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El presente in v e n to ^  refi^ r^  a^onapéptidos y a 

un procedimiento para su p repai€^ ión^ .^ ?

Los nonapéptidos p ro p o r^ ^ a d o s^ )y  ^ l .,p ^ ^ n te  in ­
vento son compuestos de la  fórmula g¿ein h , í  '-..

NIL

Mpr—Tyr—l i e —Leu—Asp— Cys—Pro—Q-^Kj^—Ná^^

^ ^ ^  Ven la que

10. Q significa el radical de la arginiha o de la Usina,



Mpr significa el grupo beta-meroaptopropionílico y to­
dos los aminoácidos con un átomo de carbono asimé­
trico  presentan la configuración L, 

y sus sales de adición de ácido atóxicas y farmacéuticamente 
5. utilizables.

Los compuestos de la fórmula I, que también pueden 
representarse por las fórmulas

10.

15.

Mpr -  !Hyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  Cys -  Pro -  Arg -  G3y -  NĤ  (la)

Mpr -  Tyr -  l ie  -  Ley Iys -  G3y -  (Ib)

son análogos de las hormonas neurohipofisarias existentes en 
forma natural; por ejemplo, la arginin- o lisinvasopresinas 
de las fórmulas

20.

25.

NI-1.
H

y

H

E
^ 2  1-2  

Tyr -  Phe -  Glu -  Asp jy s -  Pro -  Arg -  Giy -  NĤ

s -

(11a)

Tyr -  Phe -  Glu -  Asp 

(11b)

jy s -  Pro -  Iys -  Giy -  NI-1,.

Los compuestos proporcionados por el presente inven­
to, se distinguen de las vasopresinas existentes de forma natu­
ra l en que los aminoácidos cisteina, fenilalanina y glutamina 
están reemplazados por ácido beta-mercaptopropiónico, isolou-
oina y leucina. Asi pues, se les puede designar como deami-

1 3  4 1 3  4no -E lle  , Leu j-argininovasopresina o deamino - [ l ie  , Leu ] -
lis  inovas opresina.

30.
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Las abreviaturas que se emplean en esta desoripoión 
para los aminoácidos individuales y sus grupos protectores son 
las utilizadas hasta ahora en la química de los péptidos y 
conocidas en general por el experto en el arte [Literatura: 
Sohrbder, E, y LRbke, K .: The Peptides, Academio Press, Nueva 
York y Londres, volumen I (1965) y volumen II (1966) y normas 
IUPACLIUB]. Por lo tanto no se da en esta descripción ninguna 
ulterior definioión de estas abreviaturas.

El ácido beta-mercaptopropiónico que se deriva de 
la cisteína se considera en la presente descripción como un 
"aminoácido", de modo que, por ejemplo, se habla de la beta-. 
mercaptopropionil-tirosina como de un dipéptido, etc.

Mientras no se haga constar expresamente otra cosa 
los aminoácidos con un centro asimétrico tienen siempre la 
configuración L.

Ejemplos de sales de adición do ácido atóxicas y 
farmacéuticamente utilizables son las sales formadas con ácidos 
inorgánicos (como el ácido clorhídrico, el ácido bromhidrico, 
el ácido fosfórico, el ácido sulfúrico, y el ácido perclórico) 
o con ácidos orgánicos (como el ácido acético, el ácido oxáli­
co, el ácido maléioo, el ácido mélico, el ácido tartárico o 
el ácido c ítr ic o ).

Según el procedimiento del presente invento, los 
nonapéptidos antes citados (o sea, los compuestos de la fórmu­
la I y sus sales de adición de ácido atóxicas y farmacéutica­
mente utiliza bles) se preparan:

a) disociando los grupos protectores de un péptido de la 
fórmula general

[-ir
CH,

ya­
co- Tyr- l i e -  Leu- Asp -  NH -  CH -  CO -  Pro -  Q' -  G3y -  NHp

II,
(III)



5.

10.

15.

en la qu.e
1R significa un átomo de hidrógeno o un grupo 

protector amídico y
Q* significa una agrupaoión de la fórmula

-NH- CH[-( CHg) ̂ -NH-C(=NH)-NHR ]̂-C0- o 
-NH-CH[-(CH ) ,-NH-R^]-C0-, en donde 

R significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector del radical guanidinico y 

R significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector del grupo épsilon-aminico de la 
lisin a, siempre que uno por lo menos de los 
radicales

1 2  3R y R o R signifique un grupo protector y en donde
todos los aminoácidos con un átomo de carbono 
asimétrico presentan configuración L, 

y convirtiendo, s i se desea, el péptido libre obtenido, por 
reacción con un ácido orgánico o inorgánico, en una sal do adi­
ción de ácido atóxica y farmacéuticamente utilizable, 
o bien

20. b) oxidando un péptido de la fórmula general

NH.

CHp -  CO -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH -  (¡?H -  00 -  Pro -  Q -  Gly -  NĤ 

S -  R̂ 4 ^R̂  -  S
(IV)

en la que

Q tiene el significado que se le  ha atribuido
antes y

R̂  y R̂  representan cada uno un átomo de hidrógeno
o un grupo protector sulfidrílico , y en donde 
todos los aminoácidos con un átomo de carbono 
asimétrico presentan configuración L,30.
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con disociación simultánea o preliminar de cualquier grupo . 

protector que pueda estar presente y convirtiendo el producto 

obtenido, *si se desea, por reacción con un ácido orgánico o 

inorgánico, en una sal de adición de ácido atóxica y farmaceu 

ticamente utilizable, 

o bien
c) oxidando un póptido de la  fórmula general *,

(jiHg -  CO -  Tyr -  lie  -  Leu -
'H-R̂  , -
.sp -  NH- CH -  CO -  Pro -  Q -  Gly -  NH

I 2
?^2

-  S

en la  que

R1

Q'

R

R

1̂ ^2 3̂ R y R o R̂

y R̂

(V)
significa un atomo de hidrogeno o uh grupo 

protector amídioo,
significa una agrupación do la  fórmula 

(CHg) ̂ -NH-C (=NH)-NHR 7̂-C0- o
-NH-CH/"-( CHg) -̂NH-R^7-C0- en donde 

significa un átomo de hidrógeno o un grupo 

protector del radical guanidinico y 

significa un átomo de hidrógeno o ún grupo 

protector del grupo épsilon-aminico de la  l i -  

sina, siempre que por lo menos uno de lqs ra­

dicales

. repreáente un grupo protector y 

representan cada uno un átomo de hidrógeno o 

un grupo protector sulfidrílico y en donde 

todos los aminoácidos con un átomo de carbono 

asimétrico presentan configuración L, 

con disociación simultánea del grupo o los grupos protectores, 
y convietiendo el producto obtenido, si se desea, por reacción 

con un ácido orgánico o inorgánico, en una sal de adición de 

ácido atóxica y farmacéuticamente utilizable,
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o bien

d) amidando un péptico de la fórmula general

NH.

