evaporador de rotación se concentra entonces a 
25° a unos 20 cc*y se agregan 150 cc de ácido acético 0,5-N.

t.
. El producto precipitado se separa por filtración, se lava 
con agua fría y se seca sobre sosa caustica. En el cromato- 

25. grama de capa delgada sobre gel de sílice muestra el pro­
ducto el Rf 100 = 0,45.
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4 . Pal-Cys(TRI)-Gl.y-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)- 
Met-Le u-Gly-OH

1,08 g de Psí-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu-im-13L, en 10 
cc de dimetilformamida se mezclen a -1 5° con 1,5 ce de scico 
clorhídrico ¿,0-N en éster acético y 0 ,1 7 cc de t-butilni- 
trito. Después..de ly minutos a -10° se gotea una solución 
enfriada a -10° de 980 mg de H-'Ser(tBu)--Thr(tBu)-Cys(TRI)- 
met-Leu-Gly-OH y 0,56 cc de trietilamina en 10 cc de dime- 
tilformamida. Después de reposar durante una hora a -10° 
y durante ly horas a 0° se. agregan 30 cc de metanol y el 
producto precipitado se separa por filtración, se* lava 
con metanol frío y a 40°se seca en a^to vacío, El polvo re­
sultante se frota tres Reces, cada una con 10 cc de agua y 
después se seca sobre sosa cáustica. Disolviendo y preci­
pitando en dimetilformamida-metanol se obtiene el producto 
puro según el cromatograma de capa delgada.

r - .............................. ...
5* Pa 1-Cys-Gly-JS sn-Leu-Ser(tBu)-Thr (tBu)-0ys-Met-Le u- 

Gly-OH
Una solución de 670 mg de Pa1-Cys(TRI)-Gly-^sn- 

Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRl)-Met-Leu-Gly-OH en 50 cc de 
dimetilformamida se gotea a temperatura ambiente, en el pla­
zo de 20 minutos a una solución fuertemente agitada de 1,0 
g de yodo en 150 cc de metanol. Se agita aún durante una 
hora y después se descolorea la solución de reacción s 0° 
mediante adición a 0°, gota a gota, de tiosulfato sódico - 
acuoso 1-N. Lg solución ciara se concentra por evaporación, 
primeramente en vacio a la trompa de agua, después a 3 0°



139 2^A60.

5.

10.

15.

?0.

25.

hasta unos 10 cc, se mezcla con 200 cc de éter-éter de pe­
tróleo (1:1) y se decanta. El residuo se frota, después de 
secar brevemente, en vacio a la trompa de agua, tres veces 
cada una con 10 cc de agua y se seca sobre sosa cáustica. 
Para su limpieza áe disuelve y precipita de cloroformo-éter 
de petréleo. En el cromatograma de capa delgada en gel de 
sílice es el Rf 53 = 0,5 0.

6. N^ -Pal-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu- 
Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(0tBu)-Fhe-/1sn- 
Lys (BOC)-Phe-Eis-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-éla-Ile- 
Gly-Yal-Gly-^la-Rro-nig

JS una solución de 418 mg de N^-Pal-Cys-Gly-ásn- 
Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly-OH, 290 !ag del docosa- 
péptido protegido descrito en el ejemplo 2 sub.44 y 110 mg 
de N-hidroxisuccinimida en 15 cc d.e dimetilformamida recién 
destilada se agregan bajo agitación y calentando a 45°
135 mg de diciciohexilcarbodiimida. Se agita aón durante 
3 horas bajo nitrógeno a 45°, se agregan nuevamente cada 
vez 70 mg de N-hidroxisuccinimida y diciciohexilcarbodiimida 
y se agita durante otras 4,5 horas a 45°. Después se emria 
a 0° y se vierte en 300 cc de éter libre de peróxido, en­
friado con hielo. Después de 12 horas a 0° se filtra en vaci 
el precipitado, se le lava con éter y se 'seca en vacio a 40° 
Para su limpieza se disuelve el producto en metanol-cloro- 
formo (1:1) y en este 'disolvente se cromatografía ascen­
diendo en una columna de "Sephadex" LH 20 de las dimensio­
nes 110 x 4,2 cm. Se recogen fracciones de 3 cc y se com-
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prueban mediante cromatografía de cepa delgada. En esta 
cromatografía de capa delgada sobre placas de gel de síli­
ce es el Rí 32á =0,62.

