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qg‘a;.o ‘hona‘i)eptldos proporcionados por este invento

-gon oompuos¥os de la formula general
5 .. I?Hz N
He0yg =Ty =116 ~TLouAsp m-(!lys——-}?ro ~Q —GLy —HH,, (1)

en la que
Q representa el radioal de la arginina o de la
lisina y

’r . . ’
10, todos los aminoacidos que contienen un atomo
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de carbono asimetrico presentan la configura-
cion L,

vy sus sales do adicion de scido atoxicas y utilizebles farma-

céuticamente: ,
) Pios compuestos de la férmula I, que pueden repre-

sentarse tambien por las formulas

NH

H—Cys —Iyr—TIlo—Ieu— Asp—Cys—Pro—Arg—Cly—NH, (1a)
| |
y
. I\TH2 :
H—-%f?—-Tyr__Ile——Leu*~Asp-—Gys—%Pro—-Lys——Gly-—NH (Ib)

2

son anélogos de las hormonas naurohipofisarias que aparecen
en la naturaleza; por ejemplo, de la arginino- o ligino~va-

goprosina de lasg formilas

NH2 WHZ

me?ys-mmyr—APhe-—Glu~—Asp*~?ys——Pro—-Arg——Glyb—NHz (IIa)
y
Iz 1%
(I1v)

H—-?ys——Tyr——Phe——Glu—~Asp~—?ys——Pro~—iws-—Gly-—NHz

En contraste con las vasopresinas que aparecen on
la naturaloga; los compuegtos proporcionados por este inven-
t0 se¢ ocaractorizan por el reemplazo do losg aminoacidos feni~
lalanina y glutamina por la isolcucina y la leucina. En con-
secuencla, se los pucde dcszgnar como EllGB, 1eu4]~arg1n1~
no-vasopresina e E11e3, leu ]~llslno—va30preslna, regpecti~
vamente,

Ias abreviaturas utilizadas en esta descripeidn
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Rl-NH"-CH-COd~Tyr—~Ile-Eeu—~Asp——NH-GH—-CO—-Pro-»Q'-Gly-NH

A0
- S oL

para 1los aminogoidos individualos y.sus grupos protecto=

res son las corrientes en la quimica de los péptidos yfog~
nocidas gencralmente en la especialidad (veaso Sohy&eder,
Ee, ¥ i}iibkez K.: The Peptides, Academic Press, Nueva York
y ﬁondres; vol., I (1965) y vol, II (1966) y las Normas
IUPAC IUB). Por lo tanto, no se las define mas detallade-
mente on esia descripoién.

A menos que se haga constar expresamente otra
cosa, los aminogcidos opticamente activos tienon siempre
la configuracion L. .

Ejemplos do sales do aqicién do acido aﬁéxicag
y utilizables farmaceuticamontc son las sales con acidos )
inorgénicos, como el acido clorhi@rico, ol acido bromhidri-
co; el deido fosférico; ol zeido sulfurico y el acido por-
cl6rioo; o con acidos orgénioos; como el acido acético; ol
acido oxélico, el acido maleico, ol acido mélico, el gcido
tartarico y el acido citrico, '

Segin el procedimiento proporcionado por este
invento, los nonapéptidos en cuestidn (o gsea los compuestos
de la férmula I y sus sales de ad;cién de scido atoxicas
y utilizablgs farmacéuticamento) se preparan;

a) egcindiendo los grupos protectores de un péptido

de la formula general

NH~R®

2

I, ?Hg (I11)
S

0 —C——

en la que

Rl representa un atoro de hidrégeno 0 un grupo



10.

15,

20,

25,

H2N~*?H‘~CO-Tyr~—{le"*ieu*~Asp-NH*~GH-GO-PTO~“Q-mGlyw~NH

amino-protectors;

R2 representa un atomo de hidrégeno 0 un grupo

amido~-protector; y

Q'. representa una agrupacién de la formula
- 3
NE--CHE (CH, ) 3~ NH—C (= NH )~ NHR" ]~ CO 0

NH-*CHE-*(CHz)4-NH-R4]——CO

donde

R representa un atomo de hidrégeno 0 un grupo
protector del radical guanid{nico NG
representa un atomo de hidrdgeno o un grupo
amino-protector que protege el radical lisi-
‘nico (con tal de que uno .g lo menos de los
s{mbolos Rl, Rg,y R3 o R4 represente un gru-
po protector), )

ademis de que todos los aminoacidos que con-
$ienen un atomo de carbono asimétrico presen-
tan la configuracion i,

y, sl ge desea, convirtiende el producto obtenido; median-
te tratamiento con un acido inorganico u orgénico; en una

sal de adicidn de acido atoxioca y utilizable farmaceutica-
mente;

0 bien

b) oxidando un péptido do la formula gensral

NHp

| 2
CH2 CH

§~R? RC-g (17)
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Q tiene el mismo significado que se lé ha”"
oud do antes,
_ mientras que B
R y RS representan cada wuno un atomo de hidrégeno
0 un grupo sulfidr%lo?protector,
ademds de’que todos los aminogcidos que con-
tlenen un atomo de carbono agsimétrico presenf
. tan la conflguraclon L,
con esoisiog? simultanea o previa, de cualquier grupd pro-
tector que se halle presento; y; gl so .desea, convirtign- )
do el producto obtenido, mediante un aeido organico o inor-
génico; en una sal de adlcidn de dcido atoxica y farmacéu-

ticamente utilizable;

