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Q significa el radical de la argin‘:fna o de la lisina,
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Mpr significe el grupo beta-merceptopropionflico y to-
dos los aminddcidos con un gtomo de carbono asimé-
trico presentan la configuracién I,

y sus sales de adicidn de deido atéxicas y farmacéuticamente
utilizables.

Los compuestos de la férmula I, que también pueden
representarse por las férmulas

2

?pr - Iyr - Ile -~ Leu - sz - Fys - Pro - Arg - Gly - NH_, (Ia)

2

b

¥y

Tpr - Tyr - Ile - Ley ~ Lsp - fys - Pro - Iys - Gly - NH2 (Ib):

son andlogos de las hormonas neurchipofisarias existentes en
forma natural; por ejemplo, la arginin- o lisinvesopresinas
de las férmulas

FHz ?Hz

H -~ Oys - Tyr - Phe - Glu - Asp - ?ys - Pro - Arg - Gly - NH

2
(I1a)
y
Ty JHy :
H- Fys - Tyr - Phe - Glu - A8p =~ ?ys - Pro - Iys -~ Gly - NI-I2
(IIv)

Los compuestos proporcionados por el presents inven-
t0. 8¢ distinguen de las vasopresinas existentes de forme natu-
ral en que los aminodcidos cisteina, fenilalanine y glutamina
estdn reemplazados por dcido beta-mercaptopropibnico, isolou-
cina y leucina, Asi pues, Se les pucde designar como deami-
no;—[Ile3, IeuA]-argininovasOpresina o deaminol;[lle3, Leu4]—
lisinovasopresina., .
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Las abreviatures que se emplean sn ssta desoripolén
para los aminodcidos individuales y sus grupos protectores son
las utilizadas hasta ahora en la quimica de los péptidos y
conocidas en general por el experto en el arte [Literatura:
Schréder, By, y LuUbke, K.: The Peptides, Academlc Press, Nueva
York y Londres, volumen I (1965) y volumen II (1966) y normas
IUPAC-IUB]. Por lo tanto no se de en esta descripeidn ninguna
ulterior definicién de estas abrevieturas.

El dcido beta-mercaptopropibnico que se deriva de
la cistelna sc considera en la presente descripeién como un
“aminodcido”, de mode que, por ejemplo, se habla de la beta-

mercaptcpropionil-tirosina como de un dipéptido, etc.

Mientras no se haga constar expresamente otra cosa
los aminodcidos con un centro asimétrico tienen siemprc la

configuracibn L.

Ejemplos de sales de adicién do dcido atéxicas y
farmacéuticamente utilizables son las sales formadas con dcidos
inorgdénicos (como el deido clorhidrico, el deido bromhidrico,
el deido fosférico, el deido sulfirico, y el dcido perclérico)
o con doldos orgdnicos (como el deldo acdtico, el deido oxdli-
co, el Jecido maléico, ol decido mdllco, el deido tartdrico o
el deldo cltrico).

Segtin el procedimiento del presente invento, 1os
nonapéptidos antes citedos (o sea, los compuestos de la férmu-
la I y sus sales de adleibn de decido atéxicas y farmacéutica-
mente utilizables) se preperan:

a) disociando los grupos protectores de un pépiido de la
férmula general '

. R .
(I!H2- €O~ Tyr~ Ile~ Leu~ Asp~ NH ~ TH ~ 00 = Pro~Q’~ Gly - NH,

in EHZ (111)
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en la que

R; significa un dtomo de hidrégeno o un grupo
protector amidico y

Q’ significa una egrupacién de la f6rmula
«NH- CH[ - (CH) ..NH..c(..NH) NHR] Co- o
~NH-CH[ - (CH ) -NH-R ]-C0~, en donde

Rz significa un étomo de hidrégeno o un grupo
protector del radical guanidinico y

R3 significa un dtomo de hidrdgeno o un grupo
protector del grupo épsilon~aminico de la
lisina, siempre que uno por lo menos de los
radicales

1 2 3

ROy R oR signifique un grupo protector y en donde
todos los eminodcidos con un dtomo de carbono
asimétrico presentan configuracién I,
y convirtiendo, si se desea, el péptido libre obtenido, por
reaceién con un dcido orgdnico o inorgdnico, en une sal de adi-
cibn de dcido atéxica y farmacéuticamente utilizable,
o bien

b)) oxidando un péptido de la férmula general

NH2 .
- €0 - Tyr - Ile - Leu ~ Asp ~ NH - ?H - 00~ Pro-Q~ Gly - NBé
R (1V)
R" - S
en la que
Q tiene el significado que se le ha atribuido
antes y
R4 vy R5 representan cada uno un gtomo de hidrégeno

0 un grupo protector sulfidrilico, y en donde
todos los aminodcidos con un dtomo de carbono

asimétrico presentan configuracién I,
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con disociacion simulténea o preliminar de cualgquier grupo .

protector que pueda estar presente y convirtiendo el producto

r ’r .,
obtenido, '8i se desea, por reaccion con un acido organico o

. Lo 2 ot r
inorganico, en una sal de adicidn de acido atoxica y farmacey

ticamente utilizable,

o bien

-
o vy

c) oxidando un péptido de la formule general .

w o %

H-R!

CH, - C0 = Tyr - Iie - Teu - Ksp - NH- CH - GO - Pro - Q'- Gly - NE

i
S - R
en la que

R1

R2

r! v 8% o B3

R4 v R5

[
rY -
vy

significa un étam9 de hidrogeno o u’ grupo
protector a.m:fdio.o9 i
significa une agrupacion do la formula
-NH;CHzTL(CHé)B-NH+G(=NH)-NHﬁE7Lco- o
~NH-CE/ ~(CH,,) ;~NE~R37-CO- en donde

significa un dtomo de hidrogeno o un grupo
protector del radical guanidinico y
significa un dtomo de hidrdgeno o n grupo
protector del grupo épsilon—am{nico de ia 1i-~
sina, siempre que por lo menos uno de los ra-

dicales

_represente un grupo protector y

representan cada uno un atomo de hidrogeno o
. Lqe

un grupo protector sulfidrilico y en donde

todos los eminodcidos con un atomo de carbono

asimétrico presentan configuracion I,

con disocimcion simulténea del grupo o Llos grupos protectores,

¥y convietiendo el producto obtenido, si se desea, por reaceion

con un dcido organico o inorgénico, en una sal de adicion de

3 4 L3 03 » 3
acido atoxica y farmacéuticamente utilizable,
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0 bien

d) amidando un péptido de la Fférmuls gensral

WH o

?pr - Tyr - Ile - Leu - lsp -.?ys - Pro«Q ~Gly - R6 (VI)

en la que
Q significa el radical de la lisina o de la ar
ginina, '
Mpr significa el grupo beta-mercaptopropionilico y
R6 significa un grupo hidroxilico o un grupo acti-

vador del grupo carboxilico,
0 bien

e) haciendo rea2ccionar un hexapéptido de la férmula genoral

NH2
?Hz -~ € - Tyr - Ile -~ Leu ~ 45p - NH - ?H - CO -~ R6
fHy T
8 3 (VII)
con un tripéptido de la férmula general
H~ Pro- Q- Gly - NH (VIII)

2

0 haciendo reaccionar un heptapéptido de la férmula gencral

_
1 '
GH, - 00 - Tyr - Tle - Leu - Asp - NH - CH — €O - Pro - R

| |
H, 5y
i !

