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En diferentes órganos de mamíferos, especial­
mente en pulmones de animales de ganado vacuno, está 
contenido un inhibidor de tripsina-calicreína, que pue­
de ser aislado desde ellos de diferentes maneras y que, 

5 en forma pura, es empleado, desde hace más de 15 años,
como inhibidor polivalente de proteinasa y esterasa, 
con gran éxito en calidad de agente terapéutico en el 
caso de desarreglos enzimáticos.

Esté inhibidor de tripsina-calicreína es un 
10 polipéptido básico con un peso molecular de 6.500 y

un punto isoeléctrico (P.I) de aproximadamente 10,5* 
Consta de una única cadena de péptido con 58 aminoáci­
dos, cuya estructura primaria es conocida de Biochemi- 
cal and Biophysical Research Communications, Volumen 

15 20, páginas 463 a 468 (1965), y que está reticulada me­
diante 3 puentes disulfuro..

El elevado valor terapéutico del inhibidor 
se debe a que se inhiben, con él diferentes proteinasas 
y esterasas, tales como tripsina, quimotripsina, catep- 

20 sina, plasmina y calicreína. Para ello, se inyectan,
' principalmente por vía intravenosa, a veces cantidades

considerables del inhibidor. En este caso puede obser­
varse que el inhibidor, después de un tiempo relativa­
mente corto, es almacenado en los riñones de los anima- 

25 les de ensayo o del hombre. Hoy día se supone que esto
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se debe a que la molécula de inhibidor fuertemente bá­
sica es fijada de manera no específica a mucopolisaca- 
ridos ácidos o a ácidos nucleicos. 3¿lo 1,5% del inhi­
bidor natural es segregado con la orina; con el fin 

5 de hacer posible una segregación de la cantidad restan­
te predominante, por parte del organismo se descomponen 
en primer término sendos aminoácidos situados respecti­
vamente junto a amino y a carboxilo (arginina y alani- 
na), se aglomera el inhibidor para proporcionar una 

10 forma de mayor peso molecular, y sólo a continuación
se extrae por inundación o lavado, muy lentamente, des­
de los riñones.

Ensayos con inhibidor químicamente modifica­
do, en el cual sobre todos los grupos amino libres se 

15 había introducido un grupo maleoílo, y que se manifes­
tó como inactivo, han mostrado que esta sustancia, cu­
yo punto isoeléctrico había sido disminuido esencial­
mente, era extraída por inundación o lavado desde los 
riñones con muchísima mayor rapidez y podía ser segre— 

20 gada con la orina. Un inhibidor con plena eficacia
biológica, que tuviese un P.I. menor, sería por lo 
tanto de considerable valor. En principio es posible 
ahora, por acilación de los grupos amino libres, dis­
minuir las cargas positivas y reducir de este modo el 

25 * punto isoeléctrico. En todas estas.reacciones, no obs-
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tante, se obtiene un producto de reacción por lo menos debi­
litado en su actividad, cuando no incluso inactivo, ya que 
los 5 grupos amino de la molécula han de asociarse con 4 gru 
pos ^  -amino idénticos de la lisina y con 1 grupo <?(-amihd; 
pero por otro lado la lisina que se encuentra en la posicio: 
15 es decisiva para el efecto inhibitorio de la sustancia. 
Una sustitución en el grupo amino de la lisina 15 de lugar 
a la pérdida de la actividad biológica.

Sorprendentemente se ha encontrado ahora que me­
diante prolongación de los 5 grupos carbbxilo presentes con 
péptidos ácidos, la actividad del inhibidor es modificada so 
lo en pequeño grado ó no es modificada, pero, por el contra­
rio; por disminución del punto isoeléctrico el inhibidor mo­
dificado es segregado de los riñones con mucha mayor rapidez 
que la molécula no modificada.