0 bilen
@)  oxidando un péptido de la Formula general
No-R”
R—NH- —-fH ~00—1yz—Tlo —Teu—isp —i— (H1--C0—Pv0 Q' Gly—1,
CH CH '
g d? )
en la gque

R~ representa un atomo do hidrdgeno o wn gXupo
amino-protector; _

R representa un atomo de hidrdgeno o un grupo

amldo~protector;

Q' representa una agrupacidn de la formula
NH—CHE— (CH2)3 NH*-*C(*‘"-'-‘NH) NHR3:|—~co' 0

-OHC— (G, ) 7= NH-—-R4]-—-—CO



R3 representa un dtomo de hidrdgeno o un grupo pro-
tector del radical guanidinico;
gt representa un gtomo de hidrdgeno o wn grupo ami-
5. no~protector que protege el radical lisinico;
y
R’ y RO representa cada uno un 4tomo de hidrdgeno o
wn grupo sulfidrilo-protector (con tal de que
wno a lo menos de los sfmbolos R', R%y R3
10, . o &t represente un grupo protector); ademds
de que %todos los aminodcidos que contienen
un &tomo de carbono asimétrico presentan la
configuracién L,
con escisibn simultdnea del grupo protector o los grupos
. 15, protectores y; si se desea, convirtiendo el producto ob-
tenido, por tratamiento con un dcido orgdnico o inorgdni-
co, en una sal de adicidn de dcidio atdxica y utilizable
Parmacéuticamente.
Ta oxidacifn de un péntido de la férmula IV o
20, V puede efectuarse de manera conocida (véase, por ejemplo,
Schrider~Liibke, vol. I pdgina 275 y siguien?es), preferen—
temente en solucidn acuosa o acuosocorgdnica, mediante la
introduccidn de aire u oxigeno o mediante perdxido de hidrd-
geno, yodo, 1,2-diyodoetano o ferricianuro potdsico. Los
25. grupos sulfidrilo-~protectores que pueden hallarse presentes
pueden eliminarse antes de la oxidacidn o al mismo tiempo
que se realiza ésta. Un pévtido de la férmula IV en el que
R N R6 gsean iguales y representen cada uio un stomo de

hidrégeno o un grupo de tritilo, benzohidrilo, acetamidome-
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‘por ejemplo, con ditiocianégenoE(SCN)

tilo, benciltiometilo o isobutiloximetilo pueden pxidarse;
2]; ¥ un péptidg de

la £érmila IV en ol que R° y R® sean iguales y representen
cada uno un atomo de hidrdgeno o ungrupe de tritilo o éce-
tamidometilo puede oxidarse; por ejemplo, con yodo.

_ Ia escisidn de los grupos protectores de un pep-
tido de la formula IIT o V puede ofectuarse igualmente de
manera geheralmente conocida y en las condiciones aplica-—
bles a los grupos individuales; )

’ ?uedgn usarse en este procedimiento todq los gru-
pos protectores gque se conocen en rolacion con las sinte-
sis de los péptidos. o _

Ejemplos de grupos amino—-protectores son los del
tipo acilico (por ejemplo, formilo, benzoilo, ftalilo; ted-
fluoroacetilo, p—t031lo, aril- y alqu11~fosforllo fenil-
¥y bencil~sulfonilo, tritilsulfenilo, o-nltrofenllsulfenllo, '
gamma~clorobutirilo y o-nltrofeno xiacetilo), del tipo alqul—
lico (por ejemplo, tritilo, bencilo y alquilideno) y del
tipo ureuanlco (por ejemplo, carbobenzox1lo, p=bromo-, p~
~oloxo= vy p~metox1carbobenzoxllo, toliloxi-, aliloxi-, 01010—
pentllc_)::l--2 ciclohexiloxi-, tercibutiloxi- o 1,l-dimetilpro~
piloxi~; 2—(p-bifenilil)—2-pr0p%loxi-carbonilo ¥ beneiltio-
carbonilo), Ios grupos aminicos pueden protegerse ademas por
protonacidn, Ejemplos de grupo.ami§o~protectores son xan-
ten%lo; 2;4~dimetoxibencilo, 2;4;6—trimetoxibencilo y
4;4‘-dimetoxibenzohidrilo. 7 )

Como grupos protectores particulares para el ra-
eical argininico cabe citar, por ejemplo, p—tosilo; carto-

benzoxilo, p-nitrocarbobenzoxilo, tercibutoxi-, adamantilo-
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xi- ¢ isoborniloxi-carbonilo, 21 radical arginilico pue-
de protogorse tambien mediante protonacidn o nitracidn,
Ejemplos de grupos sulfidrilo~protectores son
los grupos de alquil- y aril-tio (poy ejomplo, otiltio;
tercibutiltio y foniltio), los grupos alquilicos y al- _
quilicos sybstituidos (por ejemplo, tercibutilo, 2-dietoxi-
earbonil—otilo, bencilo, tritilo, p-metoxibencilo, p-ni-
trobencﬂlo, bonciltiometilo, acotamidomotilo e isobutiloxi—
motilo), los grupos aClllCOS (por cjemplo, carbobenzoxilo,
bonzo{lo, acotilo, p-metoxi-benciloxicarbonilo y etilamino-
carbonilo) y el grupo totrshidropiran-2-ilico, .

Ios materiales de partida de las formilas ITI,

IV y V son muevos y so apreciaré que forman +tambi.en parte
de csto invento.