(IZ)

con un dipéptido de la férmula general

H-Q-GJy“NHz (X)

0 haciendo reaccionar un octapéptido de la férmula general
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Ie, ‘
<\}'H2-C‘O-.-I.‘yr—Ile-—Leu-Asp—NH—CH—-CO-PI‘O-Q-—RG

|
I, GH,
S (x1)

iv)

con glicinamida y convirtiendo, si se desea, el nonapéptido
resultante en una sal de adicibén de dcido atdxica y farmscéu-

ticamente utilizable.

En las férmulas VII a XI, R6 representa un grupo
hidroxilico o0 un grupo activador del grupo camn-
boxilico; Q significa el radicel de la arginina
0 de la lisina y todos los aminodcidos con un
dtomo de carbono asimétrico presentan configu~

racién L.

Iae oxidacibn de un péptido de la férmula IV o V puc-
de efectuarse de manera conocida (véase, por ejemplo, Schrdder-
Libke, volumen I, pdginas 275 y siguientes). Do preferencia
se lleva a cabo en solucién acuosa o acuoso/orgdnica, por in-
troduceibn de aire u oxigeno o por medio de peréxido de hidré-
geno, yodo, l,2-diyodoetanc o ferricianuro potdsico, ILos gru;
pos protectores sulfidrilicos eventualmente existentes pueden
eliminarse antes de la oxidacibn o simultdnecamente con ella.
Ia oxidacibén de wn péptido de la férmula IV en la que R5 y R6
representan ambos un dtomo de hidrbgeno o un grupo de tritilo,
benzidrilo, acetamidemetilo, benciltiometilo e isobuboximebilo
puede efectuarse, por ejemplo, con dirrodano [(SGN)2] vy la
oxidaclOn de un péptido de la férmula IV en la que R5 ¥ R6 ro-
presentan un dtomo de hidrdgeno, 0 un grupo de tritilo o ace-
tamidometilo puede efectuarse, por ejemplo, con yodo,

Ia disoclacifn de los grupos protectores de un pép-
tido de la férmula IIT o V puede efectuarse igualmente de me-
nera por lo general conocida y en las condiciones que rigen
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para los gruposf protectores individusles,

Ia amidacibén de wn péptido de la férmula VI, y en
particular de wno en el que Q denote el radical de la argini-
ne, puede realizarse de manera ya conocida, preferentemente
por reaccidn cuidedosa con amonfaco acuoso del éster activado,
a la temperatura del ambiente.

Los grupos protectores a que se hace referencia en
esta descripeidn puede ser cualquier grupo protector conoci-
do en la quimica de los péptidos,

Ej'emplos de grupos protectores aminicos son los del
tipo del acilo (como formilo, benzoilo, ftalilo, trifluoroa-
cetilo, p-tosilo, aril- y alquilfosforilo, fenil- y bencil-
sulfonilo, tritilsulfenilo, o-nitrofenilsulfenilo, gommé-clo-
robutirilo y o-nitrofenoxiacetilo), del tipo del alquilo (como
tritilo, bencilo y alquilideno) o del tipo del uretano (como
carbobenzoxilo, p-tromo-; p-cloro- o p-metoxi-carhobengoxilo,
toliloxi~—, 8liloXi-w, ciclopentiloXiw, clclohexiloXie~, ter-
cibutiloxi— o 1,l-dimetilpropiloxi—, 2-(p-bifenilil)-2-pro
piloxi-carbonilo y benciltiocarbonilo). Los grupos aminicos
pueden protegerse ademds por protonacién. Ejemplos de grupos
protectores amldicos son xentenilo, 2,4-dimetoxibemecilo, 2,4,

6,-trimetoxibencilo y 4,4’-dimetoxibenzidrilo,

Los grupos protectores especiales para el radical
argininico incluyen, por ejemplo, p-tosilo, carbobenzoxilo,
p-nitrocarbobenzoxilo, tercibutoxi-, adamantiloxi- e isobor-
niloxicarbonilo, EL radical argininico puede ademds proteger-
se mediante protonacibn o nitracidn.

Ejemplos de grupos protectores sulfidrilicos son
los grupos de alquiltio o ariltio, como etiltio, tercibutil-
tio y feniltio; los grupos de alquilo y deo alquilo substitui~
do, como butilo Gerciario, 2-dietoxicarbonil-etilo, bencilo, .
tritilo, p-metoxibencilo, p-niirobencilo, 4-picolilo, bhencil-
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tiométilo, acetamidometilo e isobutiloximetilos ¥y los grupos
de acilo, como carbobenzoilo, benzoilo; acetilo; p~metoxiben~—
ciloxicarbénilo y etilaminocarbonilo o tetrahidropiran-z—ilo;

Los materiales de partida do las formulas III, IV,

V, VI, VII, IX y XI ant:ss expuestas son nuevos y debera enten—
dersc que constituyen igualmente objeto del presente invento.

La prepara01on de los materlales de partlda puede
realizarse de manera ya conocida, con empleo de 1los grupos pro-
tectores usuales, en especial de los que sc han citade .antes.

Ejemplos de grupos protectores carboxilicos. son los
O~ y S-ésteres (por ejemplo, los ésteres de metilo, etilo, ter-
cibutilo, bencilo, cianometilo, ftalimidometilo, 4-piq§lilo
2-p~tosiletilo, fenilo, p-nitrofenilo; tiofenilo o p-nitroben-
cilo), las amidas y las hidracidas (por ejemplo las hidracidas
de tritilo, fenilo, carbobenzoxilo y tercibutoxicarbonilo)s
Ademés, el grupo carboxilico puede ser protegido por formacidn
de sal,

Ejemplos de grupos carboxilicos activados son los
esteres; como los eésteres y 1as acidas de cianometilo, p-cia-
nofenllo, p-nitrofenilo, 2,4, 5~trlclorofenllo, tiofenilo, pm=
nitrotiofenilo, l-benzotriazolilo, ftalimidilo, l-succinimi-
dilo, l—piperidilo; 8-quinolilo, 5~cloro-8-quinolilo,2~piri-
dilo y 2~tiopiridilo. ‘

Un péptido de la formula IV o V puede prepararse,
por ejemplo, mediante prolongacién succesiva de la cadena de
un dipéptido con una vnidad dé aminodcido o bien a partir de
dos o mds unidedes basicas, Mediante oxidacidn do manera cono-
cida puede convertirse un péptido de la formula V en un péptie-
do de la férmule III. Un péptido de la formula III puede prepa-

rarse tambien por ejomplo, mediante reaccion de un compuesto

de la formula general.
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NH.-.Rl
ﬁHZ - €0 - Tyr - Ile - Teu - Lsp ~ NH ~ ¢H - CO ~ R§
IHz gﬁz
8 S (xT1)
en la que
R6 representa un grupo hidroxilico o un grupo
activador del grupo carboxilico y
R:L tiene el mismo significado que se le ha atri.
buide antes,
con wn tripéptido de la férmula
He Pro = Q" = Gly - NH2 (XXTII)
en la que )
Q’ tiene el mismo significado que se le ha atri-

buido antes.