= 6 =

i-  Asp -Mpr -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  (j&s -  Pro -  Q -  Gly -  R (VI)

en la que
Q significa

ginina,
Mpr significa

R̂ significa
vador del

o bien
e) haciendo reaccionar un hexapéptido de la fórmula general

f^2 g
<¡!Hg -  CO -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH -  yn -  CO -  R

(VII)

con un tripéptido de la fórmula general 

H -  Pro -  Q -  Gly -  NH. (VIII)

o haciendo reaccionar un heptapéptido de la fórmula general

CHg -  CO -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH
1H.
S-

CH -  CO 

2̂<j!H.

con un dipáptido de la fórmula general 

H -  Q -  Gly -  NHp

Pro -  R̂

(IX)

(X)

o haciendo reaccionar un octapéptido de la fórmula general



= 7 =
-3  ^

00 -  iyr -  l ie  -  Leu -  Ásp -  NH - CH 00

(X t)

con glicinamida y convirtiendo, s i se desea, el nonapéptido 
resultante en una sal de adición de ácido atóxica y farmaoéu- 
ticamente utilizadle.

En las fórmulas VII a XI, R° representa un grupo 
hidroxllico o un grupo activador del grupo car­

io boxílico; Q significa el radical de la arginina
o de la lisina y todos los aminoácidos con un 
átomo de carbono asimétrico presentan configu­
ración L.

La oxidación de un péptido de la fórmula IV o V puG- 
-1-5' de efectuarse de manera conocida (véase, por ejemplo, SchrMer- 

LRbke, volumen I , páginas 275 y siguientes). De preferencia 
se lleva a cabo en solución acuosa o acuoso/orgánica, por in­
troducción de aire u oxígeno o por medio de peróxido de hidrÓL- 
geno, yodo, 1 ,2-diyodoetano o ferricianuro potásico. Los gru- 

20* pos protectores sulfidrilicos eventualmente existentes pueden 
eliminarse antes de la oxidación o simultáneamente con ella.
La oxidación de un péptido de la fórmula IV en la que y R̂  
representan ambos un átomo de hidrógeno o un grupo de t r i t i lo ,  
bonzrdrilo, aoetamidometilo, benciltiomotrlo e isobutoximetilo 

25. puede efectuarse, por ejemplo, oon dirrodano E(SCM)g] y la
oxidación de un péptido de la fórmula IV en la que y R̂  re­
presentan un átomo de hidrógeno, o un grupo de t r i t i lo  o ace- 
tamidometilo puede efectuarse, por ejemplo, con yodo.

La disociación de los grupos protectores de un pép- 
30. tido de la fórmula III o V puede efectuarse igualmente de ma­

nera por lo general conocida y en las condiciones que rigen



para los grupos protectores individuales.

La amidación de un péptido de la fórmula VI, y en 
particular de uno en el que Q denote el radical de la argini-
na, puede realizarse de manera ya conocida, preferentemente 
por reacción cuidadosa con amoníaco acuoso del áster activado, 
a la temperatura del ambiente.

Los grupos protectores a que se hace referencia en 
esta descripción puede ser cualquier grupo protector conoci­
do en la química de los péptidos.

Ejemplos de grupos protectores amínicos son los del 
tipo del acilo (como formilo, benzoílo, f ta lilo , trifluoroa- 
cetilo , p-tosilo, a r i l -  y alquilfosforilo, fenil- y bencil- 
sulfonilo, tritilsu lfen ilo , o-nitrofenilsulfenilo, gamma-clo- 
robutirilo y o-nitrofenoxiacetilo), del tipo del alquilo (como 
t r i t i lo , bencilo y alquilideno) o del tipo del uretano (como 
carbobenzoxilo, p-tromo-, p-cloro- o p-metoxi-carbobenzpxilo, 
to lilo xi— , alilo xi— , ciolopentiloxi— , ciolohexiloxi— , ter-  
cibutiloxi— o 1,1-dimctilpropiloxi— , 2-(p-bifenilil)-2-pro- 
piloxi-carbonilo y benciltiocarbonilo). Los grupos amínicos 
pueden protegerse además por protonación. Ejemplos de grupos 
protectores amidicos son xantenilo, 2,4-dimetoxibemcilo, 2,4, 
6,-trimetoxibenoilo y 4,4^-dimetoxibenzidrilo.

Los grupos protectores especiales para el radical 
arginínico incluyen, por ej emplo, p-tosilo, carbobenzoxilo, 
p-nitrocarbobenzoxilo, tercibutoxi-, adamantiloxi- e isobor- 
niloxicarbonilo. El radical arginínico puede además proteger­
se mediante protonación o nitraclón.

Ejemplos de grupos protectores sulfidrilicos son 
los grupos de alquiltio o a riltio , como e tiltio , tercibu til-
tio  y fen iltio ; los grupos de alquilo y do alquilo substitui­
do, como butilo terciario , 2-dictoxicarboni1 -e ti1o, bencilo,. 
t r i t i lo , p-metoxibencilo, p-nitroboncilo, 4-picolilo , bencil-
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tiometilo, acetamidometilo e isobutiloximetilo; y los grupos 

de acilo , como carbobenzoilo, benzoílo, acetilo , p-metoxiben- 

ciloxicarbonilo y etilaminocarbonilo o t etrahidropiran-2-ilo.

Los materiales de partida de las fórmulas I I I , IV,

5. V, VI, VII, IX y XI antes expuestas son nuevos y deberá enten­

derse que constituyen igualmente objeto del presente.invento.

La preparación do los materiales de partidar puede 

realizarse de manera ya conocida, con empleo de los grupos pro­

tectores usuales, en especial de los que so han citado antes. 

10. Ejemplos de grupos protectores carboxílicos son los

0- y S-ósteres (por ejemplo, los esteres de metilo, e tilo , te r-  

cibutilo, bencilo, cianometilo, ftalimidometilo, 4-picolilo  

2-p -to sile tilo , fenilo, p-nitrofenilo, tiofenilo o p-nitroben- 

c ilo ), las amidas y las hidracidas (por ejemplo las hidracidas 

15. de t r i t i lo ,  fenilo, carbobenzoxilo y tercibutoxicafbonilo).

Además, el grupo carboxílico puede ser protegido por formación 

de sa l.
Ejemplos de grupos carboxílicos activados son los 

esteres, como los esteres y las acidas de cianometilo, p-cia- 

20. nofenilo, p-nitrofenilo, 2 ,4 ,5-triclorofen ilo , tiofenilo, p-

nitrotiofenilo, 1-benzotriazolilo, ftalim idilo, 1-succinimi- 

dilo, 1-piperidilo, 8-quinolilo, 5-cloro-8-quinolilo,2-piri- 

dilo y 2-tiop irid ilo .
Un póptido do la  fórmula IV o V puedo prepararse,

25. por ejemplo, mediante prolongación sucesiva de la  cadena de

un dipóptido con una unidad de aminoácido o bien a p artir de 

dos o más unidades básicas. Mediante oxidación do manera cono­

cida puede convertirse un póptido de la  fórmula V en un pópti­

do de la  fórmula I I I . Un póptido de la  fórmula III puede prepa- 
30. rarse también por ejomplo, mediante reacción de un compuesto

de la  fórmula general.



CO -  lyr -  l ie  -  Leu
NK-R*** 

- isp -sp -  NH

(XII)

en la que
g

R representa un grupo hidroxílico o un grupo 
activador del grupo oarboxilioo y

1R tiene el mismo significado que se le  ha atri- 
huido antes,

con un tripéptido de la fórmula

H -  Pro -  Q' -  G3y -  NĤ  (XIII)

en la que
Q' tiene el mismo significado que se le  ha a tr i­

buido antes.

