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La presente Invención se refiere a nuevos pol^ 
póptidos y a un Procedimiento para su fabricación. Más 
concretamente, la presente Invención se refiere a polipóg. 
tidos relacionados con la hormona Adrenocorticotrópica, 
asi como a un procedimiento industrialmente practicable 
para su fabricación.

En el esquema y en toda la Memoria Descripti­
va presente y ejemplos de trabajo, Sar, Albu, Tir, Ser, 
Net, Glu, His, Fe, Arg, Tri, Gli, Lis, Pro, y Val, repre­
sentan restos de sarcosina, ácido K-amino isubutirico, 
L-tirosina, L-serina, L-metionina, ácido L-glutámino, 
L-histidina, L-fenilalanina, L-arginina, L-triptófano, gli 
ciña, L-lisina, L-prolina y L-valina, respectivamente y 
la palabra "resto" antes mencionada, significa un radical 
que deriva del K-amino ácido correspondiente por elimina­
ción del grupo OH del grupo carboxilo y de H del grupo 
%-amino, es decir, comenzando con referencia a la L-lisi­
na ((^(NHg)(CE^CHNHgCOOH) por ejemplo, cuando la L-lis^ 
na se representa mediante la fórmula NHg-A-COOH^IHg es un 
radical K-amino), se cita, como "residuo de L-lisina" un 
radical de -HH-A-CO- y se representa abreviadamente como 
"Lis"; las abreviaturas para los otros K-amino ácidos an­
tes mencionados, tienen el mismo significado que el indi­
cado en la L-lisina.

La presente Invención proporciona un polipép- 
tido seleccionado del grupo constituido por un compuesto 
polipeptidico, indicado mediante la fórmula general (I): 

X-Tir-Ser-Net-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro- 
Val -Gli -Li s-Lis-Arg-Arg-P (donde X representa sarcosilo o 
K-amino-isobutirilo, y P es un miembro seleccionado del
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grupo constituido por ProOH, Pro-ValOH, Pro-Val-LisOH, 
Pro-Val-Lis-ValOH, Pro-Val-Lis-Val-TirOH y Pro-Val-Lis- 
Val-Tir-ProOH, su amida sin sustituir, su sal de adición 
de ácido, fisiológicamente tolerable, y su complejo de me 
tal pesado. A lo largo de toda la Memoria Descriptiva pre 
sente, los ejemplos de trabajo y las reivindicaciones, la 
expresión "amida sin sustituir" se entiende significa "un 
polipóptido del que está aminado el grupo carboxilo del C 
teodnü, .s decir, convertid, en -CONHg"

Los productos finales de la presente Inven­
ción, son nuevos polipéptidos, y su actividad adrenocorti 
cotrópioa les hace sumamente adecuados para su empleo co­
mo medicinas o drogas para veterinaria. Los compuestos 
complejos metálicos de los póptidos, en particular, sobre 
salen en la duración de la eficacia asi como en su escasa 
solubilidad. Los compuestos de la presente Invención pue­
den ser útiles, asimismo, como intermedios para la produc 
ción de medicamentos que tienen una cadena de amino áci­

dos, más larga.
Los nuevos polipéptidos se obtienen mediante 

el método conocido para la fabricación, para cuyo propósi 
to los amino ácidos pueden enlazarse en el orden de suce­
sión antes indicado. Es decir, los polipéptidos de la pre 
sente Invención se producen dejando reaccionar sarcosina, 
ácido %-amino-isobutirico o un fragmento peptidico que 
contiene X en el orden de sucesión antes indicado (donde 
el grupo carboxilo del C-terminal está activado) con un 
fragmento polipeptidico que corresponde al resto de la su 
cesión de aminoácidos antes descrita, a la vez que los 
grupos funcionales que no participan en la reacción, se
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Protegen ventajosamente
El grupo carboxilo del C terminal de la sarco, 

sina, del ácido %-amino-isobutirico o de un fragmento pep, 
tidico que contiene X, puede activarse, por ejemplo, me- 

5 diante la formación de un anhídrido de ácido, mediante la
formación de un anhídrido mixto por reacción con un deri­
vado de un ácido orgánico con impedimento estérico, por 
ejemplo cloruro de pivaloilo, o con un derivado de ácido 
carbónico, por ejemplo el cloroformiato de etilo, o puede 

10 activarse mediante la formación de un áster activo, por 
ejemplo un áster nitrofenilico, por ejemplo el áster p-ni 
trofenilico, o un áster fenilico clorado, por ejemplo, el 
áster pentaclorofenilico y el áster, 2,4,5-triclorof enili, 
co, o mediante la formación de una azida, o mediante el 

1$ empleo de un agente de condensación, por ejemplo N,N'-dic:t 
clohexil-carbodiimida o N,N '-carbonil-bis-imidazol.

Cualesquiera grupos funcionales libres que no 
participen en la reacción se protegen, convenientemente, 
en especial por radicales que son fáciles de eliminar por 

20 hidrólisis o reducción.
Asi pues, para el grupo %-amino del N terminal 

de la L-sarcosina o del ácido %-amino-isobutirico, se re­
comiendan sustituyentes protectores tales como grupo ben- 
ciloxicarbonilo, grupo butoxicarbonilo terciario, grupo 

25 amiloxicarbonilo terciario, p-metoxifenilsulfonilo o seme
jantes. Entre ellos, el grupo benciloxicarbonilo y el giu 
po butoxicarbonilo terciario son los más preferidos para 
este propósito.

El sustituyente protector para proteger el gru 
po ̂ -amino de la L-lisina, se pone de ejemplo por benci-30

7.12.70
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loxicarbonilo, butoxicarbonilo terciario, clorobenciloxi- 
carbonilo o semejantes, y los más preferibles son bencilo, 
xicarbonilo y butoxicarbonilo terciario.

El grupo carboxilo del C tenninal de "un frag 
5 mentó polipeptidico que corresponde al resto de la suce­

sión de amino ácidos" antes mencionado, puede protegerse 
mediante sustituyentes protectores conocidos per se, que 
incluyen grupos alcohilo inferiores (por ejemplo metilo, 
butilo terciario) y grupos aralcohilo (por ejemplo, benci 

10 lo).
El sustituyante protector para proteger el 

grupo guanídino de la L-arginina, incluye grupos nitro, 
grupos torilo o semejantes, y el primero es el más prefe­
rible. El grupo guanidino de la L-arginina puede proteger 

1$ se mediante la adición de cloruro de hidrógeno al grupo 
guanidino.

Para proteger el grupo ^-amino del ácido 
L-glutámico, pueden utilizarse sustituyentes protectores 
tales como butilo terciario, bencilo y semejantes, pero 

20 el grupo ^-carboxilo del ácido L-glutámico o el grupo
guanidino de la L-arginina, pueden quedar sin proteger 
durante la reacción.

Los polipéptidos obtenidos mediante la reac­
ción de condensación, generalmente tienen grupos amino 

2$ protegidas y grupos carboxilo protegidos, en su molécula.
La conversión de un grupo amino protegido en un grupo li­
bre y la conversión de un grupo carboxilo protegido en un 
grupo carboxilo libre, se lleva a cabo de la manera cono­
cida, por tratamiento con un agente hidrolizante (por

30 ejemplo, fluoruro de hidrógeno, ácido trifluoroacético,
7.12.70.
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etc.) o un agente reductor (por ejemplo sodio metálico en 
presencia de amoniaco liquido, o semejante).

Todos los métodos mencionados pueden emplear­
se para formar uniones peptídicas, según la presente In- 

$ vención, pero los procedimientos utilizados en los Ejem­
plos que siguen, son especialmente ventajosos.

Según se ha indicado anteriormente, existen 
diversas posibilidades disponibles para sintetizar los po 
lipéptidos de la presente Invención. Según uno de los pro 

10 cedimientos, por ejemplo, un derivado protegido de un tri 
péptido, de fórmula: X-Tir-SerOH (donde X tiene el mismo 
significado antes expuesto, el grupo carboxilo del C ter­
minal de la L-serina está activado, y el grupo funcional 
libre que no participa en la reacción, está protegido) se 

15 condensa con un miembro seleccionado del grupo constitui­
do por un derivado protegido de un polipéptido, de fórmu­
la:

H-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli- 
Lis-Lis-Arg-Arg-P'-NHg (en la que P* es un miembro selec- 

20 cionado del grupo constituido por ProOH, PrO-ValOH, Pro- 
Val-LisOH, Pro-Val-Lis-ValOH, Pro-Val-Lis-Val-TirOH y 
Pro-Val-Lis-Val-lir-ProOH y todos los grupos funcionales 
que no participan en la reacción, están protegidos), su 
amida sin sustituir y una sal de adición de ácido corres 

25 pondiente, y los sustituyentes protectores se eliminan.
En este procedimiento, es preferible que el

grupo carboxilo del C teminal de la L-serina, se activa
mediante la formación de un áster activo, mediante la for
nación de una azida o mediante el empleo de un agente de

30 condensación y, después de la reacción de condensación,
7.12.70.
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los grupos amino y carboxilo protegidos, del condensado 
asi producido, se liberan mediante el empleo de fluoruro 
de hidrógeno.