Objeto del invento es, por consiguiente, un proce 
dimiento para la preparación de derivados preparados de modo 
semisintético del inhibidor de tripsina-calicreína básico a 
partir de órganos de mamíferos, en donde los cinco grupos 
carboxilo presentes en la molécula de péptido están prolonga 
dos en forma de amidas mediante radicales péptidos de la fór 
muía general I,

25

-NH-CH-CO-(NH-CH-CO-)yW
¡ i (i)
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en la que X representa los números 0 hasta 10, Y sig­
nifica hidrogeno, ó un radical alcohilo de cadena rec­
ta o ramificada con 1 a 5 átomos de carbono, que even­
tualmente está sustituido con un grupo carbonilo, hi- 
droxilo o carbonamido, pudiendo significar el radical 
NH-CH-CO también el radical prolina, y en donde Y, caso 

Y
de que X sea 0, significa— OHg-COOH é -CHg-CHg-COOH, y : 
caso de que X represente los números 1 hasta 10, por lo 
menos una cedena lateral Y representa -CHg-COOH o CHg- 
-CHg-COOH, en donde además W significa -OH, pero en el 
caso de presencia de por lo menos dos grupos carboxi- 
lo en las cadenas laterales, puede significar también 
rNHg,-NH-CH^,-NH-CgH^, -OCI^ ó -OC2H5 , el cual está 
caracterizado porque el inhibidor de tripsina-calicreína 
ouyos cinco grupos amino primarios están protegidos me­
diante grupos protectores fácilmente separables en medio 
ácido, se hace reaccionar con aminoácidos o péptidos de 
la formula general II

5
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en la que Y y X tienen los significados indicados, pe­
ro los grupos carboxilo existentes en Y están presentes 
en forma de áster ter.-butílico, W' significa ter.-bu- 
toxi, pero en el caso de presencia de por lo menos 2 

5 grupos áster ter.-butílico en las cadenas laterales pue­
de significar también -NH^, -NH-CH^, -OCH^

- ó -(^Htp en presencia de 1-hidroxi-benzotriazol y di- 
ciclohexilcarbodiimida y a continuación se separan en 
medio ácido'los grupos protectores.

10 Con el fin de poder modificar al inhibidor
de tripsina-calicreína junto a sus grupos carboxilo, 
los grupos amino son bloqueados convenientemente median­
te grupos protectores de amino fácilmente separables 
en medio ácido, tales como por ejemplo grupos ter.- 

1$ alcoxicarbonilo. La introducción del grupo Boc frecuen­
temente utilizado se logra de diferentes modos. Tanto 
con Boc-azida como también con Boc-ásteres activos, ta­
les como por ejemplo el áster para-nitrofenílico o el 
áster N-hidroxisuccinimídico, pueden introducirse los 

20 grupos Boc. En todos los casos resülta-un producto ho­
mogéneo según electroforésis en papel. Estos compues­
tos protegidos en N son hechos reaccionar, en presencia 
de 1-hidroxi-benzotriazol y diciclohexilcarbodiimida, 
con un compuesto de la fórmula general II en dimetil- 

25 formamida o dimetilacetamida. Con ácido trifluoroace-
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tico o con HCl/ácido acético glacial son separados los 
grupos protectores y el producto bruto es o bien dia- 
lizado o bien cromatografiado sobre Sephadex G 2 5 ^ ^  
que es un gel de dextrana reticulado. Se aconseja cro- 

5 matografiar el producto dializado, para la purifica- - 
ción adicional, también sobre Sephadex G o tam­
bién someterlo a una cromatografía por reparto sobre 
Sephadex LH 2 0 ^ ,  que es un gel de dextrana alcohila- . 
do reticulado.

10 Con el fin de disminuir el punto isoeléctri­
co del inhibidor de tripsina-calicreína, el radical 
aminoácido o péptido adyacentemente condensado debe po­
seer por lo menos dos grupos carboxilo. Entre los amino- * 
ácidos que se presentan en la naturaleza entran en con- 

1$ sideración solo ácido aspártico y ácido glutámico en
sus formas L o D. En el caso de dipéptidos y de pépti- 
dos superiores, es posible, además de incorporar los 
aminoácidos ácidos, introducir también otros aminoáci­
dos alifáticos, tales como, por ejemplo, glicina, ala- 

20 nina, lencina, valina, isoleucina, serina, treonina,
asparagina, glutamina o prolina en sus formas L o D.
No obstante, de modo preferible también en los pépti- 
dos superiores se utilizan ácido aspártico y ácido glu­
támico como eslabones de péptido. Si están presentes 

2$ dos o más grupos carboxilo en el péptido que se ha de
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condensar adyacentemente en forma de los esteres ter.- 
butílicos, otros grupos carboxilo pueden estar presentes 
en forma de amidas o esteres alcohólicos. Después del 
tratamiento en medio ácido con ácido trifluoroacético 

5 o con HCl/ácido acético glacial, se obtienen de este mo­
do inhibidores de tripsina, que además de un bajo punto 
isoeléctrico poseen adicionalmente grupos amido o grupos 
áster alcohílico.