Un péptido de la fórmula VI puede prepararse, por 
ejemplo, haciendo reaccionar un hexapéptido de la fórmula VII,

g
en la que R representa un grupo de áster activado, con un 
tripéptido de la fórmula general

H -  Pro -  Q -  Gly -  OH (XIV)

en la  que
Q tiene el significado que se le  ha atribuido an­

tes, y, s i se desea, convirtiendo el producto obtenido, de ma­
nera ya conocida, en un áster activado.

Un compuesto de la fórmula XII puede también ser con­
vertido fácilmente, por eliminación del grupo protector amídi- 
co, en un hexapéptido de la fórmula VII. Un heptapáptido de 
la fórmula IX y un octapáptido de la fórmula XI puede obtener-



se, por ejemplo, mediante reacoión de un hexapéptido de la
6 6fórmula VH con un compuesto de la fórmula Pro-R o Pro-Q-R ,g '

en donde Q y R tienen el significado indicado antes.

La preparación de los compuestos de la fórmula I, 
según la modalidad (d) o (e) del procedimiento de este inven­
to es apropiada especialmente para la serie de los análogos 
de la argininovasopresina.

Los nonapéptidos proporcionados por este invento 
tienen actividad hormonal, cualitativamente semejante a la de 
las hormonas neurohipofisarias. Cabe destacar especialmente 
la intensa actividad natriurética. Estos nonapéptidos son 
superiores, no solo con relación a la intensidad de la acción 
sino también con relación a la duración de ésta, a la argini- 
novasotocina natural ( [ 11e^]- argininovas opresina) y a la

4
fLeu j-oxitocina preparada por V.J. Hruty y col. [ J .  Biol. 
Chem. 244, 3890 (1969)3, un análogo hormonal, neurohipofisa- 
rio que presenta la mayor actividad natriurética hasta, ahora 
conocida. La acción hipertensoro do los nonapéptidos de esto 
invento es menor que la de la argininovasotocina, por lo que 
la actividad natriurética de estos nonapéptidos está acrecen­
tada selectivamente con respecto a la actividad hipertensora.

En virtud de las actividades biológicas que se han 
indicado, los nonapéptidos proporcionados por el presento in­
vento se prestan para el tratamiento de edemas de diversa na­
turaleza y de los trastornos generales del metabolismo elec­
tro lítico , especialmente los de la retención de sodio.

La dosificación de los presentes nonapéptidos debe 
regularse según las exigencias individuales y puede variar 
entre 100 microgramos y 10 miligramos para cada dosis, admi­
nistrada una o varias veces a l dia.

Los nonapéptidos pueden administrarse en forma de 
las bases libres o como sales de adición de ácido atóxicas y



farmacéuticamente utilizadles con ácidos orgánicos o inorgá­
nicos o bien con polímeros que contengan grupos do ácido (co­
mo, por ejemplo, la carboximetilcelulosa o el ácido tánico). 
Pueden administrarse solos o en forma de preparaciones farma­
céuticas idóneas, por ejemplo, para administración oral, pa- 
renteral, enteral o intranasal.

Para componer las preparaciones medicinales, los 
nonapéptidos proporcionados por este invento pueden mezclar­
se con materias coadyuvantes inorgánicas u orgánicas que sean 
inertes y fisiológicamente aceptables. Asi pues, se aprecia­
rá que el presente invento incluye, asimismo, dentro de su 
alcance una preparación farmacéutica que contiene un nonapép- 
tido, como se ha definido anteriormente, asociado con un vehí­
culo farmacéutico compatible.

La extraordinaria estabilidad metabólica de estos 
nonapéptidos (o sea, de los análogos de la vasopresina), los 
hace particularmente aptos para la administración subcutánea 
o pemasal.

Los ejemplos siguientes ilustran el procedimiento 
que proporciona el presente invento.

ETEMPLO 1

a) Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteinil-L-prolil-
Gr-N -tosil-L-arginil-glicinam ida.

Se disolvieron en 100 ce de ácido acético glacial 
18,0 g de Z-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteinil-L-prolil-N^- 
tosil-L-arginiL-glicinamida (preparada según R.L, Huguenin y 
R.A. Boissonnas, Helv. 695 -  1966) y se mezcló la solu­
ción con 100 oc de una solución 5 N de bromuro de hidrógeno/ 
ácido acético glacial. Se agitó la mezcla durante 45 minutos 
a la temperatura del ambiente y a continuación se la instiló  
en 1 l itro  de éter. El bromhidrato de pentapéptido precipitado 
se lavó con éter, se secó sobre hidróxido potásico y pentóxido



de fósforo y se disolvió en 100 cc de metanol. Se pasó la so­
lución a través de una columna de Dowex 2 (forma OH ) ,  se con­
centró el eluato bajo presión reducida y se disolvió el resi­
duo en 100 cc de dimetilformamida. Se mezcló la solución, a 
OSC, con 8,5 g de Z-L-Ley-OPhNOg, se guardó la mezcla a la 
temperatura del ambiente durante 3 días, se precipitó por adi­
ción de 1 litro  de acetato de etilo el hexapéptido protegi­
do, se le lavó con éter y con acetato de etilo y se le seoó.

25.Rendimiento: 16,3 g; punto de fusión: 183-1853 0$ []alfa]p = 
-4 1 ,6S (c =  0,$ en dimetilformamida).

b) Z-L-Isoleucil-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cistei-
r<

nil-L-proli1-N - tosí 1-L-argini1-glicinamida

De 16,0 g de Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-r*
-cisteinii-L-prolil-N  -tosil-L-arginil-glicinam ida se diso­
ció de la manera que se ha descrito en a) el grupo protector 
Z y la amina libre obtenida se hizo reaccionar con 6,0 g de 
Z-L-Ila-OPhNOg en 100 cc de dimetilformamida. Se guardó la 
mezcla a la temperatura del ambiente durante 2 días, se preoi- 
pitó, por adición de 1 litro  de acetato de etilo , el heptapép- 
tido protegido, se lavó el precipitado con éter, con acetato 
de etilo  y con isopropanol y se le  seoó. Rendimiento: 13,1 g$ 
punto de fusión: 211-21230$ [alfaj^ =¡ -  41,93 (c =  0,5 en di­
metilformamida) .

o) z-O-benoil-L-tirosiL-L-isolcucil-l-leucil-D-asparaginil-
Gr-S-bencil-L-cisteinil-L-prolil-N  -to sil-L -arg in il-g lici-  

namida.
De 1^,0 g de la Z-L-isoleuci1-L-1euci1-L-asparagi-_ 

nil-S-bencil-L-oisteinil-L-prolil-N ^-tosil-L-arginil-glicina- 
mida se disoció de la manera que se ha descrito en a) el grupo 
protector Z y la amina libre resultante se hizo reaccionar con 
4,5 g de Z-0-bencil-L-Ti¿-0PhN0g en 100 cc de dimetilformami­
da. Después de 3 horas de reposo a la temperatura del ambien­
te, se precipitó por adición de acetato de etilo el octapépti- 
do protegido, se le  lavó con ace'cavo de etilo y con etanol,



se le  reprecipitó de ácido acétioo glacjal/etanol, se le  lavó
con etanol y* se le  secó. Rendimiento: 8 ,4  gü punto de fusión 

o/
237-23890; íalfajp  = -36,2a (c =  0,5 en dimetilformamida).

d) Beta- benci l t i  opr opi onil- L- tiros i l -  L- is oleuci 1-L-l eu- 
ci 1- L-asparaginil-S-bencil-L- cis t  eini L- L-prolil-N -  
- 1osil- L-arginil-gli cinamida.