Tos materiales de partlda pueden prepararse de
manera ya conocida utilizando los grupos protectores usua-
les, en cgpecial los que se han mencionado antes. )

Ejemplos de grupos carboxil-protectores son los
dsteres do O y S (por ejemplo, los ésteres de metilo, etilo;
tercibuti;o,'bencilo, cianometilo, ftalimidometilo, 4-pi-
colilo, ZFp—tosiletilo, fenilo, p—nitrofenilo; tiofenilo
Yy p-nitrpbencilo), las amidas y las hidracidas (por ejem—
plo, tritil-, fenil~, carbobenzoxi~ y tercibutoxi-carbonil-
~hidracida). EL grupo carbox{lico puede protegerse ademas
mediante formacion de sal. S

_ Ejomplos de grupos carboxilicOS activados son
esteres tales como los de clanometllo, p-cianofenilo, p—n1~
trofenilo, tio:enilo, p~n1tr0tlolenllo, l—benzotrlazolllo,

l-guccinimidilo, l-piperidilo, 8~quinolile, 5-cloro=-8-qui-
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nolilo, 2-piridilo y 2-tiopiridilo, y las azidas.

Un pé@tido de la férmula IV o V puede preparar-
se, por ejemplo, mediante alargamiento sucesivo de la ca-
dena de wn dipéptido enuna unidad de aminodeido o en dos
o mds fragmentos, Un péptido de la férmula V puede ser
convertido en un péptido de la férmula ITI mediante oxi-
dacibn de manera conocida. Sin embargo, un péptido de la
férmula III puede prevararse también; por ejemplo, hacien~
do reaccionar un compuesto de la férmula general

_R2
I ;

Rl N~ CO— Tyr.- Tle-- Tou~ Asp~ NH~ G~ 00~R

!
fHy fHp (vI)
S S

en la que
R!  representa un grupo amino-protector;
g8 representa un grupo hidroxflico o un grupo
activador del grupo carboxilico; y
R®  tienc el mismo significado que se le ha
atribufdo antes,
con un tripéptido de ia férmula general

H—Pro-Q' - Gly—NH, (VII)

en la que :
Q'  tiene el miemo significado que se le ha atri
bufdo antes.
Los nonapéptidos proporcionados por este inven—
t0 tienen actividad hormonal cualitativamonte semejante
a la de las hormonas neurohipofisarias. Particularmente

interesante cs su fuerte actividad natriurética. Tanto
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on el aspecto de la intensidad de la accién como de la durs

cidn de ésta, los nonapdvtidos proporcionados por este in-
vento son supeoriores a la arginino-vasotocina natural
(/T1e3 J-arginino-vasopresina) y a la [Ieuf7koxitooina pre~
parada por V.J. Eruby y col. (J. Biol. Chem. 244, 3890
~1969-), un andlogo de hormona neurohipofisaria que des-
pliega la actividad natriurética mds intonsa que se cono-
cfa hasta ahora. Ia actividad hipertensora de los nonapép-
tidos proporcionados por cste invento e¢s menor que la de 1la
arginino-vagsotocina, de modo que la actividad natriuréti-
ca de estos nonapdptidos estd aumentada selecctivamente en
comparacidn con la actividad hipertensora. Otra ventaja
més de los nonapdptidos proporcionados por cste invento y
especialmente de la 45193, louf7—arginino~vasoPresina, cn
comparacién con la arginino-vasotocina y la /Tou’7/-oxito-
cina; radica en que la excrecidn de sodio cetd selective-
mente muy incrementada res-eccto a la cxerecidn de potasio.

En virtud de las actividades bilolégicas mencio-
nadas antes, ostos nonapeptidos son apntos para el tratamien-
$0 de edemas de diversas clases ¥y trastornos generales del
metabolismo de los electrdlitos, especialiiente los trastor-
nos de la rctencidn de sodio. i

Ta dogificacidén debe ajustarse de acucrdo con las
necesidados individuales y puede vardiar cnbtre 100 microgra~
mog y 10 miligramos por dosis individual, administrada con
wna o varias veces por dia. Estos nonapéotidos pucden ad-
ministrarse on la forma de las basesg librcs o como sales
con 4cidos orgdnicos o inorganicos ¢ con polimeros que con-

tongan grupos de deido (como, por e¢jomplo, la carboximetil-
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celulosa o el deido tdnico), ya sea solos, ya sea en forma
de preparados farma?éuticos apropiados, por ejemplo, para
administracién oral, parenteral, enteral o intranssal. Pa-
ra componer los preparados farmacéuticos, estos nonapép -
tidos pueden elaborarse con coadyuvantes inorgdnicos u or -
génicos que sean inertes y aceptables fisiol6gicamente.

Ejemplos de tgles coadyuvantes son H

~ para las pastillas: lactosa, almidén, talco y deido

estedricos ‘

- para soluciones inyectables: aegua, alcoholes, glice-

riva v aceites vegeta -~
. les;

~ para supositorios: aceites naturales y endurecidos
¥y ceras naturales y enﬁureoi@as;

- pare soluciones nebulizables intranasaless agué, &li~
cerina y otras substancias ii -
gquidas que sean toleradas p6r

) 1la membrana mucosa.,

Los preparados farmacéuticos vueden conwener tam-
blén, por ejemplo, agentes apropiados de conservacidn, de
estgbilizacién y de humectacibn, lo mismo que eflulcoran -
tes, colorantes y saporificantes.

Los ejemplos que siguen ilugtran el procedimien=—
0 proporcionado por este invento.