Seg&n este procedimiento se obtiene un trico- 
sapéptido de la presente Invención, conforme a la Tabla 1, 
como se indica a continuación.

En toda esta Memoria Descriptiva, los símbo­
los Z y BOC, representan grupo carbobenciloxi y grupo bu- 
toxicarbonilo terciario, respectivamente, y OtBu represen 
ta el grupo Y^-carboxilo del ácido L-glutámico, protegido 
por el grupo butilo terciario.

Tabla 1
Z-Sar-Tir-Ser-N^ +

NO-, Z Zt ¿ t (
H-Met-Glu-nis-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli-Lis- 

Z NOs N0<, Zt t ^ y ^ t
Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-NH2

i  ? °2 ?
Z-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Fro- 

Z Z NO^ NO^ Zt ^ ^ !
Val-Gli-Ids-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-NHg

H-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Fro-Val- 
Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir* NH^

En la Tabla 1, X tiene el mismo significado 
anteriormente expuesto. El derivado tripeptfdico mostrado 
en la Tabla 1, puede prepararse por ejemplo,mediante la 
ruta de síntesis expuesta en la Tabla 2, y el heneicosa- 
péptido puede prepararse, por ejemplo, mediante el método
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descrito en la Solicitud de Patente Holandesa Na 18811/
1968.

Tabla 2
Z-Sar-Nx + TirOCH-,i
Z-Sar-TirOCH-

2

10

NT^-NHg-HgO
NHO,

Z-Sar-Tir-N^ + H-Ser-OCH 

Z-Sar-Tir-SerOCH^

! NH2-NH2"^2°
^ H N O g

15 H-Sar-Tir-Ser-N-
Los compuestos polipeptidicos de esta Inven­

ción, pueden prepararse; también, mediante la reacción de 
condensación entre un derivado protegido de un tetrapépti 
do, de fórmula: X-Tir-Ser-Met (donde X tiene el mismo sig 

20 nificado antes expuesto, el grupo funcional libre que no 
participa en la reacción está protegido y el grupo carbo- 
xilo del 0 terminal de la L-metionina, está activado) y 
un miembro seleccionado del grupo constituido por un deri 
vado protegido de un polipéptido de H-Glu-His-Fe-Arg-Tri- 

25 Gli-Lis-Pro-Val-Gli-Lis-Li s-Arg-Arg-P'
(donde P' tiene el mismo significado anteriormente expueg 
to, y están protegidos todos los grupos funcionales que 
no participan en la reacción), su amida sin sustituir y 
una sal de adición de ácido correspondiente, y después se

30 liberan los grupos amino y carboxilo protegidos. Como es
7.12.70.
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lógico, el polipéptido libre resultante puede convertirse 
en una sal de adición de ácido, fisiológicamente tolera­
ble, o en un complejo de metal pesado.

En este procedimiento, es preferible que el 
grupo carboxilo del C terminal de la L-metionina se acti­
ve mediante la formación de un áster activo, mediante la 
formación de una azida o mediante el empleo de un agente 
de condensación, y, después de la reacción de condensa­
ción, los grupos amino y carboxilo protegidos, del poli- 
póptido asi producido, se liberan, mediante el empleo de 
ácido trifluoroacótico o mediante el empleo de fluoruro 
de hidrógeno.

Según este procedimiento se obtiene un tetra- 
cosapóptido de la presente Invención, como se muestra en 
la labia 3*

Tabla 3
BOC-X-Tir-Ser-Het-N- +3
OtBu BOC B0C! ' '

E-Glu-Hi s-Fe -Arg-Tir-Gli-Li s-Pro-Val-Gli-Id s-Li s- 
BOC

Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro-OtBu
í  OtBu BOCV  ! !

BOC-X-Tir-Met-Glu-Eis-Fe-Arg-Tir-Gli-Lis-Pro-Val 
BOC BOC BOCt t '

Gli-Lis-Li s-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-V al-Tir-Pro-OtBu
^  c^cooH

X-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val- 
Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-ProOE 
(En la tabla anterior, Pro-OtBu representa que el grupo 
carboxilo está esterificado mediante un grupo butilo ter-
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Según el método de la presente Invención, pue 
de producirse también -un polipéptido, dejando reaccionar 
un derivado protegido de un decapéptido, de fórmula: 
X-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Iri-GliOH (en la que X tiene 
el mismo significado anteriormente expuesto), los grupos 
funcionales libres que no participan en la reacción están 
protegidos por sustituyantes protectores y el grupo carbo. 
xilo del 0 terminal de la glicina está activado) con un 
miembro seleccionado del grupo constituido por un derivado 
protegido de un polipéptido de fórmula: H-Lis-Pro-Val-Gli- 
Lis-Lis-Arg-Arg-P' (donde P' es un miembro seleccionado 
del grupo constituido por ProOH, Pro-ValOH, Pro-Val-LisOH, 
Pro-Val-Lis-ValOH, Pro-Val-Li s-Val-TirOH y Pro-Val-Lis-Val- 
Tir-ProOH, y todos los grupos funcionales que no partici­
pan en la reacción, están protegidos por sustituyantes 
protectores), su amida sin sustituir y una sal de adición 
de ácido correspondiente, y separando los grupos protecto, 
res del polipéptido asi obtenido.

En este procedimiento, es preferible que el 
grupo carboxilo del C-terminal de la glicina, se active me 
diante la formación de un éster activo, mediante la forma 
ción de una azlda, mediante el empleo de un agente de con 
densación, mediante la formación de un anhídrido de ácido, 
activo, o mediante la formación de un anhídrido mixto; 
después de la reacción de condensación los grupos amino y 
carboxilo protegidos, asi obtenidos, se liberan mediante 
el empleo de ácido trifluoroaoético o mediante el empleo 
de fluoruro de hidrógeno.

Según este procedimiento, se obtiene uno de
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los polipÓptidos de la presente Invención, como se mues­
tra en la Tabla 5.

Tabla 5
OtBu H<& HC1
' ' 0BOC-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tir-Gli-O^ +

BOC B00 BOC
'Ql O  €)n^,Lis-Pro-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg--Fro-Val"Lis-

Val-NTL

^  H N=C^N — ^  H ^

O
OtBu

Cl
H<& BOC

BOC-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tir-Gli-Lis-Pro-

ClOo i O
BOCBOC BOC n Q  H€)

! ! ! ! 1Val-Gli-ü s-Lis-Arg-Arg-Pro -Val-Lis-Val-NH^

iCF-COOHP
H-Sar-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tir-Gli-Lis-Pro- 
Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-NHg

La "sal de adición de ácido correspondiente" 
antes mencionada, se pone de ejemplo mediante una sal de 
adición de ácido inorgánico (por ejemplo clorhidrato, sul 
fato o semejante) y una sal de adición de ácido orgánico 
(por ejemplo, acetato, foimiato o semejante).

La reacción de condensación se lleva a cabo, 
generalmente, en presencia de un disolvente adecuado. Es-
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te disolvente puede, ser, por ejemplo, dimetilformamida o 
dimetilsulfóxido, que pueden ser tanto anhidros como hi­
dratados, o una de sus mezclas con, por ejemplo, clorofor 
mo, dioxano, diclorometano o tetrahidrofUrano.

La temperatura de reacción se encuentra, por 
lo general, en el intervalo entre -20aC, aproximadamente, 
y 30&C, aproximadamente, aun cuando la reacción puede lie, 
varse a cabo bajo calentamiento o enfriamiento.

Las dos sustancias que han de formar un enla­
ce amidico entre ellas, se emplean, por lo general, en 
cantidades estequiométricas, pero las proporciones pueden 
variarse, como se desee. Generalmente, cuando el fragmen­
to peptidico en el lado del N terminal, es relativamente 
pequeño, se obtienen mejores rendimientos y resultados 
cuando se emplea un exceso de este fragmento.

Una vez completa la reacción, el producto fi­
nal puede recuperarse mediante procedimientos que son con 
vencí onales, per se.

Según las condiciones de reacción, este nuevo 
compuesto se obtiene en forma de base o en forma de sal.