Se disolvieron en 50 cc de ácido acético glacial 
7,0  g de Z-O-bencil-B-tirosü-L-isoleucil-L-leuciL-L-aspara-

r*
ginil-S-bencil-L-cisteinil-L-prolil-N -tosil-L-.arginilgli ci­
namida y se mezcló la solución con 50 cc de una solución 5N 
de bromuro de hidrógeno/ácido acético glacial. Después de una 
hora de agitación, se instiló  la mezcla en 1 litro  de éter, 
se separó por filtración  el precipitado, se le  lavó con éter, 
se le reprecipitó de etanol/éter y se le secó sobre pentóxido 
de fósforo e hidróxido potásico. Se disolvieron en 10 cc de 
dimetilformamida 0,5 g del bromhidrato asi obtenido. Se ajus­
tó la solución a pH 7 por adición de etil-diisopropiíamina y 
se la mezcló a 090 con 0,2  g de áster p-nitrofenílico de áci­
do beta-benciltiopropiónico y unas pocas gotas de ácido acé­
tico  glacial. Después de un día de reposo a la temperatura 
del ambiente, se precipitó por adición de etanol el péptido 
protegido, se le lavó con etanol y se le  secó. Se disolvió 
este residuo en un poco de dimetilformamida, se le volvió a 
precipitar por adición de agua, se le  lavó con etanol y se 
le  secó. Rendimiento, 0,4 g; punto de fusión 224-226SC; 
[a lfa ]^  = *36,69 (c = 0,5 en dimetilformamida).

e) Diacetato de deamino*L(Ile*\ L eub -arginino vas opr es ina.

Se redujeron con sodio en 300 cc de amoníaco líqui­
do 300 mg de beta-benciltiopropionil-L-tirosil--Lisoleucil- 
-L-leucil-L-asparaginil-S-'oencil-L-cisteinil-L-proliL-N -to -  
sil-L-arginil-glicinam ida. Después de excluir el amoníaco, se 
disolvió el residuo en 900 cc de agua que contenía unas pocas



gotas de ácido acético glacial y so ajustó la solución con hi- 
dróxido sódico a pH de 6 ,8 . Luego se añadieron 45 ce de una 
solución 0 ,0 i  molar de K^íFe(CN)g], mientras se mantenía el 
pH a 6 ,5 -7 ,O por adición de hidróxido sódico. Se guardó la 
mezcla reacciona! a la temperatura, del ambiente durante 15 ho­
ras y se la pasó a través de una columna de Amberlite IR-45 
(forma 01"**). Se aoidifioó el eluato con ácido acético, se le  
concentró hasta unos 40 cc bajo presión reducida y se le  mez- 
oló a gotas con una mezcla de 1-butanol/benceno/piridina 
(6 :2 :1 ) hasta que empezó a segregarae una segunda fa se ., Se 
aplicó entonces la solución a una columna de Sephadex G-25, su­
perfino, que se equilibró con la fase inferior del sistema de 
distribución L-butanol/benceno/piridina/ácido acético 0 ,2  N 
(6 :2 :1 :7 ) , y se reveló con la fase superior de este sistema.
La distribución se determinó por el método de Folin-Lowry 
(O.H. Lowry y co l., J .  Biol. Chem. 193. 265 -  1951 - ) .  Se com­
binaron las fracciones centrales del tipo principal, se dilu­
yeron con agua, se concentraron bajo presión reducida y por 
último se liofilizaron (rendimiento; 121 mg). Para purificar­
lo todavía mas, se sometió este material a una segunda croma- - 
tografía de distribución en el mismo sistema. La deamino - ( l i e  , 
Leub-argininovasopresina purificada (rendimiento: 90 mg) tie -  
ae en este sistena un índice Ri de 0,27; .85 ,53
0,5 en ácido acético 1N).

Electroforesis de papel:

Tampón a base de 2 cc de ácido acético glacial y 20 
cc de piridina, completado con agua hasta 1 litro  (pH= 6 ,0 ) :
Rf (arginina) = 0,30 ¿  0,05.

Tampón a base de 37 cc de ácido fórmico y 5 cc de 
ácido acético, completado con agua hasta 1 litro  (pH= 1 ,7 ) :
Rf (arginina) = 0, 25 ¿  0,05.



La diamino*L(llc^, Leu^)-aygininovasopr esina pue­
de purificarse también procediendo, después de excluir los 
iones de ferrícianuro y ferrocianuro, por medio de Amberlite 
IR-45 (forma Cl"*), a acid ificar el eluato, absorberlo en 
Amberlite 0G-50 (forma Ĥ *), eluirlo con una mezcla de p iri-  
dina/ácido acético glacis]/agua (30:4:66) y, después de lio -  
filización intermediaria, cromatografiarlo en Amberlite 
00-50 (forma Ĥ*) con un tampón 0,5 molar de acetato amónico 
(pH 6 ,4 ) .

HIMPLO 2

a) Ester metílico de Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil- 
-L -cis teína.

A -10a, y por adición de 2,8 co de trietilam ina, 
se ajustó a pH de 8 aproximadamente una solución de 8 ,4  g 
de bromhidrato de áster metílico de L-asparaginil-S-benciL- 
-L-cisteína (preparado según R.A, Boissonnas y co l., Holv. 
38, 1491 -1955-) en 30 cc de dimetilforma.mida y se la agitó 
con 7 ,8  g de éster p-nitrofenilico de Z-L-leucina. La mezcla 
solidificada se diluyó con unos 70 oo de agua, se separó el 
precipitado por filtración  bajo vacío, se lavó con alcohol, 
acetato e tílico  y éter y se le  secó. Punto de fusión: 195- 
I97SC; íalfajp = -2 8 ,OB (c =  1 endimetilformamida).

b) Hidracida de Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L- 
cisteína.

A unos 4BC, se mezcló con 1,5 cc de hidrato de hi— 
dracina una solución, en una mezcla de 20 cc de dimetilfor- 
mamida y 5 cc de sulfóxido de dimetilo, de 3 g del éster 
metílico de Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteína 
obtenido antes. Se dejó la mezcla en reposo a la temperatu­
ra del ambiente durante 24 horas y se la f i l tró . Añadiendo 
agua a l filtrado, se obtuvo un precipitado, que se separó 
por filtración  bajo vacio, se lavó con agua y se secó, Pun-
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to de fusión: 230-23480$ [a lf a ]^  =-38,28 (c = 1,1 en dime­
tilformamida) .

c) Z-L-leucil-I<-asparaginil-S-bencil-L.-cisteinil-L-prolil-
G-N -to sil-L -a rg in il-g li cinamida.