Para'comprobar la disminución del carácter bási- 
10 co y el aumento del carácter ácido en los derivados de

inhibidor preparados de acuerdo con el invento, el inhi­
bidor natural y preparados modificados fueron sometidos 
a eleotroforésis en microzonas sobre hoja de acetato de 
celulosa en el agente tampón de barbiburato de dietilo 

15 de pH 8,6.
El inhibidor natural se desplaza en el presente 

caso hacia el cátodo, mientras que los preparados modifi­
cados, dependiendo del grupo modificado, se desplazan más 
o menos ampliamente hacia el ánodo. Para el inhibidor na- 

20 -tural el tramo de- desplazamiento catolicones de aproxima­
damente 3 mm. Para los preparados modificados, en que el 
grupo modificador contiene, en los casos individuales, 
uno, dos, tres o cuatro aminoácidos ácidos, los tramos 
de desplazamiento anódico son de aproximadamente 1,5 mm,

25 8 mm, 13,5 mm y 17 mm.
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Por consiguiente, la-modificación del inhibi­
dor conduce a preparados cuyo carácter básico está dis­
minuido y cuyo carácter ácido ha aumentado. La modifica­
ción con un grupo que contiene un único aminoácido áci­
do, ya conduce a tal disminución del punto isoelóctrico, 
de modo tal que a pH 8,6 el carácter ácido predomina 
un poco sobre el carácter básico.

Los puntos isoeléctricos susceptibles de ser 
calculados a partir de las constantes de disociación de 
los grupos funcionales del inhibidor y de sus derivados 
preparados de acuerdo con el invento, son de aproximada­
mente 10,5 para el inhibidor natural y respectivamente 
de alrededor de 8,6, 5)1, 4,8, y 4,6 para preparados modi­
ficados, en los que el grupo modificado contiene uno, 
dos, tres o cuatro aminoácidos ácidos.

Para la comprobación con microscopio y fluores­
cencia del almacenamiento en los,riñones de inhibidor y 
de inhibidor modificado, se inyectaron en cada caso por 
vía intravenosa a 3 conejos, con un peso de 2,5 kg, ca­
da vez en el mismo momento, 20 mg de inhibidor natural 
o 20 mg de inhibidor modificado de acuerdo con el invento. 
Después de dos días se retiraron los riñones, se cortaron 
y se incubaron con un preparado de Y -globulina marcado 
con fluoresceína, que se había obtenido a partir del an­
tisuero de conejos, que con anterioridad habían sido ino-

20-8-74 -9-



5

10

15

20

25

culados varias veces con inhibidor y coadyuvante según 
Freund para aumentar la formación de anticuerpos. .

En este caso, bajo el microscopio con fluores­
cencia se ofreció el siguiente cuadro.

Todos los recortes de riñones de los animales 
tratados con el inhibidor natural, mostraron lugares 
fluorescentes grandes, en partes confluyentes, reparti­
dos por todo el campo de visión, mientras que los recor­
tes de los riñones de los animales que habían recibido 
el inhibidor modificado no mostraban la mayor parte de 
las veces ninguna fluorescencia y sólo en algunos pocos 
casos contenían pequeños lugares luminosos. Este ensayo 
mostró de manera inequívoca que el inhibidor cuyo punto 
isoeléctrico ha sido disminuido es almacenado muchísimo 
menos, o incluso no es almacenado, en los riñones.

En ensayos previos se comprobó además, mediante 
doble difusión, que el preparado de anticuerpos utiliza­
do no sólo reaccionaba frente al inhibidor natural, sino 
también frente a sus productos de reacción de acuerdo 
con el invento.

Para la determinación de la actividad de los 
inhibidores de tripsina-calicreína modificados se proce­
dió del siguiente modo:

La solución de inhibidor fue previamente incu­
bada con una cantidad establecida (correspondiente a una
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determinada actividad) de solución de tripsina; después 
de corto tiempo se añade un substrato apropiado para 
tripsina, por ejemplo N-benzoil-arginin-4-nitroanilida 
(BAPA) y después de algún tiempo y tras haber detenido 
la reacción se mide cuantitativamente en un fotómetro 
con longitud de onda apropiada, por ejemplo 405 nyi, la 
coloración de amarillo debida a la separación de para-ni- 
trofenol producida por tripsina no inhibida.