Partiendo de dicha sal, puede obtenerse la ba 
se de la manera habitual, y esta base puede hacerse reac­
cionar con un ácido terapéuticamente aceptable para obte­
ner la sal correspondiente. El ácido recién mencionado 
puede ser un ácido inorgánico tal como, por ejemplo, un 
haluro de hidrógeno (por ejemplo ácido clorhídrico o áci­
do bromhídrico), ácido perclórico, ácido nítrico, ácido 
tiociánico, ácido sulfúrico o ácido fosfórico; o un ácido 
orgánico tal como, por ejemplo, ácido fórmico, ácido acé­
tico, ácido propiónico, ácido glicólico, ácido láctico,

- 12 -
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ácido pirúvico, ácido oxálico, ácido malónico, ácido succí 
nico, ácido maleico, ácido fumárico, ácido antranilico, 
ácido cinámico, ácido naftalensulfónico o ácido sulfaníli_ 
co.

El producto final así obtenido puede conver­
tirse en compuestos de complejo metálico por procedimien­
tos que son convencionales, per se. Por ejemplo, se hace 
reaccionar una solución acuosa del polipéptido preparado 
como anteriormente, con una sal de, o el hidróxido o el 
óxido de, uno o más de los metales cobre, níquel, cobalto, 
y hierro, y la mezcla resultante se ajusta a un pH de 6 a 
8 , aproximadamente, con lo que se forma un compuesto de 
complejo de metal pesado, entre el compuesto de metal, so 
porte y el polipéptido anterior. Entre los diversos com­
puestos de complejo metálico así obtenibles, el compuesto 
complejo de zinc se muestra sobresaliente en actividad 
prolongada.

El polipéptido obtenido mediante el método de 
esta Invención, puede ser administrado en diversas formas 
farmacéuticas que contienen mezclas del mismo con exci­
pientes orgánicos o inorgánicos adecuados, farmacéutica­
mente aceptables. Los excipientes adecuados son las sus­
tancias que no reaccionan con el polipéptido anterior, 
tales como gelatina, lactosa, glucosa, cloruro sódico, al 
midón, estearato magnésico, talco, aceite vegetal, alco­
hol bencílico, goma, polialcohilenglicol, vaselina blanca, 
colesterol, etc, así como otros excipientes de medicamen­
tos, convencionales.

Las formas farmacéuticas antes mencionadas 
incluyen, entre otras, tabletas, tabletas recubiertas de30

7.12.70
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azúcar, pomada, polvo, crema, supositorios, solución, sus 
pensión y emulsión. Estas preparaciones nuevas pueden es­
terilizarse y/o contener auxiliares tales como preservada 
res, estabilizantes, agentes humectantes, y emulgentes.
Las nuevas preparaciones pueden contener, además, otras 
sustancias terapéuticamente eficaces.

El compuesto que constituye el objeto de esta 
Invención, puede emplearse o bien oral o parenteralmente, 
pero aparece que se obtienen mejores resultados terapéuti 
eos, si se administra como sustituto de la Hormona adre- 
nocorticotrópica (ACTII) por vías parenterales, tales como 
inyecciones intramusculares, intravenosas e hipodérmicas. 
La dosis es variable, pero en el caso del polipóptido, se 
administra habitualmente alrededor de 0 ,0 1 miligramos 
hasta 1 miligramo, aproximadamente, una a algunas veces 
al día. En el caso del compuesto complejo de zinc, se ad­
ministra, aproximadamente, de 0 ,1 miligramos a 1 miligra­
mo, aproximadamente, del compuesto, una o dos veces al 
día.

Para explicar adicionalmente la presente In­
vención, se proporcionan los ejemplos siguientes, en los 
que las palabras "miligramo(s)", "gramo(s)" y "milili­
tro (s)" se abrevian, sencillamente, como "mg", "g" y "mi", 
respectivamente.

Ejemplo 1
(1) Z-Sar-Tir-OCH^

Se suspenden 28 g de clorhidrato de Tir-OCH^ 
en 400 mi de acetonitrilo, y, enfriando con hielo, se 
añaden 16,8 mi de trietilamina. Después de 30 minutos, 
se añaden además, 22,4 g de Z-SarOH y 24,8 g de diciclo-
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hexilcarbodiimida. El sistema se agita, enfriando con 
hielo, durante 2 horas. Se deja en reposo la mezcla de 
reacción en un refrigerador durante la noche y, a la maña 
na siguiente se añaden 1 - 2  gotas de ácido acético.

Se separa por filtración la diciclohexilu- 
rea formada y se elimina el acetonitrilo, del filtrado, 
mediante destilación. Se añade acetato de etilo (500 mi) 
al residuo, y se separan por filtración las sustancias 
insolubles. El filtrado se lava con ácido clorhídrico 1N 
y, después, con solución acuosa al 5% de bicarbonato sódi 
co, seguido de desecación sobre sulfato sódico anhidro.
Se elimina el acetato de etilo por destilación bajo pre­
sión reducida y el residuo cristalino se recristaliza en 
etanol-éter. Rendimiento 28 g (70%); p.f. 155S-157°C;

^ (c-i^o, en dimetilformamida);
Análisis elemental:

Calculado para CgjHg^OgNg: C, 62,99; H, 6,04; N, 7,00% 
Encontrado: C, 63,14; II, 6,12; N, 6,85%

(2) Z-Sar-Tir-NHNHg
En una mezcla de 100 mi de metanol y 20 mi 

de dimetilformamida, se disuelven 20 g de Z-Sar-Tir-OCH^ 
seguido de la adición de 12,5 mi de hidrato de hidrazina.
Se deja en reposo el sistema durante 50 horas, y los cris 
tales resultantes se recogen por filtración, y se suspen­
den en 200 mi de metanol. Se hierve la suspensión y, des­
pués de enfriamiento, los cristales se recogen por filtra 
ción. Rendimiento 18,8 g (94%); p.f. 221SC (dése.);

= + 7,4 (c=l,0, en dimetilformamida);
Análisis elemental:

Calculado para Og^Hg^O^: C, 59,99; H, 6,04; N, 13,99%;
Encontrado: C, 59,86; H, 6,08; N, 13,96%.

- 15 -
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(3) Z-Sar-Tir-Ser.OCH^
8,0 g de Z - sar-tyr-NHNHg son disueltos en 

una mezcla de 80 mi de dimetilformamida y 40 mi de H 01 
2M seguido por enfriamiento a - 10SC. A esto se añaden 5 
mi de nitrito de sodio bajo agitación durante 5 minu­
tos seguido por adición de 200 mi de agua helada. El acei 
te precipitado es extraído con acetato de etilo y la fase 
orgánica es lavada con 5% de bicarbonato de sodio y agua.
A la mezcla de 3,12 g de H-Ser-OCH 3H 01 y 2,8 mi de trie 
tllamina en 50 mi de acetato de alilo se añade la ante­
rior solución de azida. La mezcla es agitada a 3^0 duran­
te 24 horas seguido por concentración hasta residuo seco, 
que es solidificado por adición de éter y es layado con 
acetato de etilo para obtener el compuesto deseado que 
funde a 159SC.
(4) Z-Sar-Tir-Ser-NH.NHg

Se disuelven 4,68 g de Z-Sar-Tir-Ser-OCH^ 
en una mezcla de 15 mi de dimetilformamida y 100 mi de me 
tanol, seguido por la adición de 2,5 mi de hidrato de hi- 
drazina. Se deja en reposo el sistema, a temperatura am­
biente, durante 70 horas, y el precipitado semejante a un 
gel que resulta, se recoge pór filtración. Se deja que el 
precipitado vuelva a gelificar en una mezcla de dimetil­
formamida y metanol. Se recoge el gel por filtración y se 
seca. Rendimiento: 4,1 g (87,5%); P.f. 215&C (descompone) 
(I852 sinter.) = + 4,42 (c=l,0, dimetilformami­
da); Análisis elemental: Calculado para C^^QOyN^: 
o, 56,54; H, 6,19; N., 14,33%; Encontrado: C, 55,14;
H, 6,03; N, 14,44%.

7.12.70.

- 16 -
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Z-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-Hi s-Fe-Arg-Tri-Gli-Li s -Pro-

Z Z NO3 NO3 Z! í !  ̂  ̂ '
Val-Gli-Li s-Lis-Arg-Arg-Pro -Val-Li s -Val -Tir-Pro -OH

6e añade ácido trifluoroacético que contie,
ne 1% de ácido tioglicólico (7 ^  mi) a 993 mi de

OtBu NO3t ! ¿
BOC-Het-Glu-His-Fe-Arg-

Z Z Z NO3 NO3 Z, , , , ¿ ¿ !
-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-V al-Lis-Val

Tir-Pro-OH (Véase, por ejemplo, la Solici­
tud de Patente Holandesa Na 18811/1968, para un método de 
preparación de este péptido)

El péptido se disuelve sacudiendo la mez­
cla a temperatura ambiente durante 20 minutos, al cabo de 
cuyo tiempo se elimina por destilación a presión reducida 
aproximadamente la mitad del ácido trifluoroacético. Se 
añade éter anhidro (50 mi) y el precipitado incoloro asi 
formado se recoge por filtración, se lava con éter y se 
seca. El polvo resultante se disuelve en 9 mi de dimetil- 
formamida y, enfriando con hielo, la solución se neutrali 
za mediante la adición de 1,28 mi de solución al 10% de 
trietilamina en dimetilformamida.