Se mezcló a -208 una suspensión de 2,25 g de hi- 
dracina de Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cis teína en 
25 ce de dimetilformamida con 6 cc de ácido clorhídrico 2,5 
N en tetrahidrofurano. Se añadió a la solución 1 cc de n itri­
to de isoamilo. Se agitó la mezcla a -208C durante 30 minu­
tos, se la enfrió hasta -3080 y a esta temperatura, después 
de neutralizar con 2,08 cc de trietilamina, se la mezcló con 
una solución, en una mezcla de 10 cc de dimetilformamida.y.
10 cc de tetrahidrof urano, de 2,3 g de L-proli^-N^-tosil-L- 
-arginih-glicinamida, [^preparada por hidrogenación sobre 
carbón paladiado de 3 g de Z-L-prolil-N -tosih-L-arginiL- 
-glicinamida (obtenida según R. L. Huguenin y R.A. Boisso- 
nnas. Helv. 1629 -1962-) en metanol, a la presión normal 
y a la temperatura del ambiente]. Luego se agitó la mezcla 
durante una hora a -10SC, se guardó en el refrigerador por 
una noche, se f iltró  y se ooncentró el filtrado para excluir 
el tetrahidrofurano. Después de diluir con dimetilformamida, 
se precipitó el hexapéptido por adición de agua y se le  pu.- 
rificó  por lavado con alcohol y acetato de etilo. Punto de 
fusión: 180-1829 0$ [a lf a ]^  = -40,6a (o = 0,5 en dimetilfor­
mamida) .

d) Beta-benciltiopropionil-L-tirosil-L-isoleucil-L-leu- 
cil-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteinil-L-proil-N^-
tos i l -  L-arginil-gli cinamida.

Se mezcló una solución de 1,6 g de Z-L-leuciL-
Gr-L-asparaginiL-S-bencil-L-cisteinil-L-proil-N -to sil-L -ar-  

ginil-glicinamida en 20 cc de ácido acético glacial con 20 
cc de bromuro de hidrógeno 4N en ácido acético glacial. Se
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agitó la mezcla a la temperatura del ambiente durante 2 horas, 
se la in stiló  a continuación en 500 cc de éter y el bromhi- 
drato precipitado se lavó con éter, se secó y se disolvió en 
5 cc de dimetilformamida. Se ajustó esta solución a pH 7,5  
por adición de etildiisopropilamina y se le  añadió a una solu­
ción de beta-benciltiopropicnil-L-tirosil-L-isoleucinacida 
[obtenida mezclando a -20SC, 0,7 g de beta-benciltiopropio- 
nil-L-tirosil-L-isoleacinhidraoida (obtenida según R.L. Hu- 
guenin, Helv. 711 -1965-) disuelta en una mezcla do 5 co 
de sulfóxido de dimetilo, 10 cc de dimetilformamida y 4 cc de 
áoido clorhídrico 2,4 N en tetrahidrofurano, con 0,3 cc de 
n itrito  de isoamilo y neutralizando la mezcla por adición de 
1,65 cc de etildiisopropilamina después de 30 minutos de agi­
tación a -20SC]. Se agitó la mezcla durante 30 minutos a -20ac 
y durante 30 minutos mas a -5ao, se la guardó a continuación 
durante 3 dias a 1-430 y se la concentró. Se disolvió el resi­
duo en 5 cc de dimetilformamida y so precipitó el péptido por 
adición de una mezcla de 50 cc de etanol y 10 cc de agua. Se 
separó por filtración  el procipitado, se le disolvió en 5 cc 
de dimetilformamida, so le  volvió a precipitar por adición de 
una mezcla de I5O cc de acetato de etilo  y 50 cc de éter, se 
f iltró , se lavó con acetato de etilo y con éter y se secó. 
Rendimiento: 0,9 g; punto de fusión: 224-22690$ [alfajj^  = 
-36,09 (0 =  0,5 en dimetilformamida).

e) Diacetato de deamino^-(lle^, Leub-argininovasopresina.

De la manera que se ha descrito en el ejemplo 1, 
se convirtió beta-benciltiopropionil-L-tirosil-L-isoleucil-
-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-oisteinil-L-prolil-

Gr-N -tosil-L-arginil-glicinam ida en el diacetato de deamino -  
3 4[ l ie  , Leu ]-argininovasopresina.

EJEMPLO 3.
a) Ebter bencílico de Boc-L-Leucil-L-asparaginiL-S- 

-  ben c il-  L- cis t  eína.



= 19 =

5.

10.

15.

20.

Se disolvieron en 50 co de acetato de etilo , satn- 
rado con cloruro de hidrógeno, 5,16 g de áster bencílioo de 
Boo-L-asparaginil-S-benci1-L-cistelna (preparado según M.F. 
Ferger y co l., J .  Amor. Chem. Soc. 982 -1972-). Al oabo 
de 30 minutos se precipitó el clorhidrato con éter seco, se 
le  separó por filtración  "bajo vacio, se le lavó con étei/y^se 
le secó en vacio sobre hidróxido potásico. Luego se disolvió 
el producto (3,74 g) con 3,52 g de sal diciclohexilaminica do 
Boc-L-leucina y 2,02 g de l-hidroxi-benzotriazol en 40 cc de
dimetilformamida. Después de añadir 1,94 g de diciclohexiloar- 
bodiimida en 5 oc de dimetilformamida, a 03C, se agitó la mea­
d a  durante 1 1 /2  horas a. oac y durante 5 1/2 horas a tempera­
tura del ambiente, se la f i l tró , se la concentró bajo presión 
reducida, se la guardó durante 24 horas a Oac y se la volvió . 
a f i l tr a r . El filtrado se concentró otra vez hasta unos 8-10 
cc y luego se mezcló con 15 cc de agua. Al cabo de unas pocas 
horas se separó el péptido por succión, se le lavó con aguo, en 
abundancia, con solución saturada de bicarbonato sódico, con 
agua, con ácido sulfúrico 0,1-molar y con agua, se le  secó y 
se le recristalizó  de acetato de etilo y 2-propanol. Punto de 
fusión: 158-161BC3 [alfa]^ =  -3 1 ,IB (c = 1 en dimetilformami­
da) .

b) Ester bencílico de Boc-L-isoleucil-L-leucil-L-aspa- 
raginil-S-bencil-L-cis teína.

Se convirtió ester bencílico de Boo-L-leucil-L-as- 
paraginil-S-bencil-L-cisteina, en el clorhidrato, de la mane­
ra ordinaria utilizando acetato de etilo  saturado con cloruro 
de hidrógeno, seguido de precipitación con éter. 1,5 g del 
clorhidrato resultante, 0,64 g de hemihidrato de Boc-L-isoleu- 
cina, 0,54 g de 1-hidroxibenzotriazol y 0,293 cc de N-metil- 
Dbrfolina se disolvieron en 25 00 de dimetilformamida y se 
mezclaron a oac con 0,605 g de diciclohexilcarbodiimida en



2 cc de dimetilf ormamida. Después de una hora de agitación a 
02c y de 6 horas a la temperatura del ambiente, se f iltró  la 
mezcla por sucoión. El filtrado se mezcló con agua y el pro­
ducto precipitado se f iltró  por succión, se lavó con solución 
de bicarbonato sódico, con ácido sulfúrico 0 ,1  molar y con 
agua y se seoó. Se disolvió el producto a 602c en 250 cc de 
metanol. Se separó el residuo por succión y se concentró el 
filtrado hasta unos 80 cc. Mediante cristalización y elabora­
ción de las aguas madres, se obtuvo el tetrapéptido protegido 
puro$ punto de fusión: 2182 C; [alfajp  = -38,89 (c =  1 en di- 
metilformamida).

c) ÜBter bencílico de Boc-O-benciL-L-tirosil-L-isoleucil- 
-L-leuciL-L-asparaginil-S-bencil-L-cis teína