5.

10.

15.

20.

N*̂  -lauril-Oys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-" 
Thr-Gin-á s p-Phe-7¡ sn-Lys-Phe-His-Thr-Fhe-Pr o-Gln-Thr-JS la - 
Ile-Gly-Val-Gly-^la-Fro-NH^ ( N^-lauril-calcitonina M)

7 mg de N^-lauril-Cys-Gly-Asn-Len-Ser(tBu)- 
Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)'-Thr(tBu)-Gln- 
^sp(OtBu)-Phe-JSsn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln- 
Tiir(tBu)-^ls-Ile-Gly-Val-Gly-^l3-Pro-NH2 se agregan^ bajo 
agitación,a 0,42 cc de ácido clorhídrico concentraao, de 
análisis puro, enfriado con hielo y, bajo nitrógeno, se agi­
ta durante 10 minutos a 0°. Para retirar el acido clorhí­
drico disuelto en forma de gas se mantiene durante 1 minu­
to a 0° y 0,01 Torr, después se agregan 6 cc de t-butsnol 
y la mezcra se liofiliza. Se obtienen 5 mg del monohidro- 
cioruro de la N^-laurii-calcitonina M.

En la disposición de ensayo indicada por Kumar 
et al. (J. Endocrinology, 33, 469 /1965/) muestra el pro­
ducto un efecto mas prolongado en comparación con la calci- 
tonina.

El producto de partida se puede preparar como si­
gue:

25. 1. Laurinato de p-nitrofenilo (Lau-ONP = dodecsnato de p-ni-
trofenilo)
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El compuesto se preparo segón el mismo procedi­
miento como descrito para el palmitinato de p-nitroi'enilo 
de 5)0 g de p-nitrofenol y 7,2 g de cloruro laurílico.

2. Leu-Cys (TRI)-Gly-/!sn-Leu-OMe
1,5 g de laurinato de p-nitrof'enilo y 1,65 g de 

n-Cys(TRI)-Gly-JSsn-Leu-OME se dej3n reposar en 25 ce de 
dimetilformamida durante 24 horas a temperatura ambiente.
La evaporación del disolvente y la disolución y precipita­
ción en metanol suministra el producto unitario según el 
cromatograma de capa delgada. Rf 53 = 0,60 en gel de sílice.

3. La u-Cys(TRI)-Gly-¿sn-he u-RH-NHg

1,0 g de Lau-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu-OMe se hacen 
reaccionar en 40 cc de metanol y 4 cc de hidrato de hidra- 
zina durante 24 horas al hidrazida a temperatura ambiente.
El aislamiento se eiec tua concentrando por evaporación 
la solución y precipitando con ácido clorhídrico 0,5-N.
Rf 100 = 0,40 en gel de sílice.

4. Lau-Cys(TRI)-Giy-.Asn"Le u-8er(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Me*t- 
Leu-Gly-OH

1,42 g de L8 u-Cys (TRI ̂ Gly-ásn-Leu-Hí-NH^s di­
sueltos en 10 cc de dimetilformamida, se mezclan a -1 5° 
con 1,38 cc de acido clorhídrico 2-N en éster acético y 0,14 
cc de t-butiinitrito. Después de dejar reposar durante 15 
minutos a -10° se agrega la solución,enfriada a -10° de 
965 mg de H-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-OH y
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0 ,5 2 5 cc de trietiismina en. 10 cc de dimetilformamids y 
se deja reposar dorante 1 hora a -10° y durante 15 horas ; 
a 0°. El producto precipitado de la solución ds reacción en - 
forma de gelatina se precipita totalmente mediante adición

5. 'de 20. cc de metsnol, se filtra y se frota tres veces, cada ;
una con 10 cc de agua y se sec8 sobre sosa cáustica. Para 
la limpieza se disuelve y precipita en metanol caliente.