Un péptido de la férmula VI puede prepararse, por
ejemplo, hacliendo reaccionar un hexapéptido de Ja férmula VII,
en la que R6 representa un grupo de éster activado, con un
tripéptido de la férmula general

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

en la que

0 tiene el significado que se le ha atribuido an-
tes, y, 81 se desea, convirtiendo el producto obtenido, de ma-
nera ya conocida, en un éster activado,

Un compuesto de la férmula XII puede también ser con-
vertido fdcilmente, por climinacibn del grupo prctector amfdi-
CO;, en un hexapéptido de la férmula VII, Un heptapéptido de

la férmule IX y wn octepéptido de 1a férmula XI puede obtener-
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se, por ojemplo, mediante reaceidn de un hoxapéptido de la

6 6

férmula VII con un compuesto de la foérmula Pro-R” o Pro-Q-R°,

en donde Q ¥ R6 tienen el significado indicado antes,

Ia preparacién de 1os compuestos de la férmula I,
segln la modalidad (d) o (e) del procedimiento de estec invene
t0 es apropiada especialmente para 1la serie de los andlogos

de la argininovasopresina.

Los nonapéptidos proporcionados por este invento
tienen actividad hormonal, cualitativamente semgjante a la de
las hormonas neurchipofisarias, Cabe destacar especialmente
la intensa actividad natriurética, Estos nonapépitidos son
superlores, no sclo con relacidén a la intensidad de la acciébn
sino también con relacibn a la duracidn de ésta, a la argini-
novasotocing natural ([Ile3]-argininovasopresina) y a la
[Leu&]-oxitooina preparada por V.J. Hruly y col, [J. Biol.
Chem. 244, 3890 (1969)], un andlogo hormonal, neurohipofisa-
rio gue presente la mayor actividad natriurética hasta ahora
conocide. La accelén hipertensora de los nonapéptidos de esto
invento es menor que la de la argininovasotoecina, por 1o que
la actividad natriurética de estos nonapéptidos estd acrecan~
tade selectivamente con respecto a la actividad hipertensora.

En virtud de las actividades biolégicas que s¢ han
indicado, los nonapéptidos proporcionados por el presento in-
vento Se prestan para el tratamiento de edemes de diversa ne-
turaleza y de los trastornos generales del metabolismo eleo-
trolitico, especialmente los de la retencién de sodio.

La dosificacibn de los presentes nonapéptidos debe
regularse segin las exigencias individuales y puede variar
entre 100 microgramos y 10 milfgramos para cade dosis, admi-
nistrada wna o verias veces al dia.

Los nonapéptidos pueden sdministrarse en forma de
las bases libres o como sales de aaicién de deido atéxicas y
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farmscéuticamente utilizables con dcidos orgdnicos o inorgd.-

nicos o bien con polimeros que contengan grupos de dcido (co-
mo, por ejemplo, la carboximetilcelulosa o el dcido tdnico),

Pueden administrarse solos o en forma de preparaciones farma-
céuticas idbneas, por ejemplo, para administracién oral, pa-

renteral, enteral o intranasal.

Para componer las preparaciones medicinales, los
nonapéptidos proporcionados por este invento pueden mezclar.
se con materias coadyuvantes inorgdnicas u orgdnicas que Sean
inertes y fisiolégicamente aceptables. Asi pues, se aprecia-
rd que el presente invento incluye, asimismo, dentro de su
alcance una preparacién farmacéutica que contiene un nonapép-
tido, como se ha definido anteriormente, asociado con wn vehi-

culo farmacéutico compatible.

La extraordinaria estabilidad metabdlica de estos
nonapéptidos (o0 sea, de los andlogos de la vasopresina), los
hace particularmente aptos para la administracibn subcutdnes
0 pernasal,

TLos ejemplos sigulentes ilustran el procedimiento

que proporciona el presente invento.
B EMPIO 1

a) Z..I-leucil-L-asparaginil-S-bencil-I-cisteinil-I-prolil-
%0811~ T-arginil-gliocinamida.

Se disolvieron en 100 cc de dcido acético glacial
18,0 g de Z-I-8sparaginil-S-bencil-T-cisteinil-Tmprolll-No-
tosil-T-arginil-glicinamida (preparada segtn R.D. Huguenin y
R.A. Boissonnas, Helv. 49, 695 - 19669 y se mezcldé la solu.-
cibén con 100 cc de wna solucibén 5 N de bromuro de hidrégeno/
dcido acébico glacial, Se agitd la mezcla durante 45 minutos
a la temperatura del ambiente y & continuacién se la insgtilé
en 1 litro de éter. EL bromhidrato de pentapéptido precipitado
se lavd con éter, se secd sobre hidrdxido potdsico y pantbdxido
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de fésforo y se disolvié en 100 co de metanol. Se pasé la S0
lucibn & través de una columna de Dowex 2 (forms OH ), Se cone
centré el eluvato bajo presién reducida y se disolvid el resi-
duo en 100 cc de dimetilformamida. Se mezcléd la solucién, a
02C, con 8,5 g de Z-LuI;ey--OPhNO2
temperatura del ambiente durante 3 dias, se precipité por adi-
cibn de 1 litro de acetato de etilo el hexapéptido protegi-
do, se le lavb con &ter y con acetato de etilo y se le seob,
;Rendimiento: 16,3 g, punto de fusibn: 183-1852C; Ealfajgs =
~41,62 (¢ = 0,5 en dimetilformamida).

; se guardd la mezcla & la

b)  Z-I-Isoleucil-I-leucil-I-asparaginil-S-bencil-L-cistei-
011 T-prol i 1-N0mt0811-I-argini l-gli cinamida

De 16,0 g de Z-L-leucil-L-asparaginil.-S-bencil-l-
_cisteinil-L—prolilmNG-tosil—I~arginil~glioinamida se diso-
cib 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»--Ile—OPhNO2 en 100 cc de dimetilformamida. Se guardd la
mezela a la temperatura del ambiente durante 2 dlas, se preoi-

it6, por adicidn de 1 litro de acetato de etilo, el heptapép-
tido protegido, se lavé el precipitedo con éter; con acetato
de etilo y con isopropanol y se le secld. Rendimiento: 13,1 &;
punto de fusién: 211-2129C; [alfa]>’ = - 41,92 (o= 0,5 en di-
metilformamida).

¢) Z=O=bencil-I-tirosil-I-isolcucil-l-leucil-fuesparaginil-
mS-benoil-L-cisteinil-L-prolil~NG-tosil~I~arginil~glici~
namida.
De 19,0 g de la Z-I-isoleucil-I-leucil-I-asparagin-
21 1-S-bencdl-Iocisteind 1- I prolil-Nomtosi
mide se disocid de la manera que Se ha descrito en a) ol grupo
protector Z y la amina libre resultante se hizo reaccionar con
4,5 g de Z-O-bencil~IuTiz>OPhN02 en 100 cc de dimetilformami.
da., Después de 3 horas de reposo & la temperatura del ambien.