Por tratamiento del derivado Boc con cloruro de hi­
drógeno en acetato de etilo y precipitación con éter se ob­
tuvo el clorhidrato cristalino del áster bencílico de L-iso- 
1euci1 -L-1euci1-L-asparagini1-S-bcnci1-L-cisteína. 0,81 g dol 
clorhidrato, 0,485 g do Boo-O-bencil-L-tirosina, 0,27 g de 
L-hidroxi-benzotriazol y 0,131 cc de N-metilmorfolina se di­
solvieron en 30 cc de dimetilformamida y se mezclaron a Ose 
con 0,278 g de diciclohexilcarbodiimida en 5 oc de dimetilfor- 
mamida. Se agitó la mezcla a 09C durante 1 1/2 horas y a la 
temperatura del ambiente durante 18 horas, se la f i l t r ó , se 
concentró el filtrado hasta 10 cc bajo presión reducida y se 
precipitó el producto con abundancia de agua. El precipitado 
se lavó sobre el f i l tro  de succión consecutivamente con solu­
ción de bicarbonato sódico, con agua, con ácido sulfúrico 
0 ,1  molar y con agua y luego se disolvió en 200 cc de metanol 
caliente. Después de concentrar hasta 30 cc, se dejó cris ta li­
zar el produoto, con lo cual se obtuvo en forma pura el pen- 
tapéptido protegido^ punto de fusión: 2259 C alfa]^ =-25,22 
( c = 1 en dimetilformamida).



d) Ester bencílico de beta-benciltiopropionlL-O-benoil- 
-L-tirosil-L-isoleucil-L-leuoil-L-asparaginil-S-ben- 
cil-L -cis  teína.

Por tratamiento del derivado Boc con cloruro de hi­
drógeno en acetato de etilo y precipitación con éter se obtuvo 
el clorhidrato del áster bencílico de O-benciL-L-tirosil-D- 
-isoleucil-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cistelna. 0,47 
g de clorhidrato y 0,062 cc de N-metilmorfolina en 10 cc de di- 
metilformamida se mezclaron con una solución de 0,108 g de á- 
cido beta-benciltiopropiónico y 0,136 mg de 1-etoxicarboniL- 
2-etoxi-l,2-dihidroquinolina en 2 cc de tetrahidrofurano y se 
agitó a la temperatura, del ambiente durante 18 horas. Se eva­
poró bajo presión reducida la mezcla de disolventes y el hexa- 
péptido protegido que se obtuvo se trituró con acetato de eti­
lo, se lavó con éter, con solución de bicarbonato sódico, con 
agua, con ácido sulfúrico 0 ,1  molar y otra vez con agua y .se  
secó. Punto de fusión: 240S0 (descomposición); [a lfa ]^  =-28s 
( o = 1 en dimctilformamida).

e) Disulfuro de beta-mercaptopropionil-L-tirosil-L- 
-is oleuci1- L-1 euci 1- L-as paraginiL- L- cis t eína.

Se redujeron con sodio 460 mg de áster bencílico 
de beta-benciltiopropionil-0-bencil-L-tirosil.-L-isoleuoijL- 
-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cis teína y 130 mg de urca 
en 150 cc de amoníaco seco, hasta que apareció una coloración 
azul estable durante 30 segundos. Después de añadir 184 ng 
de cloruro amónico, se liofilizÓ  la mezcla reaocional. El re­
siduo se guardó en vacío durante 16 horas sobre pentóxido de 
fósforo, se disolvió en 170 cc de agua desoxigenada y 60 cc de 
metanol, se f iltró  y, bajo barrido de nitrógeno, se in stiló , 
simultáneamente con una solución, en 100 cc de metanol, de 
136 mg de diyodoetano recién recristalizado, a una mezcla de 
150 cc de agua y 50 cc de metanol, mientras se mantenía el pH



a 7,5 (procedimiento según F. Weygand y G. Zumach, Z. Natur- 
forsoh* 17b, 807 -1962-). Una vez desvanecida la reaoción de 
los grupos tiólicos (reactivo de Filman), se concentró la mez­
cla hasta unos 50 cc bajo presión reducida, se f i l tró , se  
ajustó a pH 2-3 con ácido acético, se volvió a f i l t r a r  y se 
lio filiz ó . EL producto bruto se disolvió en 20 cc de la fase 
inferior y 20 cc de la  fase superior del sistema de disolven­
tes 1-butano/ácido acético a l 0,25% y* mediante 160 pasos de 
distribución, se desaló y se purificó parcialmente en este 
sistema. Se concentraron y liofilizaron las fracciones que 
contenían el producto purificado, y se reprecipitó de alcohol 
isopropílico con éter diisopropílico el hexapéptido cíclico . 
[alfa]j^= -383 (c  = 0,5 en metanol). Cromatografía de capa 
fina sobre gel de s íl ic e  con 1-butano/ácido acéticq/agua 
(100:15:35): Rf = 0,42.

f) Diaoetato de deamino*L(Ile^, Leu^)-arganinovasopresina

Una solución de 28,5 mg de disulfuro de beta-mer- 
captopropionil-L-tirosil-L-isoleuciL-L-leuciL-L-asparaginiL- 
-L-cisteina y 20 mg de dibromhidrato de L-prolil-L-arginiL- 
-glicinamida (preparado segán D.T. Gish y V. du Vigneaud, J .  
Am. Chem/2R, 3579 -1957-^ R.O. Studery V. du Vigneaud J .
Am, Chem. Soc. 82, 1499 -1960-) en 0 ,4  cc de dlmetilformami- 
da se mezcló, después de la adición de 6 microlitros de trie -  
tilamina y 9*5 mg de 1-hidroxi-benzotriazol, a Oac, con 10,3 
ng de diciclohexilcarbodiimida en 0,2  cc de dimetllformamida. 
Después de reposar durante 20 horas a la temperatura del am­
biente, se diluyó la  mezcla con agua, se acidificó con ácido 
acético y después de reposar a 03C por 12 horas, se f iltró .
El filtrado resultante se cromatografió en Amberlite CG-50 
(forma B**) con tampón de acetato amónico 0,5 molar (pH 6 ,4 ).

EfEMPLO 4
a) Z-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteiniL-L-proiL- 
N^Ps^lOR_tosil-L-lisil-glioinamida
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So disolvieron en 60 cc de ácido acético glacial, 

con calentamiento, 14,0 g de Z-L-asparaginil-S-bencil-L-cis- 

te inil-L-proil--N^^^****^°*^-.tosil-L-lisil-glicinamida (preparado 

sogúnM-Bodanszky y co l., J . Amer. Chem. Soc. 82_, 3195.-1960-) 

y la  solución so mezclé a la  temperatura del ambiente con 60 

cc de solución 5 N de bromuro de hidrégeno/ácido acético gla­

c ia l. Se agité la  mezcla durante una hora a la  temperatura 

del ambiente y a continuación se la  in stilé  en 600 cp,de éter. 