Ejemplo 1
a) Ester metflico de Z-L~leucil-I~agparaginil-S-ben-

ciléL—gisteina
A ~102C, se ajustd a pH de 8 aproximadamente,con

adicidén de 2,8 cc de trietilamine, una solucifn de 8,4 g
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de bromhidrato de éster metflico de L-asparaginil-S-ben —
cil~L-ci§teina (preparado segin R.A.Boissonnag y col.,
Helv. 38, 1491 ~195§—) en 30 cc de dimetilformemida (IMF)
y oo la agité con 7,8 g de éster p-nitrofenflico de Z-L-leu-
cina. Ta mezcla solidificada se diluyb con unos 70 cec de
ague y el precipitado se separd por £ilt racidn, ge lavé
con alcohol, con acetato de etilo y con éter y se sech.
Punto de fusidn: 195-1972C; [’1ﬁ;7 = =28,02 (¢ =1 en
dime+tilformamida ).

b) Hidracida de Z-L-leucil-L-asparaginil~S-bencil-I-cis-

telna

Alrededor de 490; ge traté con 1;5 oo de hidra -
t0 de hidracina wna solucidn de 3 g de Sster metflico de
Z~I~leucil-L-asparaginil-S-bencil-L~cigteina en una mezcla
do 20 cc de dimetilformamida y 5 ce de sulféxido de dime -
tilo. Se dejd reposar la mezcla a la temperatura del am-
biente por 24 horas y se la £iltrd. Afiadiendo agua al
filtrado, se obtuvo un precipitado, que se separd por fil-
tracibn, se lavé con agua y se seod Punto do fusiébn :
230-23490; /B1fe/5° = -38,22 (¢ = 1,1 en dinetilfornamida).

¢) Z=Le=lovcil-L-asparaginil-S«bencil-L-cisteinii-I~

pgoii1~NG—tosil~L—argin11~glicinamida

' A ~208C, se tratd con 6 c¢c de deido clorhidrico
2,5 ¥ en tetrahidrofurano (THF) una suspensién de 2,25 &,
de hidracida do Z-I~leucil-L-asparaginil-~S-bencil-L~cistel-
na en 25 cc de dimetilformamida. So afiadid a la solucidn
1 ce de nitrifo de isoamilo, se egltd 1a mezcla a ~202C
por 30 minutos,se la enfrid hasta ~300C y a egta tompera-
tura, después de neutralizaci’n con 2;08 cc de trietilamina
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se la traté con wna soluaiGn; en una mezela dellouéé'aé'
dimetilformamida y 10 cc de tetrahidrof?rano; de 2;3 g de
L—prolil-NG-'bosi l-Imarginil-glicinamida, que se habia i)re-
parado hidrogenando gobre carbén paladiado 3 g de Z-L-pro-
11 1-N0~t0si1-Trargim 1~glicinanida (obtenida segfn R.L.
Huguenin y R.A. Boissonngss, Helv, gg; 1629 ~1962-) en me-
tanol, con presifn normal a la temperatura del ambiente;
Luego se aglitd la mezmcla por una hora a -102C, se la mantuvo
por una noche en una nevera, se la filtrd y se concentrsd
el filtredo para eliminer el tetrahidrofuranoc. Despuds de
diluir con dimetilformamida; se precipitd el hexapéptido
por adicidn de agua ¥y se le purificé lavindolo con alcohol
y acetato de etilo. Punto de fusién: 180-18220; [Elf§7§5

= «40,62 (¢ = 0,5 en dimetilformanida).

a) Z~3~benoci 1~Ircisteini 1-I~tirosil-L~isoleuci l-Ti=
1eu011€L~asparaginil—S—benclI-L—clstelnll—Lﬁpro—
111~NG-tosil—L~arg1n£;:5}101nam1da

Se tratd con 20 cc de deido bromhidrico 4 N en

dcido acético glacial una solucibn de 1,7 g de Z-I-leucil-
—I-asparagini 1~S~bencil-T-cisteini1-Tmpropil-N-tosi1-T-ar-
ginil-glicinamida en 20 cc de 4ecido acdtico glacial: Be ‘
agltd ia mezdla por 2 horas & la temperatura del ambiente,
ge la instild a continuacidn en 500 cc de Ster y el brom-
hidrato precipitado se lavd con éter; so socd y se digol-
vid en 20 cc de metanol. Imego se pasé la solucidn por

una columna de Dowex?2 (forma OH ), se concentrd el eluato
bajo presién reducida y se disolvid el residwo en 5 cc

de dimetilformamida. Se afiadid esta solucibn a una solu~

cidn de acida de Z~S-bencil-L-cisteinil-L-tirosll-L-isolen
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cina; la cual se habla obtenido disolviendo l;o g de hidra-
cida de_Z¥S~bencil~L-cisteipi}-iktirosil-L-isoleucinﬁ (pre-
parads segun R.A. Boissonnas y col., Helv. gg; 1491 -1955f)
en una mozcla de 5 ce de dimetilformamida y 4 co de acido
clorhidrico 2,5 N en tetrahidrofurano, tratando la mezcla

a —=202C con 0,4 cc de nitrito de isocamilo y neutralizéndola,
después de aglitarla por una hora a =202 C, mediante la adi-
cion do 1;11 ce do N-metilmorfolina. Se agitd la mezcla
por 30 mimuitos a =209C y a continuacion se la mantuvo por _
25 horas a —302C y por 25 horas a 4490; se la concentréhy 80
la filt;é. El precipitado que se obtuvo afiadiendo aloohol/
agua (1:1) al filtrado so separd por filtracidn, se disol-~
vi¢ on dimetilformamide, so prooipitd una vez mas wtilizan-
do acetato de etilo y por ﬁltimp so lavo con acetato de
etilo y.con_éter ¥y se secé; punto de fusions 213-2162C;
[alfa]%s = =40,2 (¢ =0,506n dimetilformamida).