~5081llel-arginil-glicina~

te, Se precipité por adicibn de ac.tato de etilo el octapépti-
do protegido, se le lavé con acevaso de etilo y con etanol,
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Se le reprecipitd de 4cido acétioo g;acﬂﬂ/%tanol, se le lavé
con etanol y se le secd, Rendimiento: 8,4 g; punto de fusibn
237-23890; [alfa]o’ = 36,22 (o= 0,5 en dimetilfornamida).

a) Beta_benciltiopropionil-L~tirosi1~Iuisoleucil—Lfleu—
ci1-Ihasparaginil-s-benciL-L-cisteinil~1~proli1pNG-
-tosil.I-arginil-glicinamida,

Se disolvieron en 50 cc de doido acético glacisl
7,0 g de Z~O-bencil-I~tirosil-I~isoleucil-I-leucil-l-aspara-
ginil-S-benei1~Ihcisteinil-I-prolileG-tosil_Iharginilglipi.
namida y se mezcld la solucién con 50 ce de una solucibn 5N
de bromuro de hidrégeno/dcido acético glacial., Después de wna
hora de agitacién, se instilé la mezcla en 1 litro de &ter,
se separd por filtracibn el precipitado, se le lavd con &tar,
se le réprecipité de etanol/éter y se le secb sobre pentdxido
do f6sforo e hidrbéxido potdsico, Se disolvieron en 10 cc dg
dimetilformamida 0,5 g del bromhidrato asi obtenido, S¢ ajus-
t6 la golucibn & pH 7 por adicién de etil-diisopropilamina y
se la mezcld a 09C con 0,2 g de éster p-nitrofenflico de dei-
do beta~benciltiopropibnico y wnas pocas gotas de dcido acd-
tico glacial, Después de un dfa de reposo a la temperatura
del ambients, Se precipitd por adicidn de etanol el péptido
protegido, se le lavé con etanol y sc le secd, Se disolvié
este residuo en un poco de dimetilformamids, se le volvié a
precipitar por adicidén de agua, se le lavd con etanol y se
le secbd. Rendimiento, 0,4 g; punto de fusibn 224-2269C;
[alfajg5 =;36,69 (¢ = 0,5 en dimetilformamida).

e) Diacetato de deaminol-(lle3, LeuA)-argininovasopresina.

Se redujeron con sodio en 300 cc de amoniaco liqui-
do 300 mg de beta_benciltiopropionil—lhﬁirosil_ILisoleucil—,
~I-leucil-I-asparaginil-S-bencil-TncisteinileT-prolil-No-to-
sil-L-arginil-glicinamida. Después de excluir el amoniaco, se

disolvié el residuo en 900 cc de agua que contenia unas pocas
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gotas de decido actico glacial y se ajusté la solucién con hi-
droéxido sbédico a pH de 6,8, Luego se afiadieron 45 cc de wna
soluecibn 0,01 molar de K3[Fe( o) gl mientras se mantenfa el
pH a 6,5-7,0 por adicién de hidréxido s6dico. Se guardd la
5. mezcla reaccional g la temperature del ambiente durante 15 ho-
ras y se la pas6 a través de una columna de Amberlite IR-45
(forms C1*). Se acidificé el eluato con dcido acético, se le
concentrd hasta unos 40 cc bajo presibn reducida y se le mez-
old a gotas con wna mezcla de 1-butenol/benceno/piridina
10, (6:2:1) hasta que ompezb a segregarse una segunda fase, Se ‘
aplicé entonces le solucifn a una columna de Sephadex G-25, su-
perfino, que se equilibrd con la fase inferior del sistemd de
distribucibn l-butanol/benceno/piridina/deido acético 0,2 N
(6:2:1:7), ¥ se reveld con la fase superior de este sistoema.
Ia distribucin se determiné por el método de Folin-TLowry
(0.H. Lowry y col., J. Biol. Chem. 193, 265 - 1951 -), Se¢ com-
binaron las fracciones centrales del tipo principal, se dilu-

15'

yeron con agua, se concentraron bajo presién reducida y por .
Gltimo se liofilizeron (rendimiento: 121 mg). Para purificer-
lo todavia mas, se sometié este material a una segunda croma- -
tografia de distribucibn en el mismo sisteme, Ia aeaminol~(I193,
Leu&)-argininovasopresina purificada (rendimiento: 90 mg) tie-
ne en este sistema wa fndice RE de 0,27 [alfe]>= -85,5¢ (¢ =

0,5 en deoido acético 1N),

20,

25. Electroforesis de papel:

Tampén & base de 2 cc de deido acético glacial y 20
cc de piridina, completado con agua hasta 1 litro (pH= 6,0):
Rf (arginina) = 0,30 & 0,05,

Tampbn a base de 37 cc de dcldo férmico y 5 cc de
30. doido acético, completado con aguz hasta 1 litro (pH = 1,7):
Rf (arginina) = 0,25 & 0,05,
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Ia diamino;—(llo3, Leu4)—argininovasopresina pue-

de purificerse también procediendo, despuéds de excluir los
ilones de ferricianuro y ferrocianuro, por medio de Amberlite
IR-45 (forma C17), a acidificar el eluato, absorberlo en
Anberlite 03-50 (forma H"), elwirlo con una mezcle de piri-
dina/dcido acético glacial/ague (30:4:66) y, despuds de lio-
filizacibn intermediaria, cromatografiarlo en Amberlite
G~50 (forma H*) con wn tampén 0,5 molar de acetato amébnico
(pH 6,4).

B REIO 2

a) Bster metflico de Z-I-leucil-I-asparaginil-S-bencil.
~I-~cistelna.

4 -109, y por adicibn de 2,8 cc de triebilamina,
se ajusté a pH de 8 aproximadamente una solucibén de 8,4 g
de bromhidrato de éster metilico de I-asparaginil-S-bencil-
~-I.cixtelna (preparado segin R.A, Boissonnas y col., Helv,
38, 1491 ~1955-) en 30 cc de dimetilformamida y se la agité
con 7,8 g de éster p-nitrofenflico de Z-I-leucina., Ia mezcla
golidificada se diluyd con unos 70 ce de agua, Se separd el
precipitado por filtracién bajo vacifo, se lavé con alcohol,
acetato etilico y éter y se le secld, Punto de fusibn: 195~
1979C; [alfa]>’ = ~28,02 (o= 1 en dimotilformamida).

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

4 wos 42C, se mezcldcon 1,5 cc de hidrato de hi-
dracina uwna solucién, en wna mezcla de 20 cc de dimetilfor~
mamida y 5 cc de sulfdxido de dimetilo, de 3 g del &ster
metilico de Z-I-leucil-L-asparsginil-S-bencil-I-cisteina '
obtenido antes. Se dejd 12 mezcla en reposo a la temperatu~
ra del ambiente durante 24 horas y se la filtré, Afiadicndo
ggua al filtrado, se obtuvo wn precipitado, que se separd
por filtracidn vajo vaclo, se lavé con agua y se secb, Pun-
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tilformamida).

¢) Z-I-leucil-liasparaginil-S-bencil-L-cisteinil-I-prolil-

_NG-tosilplparginil—glicinamida.

Se mezold a -202 una suspensidn de 2,25 g de hi-
dracina de Z-I-leucil-I-asparaginil-S-bencil-I-cistefna en
25 cc do dimetilformemide con 6 oc de dcido clorhidrico 2,5
N en tetrahidrofurano. Se afiadié a la solucifn 1 cc de nitri-
to de isoamilo. Se agité la mezcla a -202C durante 30 minu-
tos, se la enfrié hasta -302C y a esta temperatura, después
de neutralizar con 2,08 cc de trictilamina, se 1la mezcld con
wa solucién, en une mezcla de 10 cc de dimetilformamida y.
10 cc de tetrahidrofurano, de 2,3 g de L»prolil—NG-tosil-Ih
—arginil.glicinamida, [preparada por hidrogenacitn sobre
carbdn paladiado de 3 g de Z—LpprolileG—tosiIFIparginil—‘
-glicinamida (obtenida segin R, I. Huguenin y R.A. Boisso-
nnes, Helv, 45, 1629 -1962-) en metanol, & l2 presibn normal
¥y & la temperatura del ambiente]. Iuego se agité la mezcla
durante una hora & -102C, se guardd en el refrigerador por
una noche, se filtrdé y se ooncentrd el filtrado para excluir
el tetrahidrofurano. Después de diluir con dimetilformamida,
se precipité el hexapdptido por adicidn de agua y se le pu~
rific6é por lavado con alcohol y acetato de etilo. Punto de
fusin: 180-182aC; [alfa]>’ = -40,68 (c = 0,5 en dimetilfor-

memida),

d)  Beta-benciltiopropionil~I-tirosil-I-isoleuocil-I-leu-
0il-T-aspareginil-S-bencil-Incisteinil-I-proil-N'.

tosil-larginil-glicinamide.