Por otra parte, 211 mg de Z-Sar-Tir-Ser- 
NHNHg se disuelven en 9 mi de dimetilformamida, y se aña­
den a la solución 0,3 mi de H01 6 N; El sistema se enfria 
a -10S0 y, agitando vigorosamente, se añaden gota a gota 
0,15 mi de solución acuosa 4N de nitrito sódico. Después

- 17 -



de 20 minutos, se neutraliza el sistema con 2,55 mi de so, 
lución al 10% de trietilamina en dimetilformamida, y se 
seca sobre sulfato sódico anhidro. Esta solución se añade 
a la solución de derivado heneicosanopóptido antes prepa- 

5 rado, a -5&C y la mezcla se agita a -5-0 durante 4 horas; 
después a 5^0 durante 20 horas. A la mezcla de reacción 
se añaden 150 mi de acetato de etilo que contienen 0,1% 
de ácido tioglicólico y el precipitado resultante se reco 
ge por filtración. Este precipitado (pulverulento) se di- 

10 suelve en una mezcla de acetato de etilo: piridina : áci­
do acético : agua : ácido tioglicólico (60:20:6:11:0,1) 
y la solución se cromatografía en una columna de gel de 
sílice (2 x 21 cm). El cromatograma se desarrolla con el 
mismo disolvente mixto anterior.

15 Las fracciones de 90 mi a 300 mi se reúnen
y el acetato de etilo se elimina por destilación, seguida 
de la adición de agua fría. El precipitado resultante se 
recoge y se lava con solución acuosa al 1% de ácido acé­
tico que contiene 0,1% de ácido tioglicólico, después con 

20 agua, seguido por desecación. Rendimiento 582 mg (56%); 
p.f. 190-19420 (descompone) (1562c, sinter.);
= -32,4a (o=l,0, dimetilformamida). Análisis elemental: 

Calculado para ^6^237^46^43^*^2°* °' 55.40; H, 6 ,51;
N, 15,64; S, 0,83;

25 Encontrado: 0, 55,15; H, 6,34; N, 15,85; S, 0,82.
(6 ) H-Ser-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro- 

Val-Gli-Iás-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro-OH
En 3 mi de ácido trifluoroacético que con­

tienen 2 mi de anisol y 0 ,2  mi de ácido tioglicólico, se 
30 disuelven 700 mg de

7.12.70.
- 18 -
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OtBu NOg Z
! ! t

Z-Sar-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli-
Z Z NO^ NO,, Z
Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro-OH, y después de 
la introducción de 25 mi de fluoruro de hidrógeno, el sis 
tema se agita a 3^0 durante 50 minutos. El fluoruro de hi 
drógeno se elimina por destilación a presión reducida y 
el residuo se seca a presión reducida en un desecador que 
contiene granulos de hidróxido sódico.

El residuo seco se disuelve en 30 mi de 
agua y la solución se lleva a una columna (2 x 30 cm) de 
Amberlita IRA-400 (forma acetato). El efluente se reúne 
con los lavados y se concentra hasta unos 20 mi, en cuyo 
momento se añaden 0,2 mi de ácido tioglicólico. El siste­
ma se calienta a 5030 durante 12 horas y la solución se 
completa con agua hasta un volumen de 200 mi. La solución 
se lleva entonces a una columna (2 x 40 cm) de carboxime- 
til celulosa que se lava primeramente con acetato amónico 
0,1 H y después se eluye, mediante la técnica de elución 
de gradiente, aumentando la concentración de la sal desde 
0,1 M hasta 0,5 N. El polipéptido deseado sale en las 
fracciones de 0 ,2 M, aproximadamente, a 0 ,3 N aproximada­
mente, que se reúnen y liofilizan. El procedimiento da

i 26,5
350 mg de (sarcosina ) p(l-24)corticotropina. /[líJT'p
= -7 7;23 (conc. 0,5%; ácido acético al 1%); Electrofore- 
sis en papel (pH 1 ,9) 9,3 cm.

Ratas inyectadas con este producto reve­
lan una liberación de asteroides considerable.

- 19 -
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E;iemolo 2

(1)

NO^t <-
Z-Sar-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli

Z!
-Lis-3?ro-Val-

Z Z NOp NO. Z

-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-NHg
A una solución de Z-Sar-Tir-Ser-NHNHg 

(140 mg, 0,3 moles) en una mezcla de H01 6N (0,2 mi ) y 
dimetilformamida, se añade nitrito sódico 4N (0,1 mol) a 
-10aC, y la mezcla se agita durante 30 minutos a -10aC.
La mezcla de reacción se neutraliza con trietilamina 
(0,17 mi) y se seca sobre NagSO^ anhidro.

La solución de azida se filtra y el filtra 
do se añade a una solución en dimetilformamida,fría, de 

NO3 Z Z Z

H-I-Iet-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli-Lis-Lis- 
NO9 NÔ  Z

Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-NHg, que se prepara a partir 
de 665 mg (0,2 m moles) de

OtBu NOp Z Z Z
BOC-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli-Lis-Lis- 

NÔ , NOs Z
Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-iníg mediante el empleo de áci 
do trifluoroacótico según el procedimiento conocido. Se 
agita la mezcla durante 6 horas a -10aC y después otras 
10 horas más a ORO. La solución de azida adicional, pre­
parada a partir de 60 mg de la hidrazida correspondiente, 
como se ha descrito antes, se añade a la mezcla de reac­
ción.

Después de dejar en reposo la mezcla duran
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te 24 horas a OaC, el producto deseado se precipita aña­
diendo éter enfriado con hielo (50 mi) obteniéndose un 
polvo fino.

El polvo se recoge por filtración y des­
pués se purifica mediante cromatografía en columna sobre 
gel de sílice, en la forma habitual. Rendimiento 630 mg
(85%); p.f. 205 a 210SC (descompone) (sinterización 170 a

25 o180R0), ¿flX-Zp - -313 (o=0,5 en dimetilformamlda), Rf =
0,6, Bf^ = 0,74, Rf^ = 0,90. Análisis elemental como
^176^237^ 43^ * ^ 2°^ Calculado C, 55,6; H, 6,5; N, 16,3;

S, 0,87. Encontrado! 0, 55,4; H, 6,5; N, 16,0; S, 0,78.
(2) H-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val- 

-Gli-Li s-Li s-Arg-Arg-Pro-T al-Li s-Val-Tir-NHg
Se prepara una mezcla a partir de 500 mg 

del trioosapéptido protegido, obtenido en el Ejemplo 2 (1), 
0,75 mi de anisol, 0 ,0 5 mi de ácido tioglicólico, 1500 mg 
de metionina, 750 mg de triptófano y 2 mi de CF^COOH. La 
mezcla se agita a 030 durante 60 minutos y el fluoruro de 
hidrógeno y el CF^OOOH restantes se eliminan a presión re 
ducida.

El residuo se toma en 25 mi de agua y la 
solución se lava tres veces, empleando 20 mi de agua cada 
vez. La capa acuosa se hace pasar a través de una columna 
de 75 mi de Amberlita IRA-400 (forma acetato) y la colum­
na se lava con una solución acuosa de ácido acético al 
0,1% (en volumen). El efluente total se concentra a seque 
dad a presión reducida. El residuo se disuelve en 10 mi 
de una solución acuosa al 1% (en peso) de ácido tioglicó­
lico y se deja la solución a 5030 durante 12 horas, en 
una corriente de nitrógeno. La solución resultante se di-
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^  r-' ^  t

luye con 400 mi de agua y se aplica a una columna de car- 
boximetil celulosa (2,5 x 20 cm), cuya columna se eluye 
sucesivamente, con 500 mi de solución tampón de acetato 
amónico 0,1 H (pH 6,5); 500 mi de solución tampón de ace­
tato amónico 0,1 N (pH 6,5) y 500 mi de solución tampón 
de acetato amónico 0,15 N; en este orden. Después, la de­
seada (sarcosina^)p(l-23NH2)corticotropina, se eluye con 
300 mi de solución tampón de acetato amónico 0,4 H (pH
6,5). El eluato se liofiliza obteniéndose 310 mg de polvo

_  22
esponjoso, incoloro, - 74,Os (c= 0,5 en solución
acuosa de ácido acético al 1%), nyi
(E ^ )  283,5 (25,0), 290(25,8); Rf^= 0,54; Electrofore- 
sis en papel: Piridina-AcOH-í^O (1:10:89, en volumen) =
% I-23NH2-ACTH.