3

: . 4 : :
o) Diascetato de [ile”, low J-arginino-vasopresina

Se redujeron con sodio 500 mg de Z—S~benoil-ﬁf
~clsteinil-I-tirogil-I-isoleucil~L~leucil-L~asgparaginil~-
-S-bonci}—i—cisfeinil-L-prolithG~tosil-L—a;gini1~g1icina-
mida en 400 cc de amonf{aco 1f{quido., Después de eliminar
el amonfaco, se disolvic el esiduo en 500 cc de agua que
contenfan unas gotas de dcido acetico glacial y se ajusto
la soluoién a pH 6,8 con NaOH. A contimiacion se afladieron
66,5 cc de una solucidn O;Ol molar de K3lPe (CN) ], mientras
ge manten{a el pH a 6,5-7,0 por adicidn de un poco de hidro-
xido sddico., Se mantuvo la mezcla por 15 horas a la tempe-
ratura ambiente y se la paso por una columna de Amberlite

IR-45 (forma C1~). Se acidifigé el eluato con acido aceti-
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co y se la absorbi6 en Amberlite CG-50 (forma mt ).DeSpués
de lavar con 500 cc de dcido acético al 0,25, se eluyd con
una mezcle de piridiﬁa/écido acdtico glacial/agua (30:4:66)
¥ se 1iofilizd el eluato dos veces con recogida intermedia-
ria en agua, Para mayor purificacidén, se disolvid el 1ic=-
filizado en 3 co de wma tampdn 0,5-molar de acctato aménico
(pH = 6,4} 5y o cromatografié ung vez mds en una columna
de Amberlite CG-50 (forma H*). Se 1iofilizd el eluato va -
rias veces. Rendimiento: 120 mg; ["1£§7 = 10,92 (¢ =0 5;
en deido godtico 1 W),
Electroforesis de papel;

Tempbn do 2 cc de deido acético glaciel y 20
cc de piridina; completado con agua hasta 1 litro (pH.=
6,0): Rf (arginina) = 0;51 % 0,05.

Tampdn de 37 cc de deido férmico y 25 ce de.éci -
do acético; compleﬁado con agua hasta 1 Litro (pH = 1,7):
Rf (arginina) 0 52 0‘05.

Ia [i1e3, 1euf7-arg1n1no-vasonrcsina bruta puede

purificarse también sometiendo el eluato; después de ell -
minar el ferrlclanuro Y los iones de ferriciamro por me -
dio de Amberlite 13-45 (forma c1 ), & .ordmetografis de
partici6n en Sephadex G~25 con los sistemas de disolvente
1-butanol/piridina/4cido acético 0,2 N (10:7:2{) ¥y l-buta-
nol/etanol/piridina/4dcido acético 0,2 N (16¢1:2:28).

Ejemplo 2
a) Z-Imleuncil-I-asparaginil-S~bencil-I-cisteinil-

L—prolil—NG—tosi1JL~argig1;-glicinamida
Se disolvieron en 100 cc de deido acético gla -

cial 18,0 g de Z~Im~asparaginil-S-bencil~l=cigteinil~L-pro~



1i1-NG;tosil—Lwarginil-glicinam;da_(preparada sogin R.In
Huguenin y R.A, Boissonnas; Helv.“ggg 695 ~1966~) y se tra-~
t6 la solucion con 100 cc de una golucion 5 N de HBr/dcildo
9cético glacial., Se agito la mezela por 45 mimutos a la
B temperatura del ambiente y a cqntinuaoién se la instilé en
1 litro de é#er. E1l bromhidrato Qel pentapéptidp que ée pre—
cipitd se lavo con éter, se secd sobre KOH y POg ¥ so di~
S01vio en 100 cc de metanol. Se pasd la solucidn por una
columna de Dowex 2 (forma Oﬂ-);_se concentrd el eluato bajo
10, presién reducida y se disolvid el residuo en 100 cc de dime—
tilformamida. Se traté la solucidn a 02C con 8,5 g de Z~I-
—leufOPhNOZP se mantuvo la mezcla a la temperatura del am—
biepie por 3'dias; 86 preoipité por‘adicién de 1 liﬁro de
acetato de etilo el hexapeptido proﬁggido; se le lavo con
15, star y con acetato de etilo y se le secS., Rendimiento:
16;3 g; punto de fusion: 183-18%C; [alfajgs = ~41;69 (¢ =
0,5 en dlmetilformamida). o _ o
b) Z—ﬁfisoleuci1~L—leuci1jﬁfasparaginil-waencil-ﬁ~
ggpteinil—L~prolil~NG~tosil—L~arginil-glicinamida.

20, De 16,0 g do éfn-leugil;i-asparagini1-sfbengil— N
~Ircisteinil-I-prolil-N -tosil~Irarginil-glicinamida se es-
cindi¢ el grupo Z-protector de la manera que se ha descrito
en la parte a) y la amina libro obtenida se hizo reaccionar'
con 6;9 g do Z—L-~ile—OPhNO2 en 100 cc de dimetilformamida.