En particular se procede en este caso incubando 
una cantidad de tripsina (tripsina, cristalizada, purísi­
ma) que, determinada de modo previo, reunida durante 30 
minutos a 37^0 con BAPA, produce una determinada extin­
ción a 405 junto con cantidades crecientes del inhi­
bidor en un volumen constante. Después de incubación pre­
via durante 30 minutos se añade la cantidad patrón. La 
reacción, después de 30 minutos de incubación con BAPA 
a 37^0, es detenida por adición de ácido acético diluido 
y se mide la coloración de amarillo que ha aparecido.
Si se registra^ en un diagrama las cantidades añadidas de 
inhibidor en función de los correspondientes valores de 
extinción, se obtiene una curva, a partir de la cual se 
puede determinar con facilidad la cantidad de inhibidor 
que era capaz de inhibir hasta la mitad en cuanto a su 
efecto a la cantidad de tripsina añadida siempre en can­
tidad constante. Ya que era conocida la actividad o can-



tidad de tripsina que se había añadido, puele calcularse 
a partir de ello el número de mg dé inhibidor que eran 
capaces de inhibir a una determinada cantidad de tripsi­
na. '

En este ensayo, aproximadamente 1 mg del inhi­
bidor modificado son capaces de inactivar aproximadamente 
3 mg de tripsina.

El inhibidor de tripsina-calicreína modificado 
de acuerdo con el invento sirve como medicamento en el 
caso de hemorragias como consecuencia de fibrinólisis 
excesiva; así, por ejemplo, sirve en la cirugía en el 
caso de hemorragias de próstata o perturbaciones de ci­
catrización de heridas, en la medicina interna como, te­
rapia adicional en el caso de hemófilos, en la ginecolo­
gía en casos de placenta previa, muerte del feto intrau­
terina y hemorragia ulterior atónica, y para la profila­
xia en el caso de operaciones en órganos parenquimatosos 
y en el caso de prostatectomías y embolias grasientas.

Los nuevos medicamentos de acuerdo con el inven­
to son inyectados por vía intravenosa en solución isotó- 
nica o son añadidos por goteo permanente después de haber 
diluido en soluciones de infusión, tales como por ejemplo 
solución fisiológica de sal común. Como dosificaciones 
entran en consideración las de 0,1$ - 3 mg por kg.



Ejemplo' 1
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-ácido-L-glutámico 

A una suspensión de 900 mg de penta-Boc-inhi- 
bidor de tripsina-calicreína, 386 mg (1,3 milimoles) de 

5 HCl.H-Glu(0Bu^)-0Bu\ 175 Mg (1)3 milimoles), de HOBt y
0,17 mi (1,3 milimoles) de N-etilmorfolina en 10 mi de 
dimetilformamida se añaden a OSO, 284 mg de DCC y se agi­
ta durante 1 hora a ose y durante 24 horas a la tempera- . 
tura ambiente.' El precipitado es filtrado con succión y.

10 el producto filtrado es concentrado. El residuo es tritu­
rado con éter y secado. Rendimiento 1,39 g*

La sustancia obtenida de este modo es disuelta 
en 10 mi de ácido trifluoroacético. Se deja reposar duran­
te 30 minutos a la temperatura ambiente y a continuación 

15 se concentra en vacío. El residuo es triturado con éter
y filtrado con succión.
Rendimiento 1,17 g*
La sustancia así obtenida es dializada frente a agua y
secada por congelación. Rendimiento 710,3 mg.

20 325 mg de la sustancia dializada y secada por congela­
dlo*)ción son cromatografiados sobre Sephadex LH 2Cr  ̂ (colum­

na de 100 x 2,5 cm) en el sistema de ácido acético gla- 
cial/butanol/agua (2:4:20). Se aíslan 228 mg de una 
fracción pura.

25 Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu = 6:8,3
(teórica 6:8)
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Ejemplo 2
Inhibidor - de tripsina-calicreína-penta-(Glu-Glu-OH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-cali- 
creína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 

5 con 625 mg (1,3 milimoles) de HCl.H-Glu-(OBu^)-Glu(OBu^
-OBu . Después de tratamiento con ácido trifluoroacótico 
y subsiguiente diálisis se obtienen 770,4 mg de sustan­
cia bruta. 500 mg de esta sustancia bruta son purificados 
igual que en el Ejemplo 1.