La estructura química del polipéptido asi 
obtenido, se confirma también mediante un analizador de 
amino ácidos.

3jemplp_2.
(1) Z-Albu-Tir-NHNHg

A una solución hecha partiendo de 23 g de 
H-Tir-OCH-, 14 mi de trietilamina y 400 mi de acetonitri- 
lo, se añaden 19 g de Z-AlbuOH y 20 g de diciclohexil car 
bodiimida a Ose, y la solución se agita a Ose durante 24 
horas. Después de filtrar la mezcla de reacción, el fil­
trado se condensa a sequedad. El residuo se disuelve en 
400 mi de acetato de etilo y la solución se lava con áci­
do clorhídrico N, con una solución acuosa al 5% de bicar­
bonato sódico y con agua, se seca sobre sulfato sódico y 
se evapora en vacio, obteniéndose un residuo siruposo 
(rendimiento 32 g). Este residuo siruposo se disuelve en
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200 mi de metanol, y a la solución se añaden 14 mi de hi­
drato de hidrazina. Después de dejar la mezcla a tempera­
tura ambiente durante la noche, se elimina el disolvente 
por evaporación en vacio, obteniéndose un sólido cristali 
no. Este sólido se recristaliza en metanol acuoso obtenién 
dose 27 g de la hidrazida deseada, que funde a 144-149ac 
(descompone). Rf = 0,61. Análisis elemental como 
^21^26°5^4' Calculado: C, 60,85; H, 6,32; N, 13,52: En­
contrado: C, 60,66; H, 6,58; N, 13,58.
(2) Z-Albu-Tir-SerOCH^

Se disuelven 12,42 g de Z-Albu-Tir-NHNHg 
en una mezcla de 100 mi de dimetilformamida y 60 mi ácido 
clorhídrico 2N. A la mezcla se añaden 8 mi de nitrito só­
dico 2N a una temperatura comprendida entre -5^0 y -10SC, 
durante 5 minutos. La mezcla de reacción se diluye después 
con 300 mi de solución acuosa saturada de cloruro sódico, 
enfriada con hielo. La azida que se obtiene se extrae 
dos veces con 200 mi cada vez, de acetato de etilo en­
friado con hielo. El acetato de etilo se lava con solu­
ción acuosa al 5% de bicarbonato sódico y solución acuosa 
saturada de cloruro sódico, enfriadas con hielo, y se se 
ca sobre sulfato sódico.

Esta solución de la azida se añade a una 
mezcla preparada con 80 mi de acetato de etilo, 20 mi de 
dimetilformamida, 4,7 g de H-Ser-OCH^.HC1. y 4,2 mi de 
trietilamina, y la mezcla se agita a 02C durante 46 horas. 
La mezcla de reacción se lava con una solución acuosa al 
4% de bicarbonato sódico, ácido clorhídrico N y agua. Des 
pués de secar la fase orgánica sobre sulfato sódico, se 
elimina el disolvente por evaporación en vacio. El resi-
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.m, r-f
Ir;

dúo se cristaliza en acetato de etilo-éter de petróleo ob 
teniéndose 9,7 g del compuesto deseado, que funde a

i 28
169,5 - 170,5SC(descompone). Rf . 0,54, **43,0
(c=l,0 en metanol). Análisis elemental como Cg^H^OgN^: 
Calculado: C, 59,37; H, 6,23; N, 3,33. Encontrado: C, 
59,83; H, 6,13; N, 8,61.
(3) Z-Albu-Tir-Ser-NHNHg

A una solución de 9 g de Z-Albu-Tir-Ser- 
OCH^ en 100 mi de metanol se añaden 10 mi de hidrato de 
hidrazina, y la mezcla se deja a temperatura ambiente du­
rante 10 horas. Se elimina el disolvente por evaporación 
en vacio, y después el residuo se cristaliza en éter.
Rendimiento 8,2 g; Punto de fusión 149,53 a 151,030 (des- 

1 25compone). Rf = 0,18; ""48,03 (c-1,0 en dimetilfor-
mamida). Análisis elemental como ^23^29^7^5* Calculado:
C, 56,66; H, 6,00; N, 14,73.
(4)

NO^ ! ^ z!
Z-Albu-Tir-Ser-Net-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-

Z Z NO^ NOs Z, , , ¿ ¿ ,
-V al-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-ProOH

(4-1) 3,4 g de
OtBu! NO, Z

BOC-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-
Z Z NO^ NO^ Z

-Pro-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir- 
ProOH, se disuelven en 30 mi de ácido trifluoroacético 
enfriado con hielo, que contiene 0,1 mi de ácido tioglicó 
lico, y se agita durante 25 minutos a 15SC. La solución 
se concentra en vacio hasta unos 10 mi, y se precipita
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un producto mediante la adición de 100 mi de óter. El pre 
cipitado se recoge por filtración y se seca sobre hidróxi 
do de sodio, en vacio. El polvo seco se disuelve en 20 mi 
de dimetilformamida y a la solución se añade 0,5 mi de 
trietilamina y después se enfria a -20aC.

(4-2) 633 mg de Z-Albu-Tir-Ser-NH.NHg se 
disuelven en una mezcla de 15 mi de dimetilformamida y 1 
mi de ácido clorhídrico 6N, y a la solución se añaden 0,4 
mi de nitrito sódico 4N a -5&C. La mezcla se agita duran­
te 20 minutos a -5^0, y a la mezcla se añaden 0,9 mi de 
trietilamina enfriada con hielo, y después se seca sobre 
sulfato sódico. La solución seca se filtra y el filtrado 
se añade a la solución de la mezcla obtenida mediante el 
método (4-l)anterior. La mezcla se agita durante 6 horas 
a -10SC y durante otras 10 horas a Oac. A la mezcla de 
reacción se añade una solución de azida preparada recien­
temente partiendo de 320 mg de Z-Albu-Tir-Ser-NHNHg me­
diante los mismos procedimientos anteriores, y la mezcla 
se agita durante otras 24 horas a OaC. El producto se pre 

i' cipita por la adición de éter enfriado con hielo y se re- 
coge por filtración. El precipitado que resulta se disuel 
ve en una mezcla de acetato de etilo:piridina:ácido acéti^

- co: agua (60:20:6:11) y la solución se aplica a una colum 
na de gel de sílice, que se eluye con el mismo disolvente.

' El compuesto sale pronto. La fracción principal se reúne
y se seca en vacio. Al residuo resultante se añade agua de
hielo obteniéndose un polvo microcristalino fino, que se
recoge por filtración y se lava con ácido acético al 1% y
después con agua. Rendimiento 3,2 g; punto de fusión

-  2817030 (se descompone, 145SC sinterización), -31,6
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(5) H-Albu-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro
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Val -Gli-Li s-Li s-Arg-Arg-Pro -Val-Lis-V al-Tir-ProOE
Se tratan 3 g de producto del método ante­

rior (4-2) con fluoruro de hidrógeno anhidro y se purifi­
ca según los mismos procedimientos descritos en el Ejem­
plo 1(6). Rendimiento 1,7 g., Rf^ = 0,55; Electroforesis 
en papel: pH 1,9 (Tampón ácido acético-ácido fórmico;
500V, 60 minutos)=-9,0 cm (=^'24 ACTK), -81,la
(c=l,0, en 1% ácido acético), Análisis de amino ácidos 
(hidrolisado con ácido clorhídrico 5,7 N, llOaC, 24 ho­
ras): Lis 3,9 (4), His 1,0(1), Arg 2,9(3), Ser 1,0(1),
Glu 1,0(1) Pro 2,9 (3) Gli 2,0(2), Albu 0,9 (1), Val 2,8 
(3), Net 0,9(1), Tir 1,9(2), Fe 1,0(1). El compuesto se 
convierte en la correspondiente sal por adición del ácido 
clorhídrico o en la correspondiente sal por adición del 
ácido acético, por métodos conocidos per se.

Ejemplo 4
(1) BOC-Sar-Tir-Ser-Met-NHNHg

A una solución preparada partiendo de 4,13 
g de H-Tir-Ser-HetOCH^,100 mi de acetonitrilo y 10 mi de 
dimetilformamida, se añaden 2,3 g de BOC-Sar-OE y 2,3 g 
de diciclohexilcarbodiimida, con agitación, a Oac. La mez, 
cía se agita durante 24 horas a 030 y otras 10 horas a 
2030. La diciclohexil urea formada se separa por filtra­
ción y el filtrado se concentra a sequedad en vacio. El 
residuo se disuelve en acetato de etilo caliente y la so­
lución se lava con una solución acuosa de bicarbonato só­
dico al 4%, y con agua. La solución lavada se concentra a 
pequeño volumen y después se añade éter a la mezcla res-
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3854.0?
tante. El producto que precipita se recoge por filtra­
ción y se recristaliza en metanol-éter obteniéndose 4,8 g 
(Rf*** = 0,3).