25, Se mantuvo la mezcla a la temperatura del ambiente por 2
dias; se precipitd por adicidén de 1 litro de acetato de
etilo el heptapépﬁido protegido; se lavo el precipitado
con éter; con acetato de etilo y con lgopropanol y se le

secd., Rendimientos 13,1 g; punto de Ffusidn: 211-2122C;
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5
[alfa]g = =41, (o =

c) Z;O~bgngil~L—tirosil-tﬁiso;eucil-L~1eu0il“ﬁ'aSPara"

G,

ginil=8-beneil~I~cisteinil~Irmprolil-N ~tosil~I~ar=

ginil-glicinamida

. De 10,0 g de Z—L—isoleuoi1~ﬁ~leucil~L~aspara7
ginil—s—bengil~L—cisteinil~L~proli1~NG~tosil~L-arginilr
glicinamida se escindio el grupo Z-protector de la manera
qpe.segha_descrito en la partg a) ¥y la amins libre resul-
tante se hizo reaccionar con 4;5 g de Z-0-bencil-L-Tyr=
~OPhNO,, en 100 cc de aimetilformamiga; Después de 3 dfas
de reposo apla temperatura ambienie,_se preciplto, por adi-
cion de acetato de etilo, el gctapép?idq p;otegido; que se
lavd con acetato de etilo y etanol, se'volvié a precip;tar
en Zcldo acético g@acigl/btano;; se lavi con etanol y se
secO, Rendimiento: 8,4 g; punto de fusion: 237-23820C;
[alfa]§4 = -36;29 (¢ = 0,5 en gimetilformamida),

a) Z-S-bencil-I-oigteinil~I~tirosil=I~isoleucil~T~

laucilfL—asparaginil~S;benoil-L~cisteini1~L~pro~

111-1C8~t0g11~Targind 1~p1d oi nami da

Se disolvieron en 50 cc de dcido acetico glacial
7,0 g de %-0~bencil-I-tirosil-I-isoleucil~I~leucil-L~aspa~
ragini1-§-bencil-Ircisteinil-Irprolil-N'~tosil-I~arginil~
—glieinamida v se trato la solucidn con 50 cc de una solu~
cidn 5 N de HBr/dcido acético glacial, Después de una hora
de agitacién; se instild la mezela on 1 litro Qe éter; ge
separd el precipitado por filt?acién;.se le lavo con éter,
se le volvio a preoipitar en etanol/gter ¥y se seco sobre
P05 y KOH. Se disolvid en 50 co de dimetilformamida el

bromhidrato del octapdptido as{ obtenido, se ajusto la so-

-
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luciénﬁa pd 7,5 por adicidn de etildiisopropilamina y se

;a trgté con 2,7 g de Z~S-bengil~ﬁ~0ys~OPhN02. Después de

3 gias de reposo a la temperatura del ambiente, se preci¥

plto por adicion de etanol ol nonapéptido protegido, so

le 1av6 con acetato de etilo y otamol y se lo sec, Rendi- .

miento: 4,7 g punto de fusidn: 220-223¢; [alfa312)4 = -
42,62, (o = 0,5 en dimetilformamidg).

e) Diacetato de [ileS, 19941;aygininq~va30presin&m

-

El nonapéptido proteglido se convirtié en el de-
seado diacejato de Eile3, leu4]—arginino-vasopresina de la
manere gque se ha descrito em el Ejemplo 1.

Ejemplo 3 )
a) Z-I~leucil-I~asparaginll-S-bencil-I~cisteinil~

T~propil=y & —togil=T~11sil=zlicinamida

Se traté a -202C con 10,8 cc de acido clorh{-
drico 2,5 N en betrahidrofurano una suspensidn de 2,4 g
de hidracina de Z-I-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cis-

tefna en 25 cc de dimetilformamida, Se afiadio a esta so-

-

lucidn 1 cc de nitrito de igoamilo, se agité la mezcla por

40 mimutos a -200C, se la enfric hasta -302C y a esta tem~

peratura, despues de neutralizarla con 3,04 cc de N-metil-

/ « ! v
moxrfolina, se la trato con una solucion en 10 ce de dime-

tilformamida de 1,9 g de L~propil-NE-tosil-I-lisil-glici-

namida, que se habia preparado hidrogenando sobre carbon
paladiado, a la temperatura del ambiente y con presion

normal, 2,5 g do Z=L-prolil-N S~togil-T~lisil-glicinamida

(obtenida segun J.Meienhofer y V. du Vigneaud, J.Am, Chem.,

Soc. 82, 2279 ~1960-) en metanol, ﬁquo se agit la mez-

cla a =~202C por una hora, se la mantuvo a 49C por una no-~
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che ¥ se le filtrS. ELl hexapéptido protegido se precipl -

t6 por adicibn al fil'bra(;lo de dcido acético acuoso el 1%,
se separé por filtracifn, se lavd con alcohol y acetato de
etilo, se'digiri6 con aleohol caliente y se secl, Rendi -
mientol 1,9 g; punto de fusibn 217-2189C; [é'.lf_ajgs = -43;99
(¢ = 1 en dimetilformamida).
b) Z-L-igoleucil-T~leucil-I-asparaginil-S-bencil—I~
clsteini 1—@:{%1:11-—1‘1e ~t08i1-T=-1igil-glicinamida
Se tratd con 15 cc de deido bromhfdrico 5 N en
dcido acédtico glacial una solucién de 1;2 g de Z-I~loucil-
I-asparaginil=-S-bencil~I~cisteinil-Improlil-N ¢ ~t0osil~L=
~ligil-glicivnamida en 15 cc de dcido acdtico glacial, Se
agit6 la mezela por una hora a la temperatura del ambiente
¥ a continuacifn se la instild en 300 ce de éter y el brom-—
hidrato precipitado se lavdé con éter; pe secd y se diéolﬁé
en 300 cc de metanol. .fie pasé la solucibn por wna columna
de Dowex 2 (forma OH ), se concentrd el eluato bajo presién
reducida y se disolvid el residuo en 2(?100 de dimetilformge
mida. In'lego ge tratd la solucidn con 0,54 g de Z~Li~ile~-
-OPhNOZ, se nentuvo la mezcla & la temperaturs del ambiente
por 2 dias, se precipitd por adicidn de acetato de etilo gl
heptapdptido proﬁe.gido; se lc lavd con acetato de etilo y
con alcohol y se le secd, Rendimiento: 0,85 g; punto de
fusibn 224-2278C; éﬁlfg7§5 = -43,92 (¢ = 0,5 en dimetilfor—
memida )
¢) Tosil-S-beneil-Im~cisteinil-L-tirosil-L-isoleucil-
I=-leucil-L~agparaginil-S~bencil~I=cisteinil—TIm
_'-p_rolil-NE ~t0gil-T~ligil~glicinamida
De 0;8 g de Z-I-isoleucil-I~leucil~Im~asparagi -
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nil-§~bencil-I~cigteini 1~I~prolil=N ?—toail—L—liail-glici* ‘
namida se escindid el grupo Z-protector de la manera que