Se mezcld una solucién de 1,6 g de Z-I~leuclil-
~ L-a8paragini1-8-bencil-I- cisteinileTnproi 1N’ - tosil-T-axn.
ginil-glicinamide en 20 cc de dcido acético glacial con 20
cc de bromuro de hidrégeno 4N en dcido acético glacial. Se
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agitdé la mezclae a la temperatura del ambiente éurante 2 horas,
se la instild a continuacién en 500 ce de &ter y el bromhi-
drato precipitado se lavé con &ber, se secd y se disolvié en
5 cc de dimetilformamida, Se ajusté este solueibn a pH 7,5
por adicifn de etildiisopropilamina y se¢ le afiadié & we golu.
cibn de beta-benciltiopropiomil-I~tirosil-I-isoleucinacida
[obtenida mezclando a ~202C, 0,7 g de beta~benciltiopropio-
nil-I-tirosil-L.isoleucinhidracida (obtenide segin R.L, Hu-
guenin, Helv. 49, 71l -1965-) disuelta en una mezcla dc 5 ce
de sulféxido de dimetilo, 10 ce de dimetilformamida y 4 cc de
doido clorhidrico 2,4 N en tetrahidrofurano, con 0,3 oc dc
nltrito de isoamilo y neutralizendo la mezcle por edicibn de
1,65 ce de etildiisopropilamina después de 30 minutos de agi-
tacién a -202C]. Se agitd la mezcla durante 30 minutos a -209¢
y durante 30 minutos mas a -52C, se la guardd a continuacibn
durante 3 dias a $40C y se la concentrd. Se disolvid el resi-
duo en 5 cc de dimetilformamide y sc precipitéd el péptido por
adicitn de una mezcla de 50 cc de etanol y 10 ce de agua. Se
separd por filtracibn el procipitado, se le disolvid en 5 ce
de dimetilformamida, sc¢ le volvié a precipitar por adicibn de
me mezcla de 150 cc de acetato de etilo y 50 cc de &ter, se
filtrd, se lavé con acetato de etilo y con &ter y se sech,
Rendimiento: 0,9 g; punto de fusitn: 224-22690; [alfa)>’ =
~-36,02 (¢ = 0,5 en dimetilformamida).

3

o) Diacetato de deaminol~(Ile y LeuA)—argininovasopresina.

De la manera que so ha descrito en el ejemplo 1,
se convirtid beta-benciltiopropionil-Intirosil—luisolgucil-
~DL-loucil-L-asparaginil-S-bencil-I-cisteinil-I-prolil- )
~NC_tosil-I-arginil-glicinamida en el disceteto de deaminoi-

[Ile3, Lea4]-argininovasopresina.

E BMPIO 3.
a) Ester bencflico de Boo-ImLeucil-I-8spareginil-S-
~bencil-l.cistelna,
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Se disolvieron en 50 cc de acetato de etilo, satu-
redo con cloruro de hidrégeno, 5,16 g de éster bencilico de
Boo.IL~asparaginil.S-bencil-I-cisteina (preparado segln M.F,
FPerger y col., J. Amer. Chem. Soc. 94, 982 -1972-). Al cabo
de 30 minutos se precipité él clorhidrato con éter seco, se
le separd por filtracibn bajo vaclo, se le lavé con éten/§eg%
le secd en vaclo sobre hidréxido potdsico. Iuego se disolviéd
el producto (3,74 g) con 3,52 g de sal diciclohexilaminice do
Boc-L-leucina y 2,02 g de l-hidroxi-benzotriazol en 40 cc de .
dimetilformamida, Despuée de afiedir 1,94 g de diociclohexilcar.
bodiimida en 5 ce de dimetilformemida, a 02C, se agité la nez-
cla durante 1 1/2 horas & 02C y durante 5 1/2 horas a tempere.
ture del ambiente, se la £iltré, se la concentré bajo presidn
reducida, se la guardd durante 24 horas & 02C y se la volvib
a filtrar, El filtrado se concentré otra vez hasta unos 8-10
cc ¥y luego se mezcld con 15 cc de agua. ALl cabo de unas pocas
horas se separd el péptido por suceibn, se le lavd con agua en
abundancia, con solucién saturada de bicarbonato sédico, con
agua, con decido sulfdrico 0,l-molar y con agua, Se le sec6 y
ge le recristalizé de acetato de etilo y 2-propanol. Punto de
fusién: 158-1619C; [alfalZ’= -31,12 (o= 1 en dimetilformamin
da),

)  Ester benciflico de Boc-I-isoleucil-I-lewcll-I-88pa-
raginil-S~bencil-L-.cistelna,

Se convirtié ester bencilico de Boc-I-leucil-I-ag~
paraginil-S~bencil-I~cisteina, en el clorhidrato, de la mane-
ra ordinaria utilizando acetato de etilo saturado con cloruro
de hidrégeno, seguido de precipitacibn con &ter. 1,5 g del
clorhidrato resultante, 0,64 g de hemihidrato de Boc-L-isoleu~
cina, 0,54 g de l-hidroxibenzotriazol y 0,293 cc de N-metil-
morfolina se disolvieron en 25 cc de dimetilformamida y se
mezelaron a 02C con 0,605 g de diclclohexiloasrbodiimida en
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2 cc de dimetilformamida. Despubs de une hora de agitacidn a
08C y de 6 horas & la temperatura del ambiente, se filtrd la
mezcla por sweeidn, EL filtrado se mezeld con ague y el pro-
ducto precipitado se filtrd por succidn, se lavé con soluciédn
de bicarbonato sbédico, con decido sulffirico 0,1 molar y con
agua y se secb, Se disolvid el producto a 609C en 250 cc de
metanol. Se separd el residuo por succibén y se concentré el
filtrado hasta unos 80 cc. Mediante cristalizacidén y elabora-
cibn de las aguas madres, se¢ obtuvo el tetrapéptido protegido
puroi punto de fusibn: 2182¢; [alfa]®’ = -38,82 (c= 1 en di-
metilformamida).