El producto se disuelve en metanol-dimetil 
formamida caliente y a esta solución se añaden 2 mi de hi 
drato de hidrazina. La mezcla se recoge después por fil­
tración y se lava con agua y con etanol, obteniéndose 
4,3 g de la hidrazina. Rf*** = 0,0, Rf^ = 0,55.
(2) OtBu!
BOC-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-GliOH

A una solución preparada partiendo de 900 
mg de BOC-Sar-Tir-Ser-Met-NHNIL)) 10 mi de dimetilformami- 
da y 4 mi de ácido clorhídrico N, se añaden 1,7 mi de ni­
trito sódico N a Ose y la mezcla se agita durante 5 minu­
tos. Se añaden a la mezcla de reacción acetato de etilo 
enfriado con hielo y solución acuosa saturada de cloruro 
sódico, enfriada con hielo (50 mi). La capa acuosa se ex­
trae dos veces con acetato de etilo enfriado con hielo, 
Las fases orgánicas en total, se juntan, se lavan con 
una solución acuosa de bicarbonato sódico al 4%, y se se 
ca sobre sulfato sódico. La solución seca se añade a una 
solución preparada partiendo de 1 g de la sal del ácido 
acético de

OtBu
H-Glu-His-Fe-Arg-

-Tri-GliOH, 0,4 mi de trietilamina y 30 mi de dimetilfor- 
mamida, y se evapora en vacío el acetato de etilo, a 10aC. 
La solución resultante se agita a 3&C durante 12 horas.
Se añade una solución adicional de azida (que se prepara 
partiendo de 500 mg de BOC-Sar-Tir-Ser-Het-NHNĤ , como se
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ha descrito anteriormente) y la mezcla reaccionante se di
luye con 500 mi de acetato de etilo enfriado con hielo,
obteniéndose precipitados amorfos. Los precipitados se re
cogen por filtración y se recristalisan en dimetilformami
da-metanol obteniéndose el producto purificado. Rendimien 

_  21
to 1,4 g, - 19;0a (c=l en dimetilformamida),
Rf3 = 0,30, Rf^ = 0,75.
(3) H-Sar-Tir-Ser-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Fro-Val- 

Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-NH^
A una solución preparada partiendo de 

OtBu
0,74 g de BOC-Sar-Tir-S er-Het-Glu-His-Fe-Arg-Tri-GliOH y 
dimetilformamida, se añaden 0,5 mi de ácido clorhídrico 
N, enfriado con hielo, a OaC. Se precipita el clorhidrato 
mediante la adición de 500 mi de acetato de etilo, enfria 
do con hielo. Los precipitados se recogen por centrifuga­
ción, se lavan con acetato de etilo y se secan en vacio. 
El polvo, resultante se disuelve en una mezcla de 50 mi 
de dimetilformamida y 20 mi de piridina, y después se a %  
de a la mezcla 1,1 g de la sal tosilato de 

B00 BOC BOCt ! !
H-Li s-Pro-Val-Gli-Li s-Li s-Arg-Arg-Pro- 

Val-NHg, seguido de la adición de 400 mg de diciclohexil- 
carboxiimida. La mezcla se agita durante 4 días a 10ac. 

Después de concentrar la solución en vacío a 20 mi, se 
añaden 500 mi de acetato de etilo, obteniéndose un preci­
pitado amorfo que se recoge por centrifugación y se lava 
con acetato de etilo y éter. El material se disuelve en 
una solución acuosa al 50% (volumen/volumen) de tetrahi- 
drofurano y la solución se hace pasar a través de una co-
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lumna de Amberlita IRA-400 (3 x 30 cm), que se eluye con 
el mismo disolvente. El disolvente se elimina por evapora 
ción, y la solución acuosa se liofiliza después obtenién­
dose un polvo esponjoso (rendimiento 1,92 g);

100 mg del eicosapéptido asi obtenido, en 
el que los grupos amino y carboxilo, libres, están prote­
gidos, se disuelven en 2 mi de ácido trifluoroacético del 
90% y la solución se deja a temperatura ambiente durante 
1 hora. El ácido trifluoroacético se elimina por evapora­
ción, el residuo se disuelve en agua y la solución se ha­
ce pasar a través de una columna (0,5 x 20 cm) de Amberli 
ta IRA-400 (forma ácido acético). El eluato se disuelve 
en 10 mi de agua y se aplica a una columna de carboxime- 
tilcelulosa (1 x 20 cm), que se eluye con un tampón de 
acetato amónico, por medio del método de elución de gra­
diente, desde 0,1 M hasta 1 M, a pH 6,8. El eicosapéptido 
puro se eluye al tampón 0,3 M, aproximadamente. El eluato 
se concentra en vacio a pequeño volumen y después se lio­
filiza hasta peso constante. Rendimiento 70 mg. =
-619 (c=0,5 en ácido acético al 1%); Rf3 = 0,0, Rf^ =
0,5.

Ejemplo 5
(1) BOC-Albu-Tir-NHNHg

A una solución de H-Tir-OCH^.HCl (23 g) y 
trietilamina(l4 mi) en 400 mi de acetonitrilo, se añade 
BOC-Albu¡.OH (20 g) y diciclohexil carbodiimida (22 g), a 
020, y la solución se agita a OaC durante 24 horas. Des­
pués de filtrar la mezcla de reacción, se evapora el fil­
trado a sequedad. El residuo se disuelve en acetato de 
etilo (400 mi) y después la solución de acetato de etilo
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/i -ir
se lava con ácido clorhídrico N, con una solución al 5% 
de bicarbonato sódico y con agua, se seca sobre sulfato 
sódico y se evapora en vacio, obteniéndose un residuo si­
ruposo (rendimiento 31 g). Este residuo se disuelve en me 
tanol (200 mi) y a esta solución se añade hidrato de hi- 
drazina (14 mi). Después de dejar la mezcla a temperatura 
ambiente durante 12 horas, se elimina el disolvente por 
evaporación en vacio, obteniéndose un sólido cristalino. 
Este sólido se recristaliza en metanol acuoso obteniéndo­
se 28 g de la hidrazida. Rf*** = 0,64.
Análisis para 3^28^5^4 * Calculado: C, 56,82; H, 7,42;

N, 14,73.
Encontrado: C, 56,73; H, 7,51; N, 14,76

(2) BOC-Albu-Tir-Ser-OCEL.. ....'— —   ?
Se disuelve BOC-Albu-Tir-NHN^ (16 g) en 

una mezcla de dimetil formamida: HC1 2N (100 mi : 60 mi) 
y a esto se añade nitrito sódico 2 N (6 mi) de -53 a 
-1030, durante 7 minutos.

La mezcla de reacción se diluye después con 
agua saturada con NaCl, enfriada con hielo (300 mi). La 
asida que se separa se extrae con acetato de etilo enfria, 
do con hielo (200 mi x 2). La solución de acetato de eti­
lo se lava con solución acuosa de bicarbonato sódico al 
5%, enfriada con hielo, y agua saturada de NaCl, enfriada 
con hielo, y se seca sobre sulfato sódico.

Esta solución de azida se añade a una so­
lución de H-Ser-OCH^ (7,8 g) y trietilamina (7,5 mi) en 
acetato de etilo (150 mi), y la mezcla de agita a 030 du­
rante 2 dias.

La mezcla de reacción se lava con una solu
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ción acuosa al 4% de bicarbonato sódico, ácido clorhídri­
co N y agua. Después de secar la fase orgánica sobre 
NagS0¿p se elimina el disolvente en vacío.

El residuo se cristaliza en acetato de 
etilo-éter de petróleo, obteniéndose 10,8 g de BOC-Albu-Tir- 
-Ser-OCH^. Rf̂ * = 0,58; Análisis elemental! Calculado para 
^22^33^3* C' 56,52; H, 7,12; N, 8,99: Encontrado: C, 
56,44; H, 7,23; N, 9,13.
(2) BOC-Albu-Tir-Ser-NENHg

A una solución de BOC-Albu-Tir-Ser-OCH^
(10 g) en metanol (100 mi) se añade hidrato de hidrazina 
(10 mi) y la mezcla se deja a temperatura ambiente duran­
te 8 horas. Se elimina el disolvente por evaporación en 
vacío y el residuo se cristaliza después en éter-éter de 
petróleo. Rendimiento 9,3 g. Rf - 0,21. Análisis elemen­
tal: Calculado para ^21^33^17^5* 53,95; R, 7,12; N,
14,98: Encontrado: C, 53,80; H, 7,41; N, 14,83.
(3) H-Albu-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val- 

- -G1i-Li s-Li s-Arg-Arg-Pro-Val -Li s -Val -Tir-Pro OH
' (3-1) Componente de amina

OtBu,
Se disuelven 600 mg de H-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-

BOC BOC BOC BOC, : , ,
-Li s-Pro-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro- 
-OtBu, como sal por adición del ácido tetraacético, y 
0,27 mi de trietilamina, en una mezcla de 2 mi de dimetil_ 
formamida y 1 mi de piridina. La solución se enfria a 
-52C.