se ha descrito en la parte b) y la aminag libre obtenida se
disolvid en 6 cc de dimetilformamida, Se agregd esta solu~
cion a una solucidn de acida de tosil-S-bencil-I-cigteinil-
~L~tirosina; que se hab{a obtenido disolviendo 0;31 g de
hidracida de tosil-S-benoil~I-cigteinil-I~tirosina (obteni~
da segin J. Honzl y J., Rudinger, Coll, Czech. Chem, Comm.
gg; 1190 ~1955~) en una mezcla de 3 oc de dimetilformanida
¥ 1;5 ce de acido elorhidrico 2,5 N en tetrahidrofuranq;
tratando la mezela a —202C con 0,15 cc de nitrito de isoami-
lo y neutralizandola, despuds de agitacion a =200C por 40
mimitos, mediante la adicion de 0;42 ce de N-metilmorfoli-
na, Se agitéila mezcla por una hora g -200C, se la mantuvo )
por 8 dfas a 4°C y se la filtro., Il precipitado obtenido
gfiadiendo agua al filtra@o se separ6 por filtracién? se
suspendid en alcohol hirviente, ge filtré; se disolvio en
un poco de dimefilformamida, so volvio a preoipitar por
adicidn de aleohol y se secd, Rendimiento: 0,47 g; punto
de fusidn: 223-2250; [alfa]gs = ;29;89 (¢ = 0,5 en dime-
tilformamida).

3

d) Diacetato de [ile”, 1eu4]~lipino-vasopresing

‘Ia conversidn de 250 mg de tosil-S-benoil-I~cis-
$einil~I~¥irosil-I-leucil~I-asparaginil-S-bencil~Ircistei~
nil=I~prolil=N€ ~tosil-I-lisil-glicinamida en diacetato de
Eile3; 1eu*1-11sino-vasopresina so efoctud de manera enilo-
ga al me o do que se ha descrito en_el Ejemplo 1, Rendimien—
to; 99 mg; [a;fa]g5 = 3,8 (¢ = 0;5 en acido acetico 1 ¥),

Electroforesis de papel:
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Tampon de 2 cc de éoido”ggético glacial y 20 oc

de piridina; completado con agua hasta 1 litro (pH = 6,0);
Rf (lisina) = 0,59 +0,05. Tampdn de 37 cc de doido £drmi-
co y 25 ce de acido aoético; compleﬁado con agua hasta 1
litro (pH = 1,7): R (Lisina) = 0,44 + 0,05,

) ibg ejomplos que gsiguen ilustran preparacéones,
farmecéutlcas t{picas que contienon los nonapéptidos pro-
poreionados por este in&ento.

Ejemplo A

Unas pastillas sublinguales contienen los ingre-

dientes sigulentes:

a) Diacciato de (ile3, leut)- arginino-

vagopresina 5?83 mg
Tactosa . 66,17 mg
Azucar en pPolvo 20;00 ng
Kollidon X 25 7,00 mg
Igtearato de magnesio 1;90 me
' 100500 mg
b) Diacetato de (1193, 1eut)- arginino~
vasopresine 11,66 mng
iﬁctqsa 71;34 mg
Manitol 60;00 mg
Hidroxiproplil-metilcelulosa 5,00 mg
Estearato de magnesio 2,00 mg

150,00 mg
Ejemplo B
Una solucion inyec?able en ampollas de 5 ¢c con~
tiene por cc los ingredientes siguien$gs;

Diacetato de (ile3, leu4)-arginino—va—
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sopresina 0,12 mg
NaCl 9,00 mg
HC1 0,1 N a pH 3,5 8.

H,0 pere inyeccidn hasta 1,0_ccfa

Ejemplo C
Un liofilizado contiene los ingredientes siguien-—

tes:

Partes en peso

Diacetato de (ile3, leu4)~arginino~

vasopresina 11,60
Acido mdlico levégiro 1,74
Menitol dextrdgiro 150,00

163,34

Para producir una solucidn inyectable lista para
el uso de disuelven 163,34 mg de este liofilizado en 10 ce
de agua destilada.