10 Rendimiento 332 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu = 6:14,6 
(teórica 6 :13).

Ejemplo 3 '
15 Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Glu-Glu-Glu-CH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-cali- 
creína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 
con 867 mg (1,3 milimoles) de HC1.H-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)- 
Glu(0Bu )-0Bu . Después de tratamiento con ácido trifluo- 

20 roacético se obtienen 1,355 g de sustancia bruta, que
son cromatografiados en ácido acético 0,1 M sobre Sepha- 
dex G 25 (columna de 200 x 4 cm).
Rendimiento 674,9 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu=¡6:18,3 (teóri 

25 ca 6:18)
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Ejemplo 4
Inhibidor de trinsina-calicreína-penta-(Glu-Glu-Glu-Glu-OH) 

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-cali- 
creína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 

5 con 1,11 g (1,3 milimoles) de HCl.H-Glu(0Bu^)-Glu(0Bu^)-
Glu(0Bu^)-Glu(0Bu^)-0Bu^. Después de tratamiento con áci­
do trifluoroacético se obtienen 1 ,1 5 g de sustancia bruta, 
que son cromatografiados en ácido acético 0,1 H sobre 
Sephadex G 25 ^  (columna de 200 x 4 cm). Rendimiento 

10 745 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:-Glu- 6:23,4 . 
(teórica 6 :23)

Ejemplo 5
15 Inhibidor de tripsina-calicreína-rpenta-ácido aspártico

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca- 
licreína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 
1 con 365 mg (1,3 milimoles) de HCl.H-Asp(0Bu^)-0Bu^. 
Después de tratamiento con ácido trifluoroacético se 

20 obtienen 1,083 g de sustancia bruta, que son cromatogra­
fiados en ácido acético 0,1 M sobre Sephadex G 25 (R) 
(columna 200 x 4 cm).
Rendimiento 707,6 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly: Glu: Asp =

25 = 6:3,2:10,5 (teórica 6:3:10)
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N enR'Io.6
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Glu-Asp-OH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca- 
licreína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 
1 con 610 mg (1,3 milimoles) de HCl.H-Glu(OBu^)-Asp(OBu*0 
OBu . Después de tratamiento con ácido trifluoroacético 
se obtienen 1,1 g de sustancia bruta, que son cromato- 
grafiados en ácido acético 0,1 M sobre Sephadex G 25 ^  
(columna de 200 x 4 cm). Rendimiento 759 s 3 mg de una 
fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción de Gly:Glu:Asp =
= 6,0:8,5: 10,5 (teórica 6:8:10)

Ejemplo 7
Inhibidor de triPsina-calicreína-penta-(Glu-Glu-Asp)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca- 
licreína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 
1 con 848 mg (1,3 milimoles) de HCl.H-Glu(0Bu^)-Glu(0Bu^) 
-Asp(0Bu^)-0Bu^. Después de tratamiento con ácido tri­
fluoroacético se obtienen 1,266 g de sustancia bruta 
que son cromatografiados en ácido acético 0,1 M sobre 
Sephadex G 25 ^  (columna de 200 x 4 cm).
Rendimiento 727 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu: Asp = 5,5 : 
*1 3 ,6 : 10,0 (teórica 6: 13: 10).



Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Asp-Glu-Asp)
900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-cali- 

creína son hechos reaccionar'análogamente al -Ejemplo 1 
con 830 mg (1,3 milimoles) de HCl.H-Asp(OBu^)-Glu(OBu^)- 
Asp(0Bu^)-0Bu^. Después de tratamiento con ácido trifluo- 
roacético se obtienen 1 ,2 5 g de sustancia bruta, que son 
cromatografiados en ácido acético 0,1 H sobre Sephadex 
G 25 ^  (columna de 200 x 4 cm.
Rendimiento 628,4 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos : proporción Gly:Glu:Asp =6,0 :
8.0 : 15,1 (teórica 6 : 8:15).

Ejemplo 9
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta(Glu-Asp-Glu-Asp) 

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca- 
licreína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 
1 con 1,07 g (1,3 milimoles) de HCl.H-Glu(OBu^)-Asp(OBu^) 
-Glu(0Bu )-Asp(0Bu )-0Bu . Después de tratamiento con 
ácido trifluoroacético se obtienen 1,54 g de sustancia 
bruta que son cromatografiados en ácido acético 0,1 M 
sobre Sephadex G 2 5 ^  (columna de 200 x 4 cm). Rendi­
miento : 634 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu:Asp =5,7 :
13.0 : 15,6 (teórica 6 : 13 : 15)
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Ejemplo lo
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Glu-D-Glu-OHe)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-cali- 
creína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 
con 597 mg (1,3 milimóles) de HC1.H-Glu(OBu^)-D-Glu(OBu^)- 
OHe (J. Chem. Soc. Ferkin I 1972, página 1) análogamente 
al Ejemplo 1. Después de tratamiento con ácido trifluoro- 
acático se obtienen 1,2 g de sustancia bruta que son cro- 
matografiados en ácido acético 0,1 H sobre Sephadex 0 
2^(R) (columna de 200 x 4 cm).
Rendimiento 654 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu = 6 : 13,7 
(teórica 6:13).