(3-2) Solución de azida
A una solución preparada a partir de 200
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mg de BOC-Albu-Tir-Ser-Met-NUNH^ y 4 mi de dimetilformand 
da, se añaden 0,3 mi de ácido clorhídrico 4 N, con agita­
ción, a -10ac. La mezcla se agita durante 10 minutos a 
-10aC.

(3-3) Copulación
La solución de azida anterior, se añade a 

la solución en dimetilformamida del componente de amida, 
y la mezcla se agita durante 40 horas a OSO. La solución 
se concentra en vacio a pequeño volumen, y después se di­
luye con 20 mi de agua, enfriada con hielo. El precipita­
do formado se recoge por centrifugación y se lava con 
agua y éter, obteniéndose un polvo amarillento amorfo 
(rendimiento 730 mg). El polvo se trata con ácido tri- 
fluoroacético mediante los mismos procedimientos descri­
tos en el Ejemplo 4(3). El producto resultante se purifi­
ca con una columna de carboximetilcelulosa, mediante los 
mismos procedimientos descritos en el Ejemplo 4(3), para 
obtener el péptido deseado. La estructura del péptido se 
confirma mediante un analizador de amino-ácidos.

Ejemplo 6
10 mg de (Sarcosina ) p (1-24) corticotro- 

pina, preparada en el Ejemplo 1(6), se disuelven en 3 mi 
de agua destilada. A la solución se añaden 74 mg de ZnClg 
disueltos en 2 mi de agua y 30 mg de Na^HPO^. 12^0 disuel, 
tos en 2 mi de agua. La solución se diluye con agua hasta 
20 mi y se ajusta a pH 8,0 a 8,3, mientras se agita la 
mezcla. El gel precipitado se recoge por centrifugación, 
obteniéndose complejo de zinc de (Sarcosina ) p (1-24)cor 
ticotropina.

7.12.70.
- 32 -
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La presente s o lic it u d , que corresponde a la  

presentada en e l Japón, e l 11 de Noviembre de 1969, ba 

jo  e l NS 90321/1969, se acoge a lo s b e n e ficio s d el a r­

t íc u lo  51 d el vigente Estatuto sobre Propiedad Indus­

t r ia l .

REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva, que 
se presentan para que sean objeto de esta solicitud 
de Patente de Invención en España, por VEINTE años, 
son los que se recogen en las reivindicaciones siguien 
tes:

lá.- Un procedimiento para la fabricación 
de un polipóptido seleccionado del grupo constituido 
por un compuesto polipeptídico indicado mediante la 
fórmula ^eneral: X-L-tirosil-L-seril-L-metionil-L-glu 
tamil-L-histidil-L-fenilalanil-L-arginil-L-triptofanil- 
-jlicil-L-lisil-L-prolil-L-valil-glicil-L-lisil-L-lisil-



854P7

o s( -amj.no-isobu tirilo, P en un Miembro seleccionado 
t..el yrn.,o constituido por L-¡.rolil-L-valina, L-prolil- 
-L-valil-L-lisil-L-valil-L-tirosina y L-proli1-L-vali1- 

-L-lisil-L-velil-L-tirosil-L-proling), su andda sin stg

toloiv- ble, o su complejo ue metal pesado, que compren­

de: (a) hacer reaccionar un derivado pronocido de un

que Z represenüe s a rc o s ilo  o "4 -a m in o -iso d u tirilo , e l 

¿.rupo en rb o xilo  ..e l 0 Germinal de la  L -se rin a , está ac, 

tivad o , y e l _rupo c(-amino ..el R -term inal ue la  sarco 

sin a o ácido o (.-a ..in o -ie o b u tírico , está protegido por 

un su stitu yan te p ro te c to r), con un miembro sele ccio n a­

do d el ;..rupo co n stitu id o  por un derivado protegido de 

un polipéptido indio?.do mediante la  fórm ula: L -m o tio n il- 

-L -^ lu  ta...il-L-ui?; t id il- L - ie n iln la n il- L - n r g in il- L -  trip to  

n . u i l - ^ l ic i l- L - l is i l- L - p r ú l i l - L - v a l i l - c l ic i l - L - l is j l- L -  

- lis il- L - a r ^ ín il- L - n r g 'iiii l- l- "  (en la  que P' es un r.icm 

uro selocoiontuo u e l ,rupo co n stitu id o  por, i - p r o l i l - í -  

-v t-lin a , í - p r o li l- L - v a lil- L - lis i l- L - v a li l- L - t ir o s in a  y 

L - p r o lil- L - v a lil- L - lis il- L - v a lil- L - t ir o s il- L - p r o lin a ,  

loo ^-am ino .̂ruv.-os ..o la  L - lis in a  están pi-o temido por 

su tiu u y cn n .a n*i-c tacto res, y c ua uno de lo s  grupos,

-c; r^oxilo ..el incido L-^litámico, grupo carboxilo del

-  34 -
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C term inal y e l grupo guanidino oo la  L -a rg in in a  pueden 

ca ta r protegidos por un su stitu yan te p ro te c to r), su and 

da s in  s u s t it u ir  y su s a l por ad ició n  de ácido, (b ) ha­

ce r re accio n a r un derivado protegido de un tetrapéptido 

5 de fórm ula g eneral: X -L -tirO ü il-L -se ril-L -m e tio n in a  (en

lo  <.ue X repreoenta sa rc o silo  o "4 -a m in o -iso b u tirilo , 

e l grupo c srb o x ilo  d el C term inal de la  L-m etionina es­

tá activad o , y e l grupo ot—amino d el I! term inal de la  

sar.-osina o ácido et-am in o -iso b u tírico  está protegido 

10 por un su titu yen te p ro tecto r) con un miembro se le c c io ­

nado c c l .rapo co n stitu id o  por un derivado protegido de 

un po lipó ptiúo  indicado medi?.nto la  fórm ula: L -g lu ta m il- 

- L - n is t iá il- L - í'o n ila ls r n il- L - e r g ir d l- L - t r ip t o f a n il- jli-  

c i l - L - l is i l - L - p r c l i l - L - v a l i l - g l i c i l - L - l is i l - L - l is i l - L -  

15 -a rg in il-L -a rJ L ¿ iil- l* ' (en la  que P ' es un miembro solee

cionedo u e l ru .o  co n stitu id o  por L -p r o lil- L - v c lin a , 

L -p ro lil-L --/; l i l - L - l is i l- L - v a l i l - L - t ir o s in a  y L - p r o lil-  

- L - v a lil- L - lis il- L - v a lil- L - t ii- o s il- L - p r o lin a ,  lo s  gru­

pos ¿-am ino de la  L - lis in a  están protegidos por sustji 

20 tuyení;es protectores y cada uno ¿e lo s  grupos, y*-carbo

x ilo  ¿ e l ácido L-..lutám ico, .̂rupo ca rb o xilo  d el C term i 

n al y ¿.rupo guauidino de la  L -a rg in in a , puede e sta r pro 

tegido por un su stitu yen te p ro te c to r), su amida s in  sus 

t it u ir  y su s a l por a d iiió n  de ácid o , o (c ) hacer re e c- 

25 c io n rr un derivado pro tegioo do un dccopóptido de íó r -

25-5-73 -  35
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muía ^eneral: X-L-tlrosil-L-seril-L-metionil-L-gluta- 
mil-L-histidil-L-fenilalanil-L-ar¿:inil-L-triptofanil- 
-glicina (en la que X representa saicosilo o K-amino- 
-isobutirilo, el carboxilo mel C-seminal de la glioi-

la sarcosina o ácido %-amino-isobutírico está proce­
dido por un sustituyante protector, y el grupo ^-carbo 
xilo uol ácido L-glutámico puede estar protegido por 
un sustituyonte protector), con un miembro selecciona­
do ..el grupo constituido por un derivado protegido de 
un polipeptido indicado mediante la fórmula: L-lisil-L- 
-prolil-L-valil-glicil-L-lisil-L-lisil-L-arginil-L-argi 
nil-P' (en la que P' es un miembro seleccionado uel ¿ru 
po constituido por L-prolil-L-valina L-prolil-L-valil- 
-L-lisil-L-valil-L-tirosina y L-prolil-L-valil-L-lisil- 
L-valil-L-tirosil-L-prolina, loa grupos ^-amino de la 
L-lisina están protegidos por sustituyentes protectores, 
y cada uno de los grupos, carboxilo del C terminal y 
grupo ¡^uanidino ce la L-argina, puede ostar protegido 
por un sustituyante protector), su amiua sin sustituir 
y una sal por adición de áci-o correspondiente; y libe 
rar los grupos amino y enruoxilo protegidos del polipÓE 
tido asi formado; y, cuando se requiera, convertir el 
polipáptido libre resultante en una sal por adición de 
ácido fisiológicamente tolerable o en un complejo de me

na está activado, el grupo íA-amino del N-terminal de
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t a l pesado.