¢) Ester bencflico de Boc-O-bencil-I-tirosil-I-isoleucil-
~I~leucil-l-asparaginil-S-bencil-L-cisteina

Por tratamiento del derivado Boe con cloruro de hi-
drégeno en acetato de etilo y precipitacién con &ter se O~
tuvo el clorhidrato cristalino del éster bencilico de L-iso-
levcil-L-leucil~L-asparaginil-S-bencil-L-cisteina, 0,81 g del
clorhidrato, 0,485 g de Boo-O~bencil-I-tirosina, 0,27 g de
l-hidroxi~benzotriazol y 0,131 cc de N-metilmorfolina se di-
solvieron en 30 cc de dimebilformamide y se megeclaron a 0°C
con 0,278 g de diciclohexilcarbodiimida en 5 cc de dimetilfor-
mamida. Se agité la mezcla a 02C durante 1 1/2 horas y a la
temperatura del ambiente durente 18 horas, se la filtré, se
econcentré el filtrado hasta 10 cc bajo presidn reducide y se
precipitd el producto con abundancia de agua. EL precipitado
se lav) sobre el filtro de succidn consecutivamente con solu-
cibfn de bicarbonato sbdico, con agua, con dcido sulférico
0,1 molar y con agua y luego se disolvié en 200 cec de metanol
caliente., Después de concentrar hasta 30 ce, se dejé cristali-
zar el producto, con lo cual se obbtuvo en forma pura el pen-
tapéptido protegido; punto de fusibn: 2259 [alfajgs =w25 00
(e = 1 en dimetilformamida).
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d)  Bster bencilico de beta~benciltiopropionil-O-beneil-
~I~tirosil~L-isoleucil-I-leucil-I-asparaginil-S-bhen-
cil.I-cisteina,

Por tratamiento del derivado Boc con cloruro de hi-
drégeno en acetato de etilo y precipitacidn con bter se obtuvo
el clorhidrato del éster bencilico de O-bencil-L-tirosil.I.
-isoleucil~L-leucil-L-asparaginil-B-bencil-L-cistelna, 0,47
g de clorhidrato y 0,062 cc de N-metilmorfolina en 10 cc de Qi-
metilformamida se mezclaron con una solucién de 0,108 g de 4-
cido beta-benciltiopropiénico y 0,136 mg de l-etoxicarbonil-
2-etoxi~1,2-dihidroquinolina en 2 cc de tetrahidrofuranc y se
agité a la temperatura del ambiente durante 18 horas, Se cva-
pord bajo presibn reducida la mezcla de disolventes y el hexa-
péptido protegido que se obtuvo se triturd con acetato de eti-
lo, se lavé con éter, con solucibén de bicarbonato sbédico, con
ague, con dcido sulfdrico 0,1 moler y otra vez con agua y. se
gsecd, Punto de fusibn: 2402C (descomposicidn); [alfa]§5 =~282
(e= 1 en dimetilformamida).

e) Disulfuro de beta-mercaptopropionil-l-tirosil-Ilm

~isoleucil-l-leucil-I~asparaginil-I-cisteina,

Se redujeron con sodio 460 mg ds éster bencilico
de beta-benciltiopropionil-O-bencil-I-tirosil-I-igoleucil-
~I~loucil-I~asparaginil-S-bencil-I-cisteina y 130 mg de urca
en 150 cc de amonisco seco, hasta que aparecibd una coloracldn
azul estable durante 30 segundos. Después de afiadir 184 mg
de cloruro ambénico, se liofilizd la mezcla reaccional., El re-
siduo se guardé en vaclo durante 16 horas sobre pentéxido de
fosforo, se disolvid en 170 cc de agus desoxigenada y 60 cc do
metanol, se filtr6 y, bajo barrido de nitrégeno, se instilé, '
simultdneamente con una solucibn, en 100 cc de metanol, de
136 mg de diyodoetano recién recristalizado, a wa mezcla de
150 cc de agwa y 50 cc de metanol, mientras se mentenia el pH
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& 7,5 (procedimiento segtn ¥, Weygand y G. Zumach, Z., Natun.
forsch. 17b, 807 -1962-). Una vez desvaneoida la reaccibn de
los grupos tiélicos (reactivo de Ellman), se concentrd la mez;
cle hasta unos 50 cc jo presibn reducida, se filtré, se
ajust6 a pH 2-3 con dcido acético, se¢ volvid a filtrar y se
liofilizé, EL producto bruto se disolvié en 20 éc de la fase
inferior y 20 cc de la fase superior del sistema de disolven-
tes l-butano/dcido acético al 0,25% y, mediante 160 pasos de
distribucibn, se desald y se purificd parcialmente en este
sistema, He concentraron y liofilizaron las fracciones que
contenfan el producto purificado, y se reprecipité de alcohol
isopropilico con éter diisopropilico el hexapéptido ciclico.
[alfa]§5= ~382 (¢ = 0,5 en metanol). Cromatografia de capa
fine sobre gel de s{lice con l-butano/dcido acético/agua
(100:15:35): Rf = 0,42.

£) Diacetato de deaminolL(Ile3, Leu&)-arganinovasopresina

Una solucién de 28,5 mg de disulfuro de beta.mer—
captopropionil-Lwtirogil-I-isoleucil-L-leucil~DL-asparaginil-
~I-cisteina y 20 mg de dibromhidrato de I~prolil-I-arginil-
-glicinamida (preparado segtn D.T, Gish y V. du Vigneaud, dJ.
Am, Chem/%ﬁg: 3579 ~1957-; R.0. Studer y V. du Vigneaud J.
4m, Chem. Soe. 82, 1499 ~1960-) en 0,4 cc de dimetilformami-
da se mezold, después de la adicibn de 6 microlitros de trie-
tilamina y 9,5 mg de l-hidroxi-benzotriazol, a 09C, con 10,3
mg de diciclohexilearbodiimide en 0,2 cc de dimetilformamida.
Después de reposar durante 20 horas a le temperature del am-
biente, se diluyé la mezcla con agua, Se acidificd con dcido
acético y después de reposar & 09C por 12 horas, se filtré.
El filtrado resultente se cromatografi6é en Amberlite CG-50
(forme H") con tampbn de aceteto aménico 0,5 molar (pH 6,4).

ETEMPIO 4

a) Z-I-leucil-L-asparaginil-S-bencil-I~cisteinil-I-proil-
Népsilon_

t08il-L-1lisil-glicinamida
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Se d:solvieron en 60 cc de &cido @eético gla01a1,
con calentamiento, 14,0 g de Z-L-asparaginil-S-bencil-L-cis—~

teinil~L~proilnNeP31l°n

wb0sil-~I-ligil~glicinanida (preparado
sogun M-Bodanszky y col., J. Amer. Chem. Soc. 82, 3195 ~1960~)
¥ la solueidn se mezcld a la temperaturs del ambiente con 60
cc do sclueidn 5 N de bromuro de hidrogeno/acido acético gla-
cial. Se agito la mezcla durante una hora a la temperatura
del ambiente y a continuacidn se la instild on 600 ce. de oter.
El bromhidrato del pentapeptldo precipitado se 1avo“;5n eter,
se secd sobre hidroxido pota51co y pentoxzdo de fosﬁgmg y se
disolvid en 100 ce de metanol. Se pasd la solucidn a través
de una columna de Dowex 2 (forme OH™), se concentro ei eluato
bajo presidn reducida y se disolvio el residuo en 60,00 de di-
metilformamida. Sc mezelc la solucién; a 0%C¢, con 6;55 g de
Z-Leu~CPhNO,, se guardd la mezcla durante 2 diss a la tempe-
ratura del ambicnte, se procipité el hoxapéptido preiegido
por adicidn de 600 cc de acetato de etilo, se le 1avo con
éter y con acetato dec etilo y se lc socoo Rondimiento: 11 6

g; punto de fusidn: 223-2259C; zfalf;7 = -43,92 (¢ = 1,0 en
dimetilformamida).

b) Z—L—isoleucil—L—leucil—L—asparaginil—S—bencil~L_

ep31lon

~cisteinil-T-prolil~N ~togil-I~-1isil-glici~

namida.