Ejemplo 11
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Asp-Glu-NH^)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca- 
licreína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 
1 con 533 mg (1,3 milimóles) de HC1.H-Asp(OBu^)-Glu(OBu^)- 
NH2 (obtenido por hidrogenación catalítica de Z-Asp(OBu^)- 
Glu(0Bu^)-NH2, que está descrita en J. Chem. Soc. C.
(1968) página 531). Después de tratamiento con ácido tri- 
fluoroacético se obtienen 1,18 g de sustancia bruta, que 
son cromatografiados en ácido acético 0,1 M sobre Sephadex 
G 2 5 ^  (columna de 200 x 4 cm).
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Rendimiento 640 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu:Asp = 
6,0:8,6:10,3 (teórica 6:8:10).

3 E,iemplo 12
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Asp-Ser-Asp-OH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca- 
licreína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 - 
con 720 mg (1¡3 milimoles) de H01.H-Asp(0Bu^)-Ser-Asp(0Bu^)- 

10 0Bu*\ (J. Chem. Soc. C. Org. 1969, página 2218). Después
de tratamiento con ácido trifluoroacético se obtienen 1,3 
g de sustancia bruta, que son cromatografiados en ácido 
acético 0,1 M sobre -Sephadex G 25  ̂ (columna de 200 x
4 cm).

15 Rendimiento 710 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Asp:Ser = 6:15,5:
4,9 (teórica 6:15:6).

Ejemplo 13
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(Glu-Glu-D-Glu-OH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-calicreína 
son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 con 867 
mg (1,3 milimoles) de HC1.H-Glu(OBu^)-Glu-(OBu^)-D-Glu(OBu^ 
OBu^. Después de tratamiento con ácido trifluoroacético 

25 se obtienen 1 ,2 5 g de sustancia bruta, que son cromato-
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grafiados en ácido acético 0,1 M sobre Sephadex G 25^^ 
(columna de 200 x 4 cm).
Rendimiento 683,2 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos: proporción Gly:Glu = 6,00:18,0?

5 (teórica 6:18).

Ejemplo 14
Inhibidor de tripsina-calicreína-penta-(D-Glu-D-Glu-D-Glu- 
OH)

10 900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina?cali-
creína son hechos reaccionar análogamente al Ejemplo 1 
con 867 mg (1,3 milimoles) de HC1.H-D-Glu(OBu*^)-D-Glu(OBu^)

J —D-Glu(0Bu )-0Bu . Después de tratamiento con ácido trifluo- 
roacético se obtienen 1,52 g de sustancia bruta, que son 

15 cromatografiados en ácido acético 0,1 M sobre Sephadex
G 2 5 ^  (columna de 200 x 4 cm).
Rendimiento 652,9 mg de una fracción pura.
Análisis de aminoácidos:proporción Gly:Glu - 6:18,88 (teó­
rica 6:18).

20 Preparación de las sustancias de partida
a) Z-Glu(OBuh-Glu(0Bub-OBu^

10,4 g (20 milimoles) de Z-Glu(0Bu^)-0H.DCEA 
son agitados a 0^0 entre 100 mi de éter y 20 mi de E^SO^
1N. La fase en éter es secada con sulfato de sodio y es 

25 concentrada. El residuo es disuelto en.50 mi de dimetil-

20-8-74 -20-



formamida. A esta solución se añaden 5,91 j (20 milimo- 
les) de H01.H-Glu(0Bu^)-0Bu^, 2,7 g (20 milimoles) de 
HOBt, 2,6 mi de N-etilmorfolina y a O^C 4,4 g de DDO (en 
forma de solución en dimetilformamida). Se agita durante 

5 1 hora a OSO, durante 2 horas a la temperatura ambiente
y se deja reposar durante la noche a la temperatura am­
biente. Al día siguiente se filtra con succión el precipi 
tado y se concentra el producto filtrado. El residuo es 
disuelto en acetato de etilo y la solución es lavada suce 

10 sivamente con solución de NaHCO^, con solución de KHSO^,
con solución de NaHCO^ y con agua, es secada con sulfato 
de sodio y es concentrada. El residuo es cromatografiado 
en acetato de etilo sobre aproximadamente 30 g de AlgO^ 
básico (etapa de actividad I Woelm). El eluato es concen- 

15 trado y secado en alto vacío .
Rendimiento 10 g de aceite (al 86%). Después de algún 
tiempo cristaliza el aceite, punto de fusión 883C.