10.

15.

20.

25 .

5. Laur-Cys-Gly-ásn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-
Gly-OH

 ̂ una solución agitada de 1,0 g de yodo en IpO cc 
de metanol se gotean a temperatura ambiente 700 mg de Lau- 
Cys(TBI)-Giy-ásn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu"
Gíy-OH en 50 cc de dimetiiformamida, en ei plazo de 20 mi­
nutos, y después se sigue agitando aún durante una hora. 
Para eliminar el agente de oxidación en exceso se agrega 
a 0°, gota a gbta, solución 1-N de tiosulfato y después 
se concentra en vacío a la trompa de agua y en alto vacio a 
unos 10 cc. Mediante adición de 200 cc de éter-éter de pe­
tróleo (1:1) se precipita, el precipitado secado se frota 
tres veces con agua, se seca sobre sosa caustica y para la 
limpieza se disuelve y precipita de cloroformo-éter de pe­
tróleo.

6. -lauril-C.ys-Gly-.ásn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-
Leu-Gly-Thr (t Bu )-T'yr (t Bu )-Thr (tBu ) -Gln-á s p ( OtB u )-Phe- 
 ̂s'n-Ly s(BOC)-Phe-H i s-Thr(t Bu)-Phe-Fr o -Gln-Thr (tBu)-Aia-
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-BH^



Una mezcla de 3!? mg del docosapéptid^^üRha pro­
tegido^ descrito en el ejemplo 2 sub. 44, 24 mg de -lau-
ril-Cys-Giy-4 sn-Leu-S er (t B u )-Thr(t B o)-Cys-Met-Le u-Gly-OH,
6 mg de N-hidroxisuccinimida y 0,8 cc de dimetilformamida 
se agita durante 1 hora bajo nitrógeno a 50°, se agregan en­
tonces 6 mg de dicicrohexilcarbodiimida, se agita durante 
otras 2 horas bajo nitrógeno a 5 0°, se vuelven a agregar 
cada vez 3 mg d e N-hidroxisuccinimida y diciclohexilcarbo- 
diimida y se agita aún durante 8 horas a 50° bajo nitróge­
no. Después se vierte toda la mezcla en 60 cc de éter libre 
de peróxido, se deja reposar durante 18 horas a 0°, el pre­
cipitado fino se separa por filtración y se seca en vacio a 
40°. Se obtienen 30 mg del N^-lauril-dotriacontapéptido-ami 
da protegido, en bruto. Para su limpieza se disuerce el pro­
ducto en bruto en metanol-cloroiormo (1:1) y se cromatogra- ' 
fia enuforma ascendente a través de una columna preparada 
en la misma mezcla (1,5 x 30 cm) de Sephadex LH 20. Se 
recogen tracciones de 3 cc, se evaporan individualmente 
y se determina su pureza mediante cromatograiia de capa 
delgada sobre pr8cas de gel de sílice. (Rf 52á = 0,53)*
Se obtienen 15 mg de dotriacontapéptido-amida protegida, 
pura.

Ejemplo 12 ' .
/------------------------------------ — ——— —,

H-Cys-G ly-Ji sn-Le u-Ser-Thr-Cys-Met-I.eu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gin-
^sp-Phe-JSsn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly- 
Val-Gly-ála-Pro-NH^ (Calcitonina M)