De 11;0 g de Z-I~lcucil-L-asparaginil-S-bencil-Im~
~cisteinil-IL-prolil- Nep51lon tosil-L~lisil-glicinamida se
disoc;é de la manera que se ha descrito en a) el grupo protee-~
tor Z y el hoxapéptido no protegido conteniendo el grupo ami-
nico terminal; ge hizo reaccionar con 5;0 g de Z—L~Ile—QPhN02
en 60 cc de dimetilformamida. Se guerdd la mezcla a la tempe-
ratura del ambiente durante 3 dias; se precipité por ad?cién :
de 600 cc de acetato de otilo ol heptapéptido protegidon se

lavé el procipitado con éter y acctato de etilo y se sced,
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Rendimiento: 9,6 g; punto de fusifn: 224-2279C; [alfa]ff =

~43,32 (c = 0,5 en dimetilformemida).

)  2-0-beneil-I-tirogil-L-isoleucil-T-leucil-I-aspara-
£1ni1-8-bencil-T-cisteinil-Tnprolil-NPSIIo0 4oy
~I-lisil-glicinamida.

De 4,5 g de Z-I-isoleucil-l-leucil-I-asparaginile
—8-bencil-T-cisteini1-T-propil-N P 10N toesy T 11611 g11cin
namide se disocié de la manera que Se ha desorito 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—L—Tir-OPhN02 en 60 cc de dimetilformemida., Despuds
de 12 horas de reposo a la temperatura del ambiente, se ins-
t11é en etanol la mezcla reaccional, se separd por filtracidn
el octapéptido protegido precipitado, se le lavé con etanol
y con &ter y se secld. Rendimiento: 4,2 g; punto de fusibn:
230-2329; [alfe]>’ = -18,5¢ (¢ = 1 en dimetilformmida).

a) Beta~benciltiopropionil-I-tirosil-I-isoleucil-I- .
~leucil-I~asparaginil-S-hencil-T-cisteinil-L-prolil-
_NePSILOn i T 14511811 cinamida.

Se disolvieron en 25 cc de dcido acético glacial
3,0 g de Z-0-bencil-I-tirosil-I-isoleucil-I-leucil-IL-asparo—
ginil-5-benoil-I-oisteinil-I-prolil-y PP 0% tosil I 11811~
-glicinamida y se mezcl§ la solucidn con 25 cc de wne solucién
5 N de bromuro de hidrégeno/dcido acético glacial. Después
de una hora de agitacibn, se instild la mezcla en 500 cc de
&ter, se separd por filtracibn el precipitado, se lavbd con
&ter y ce le secd sobre hidréxido potdsico y pentéxido de
fésforo. EL bromhidrato del octapéptido asi obtenido se di-
solvié en 25 cc de dimetilformamida. Ia solucidn se ajusté
a pH 7,0 por adicibén de N-metilmorfolina y se mezcld con 0,7
g de éster p-nitrofenilico de dcido beta-benciltiopropibni.co,



10.

15.

20,

25'

30.

25

b
Il

Después de 12 horas de reposo a la temperatura del ambiente,
Se instilé la mezcla reaccional en una mezcla de etanol y ace;
tato de etilo (1:1) y se separd por filtracidn el precipita-
do. El péptido protegido que asi ce obtuvo se disolvié en
dimetilformamida y se volvib & precipitar por instilacién de
le solucion en acetato de etilo. EL precipitado se lavé con
acetato de etilo y con éter y se sec6, Rendimiento: 1,25 g
punto de fusibn: 2248-22590; [alfa’_]gs = 402 (¢ = 1,0 en dime.
tilformamida).

e) Didcetato de deamino™-[Ile’, Leutj-lisinovasopresina

Se redujeron con sodio 350 mg de beta-benciltiopro-
pionil~L-tirosil-L-isoleucil-I~leucil-L-asparaginil-S-bencil-
~I-cisteinil-T.prolil-NoP%H 10 toos1 1 15811 glicinamiaa en
350 cc de amoniaco ligquido. Después de excluir el amoniaco,
se disolvibé el residuo en 500 cc de decido acético al 1% y se
ajusté la solucién a pH 7,8 con hidroxido sédico. Imego se
afiadieron 52 cc de una solucidn 0,01 molar de K3[Fe(GN)63,
mientras se mentenia el pH a 7,2-7,8 por adicibn de hidrdéxido
sédico, Se guardd la mezcle reaccional a 49 durante 15 horas
¥ se le pasb a través de una columa de Amberlite IR-45 (for-
me Cl), Se acidificé el slusto ocon dcido acético y se le ad-
sorbid en Amberlite CG-50 (forma H*). Despuéds de lavar con
500 cc de deido acético al 0,2%, se eluyd con una mezcla de
piridina/deido acético glacial/agua (30:4:66) y se liofilizb
dos veces el eluato con recogida intermedieria en agua. Para
ulterior purificacibn, se disolvid el liofilizado en 3 cc de
wn tampén 0,5 molar de acetato ambnico (pH = 6,4) y se volvib
a cromatografiar con este tampén en una columma de Amberlite
G~50 (forma #"). 8o liofilizé varias veces el eluato, Rendi~
miento: 107 mg; [alfaj§5 = «61,02 (¢c= 1,0 en dcido acético
al 95%).

Electroforesis de papel:
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Tampbn & hase de 2 cc de 4cido acdtico glacial y 20
ce de piridina, completado con agua hasta 1 litro (pH = 6,0);
Rf, (lisina) = 0,45 & 0,05,

Tampdén a base de 37 cc de dcido férmico y 25 cc de
deldo acético, completado con agua hesta 1 litro (pH= 1,7);

Los ejemplos que siguen ilustran preparaclones far-
macéuticas conteniendo los nonapéptidos proporciocnados por el
presente invento, '

ETEMPIO 4

Ias pastillas sublinguales pueden contener 1os ine
gredientes siguientes:

a) Diacetato de deaminol-[Ile3, Leu4]-argi-

ninovasopresina 5,70 mg
Tactosa 66,30 mg
Aztcer (en polvo) 20,0 mg
Kollidon K25 7,00 mg
BEstearato magnésico 1,00 mg
100,00 mg

b) Diacetato de deamino;_[Ile3, LeuA]-

-argininovasopresina 11,40 mg
Lactosa 71,60 mg
Manitol 60,00 mg
Hidroxipropil-metilcelulosa 5,00 mg
Estearato magnésico 2,00 mz
150,00 mg

ETEMPLO B

Una solucibn para inyeccidn en ampollas de 5 cc
puede contener, por cc¢, los ingredientes siguientes:
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Discetato de deamino’~[Tle>, TLeutj-
-argininovas opresina '
Cloruro sédico

Acido clorhidrico, 0,1 N 2 pH 3,5

Agua para inyeccibn has+ta
I BPL c

Un liofilizedo para una solucidn acuosa puede con-

tener los ingredientes sigulentes:

Partes en peeo

Diacetato de deaminol;[lled, Leu4]- .
~argininovesopresina 11,40

Acido I~-mdlico 0,87
D-manitol 150,00.
162,27

Pora preparar una solucién de inyeccién lissa para
el uso, se disuelven 162,27 mg del liofilizado en 10 cc.de
agua destilada,