El bromhidrato del pentapéptido precipitado se lavé con éter, 

se secé sobre hidréxido potásico y pentóxido de fósforo y se 

disolvié en 100 cc de metanol. Se pasó la  solución a,través 

de una columna de Dowex 2 (forma 0B"*), se concentré el eluato 

baje presión reducida y se disolvió el residuo en 60 cc do di- 

metilformamida. Se mezclé la  solución, a Ô C, con 6,55 g de 

Z-Leu-'GPhNO-,, se guardó la  mezcla durante 2 días a la  tempe- 

ratura del ambiente, se precipitó el hoxapéptido protegido 

por adición de 600 cc de acetato de e tilo , se le lavé con

éter y con acetato do etilo y se lo secé. Rondimionto:ll,6
25

g; punto de fusión: 223-22530; = -43,93 (c = 1 ,0  en
dimetilformamida).

b) Z-L-is oleucil-L-1cucil-L-asparaginil-S-boncil-L-

-cisteinil-L-prolil-N °P^***°*^-tosil-L-lisil-glici- 

namida.
De 11,0 g de Z-L-lcucil-L-asparaginil-S-bencil-L- 

-cisteinil-L-prolil-N ^P^^°^-tosil-L-lisil-glicinam ida se 

disocié de la  manera que se ha descrito en a) el grupo protec­

to r Z y el hexapéptido no protegido conteniendo el grupo amí- 

nico terminal, se hizo reaccionar con 5 ,0  g de Z-L-Ile-OPhNO  ̂

en 60 cc de dimetilformamida. Se guardé la  mezcla a la  tempe­

ratura del ambiente durante 3 dias, se precipitó por adición ' 

de 600 cc de acetato de otilo el heptapéptido protegido^ se 

lavé el precipitado con éter y acetato de etilo  y se socó.



Rendimiento: 9,6 g ; punto de fusión: 224-227 3 0$ Calfaj^ = 
-43)33 (c s= 0,5 en dimetilformamida).

c) Z—0—bencrl—L—t i r  osrl—L—rs oleucil—L—leucil—L—aspara— 
gin il-S -b en cil-L -cistein il-L -p rolil-N ^ ^ ^ ^ -tosil-  
-  L- l i s i l -g l i  oinamida.

De 4)5 g de Z-L-isoleucil-L-leucil-L-asparaginiD- 
-S-benciL-L-cisteinil-L-propiL-N^^**'*°°Ltosil-L-lisil-glici- 
namida se disoció de la manera que se ha descrito en (a) el 
grupo protector Z y el heptapéptido no protegido conteniendo 
el grupo aminico terminal, se hizo reaccionar con 2,1 g de 
Z-O-bencil-IwTir-OPhNOg en 60 oc de dimetilformamida. Después 
de 12 horas de reposo a la temperatura del ambiente, se ins­
tiló  en etanol la mezcla reaccional, se separó por filtración  
el octapéptido protegido precipitado, se le  lavó con etanol 
y con éter y se secó. Rendimiento: 4,2 g; punto de fusión: 
230-2323$ ía lfa ]^  = -18,53 (c =  1 en dimetilformamida).

d) Beta-benciltiopropionil-L-tirosil-L-isoleuoiL-L- 
-leucil-L-asparaginil-S-bencil-L-cisteinil-L-prolil- 
-N ̂  i  lo&_ -t¡ os i  L- L- lis  i  1-g l i  cinamida.

Se disolvieron en 25 co de ácido acético glacial 
3)0 g de Z-O -bencil-L-tirosil-L-isoleucil-L-leucil-L-aspara- 
gin il-S -b en o il-L -ciste in il-L -p ro lil-N ^ ^ ^ ^ -to sil-L -lisil-  
-glicinamida y se mezclóla solución con 25 ce de una solución 
5 N de bromuro de hidrógeno/ácido acético glacial. Después 
de una hora de agitación, se in stiló  la mezcla en 500 cc de 
éter, se separó por filtración  el precipitado, se lavó con 
éter y se le  secó sobre hidróxido potásico y pentóxido de 
fósforo. El bromhidrato del octapéptido asi obtenido se di­
solvió en 25 cc de dimetilformamida. La solución se ajustó 
a pH 7 ,0  por adición de N-metilmorfolina y se mezcló con 0,7  
g de áster p-nitrofenilico de ácido beta-benciltiopropiónico.

25
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Después de 12 horas de reposo a la temperatura del ambiente, 
se instiló  la mezcla reacciona! en una mezcla de etanol y ace­
tato de etilo  (1:1) y se separó por filtración  el precipita­
do. El péptido protegido que así se obtuvo se disolvió en 

5. dimetilformamida y se volvió a precipitar por instilación de 
la solución en acetato de etilo . El precipitado se lavó con 
acetato de etilo  y con éter y se secó. Rendimiento: 1,25 g; 
punto de fusión: 2243-22530? [a lf a ]^  = -403 (c = 1,0 en dime­
tilformamida) .

10. e) Diacetato de deamino*L[Ile^, Leu^j-lisinovasopresina

Se redujeron con sodio 350 mg de beta-benciltiopro- 
pionil-L-tirosil-L-isoleucil-L-leucil-L-asparaginil-S-bencil- 
-L -cistein il-L -p rolil-N ^ ^ ^ ^ -tosil-L -lisil-g licin am id a en 
350 cc de amoníaco líquido. Después de excluir el amoníaco,

15. se disolvió el residuo en 500 cc de ácido acético a l 1% y se 
ajustó la solución a pH 7,8  con hidroxído sódico. Luego se 
añadieron 52 cc de una solución 0,^1 molar de K^ÍFe(GN)g3) 
mientras se mantenía el pH a 7 ,2 -7 ,8  por adición de hidróxido 
sódico. Se guardó la mezcla reaccional a 43 durante 15 horas 

20. y se la pasó a través de una columna de Amberlite IR-45 (for­
ma Cl**). Se acidificó el eluato oon ácido acético y se le  ad­
sorbió en Amberlite CG-50 (forma H**), Después de lavar con 
500 cc de ácido acético a l 0,2%, se eluyó con una mezcla de 
piridina/ácldo acético glacial/agua (30:4:66) y se lio filizó  

2$. dos veces el eluato con recogida intermediaria en agua. Para 
ulterior purificación, se disolvió el liofllizado en 3 cc de 
un tampón 0,5 molar de acetato amónico (pH = 6,4) y se volvió 
a cromatografiar oon este tampón en una columna de Amberlite 
03-50 (forma R*"). Se lio filizó  varias veces el eluato. Rendi­

do. miento: 107 mg; [a lf a ]^  = -61,03 (c  = 1,0 en ácido acético  
al 95%).

Electroforesis de papel:



10.

15.

20.

25.

Tampón a base Ae 2 cc de ácido acético glacial y 20 
cc de piridina, completado con agua hasta 1 l i tro  (pH= 6,0)$ 
Rf. (lisina.) = 0,45 4; 0,05.

Tampón a base de 37 cc de ácido fórmico y 25 cc de 
ácido acético, completado con agua hasta 1 l i tro  (pH- 1,7)$ 
Rf (lisina) = 0,28 4 0,05.

Los ejemplos que siguen ilustran preparaciones faxu 
macéuticas conteniendo los nonapéptidos proporcionados por el 
presente invento.

ETEMPLO A
Las pastillas sublinguales pueden contener los in­

gredientes siguientes:

a) Diacetato de deamino -¡^Ile , Leu 3-argi-
ninovasopresina 5,70 mg
Lactosa 66,30 mg
Azúcar (en polvo) 20,0 mg
Kollidon K25 7,00 mg
B3 tea rato magnésico 1,00 mg

b) Diacetato de deamino*L[]Ile^, Leu^j- 
-argininovas opresina 
Lactosa 
Manitol
Hidroxipropil-metilcelulosa 
Estearato magnésico

ET IMPLO B

100.00 mg

11,40 ng 
71,60 ng 
60,0o mg

5.00 mg
2.00 mg

150.00 ng

Una solución para inyección en ampollas de 5 cc 
puede contener, por co, los ingredientes siguientes:
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Diacetato de deamino'**-[lle^, Leu^j- 
-argininovasopr es ina 
Cloruro sódico
Acido clorhídrico, 0,1 N a pH 3,5 
Agua para inyección hasta

0,12 mg 
9,00 mg 

c .s .
1,0 cc

ET IMPLO 0

Un liofilizado para una solución acuosa puede con­
tener los ingredientes siguientes:

Partes en peso
Diacetato de deamino'LíIle^, Leu^j-
-argininovas opresina 11,40
Acido Iwmálico 0,87
D-manitol 150,00-

162,27

Para preparar una solución de inyección lis ta  para 
el uso, se disuelven 162,27 mg del liofilizado en 10 cc de 
agua, destilada.

20. REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento, se decla­
ran nuevas y de propia invención las siguientes reivindica­
ciones, con prioridad de la solicitud de patente suiza nS 
9988/72 del 4 Julio de 1.972.

25. 1 .-  Un procedimiento para la. preparación de nona-
péptidos que constituyen ingredientes activos en composicio­
nes farmacéuticas de propiedades natriurétlcas, de la fórmu­
la general

30. Mpr -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp - Cy-S -  Pro -  Q -  Gly -  NĤ (1)
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10.

CHg-
CBL

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

lisin a,
Mpr significa el grupo beta-mercaptopropionilico 

y todos los aminoácidos con un átomo de car­
bono asimétrico presentan la configuración L, 

y sus sales de adición de ácido atóxicas y farmacéuticamen­
te utilizables, cuyo procedimiento comprende

a) disociar los grupos protectores de un péptido de la fór­
mula general

Ĥ-R***
CO -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH -  (j)H -  CO -  Pro -  Q' -  Gly -  Nllg

'2
(III)

15.

20.

25.

30.

en la que
R*** significa un átomo de hidrógeno o un grupo 

protector amídico y
Q* significa una agrupación de la fórmula 

-NH- CH[- (CHg) y-NH- C(=NH)-NHR^-CO- o 
-NH- CH[- ( CI )̂ y  NH-R̂ ]-  CO, en donde

R̂  significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector del radical guanidínico y 
significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector del grupo épsilon-amínico de la 
lisin a, siempre que uno por lo menos de los 
radicales

1 2  3R y R o R signifiquen un grupo protector y en donde
todos los aminoácidos con un átomo de carbono 
asimétrico presentan configuración L, 

y convertir, s i se desea, el.péptido libre obtenido, por 
reacción con un ácido orgánico o inorgánico, en una sal de 
adición de ácido atóxica y farmacéuticamente utilizabley
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o bien

b) oxidar un péptido da la fórmula general

00 -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH -  CU -  00 -  Pro -  Q Gly -  NHg 

(IV)

en la que
Q tiene el significado que le  ha atribuido * " ;

en la reivindicación 1 y,
A 5R y R representan cada uno un átomo de hidrógeno - 

o un grupo protector sulfid rílico , y en donde 
todos los aminoácidos con un átomo de carbono 
asimétrico presentan configuración L,

con disociación simultánea o preliminar de cualquier grupo pro­
tector que puedo, estar presente y convertir el producto obte­
nido, s i se desea, por reacoión con un ácido orgánico o inor­
gánico, en una sal de adición de ácido atóxica y farmacéutica­
mente utilizable, 
o bien

c) oxidar un péptido de la fórmula general

^H-R̂
w -  CO -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH -  CH -  00 -  Pro -  Q' -  Gly -  NH-

5 4 1*2-  R̂  R̂  -  S (V)

en la que
i

R significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector amidico,
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15.

20.

25.
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Q'

R

significa una agrupación de la fórmula 
-NB-CHE-( CHg) -̂NB-C(= NH)-NHR̂ ]- C0- o 
-NB-CH[-(OHg) -̂NH-R̂ ] - CO- en donde

R"

T 2 3R** y R o R̂
R̂  y

significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector del radical guanidínico y 
significa un átomo de hidrógeno o un grupo 
protector del grupo épsilon-aminico de la l i -  
sina, siempre que por lo menos uno de los 
radicales
represente un grupo protector y 
representan cada uno un átomo de hidrógeno o 

un grupo protector y en donde todos los amino­
ácidos con un átomo de carbono asimétrico pre­
sentan configuración L,

con disociación simultánea del grupo o los grupos protecto­
res, y convertir el producto obtenido, s i  se desea, por reac­
ción con un ácido orgánico o inorgánico, en una sal de adi­
ción de ácido atóxica y farmacéuticamente utilizable, 
o bien
d) amidar un péptido de la fórmula general 

Mpr -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  jjys -  Pro -  Q -  Gly -  R (VI)

en la que 

Q

Mpr
R̂

significa el radical de la lisina o de la argi- 
nina,
significa el grupo beta-mercaptopropionílico y 
significa un grupo hidroxilico o un radical ac­
tivador del grupo carboxilico,

30. o bien

e) hacer reaccionar un hexapéptido de la fórmula general
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CHg -  00 -  Tyr -  l ie  -  Leu -  Asp -  NH  ̂ CH -  00 -  IT

con un tripéptido de la fórmula general

(VII)

10.

15.

H -  Pro -  Q -  Gly -  NH. (VIII);

o hacer reaocionar un heptapéptido de la fórmula general

CH
! 2

-  00 -  Tyr -  l ie  -
NHg

Leu -  isp -  NH -  QH -  00 Pro R

(IX)

con un dipéptido de la fórmula general

20.
H -  Q -  G3y -  NHg (X)

o haoer reaccionar un octapéptido de la fórmula general

NH¡ 2  - g
CHr, -  00 -  Tyr -  lie  -  Leu -  Asp -  NH -  OH -  00 -  Pro -  Q -  R
TL25. f**2

S
(XI)

30.

con glicinamida y convertir, s i  se desea, el nonapéptido re­
sultante en. una sal de adición de ácido atóxica y farmacéu­
ticamente utilizable.

En las fórmulas VII a XI, R̂  representa un grupo 
hidroxilico o un grupo activador del grupo car-
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boxilico, Q significa el radical de la arginina 
o de la lisina y todos los aminoácidos con un 
átomo de carbono asimétrico presentan configu­
ración L.

5. 2 .-  Un procedimiento, de conformidad con la reivin­
dicación 1, caracterizado por prepararse un compuesto de la 
fórmula

NHg
Mpr -  Tyr -  He -  Leu -  isp -  (j{ys -  Pro -  Arg- Gly -  NHg

10. (la)
o una sal de adición de ácido atóxica y farmacéuticamente 
utilizadle respectiva.

3 .-  Un procedimiento, de conformidad con la reivin­
dicación 1, caracterizado por prepararse un compuesto de la  

15. fórmula

ípr -  Tyr -  He Leu -  Asp Pro -  Iys -  Gly -

(Ib)

o una sal de adición de ácido atóxica y farmacéuticamente uti- 
lizable respectiva.

4 . -  Un procedimiento, de conformidad con la reivin­
dicación 1, caracterizado por prepararse diacetato de deamino
*! T A
-Elle*', Leu ]-argininovasopresma.

5 . -  Un procedimiento, de conformidad con la reivin­
dicación I ; caracterizado por prepararse diacetato de deami- 
no***-[Ile^? Leuh-lisinovas opresina.

6 . -  Un procedimiento para la preparación de nona-
péptidos.

Según se describe y reivindica en la presente momo-
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ría  descriptiva que consta de 33 páginas foliadas y escritas 
a máquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 3 de Julio de 1973

mpc.
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