REIVINDICACIONES

Descrilto el objeto del presente invento se decla~
ren nuevas y de propia invencidén las siguientes reivindica~
ciones con prioridad de la solicitud de patente suiza n®
8921/71 del 18 de Jynio de 1971,

1. Un procedimiento para la preparacidn de nona--
péptidos de o férmula general

NH,

H-Tys«Tyr—Lle-Leu-isp-Cys-Pro-Q—Gly-NHz (1)

l

en la que
Q representa el radical de la arginina o de la

lisina y
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todos log aminodeidos que contiene un oo
de carbono asimétrico presentan la configura-
cibn I,
y de sus sales de adicidn de dcido atbxicas y utilizablés

farmacéuticamente, caracterizado por escindirse los grupos

protectorés de un péptido de la f£érmuls general

NH-R?
R1~NH—?H~CO~Tyr-Ile—Lsp»NH—?H~CO~Pro-Q'—Gly—NH2
o8, o,
S - S (T11)

en la que

R! representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo
amino-protector;

R2 representa un dtomo de hidrdégeno o un grupo
amido-~protector; y

Q' representa una agrupacidn de la férmula

NH~CH ~(OH,,) y~NH~C(=NH)-NHR ~CO
NH-CH -(CHj) ,-NE-R* -C0

donde 3
R’ representa un 4tomo de hidrédgeno o un grupo

protector del radical guanidinico;

r4 representa un Adtomo de hidrégeno o un grupo
amino-protector gque protege el radical ligi-
nico (con tal de que uno & lo menos de los

simbolos R1, R y R o r*

repregente un grupo
protector):

vy todos los aminodeidos que contienen un
dtomo de carbono asimétrico presentan la con~
figuracién L,

¥y 81 se desea, convertirse el peptido libre obtenido, me-
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diante tratamiento con un decido inorgdnico u orgdnico, en
wna sal de adicidn de dcido atdxica y utilizable farmacéuti-~
camente.

2.~ Un procedimiento, segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porque en unag modalided del mismo, se oxida

un péptido de la férmula general

NH
| 2
HQN—?H—CO—Tyr~Ile-Leu—Asp—NH-CH-CO-Pro-Q-Gly—NH2
CH,, iH2 (V)
g5 RO-5
en la que

Q tiene el mismo significado que se le ha atri-
bufdo en la férmula I, segin la reivindicacidn 1,
mientras que
R5’y R6 representan cada uno un 4dtomo de hidrégeno
0 un grupo sulfidrilo-protector,
ademds de que todos los aminodcidos que con-
tienen un dtomo de carbono asimétrico presen-
tan la configuracidn L,
con escisidn, simultdnea o previa, de cualguier grupo pro-
tector que se halle presente y, si se desea, convertirse
el producto obtenido, mediante un dcido orgénico o inorgd-
nico, en una sal de adicidn de deido ebéxica y farmacéuti-
camente utilizable.
3.~ Un procedimiento, segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porque en una variante general de s; realiza~

cibn, se oxida un péptido de la férmula general
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R1—-NH—GH—CO-—-Tyr-—Ile-Leu—Asp—NH—(!}H-—CO-Pro-—Q'—Gly-—NH2

Hy CH,
L RG-g ()
en la que

R1 represente un dtomo de hidrdégeno o wn grupo
amino-protector;

R? representa un dtomo de hidrégeno o un grupo
amido~-protector;

Q' representa waagrupacién de la férmula

NH~CH [- (OH,) ,~NH~C(=NE) -NER> -00 0

NE-CH[(CH,) 4-1%1-&4 ;l-co '
donde

R representa un dtomo de hidrdgeno o un grupo
protector del radical guanidinico;

R4 representa un dtomo de hidrdégeno o un grupo
emino-protector que protege el rmdical lisi-
nicos

R° v R6 reprezentan cada uno un dtomo de hidrdégeno o

un grupo sulfidrilo-protector (con tal de que
wno & lo menog de los Simbolos R', RZ y B> o RY
represente un grupo protactor);

y todos los aminodecidos que contienenun dtomo
de carbono asimétrico presentan la configuracidn

L,

con escisibén simultdnea del grupo protector o los grupos

protectores y, si se desea, convertirse el producto obte~
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nido, por tratamiento con un dcido orgdnico o inorgdnico,
en una sal de adicién de deido atdxica y utilizable far-
macéuticamente.,

4.~ Un procedimiento segin las reivindicaciones;

anteriores caracterizado porque particularmente se prepara

un compuesto de la férmula

s
H—?ys~Tyr~Ile—Leu—Asp—?ys-Pro—Arg—Gly—NH2 (Ia)

en la que
todos los aminodcidos que contienen un tomo de
carbono asimétrico presentan la configuracidn I,
0 una sal suya de adicidn de 4cido, atdéxica y utilizable
farmacéuticamente.
5.~ Un procedimiento, segin las reivindicaciones

anteriores caracterizado porque también particularmente se

prepara un compuesto de la férmula

12
H-?ys~Tyr—Ile-Leu-—Asp—?ys~Pro—Lys~Gly-NH2 (Ib)

en la que
todos los aminodcidos que contienen un dtomo de
carbono asimétrico presentan la configuracidn I,
o una sal suya de adicidn de dcido, atéxica y utilizable
fermacéuticamente.
6.~ Un procedimiento segin lag reivindicaciones

anteriores caracterizado porque especialmente, se prepar:

diacetato de (ile3, Leu4)—arginio—vasopresina.
7.~ Un procedimiento, segln las reivindicaciones

anteriores caracterizado porque también especialmente, se
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prepara diacetato de (ile3, 1eu4), lisino-vasopresina,
8.~ Un procedimiento para la preparacidn de
nonapéptidos.
Segin se describe y reivindica en la presente
memoria descriptiva que consta de 27 hojas foliadas y eg~

critas a méquina por una solacard,
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