- —
- . -

RELVINDICACIONES

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

l.~ Un procedimientov para la preparacién de nona-
péptidos que constituyen ingredientes activos en composicio-
nes farmacéuticas de propiedades natriuréticas, de la férmu-
la general

5\TH
2
1\{191‘ -~ Tyr - Ilec - Leu =~ 45p ~ (fys - Pro - Q - Gly - NH, (I

A\



en la gue
Q significa el radical de la arginina o de la
lisina,

Mpr significa el grupo beta-mercaptopropionilico

5. y todos los aminodcidos con un dtomo de car-
bono asimétrico presentan la configuracién I,
¥y sus sales de adicibn de dcido atbxicas y farmacéuticamen-.
te utilizables; cuyo procedimiento comprende
a) disociar los grupos protectores de wn péptido de ia foér-
10. nula general
H-R- ,
CH - C0 - Tyr - Ile - Lou — Asp - NH - ?H - - Pro - Q' - Gly - ¥l
iH ?H
S (II1)
15. en la que
Rl significa un dtomo de hidrbégeno o un grupo
protector amidico y
Q' significa wna agrupacibén de la férmula
20. ~NH-CH[ - (CH ) -NH—C( NIH).. NHR ] C0- o
~NH-CH[ - (CH) _NH_R3J €0, en donde
R’ significa un dtOmo de hidrbgeno o un grupo
protector del radical guanidinico y
" significa un dtomo de hidrégeno o un grupo
o5, protector del grupo épsilon-aminico de la
lisina, siempre que uno por 1o menos de log
radicales
R; y R2 o R3 signifiquen uwn grupo protecitor y en donde
todos los aminodcidos con un dtomo de carbono
30. asimétrico presentan configuraci6n L,

y convertir, si se desea, el péptido libre obtenido, por
reacecién con wn dcido orgdnico o inorgdnico, en una sal de
edicidn de dcido atéxica y farmacéutlicamente utilizable,
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0 bien

b) oxider un péptido de la férmula general

"
iy :
in - 00 = Tyr - Ile - Leu -~ Asp ~ NH - ?H - 00 - Pro - Q -~ Gly ~ NH2
gHz . ng
-R R~ (I7)

en la que .
Q tiene el significado que le ha atribuide
en la reivindicacién 1 y, o

: representan ceda wno un dtomo de hidrégeno -

R4 y R
o wn grupo protector sulfidrilico, y en dondc’
todos los aminodcidos con un dtomo de carbono

asimétrico presenten configuracién L,

con disociacién simultdnes o preliminar de cualquier grupo pro-
tector que pueda estar prescnte y convertir sl producto oOvte-
nido, si se desea, por reacoibn con un deido orgdnico o iﬁbf;'
gdnico; en una sal de adicidén de dcido atbxica y farmacédutica—
mente utilizable,

0 bien

¢) oxidar un péptido de la férmula general

Ja-R" | o
YHZ - 00 « Tyr - Ile - Leu -~ Asp -~ NH - ;H - CO0 = Pro- Q" ~ Gly ~ NH2
2 5 , 1
S~R R"~ 8 (V)

en la gue

Rl significa wn dtomo de hidrégeno o un grupo
protector amfdico,
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Q' significe une agrupacién de la f£érmula
~NH-CH[ - (CH ) -NH—C(“NH)-NHR] 0~ o
~NH- CH[ - (CH ) -NH;R 1-C0~ en donde
R gsignifica un étomo de hidrbgeno o wn grupo
protector del radical guanidinico y
R3 significa un dtomo de hidrégeno o un grupo
protector del grupo &psilon-aminico ds la 1i..
gina, sienpre que por 10 menos uno de log
radicales
Ry R? o R3 represente un grupo protector y
gt ¥ R represéntan cada uno un dtomo de hidrégeno o
un grupo protector y en donde todos los amino-
deidos con wn dtomo de carbono asimétrico pro-
sentan configuracidn I,
con disociacibn simulténea del grupo o los grupos protecho-
res, y convertir el producto obtenido, 8l se desen, por recc.
cibn con wn dcido orgdnico o inorgdnico, en una sal de adi-
cibn de dcido atbéxica y farmecéuticamente utilizabdle,
o bien
d) amidar un péptido de la férmula general
H

N 6

?pr - Tyr -~ Ile - Leu - 4sp - FYS - Pro-Q-Gly-R (VI)
en la que
Q significa el radical de la lisina o de la argi~
nina,
Mpr gignifica el grupo beta-mercaptopropionilico y
Rﬁ significa un grupo hidroxilico o un radical ac-
tivador del grupo carboxilico,
0 bien

@) hacer reaccionar un hexapéptido de la férmula general
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¢t CH,
8

74165186

CEH, - 00 - Tyr - Tlo - Teu - 4sp - NH - ?H-CO-RG

s -

W

con un tripéptido de la férmula general

Hew Pro- Q- Gly - NH, (vIII) -

o hager reaccionar wn heptapéptido de la férmula general

?Hz ~ €0 - Tyr -~ Ile ~ Leu ~ Lsp - NH - ?H - Q0 - Prd.;'st
- .
iﬁz GH,
; (13)
con un dipéptido de la férmula gencral
H-Q-Gly - NH (X)

2
0 hacer reaccionar un octapéptido de la férmula general

NH2

| .
CH, - 00 - Tyr - Ile ~ Leu - Asp - NH ~ ?H - 00 ~ Pro-Q-~-R

6

3

(x1)

con glicinamidea y convertir, si se desea, el nonapéptido re-
sultente en una sal de adicién de dcido atéxica y farmacéu-

ticamente utilizable.

En las férmulas VII a XI, R6 representa un grupo
hidroxflico o un grupo activador del grupo car-

B
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boxllico; Q significa el radical de la arginina
o de la lisina y todos los aminodcidos con un
dtomo de carbono asimétrico presentan configue
racién L,

5, 2.~ Un procedimiento, de conformidad con la reivin-
dicaeidn 1, caracterizado por prepararse un compuesto de la
férmula

NH,

?@r - Tyr - Ile - Leu - Asp - ?ys - Pro - Arg- Gly - NH,
10. - (1a)

o una sal de 8dicidn de deido atéxiocn y farmacéuticamente

utilizable respectiva.

3.~ Un procedimiento, de conformidad con la reivin-
dicacidn 1, caracterizado por prepararse un compuesto de la
15. férmula
2 -
wpr - Tyr - Ile ~ Leu - 4sp -*Tys - Pro - Iys -~ Gly - NH2

NE
l

(Ib)

20. 0 wa sal de adicidn de dcido atéxica y farmacébuticamente uti-

lizable respectiva.

4.- Un procedimiento, de ponformidad con la reivin.
dicecibén 1, caracterizado por prepararse diacetato de deamino

o5 l.[Ile3, Leu4]-argininovasopresina.

5.~ Un procedimiento, de conformidad con la reivin..
dicacién 1, caracterizado por prepararse diacetato de deami-
nol_[1193, LeuA]-lisinovasopresina.

6.- Un procedimiento para la preparacidén de nona-

30, péptidos.

R~

Seglin se describe y reivindica en la presente momo-
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rie descriptiva que consta de 33 pdginas foliedas y escritas
a mdguine por una sola de sus caras.

Medrid, a 3 de Julio de 1973

P.&. JAIME ISERN
® P\ 7

pa——)

FirmadotdOSE F. NIETO

mpe.
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