32 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBü)-Cys



Met-^'eu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Tiir(tBu)-Gln-^sp(OtBu)-Phe- 
J!sjn^Lys(BOC)-Fhe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Aía- 
Ile-Gly-^al-Gly-Ala-Pro-NH^ se liberan en la misma forme 
como descrito en el ejemplo 2 de los grupos protectores.
El acetato do-ia caj.citonina ¥ obtenido se comporta en ls 
cromatografía de capa delgada y en la electrofóresis igual 
como el producto descrito en eí ejemplo 2. En la cromato­
grafía de capa delgada sobre óxido de aluminio "Jilox"
(Camsg) es el Rf $2 = 0,48; Rf 45 = 0,41; Rf 7$ = 0,55.
En la crot&atografía de cape delgada sobre celulosa (Selec­
ta,- placas preparadas S+S na 1440) es el Ef ldá = 0,54:
Rf 45 n 0,40.

En la electrofóresis sobre celulosa (Selecta - placas pre­
paradas na 1440) es el recorrido de traslación hacia el cá­
todo a 280 V en 1,5 horas con un pH de 9,10 = 4,0, con un 
pE de 4,85 =4,2.

La dotriacontapéptido-amida protegida, empleada 
como producto de partida, se puede obtener como sigue:

i. BQC-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met- 
LeBrGly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thi-(tBu)-Gln-ásD(OtBu)-Phe-ásn- 
Lys(B0C)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-GlR-Thr(tBu)-Ma-He- 
Gly-Va i-Giy-A la-Pr o-IHP,

125,6 mg de BOC-Cys(TRI)-Giy-Jisn-Leu-Ser(tBa)- 
Thr(tBu)-Cys(TBI)*-Het-Leu-Gly-OE y 189,0 mg de H-Thr(tBu)- 
Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sp(OtBu)-Fhe-Asn-Lys(BOC)-Phe-His- 
Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ma-Ile-Gly-Val-Giy-Ma-Rro-
NH^ se suspenden junto con 31,4 mg de N-hidroxisuccinimida



en co de N^N-dimetilformamida bajo nitrógeno. Se agre­
gan $7 mg de diciciohexilcarbodiimida en 1 cc de dimetil- 
formamida y se agita durante 4,5 horas a 45°. Después se 
vierte el preparado en 250 ec de éter absoluto agitado, se 

5. separa el precipitado coposo por filtración y se le lava coi
éter. Sé obtienen $14 mg del producto de difícil solubilidad 
en metanol.

En el cromatograma de capa delgada sobre gel de 
sílice es el Bf 100 = 0 ,5 1 ; Rf 107 = 0,77; Rf 52á = 0,56;

10.. Rf 43E = 0,65.

2. BOC-Cys-Giy-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly- 
Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-áspCOtBu)-Phe-ásn-L.ys(tBu: 
-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-.Sl3-Ile-Gly-V31- 

15. Gly-^la-Pr o-BH^

219 mg del dotriacontapéptido-amida protegido, deí 
crito bajo 1 se disuelven en dimetilformamida caliente y 
después de eniriar a temperatura ambiente se gotea en el 

20. plazo de $0 minutos a unashLución de 124 mg de yodo resu­
blimado en $0 cc de metanol. Después de enjuagar dos veces, 
cada una con 2,5 cc de dimetilformamida se agita aún duran­
te 1 hora a temperatura ambiente y después se goteanlenta- 
mente, a 0°, 1,25 cc de solución acuosa 1-N de tiosurfato 

25, sódico hasta que la solución está oasi incolora, á conti­
nuación se agregan 0,05 cc de lejía sódica acuosa 2-N y en 
vacío se concentra por evaporación a aproximadamente 1/3 de 
su volumen. La solución se introduce'y agita en 4$0 cc de 
éter libre de peróxido y el precipitado se filtra. Este re-
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siduo de filtración se somete directamente 8 une distribu*" 
ci6n de contra-corriente en el sistema metanol/tampón/clo- 
ro^ormo/tetraciorocarbono 11:3:6:7 (taapón como en el ejem­
plo 1 bajo Id). Después de 280 escalones se encuentra la 

'' sustancia en ios recipientes 100 hasta 1 3 2. Esta se aísla - 
y en el mismo sistema se vuelve a distribuir en $60 esca­
lones. ül producto localizado mediante cromatografía de ca­
pa delgada se aísla (K = 0,69) y en alto vacío se libera a 
40° del acetato amónico.