2a U n  procedim iento según la  re iv in d ic a c ió n  

18, en e l .*.ac la  reacció n so lle v a  a cabo en e l modo ex­

p licad o  en e l apartado (a ).

5 38 , -  Un procedim iento se.;ún la  re iv in d ic a c ió n

18, en e l que la  reacció n  se lle v a  a cabo en e l modo ex 

plicndo en e l aparcado (b ).

48. -  Un procedim iento según la  re iv in d ic a c ió n  

13, en e l ouo la  reacció n se lle v a  a cabo en e l modo ex 

10 p licad o  en e l apartado (c ) .

p e.- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u ie ra  ce l.o  ncivúnd icacio ncs 1& a 4 -, donde X es 

s a rc o s ilo .

ó 8 .- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

15 cu alq u ie ra  de la s  R eivin d icacio n es is  a 4 -, donde X es

* (-a m in o -iso b u tirilo .

7 8 . -  Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u iera  de la s  R eivin d icacio n es 18 a 68, donde P os 

L - p r o lil- L - v a lil- L - lis il- L - v a lil- L - t ir o s in a .

20 8 a .- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  on

cu alq u iera  do la s  R eivin d icacio n es 1§ a 68, donde P es 

L - p r o lil- L - v a lil- L - lis il- L - v a lil- L - t ir o s il- L - p r o lin a .

9a .-  Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u iera  de la s  R eivin d icacio n es 18 a 8a, donde la  

25 s a l ,.or a d ició n  de ácido to le ra b le , es s a l d e l ácido

25-5-73 -  37 -



acético  o c a l u e l ácido c lo rh íd ric o .

1 0 8 .- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u ie ra  de la s  re iv in d ic a c io n e s 18 a 98, donde e l 

su stitu yan te  p ro tecto r u e l rapo ^-am ino d e l N term i­

tero mediante un jrupo L o n o ilo xicarb o n ilo  o un ...rapo 

outoxicarbo n ilo  te rc ia r io , e l grupo ^ -ca rb o x ilo  d al 

ácido L-glutám ico se protege mediante un grupo b u tilo  

t e rc ia r io , lo s  gru: os guanidino de la  L -a rg in in a  se nî o 

tegen mediante grupos n i Ero y lo s  grupos % -amino de la  

L - lis in a  se protegen mediante grupos b e n cilo xica rb o n ilo  

o grupos b uto xicarb o n ilo  t e rc ia r io s .

cu a lq u ie ra  de la s  R eivin d icacio n es 18 a 48, donde e l 

grupo ca rb o xilo  d el C term inal se a ctiv a  mediante la  

formación de un á ste r a c tiv o , mediante la  form ación de 

una axida o mediante e l empleo de un a-ente de conden­

sació n .

1 2 8 .- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

la  R e iv in d ica ció n  33, donde e l grupo ca rb o xilo  d e l 3 

term inal se a c tiv a  mediante la  form ación de un a n h id ri 

do de ácido o mediante la  formación de un anhidxido mix 

to .

1 3 8 .- Un procedim iento, con.o se re iv in d ic a  en 

cu alq u ie ra  de la s  R eivin d icacio n es 18 y # , donde lo s

l i s . -  Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en

-  38 -
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grupos aniño y ca rb o xilo  protegidos, se n o e ra n  median 

te e l empleo ue flu o ru ro  de hidrógeno.

1 4 9 .- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u ie ra  ue la s  le iv u d ic a o io n e s  3- y 4^, donde lo s 

5 grupos amj.no y ca ru o xilo  pro teg ido s, se lib e ra n  median­

te e l empleo de á c i-10 tr iilu o ro a o á tic o .

1 5 ^ .- Un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u ie ra  de la s  re iv in d ica cio n e s 13 a pa, 7- y 9- a 

133, donde e l poiipáptid o es un miemoro escogido u e l gru 

10 po co n stitu id o  por un compuesto p o iip e p tid ico  m cicado

por 1a fórm-tla : U a rc o s il-L -t iro s il-L -s e r il-L -m e t io n il-  

- L - g lu t a m il- L - n is t id il- L - ie n ila la n il- L - a r g in il- L - t r ip -  

t o i 'a n i l- g i ic i l- L - i ís i l - L - p r o i i l - L - v a l i l - g i ic i l - L - l is i l -  

- L - i is i l- L - u r r in i i- L - a r g in ii- L - p r o lil- L - v a iil- L - i is il-  

15 - L - v a iii- L - ..ir o s in a  amida, su s a l d el ácido a cé tico , su

s a l d el ácido c lo rh íd ric o  y su complejo de z in c.

lo a .-  un procedim iento, como se re iv in d ic a  en 

cu alq u iera  ue la s  ^ v in d ic a c io n e s  13 a y b& a I j a ,  

donde e l p o lip ép tiuo  es un miembro escogido d el grupo 

20 co n stitu id o  .o r un compuesto p o lip e p tid ico  indicado por

la  fórm uia: ¿ a r c o s il- L - t ir o s ii- L - s e r ii- h - m e t io n il- L - ,iu  

t  a l i i- L - n is t  id il- L - f e n iia la n il- L - a r g in il- L - t  r ip t o i'a n il-  

- g l i c i l - L - l i s i l - L - p r o l i l - L - v a l i l - g l i c i l - L - l is i l - L - l i s i l -  

- L - a r g in il- L - a r " 'in il- L - p r o lil- L - v a lil- L - lis il- L - v a iil-  

25 - L - t ir o s il- L - p r o ü n a , su s *1 .e l ácido a cé tico , su s a l
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del ácido clorhídrico y su complejo de zinc.
lyo.- Un procedimiento, como se reivindica en

a l j 3 ,  don^c e l p o lipép tido  es un miembro escocido d el

C ído por la fórmala : "(-amino—isobutiril-L— tirosil-L—

-L -a rg in il-L -trip u e . . . 'a n il- g lic il- L - lis il- L - p r o iil- L - v a -  

l i l - g l ic i l- L - l is i l- L - l is i l - L - a r g in il- L - a r g in i l- L - p r o -

s u s t it u ir ,  su n al u e l ácido a c é tic o , su s a l d el ácido 

c lc rn id ric o  y su complejo de z in c .

cu a lq u ie ra  lo  la s  R e ivin d icacio n e s la  a 48, 63 y 8a a 

l j 3 ,  donde e l po lipép tido  es un miembro escogido d el 

grupo co n stitu id o  por un compuesto p o lip a p tid ico  in d i­

cado por la  fórm ula: < - a m in o - is o b u t ir il- L - t ir o s il- L -

-se  r  il-L-m e t ion il- L - g lu t  a m il-L -n is t id il- L - í'e n ila la n  i l -  

-L -a rg iu  ii- L - t r ip e o ia n il- g lic il- L - r is il- L - p r o lil- L - v a -  

l i l - r - l ic i l- L - l is i l- L - l is i l- L - a r j- 'in il- L - a r / - 'in i l- L - p r o li l-  

- L - v a lil- L - lis il- L - v a lii- L - t ir o s il- L - p r o lin a ,  su s a l del 

áci(to a cé tico , su s a l d el ácide c lo rn íd ric o  y su complc. 

jo de z in c.

1 9 '-.- dn procedim iento para la  fa b ric a c ió n  de 

un p o lip é p tid o .

cu a lq u ie ra  de la s  d eivin d io acio n es 13 a 43, 63, 73  y

grupo co n stitu id o  por un compuesto p o lip a p tid ico  in d i-

18c.- Un procedimiento, como se reivindica en

-  40 -



395407

25-5-73
GD3/JAR.

T a l y como se na d e scrito  en la  Memoria que 

anteceda, y con lo s  fin e s  que se han e sp e cifica d o .

En'oa Memoria consta de cuarenta y una hojas 

e s c rita s  a máquina por una so la  cara.
r 1 JHN. 1973

M adrid,

P.A.
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