0 ^ 4 6 ^ 9  (578,7)
20 cale.: C 62,26 H 8,01 N 4,84

ene.: C 62,3 H 8,1 N 5,1

b) HC1. H-Glu(OBub-Glu(OBub-OBu^
9,6 g de Z-Glu(0Bu^)-Glu(0Bu*Ó-0Bu^ son disuel- 

25 tos en metanol, mezclados con catalizador de Pd e hidro-
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genados a pH 4,5 con ayuda de un autovalor"lor con adi­
ción de HC1 metanólico 2N. Después de haberse terminado 
la hidrogenación, el catalizador es filtrado con succión 
y el producto filtrado es concentrado. Rendimiento 7,3 g 
de aceite (al 91%).

^22^40^2^7*^1 (481,04)
c.) Z-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-OBu^

A una solución de 6,2 g (12,9 milimoles) de 
HCl.H-Glu (OBu*^)-Glu(OBu^)-OBu^, .1,74 g (12,9 milimoles) 
de HOBt, 1,68 mi (12 milimoles) de N-etilmorfolina en 60 
mi de dimetilformamida se añaden 6,65 g (12,9 milimoles) 
de Z-Glu(OBu^)-OTcp, se agita durante 5 minutos y se con- 
centra en alto vacío. El residuo es disuelto en acetato 
de etilo y es extraído por agitación como en a). Después 
de secar sobre sulfato de sodio se concentra y se tritu­
ra el residuo con éter de petróleo. Se enfría a 090 y 
se filtra con succión.
Rendimiento 3,3 g (70%).
Punto de fusión: 111-113SC.

* -29,89 (c = 1, metanol)

^39^61^3 0^2 (763,94)

C9 ILc * * C 61,35 H 8,04 N 5,51
ene.: C 61,2 H 8,0 N 5,6
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d) HC1.H-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-OBu^
5)3 g (7)6 milimoles) de Z-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)- 

Glu(OBu )-OBu son hidrogenados catalíticamente en metanol 
como en b). Rendimiento 4,8 g de aceite (al 95%)*

5 ^3l ^ ^ 3°io * HCl (666,3)
e) Z-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-OBu^

A una solución de 3)9 g (5)85 milimoles) de 
HCl.H-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-OBu^, 0,79 g (5,85 ,
milimoles) de-HOBt y 0,76 mi (5,85 milimoles) de N-etil- 

10 morfolina en 50 mi de dimetilformamida se añaden 3 ,0 5 6

(5,85 milimoles) de Z-Glu(OBu^)-OTcp. Se agita durante 
i hora a la temperatura ambiente y se somete a tratamien­
to como en c). Rendimiento 4,75 g (86%) Punto de fusión 
119 a 120SC.

15
= - 29,13 (c = 1 , metanol)

C48V 4O15 ( W , 2) 
cal.: C 60,75 H 8,08 ' N 5,91
ene.: 0 60,6 H 8,0 N 5,8

20 .

f) HCl.H-Glu(0Bub-Glu(0Bu*b-Glu(OBub-Glu(QBub-0Bu^
4,4 g (4,63 milimoles) de Z-Glu(0Bu^)-Glu(0Bu^)- 

Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-OBu^ son hidrogenados catalíticamen­
te en etanol como en b).

25 Rendimiento 3,85 g de aceite (98%)
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C40H70V 13 * HC1 (851,5)
g) Z-Glu(OBu^)Asp(-OBu^)-OBu^

52 g (0,1 moles) de Z-Glu(OBu^)-OH.DCHA son 
agitados entre éter y 100 mi de I^SO^ 1N a 030. La fase 

5 en éter es lavada una vez con 3gua, es secada con sulfa­
to de sodio y concentrada. El residuo es disuelto en 200 
mi de dimetilformamida. A esta solución se añaden 28,1 g 
(0,1 moles) de HC1.H-Asp(OBu^)-OBu^, 13,5 g de IÍOBt (0,1 - 
moles), 13 mi'de N-etilmorfolina (0 ,1 moles) y a  030 

10 se añaden 22 g de DCC (en forma de solución en dimetil­
formamida). Luego se procede como en a). El residuo cris­
taliza al triturar con éter de petróleo. Rendimiento 42,9 
g (76%), punto de fusión 128 a 130BC. Para la purificación 
adicional la sustancia fué disuelta en éter y cromatogra- 

15 fiada sobre 120 g de A^O^ básico.
Rendimiento 34,7 g, punto de fusión 131 a 132 30.