En el croma^ograma de capa delgada es el Rf = 
0,4; Rf 100 = 0,35; Rf 8-7 = 0,66; Rf 43E = 0,59.

Ejemplo 13

La calcitonina M protegida, empleada en el ejemplo 
2 como producto de partida, se puede sintetizar de los 
fragmentos 1,- 28 + 29 - 32 como sigue:

I* B0C-0y3-Gly--,3sn-Leu-8er(tBu )-Tkr(tBu )-Cys-Met-I.eu-Giy- 

' ThLÍtBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-JSsprotBu)-Phe-.4sn- 
Ly.s (BOC )-Phe-His-Thr ftBu)-Phe-Pro-Gln-Tbr f tBu)-á la- 
Ile—Gly—OH

860 mg de BOC -Cy s -G iy - A s n-̂ 'e u-8 er (t B u )-Thr (t B u
*****?
Cys-Met-Leu-Gly-OH en 7 cc de dimetilformamida se mezclan 
con 0,1 cc de trietilamina y 292 mg de tricroroacetayo de 
pentsclorofenilo, a 0°, y se agita a esta temperatura, bajo 
nitrógeno, durante una hora. Se agregan ahora 1,627 g de 
H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sp(OtBn)-Phe-asn-Lys(BOC)



147

NO

5.

10.

1 !?

20.

25.

Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Ero-Gln-Thr(tBu)-"^l8-Ile-Gly-0H 
(preparado de 1,75 6 del compuesto carbobenzoxi descrito 
en el ejemplo 1, bajo 49, mediente hidrogenación en ácido 
acético al 80 %), 0,09 cc de trietilsmina y 7 ce de dime- 
tilformamida y se agita durante la noche a temperatura am­
biente. El producto en bruto que se precipita después de 
gotearle en ácido clorhídrico 0,02-N frío como el hielo, se 
limpia mediante distribución en contra-corriente en el sis­
tema metanol-tampón-cloroformo-tetraclorocarbono (11:3:6:7, 
tsmpún como en el ejemplo 1 bajo 18). Coeficiente de distri­
bución H = 0,8. Las fracciones que contienen el derivado 
octscosapéptido se reúnen, la solución se concentra fuerte­
mente y se liofiiiza en t-butanol. El producto puro muestra 
en el cromatograms de capa aergada sobre gel de sílice el
Rf 4$ = 0,33; Rf 100 = 0,33 y Rf 115 = o,48.

2. B0C-6ys-Gly-^sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leo-Gly- 
Thr(tBu)-T.yr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sp-OtBu)-Phe-ésn- 
Lys ( BOC )-Phe-His-Thr (tBu )-Phe-Pr o-Gln-Thr (tBu )-JS la- 
Ile-Gly-Va1-Gly-Hla-Pr o-NHg

50 mg de BOC-0ys-Gly-J!sn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys 
Met-Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-^sp(OtBu)-Phe- 
Asn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-^la-Ile- - 
Gly-OH y 27 mg de H-Val-Gly-ála-Pro-NHg (Ejemplo 2 bajo 42) 
se disuelven en 1 cc de dimetilformamida. H la solución se 
agregan 2,9 mg de N-hidroxisuccinimida y 8,3 mg de óiciclo- 
hexilcarbodiimida y la solución se agita durante 2 horas ba-



148

5.

10.

15

20.

25.

30.

jo nitrógeno. Después se agregan otros 1,7 mg de N-hidro- 
xisuccinimids y 5:5 mg de diciclohexilcsrbodiimide (ambos 
disueltos , cada vez, en 0,1 cc de dimetilíormamida) y se ; 
agita durante otras $ horas s 45°. Después se vierte Is so­
lución clara en 50 cc de éter, el precipitado se separa por 
.filtración en vacio, se seca, se frota con agua, se filtra - 
en vacio y el polvo aún húmedo se disuelve y precipita en '
metsnol. De esta manera se separa el derivado tetrapéptido 
en exceso aún existente en ei producto en bruto. La calcito-' 
nina M protegida obtenida muestra los valores Rf indicados : 
en el ejemplo 2 bajo 45. !

La disociación de los grupos protectores se eíec- i 
tua como descrito en ei ejemplo 2. La caleitonina M libre 
obtenida contiene huellas del derivado sulfóxido, por ro 
demás es pura. La actividad biológica del producto ascien­
de s 80 U/mg. . *-

N 0  y  A : r

Descrita suficientemente la naturaleza del inven !
to, así eomo la manera de realizarlo en la práctica, debe ¡
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indi-
cadas son susceptibles de modificaciones de detalle en ¡i

* ^
cuanto no alteren su principio fundamental; también se ha- C
ce constar que el invento se refiere a una solicitud de ¡i 
patente presentada en Suiza, con los números y fechas si- ! 
guientes: 12691/68 de 23 de agosto de 1968,- 12811/68 de ¿
27 de agosto de 1968, - 13067/68 de 30 de agosto de 1968, j;
- 15147/68 de 10 de octubre de 1968, - 17235/68 de 19 Re ^

!
noviembre de 1968, y 11671/69 de 31 de julio de 1969, acó- !
giéndose por lo tanto, a los beneficios que conceden los ¡

í!
i¡

. }
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Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que consti­
tuye la esencia del referido invento y por lo que se sol! 
cita Patente de Invención por 20 años en España, sobre: 
Procedimiento para la obtención de péptidos de eficacia 
hipocalcémica; caracterizándose por lo siguiente:

1.- Procedimiento para la obtención de péptidos 
de eficacia hipocalcémica, caracterizado porque un dotria 
centaséptico de fórmula I:
H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gin- 
Asp.-Phe-Asn-Lys-Phe-His-Ihr-Phe-Pro-Gln-Thr-Aln-Ile-Glv- 
Val-Gly-Ala-Pro-OH (I)
ó los compuestos correspondientes, en los cuales uno o va­
rios restos de asparagina y glutamina están sustituidos 
por el resto del ácido asparagínico, ó bien el resto del 
ácido glntamínico y/o el resto del ácido asparagínico por 
el resto asparagina, sus dimeros, y los derivados de los 
péptidos monómeros ó dímeros, asi como las sales de adi­
ción de ácido y los complejos de los péptidos monómeros y 
dímeros y sus derivados, se preparan según métodos en sí 
conocidos.
 ̂ 2.- Procedimiento según la reivindicación 1,

caracterizado porque (1), en los compuestos de fórmula 1, 
ó los mencionados análogos, ó derivados, ó dimeros de es­
tos compuestos, en cuyos compuestos como mínimo un grupo 
amino, ó un grupo carboxilo está prptegido por un grupo 
protector disociable, el grupo (ó los grupos) protector(es) 
se disocia(n) ó (2), los compuestos de fórmula II: 
H-Gys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Ihr-Tyr-Thr- 
Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-Hi s-Ihr-Phe-Pro-Gln-Ihr-Ala- 
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-OH (II)



ó los mencionados análogos o derivados, donde los grupos 
mercapto están libres ó protegidos por el grupo tritílo, 
se oxidan a disulfuros, ó (3 ), los compuestos de fórmu­
las III ó IV:

S-------------------------!
CHn
!

R-CH-CO-Gly-Asn-lau-Ser-Thr-Cys-OH (III)

S------------------ ------
!
CH9
! LR-CH- 0 '3-Gly-Asn-Leu-S er-lhr-Cys-A (IV)

en las que A significa 1 hasta 21 de los restos aminoáci- 
dos que siguen a la ciateina' con grupo amino de cadena 
lateral, en caso dado protegido, y R significa hidrógeno 
ó un radical amino acilado, se condensan con la restante 
secuencia C-terminal del péptido con grupo amino de cade­
na lateral, én caso dado protegido, hasta el amino ácido 
C-terminal (L-prolina) según los métodos conocidos en las 
síntesis de los póptidos, bajo condición de que se emplea 
un método que parte de un grupo ácido carboxilico activa­
do, tal como el método asida, el método anhídrido ó el mé 
todo de los ásteres activados cuando la secuencia C-termi 
nal muestra un grupo carboxilo libre y, si se desea, los 
compuestos libres obtenidos se transforman en sus deriva­
dos y/o sales de adición de ácidos ó complejos.

3. - Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2 
para la obtención de nuevos péptidos según uno de los pro 
cedimientos destacados en la descripción.

4. - Procedimiento según una de las reivindica­
ciones 1 - 3 ,  caracterizado porque se parte de compuestos



en los cuales los grupos carboxilo están protegióos por 
el grupo terc.butiléster.

5.- Procedimiento según una de las reivindica­
ciones 1 - 4 ,  caracterizado porque se parte de compuestos 
en los que los grupos amino están protegidos por el grupo 
terc.butiloxicarbonilo.

. 6.- Procedimiento según una de las reivindica- 
- clones 1 - 5 ,  caracterizado porque se parte de compuestos 
en los que los grupos hidroxilo en las cadenas laterales 

10. están protegidos por el grupo terc.butiléter.
7. - Procedimiento para la obtención de nuevos 

péptidos como indicado en las representaciones esquemáti­
cas ó descrito en los ejemplos.

8. - Procedimiento según una de las reivindíca­
lo* ciones 1 - 7 ,  caracterizado porque se prepara el amida

C-terminal del compuesto de fórmula I ó las sales de adi 
ción de ácido de aplicación terapéutica ó los complejos 
del mismo.

9*- Procedimiento según una de las reivindica-
1520. ciones 1 - 7 ,  caracterizado porque se prepara la Asp ,

Fro-^-diamida del compuesto de fórmula I ó las sales de 
adición de ácido de aplicación terapéutica ó los comple­
jos del mismo. ' ^

10.- Procedimiento según una de las reivindica- 
25. clones 1- 7, caracterizado porque se preparan los deriva

dos N -acilicos del amida C-terminal del compuesto de fór 
muía I ó las sales de'adición de ácido de aplicación tera 
péutica ó los complejos de estos compuestos.
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cienes 1 - 7 ,  caracterizado parque se prepara el deriva­
do N -acetílico de la amida C-term.inal áel compuesto de 
fórmula I ó las sales de adición de ácido de aplicación 
terapéutica ó los complejos de estos compuestos.

12.- Procedimiento según una de las reivindica­
ciones 1 - 7 ,  caracterizado porque se prepara el deriva­
do desaminc de la amida C-terminal dsl compuesto de fór­
mula I ó las sales de adición de ácido de aplicación te­
rapéutica ó los complejos ¿el mismo.

13.- Procedimiento según'una de las reivindica­
ciones 1-12, caracterizado porque el dotriaoontapépti- 
do ó dotriacontapéptido-amida protegido, empleado como 
producto de partida, se prepara por condensación del de- 
capéptidc N-terminal protegido con el docosapéptido ó
docosapéptido-amida C-terminal protegido.

14. - Procedimiento según una de las reivindica­
ciones 1 - 12, caracterizado porque el dotriacontapépti- 
do ó dotriacontapéptido-amida protegido, empleado como 
producto de partida se prepara por condensación del ceta 
cosapéptido N-terminal protegido con el tetrapáptido ó 
tetrapéptido-amida C-terminal.

15. - Procedimiento para la obtención de péptidos 
de eficacia hipocalcárnica; tal y como queda sustancialmen 
te descrito en la presente memoria.

Esta memoria consta de ciento cincuenta y dos ho 
jas escritas a máquina por una sola

Madrid,
CIB& SOCIE

J.
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