= -17,9- (c = 1, metanol)
C29H44N2O9 (564,7)

20 cale.: C 61,70 H 7,86 N 4,96
encont.: C 61,7 H 7,8 N 4,9
h) HCl.H-Glu(OBu^)-Asof OBu^)-OBû

34,5 g (62 milimoles) de Z-Glu(0Bu^)-Asp(0Bu^)- 
OBu son hidrogenados catalíticamente en metanol como en 

25 *b). Rendimiento 29,3 Re aceite (al 100%).

^21 ^38^2^7 * (̂**6 7,0 1)
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i) Z-Glu(OBu^) -GlufOBu^ 1) -Asp (OBu^ ) -OBu^
A una solución de 1,25 g (26,7 milimoles) de 

HCl.H-Glu(OBu^)-Asp(OBu^).-OBu^, 3,6 g (26,7 milimoles) 
de HOBt, 3,5 mi (26,7 milimoles) de N-etilmorfolina en 

5 100 mi de dimetilformamida se añaden a la temperatura
ambiente 13,82 g (26,7 milimoles) de Z-G3u(0Bu^)-0Tcp.
Se deja reposar durante 1 hora y se somete a tratamiento 
como en c). Rendimiento 24,7 g de aceite. Para la purifi­
cación adicional, el aceite, disuelto en éter, es cróma­

lo tografiado sobre 75 g de AlgO^'básico. Rendimiento 17,65 . 
g de masa amorfa (88%).

-23,93 (c = 1 , metanol)

^38^9S°12 (749,9)
15 cale.: C 60,86 H 7,93 N 5,61

ene.: C 60,3 H 7,9 N 5,6
j) HC1.H-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-Asp(OBu^)-OBu^

17 g (22,7 milimoles) de Z-Glu(0Bu^)-Glu(0Bu^)- 
Asp(0Bu^)-0Bu^ son hidrogenados catalíticamente en metanol 

20 análogamente a b).
Rendimiento 14,34 g de masa amorfa (97%)
C ^ H ^ O ^  ' HCl (652,2)

k) Z-Asp(OBu^)-Glu(OBu^)-Asp(OBu^)-OBu^
25 A una solución de 12,5 g ( 26,7 milimoles) de
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HC1.H-Glu(OBu^)-Asp(OBu^*)-OEu^ y 3?5 mi (26,7 milimoles) 
de N-etilmorfolin3 en 100 mi de dimetilformamida se aña­
den 11,25 g (26,7 milimoles) de Z-Asp(0Bu^)-0NSu y se ha­
ce reaccionar a la temperatura ambiente durante aproxima- 

5 damente 20 horas. Se somete a tratamiento de modo análogo
a c). El residuo (18,4 g de aceite), para efectuar la pu­
rificación es disuelto en óter y es cromatografiado sobre 
50 g de AlgO^ básico.
Rendimiento 13,4 g de sustancia amorfa (68%).

10 .
= -23,93 (c = 1 , metanol)

^37^57^3^12 (735!9)
cale.: C 60,4 H 7,81 N 5,71
ene.: C 60,0 H 7,1 N 5,6

15 1) HC1 .H-Asp (OBu^)-Glu(OBu^)-Asp(OBub-OBu^
12,8 g (17,4 milimoles) de Z-Asp(OBu^)-Glu(OBu^)* 

Asp(0Bu )-0Bu son hidrogenados catalíticamente en meta­
nol análogamente a b).
Rendimiento 10,4 g de sustancia amorfa (94%).

20

C29H51N3O10 . HC1 (638,2)
m) Z-Glu(0Bu^)-Asp(OBu^)-Glu(OBu^)-Asp(OBu^)-OBu^

A una solución de 6,4 g (10 milimoles) de
HCl.H-Asp(OBuh-Glu(OBub-Asp(OBub-OBu\ 1,35 g (10 mi-

2.5 limóles) de HOBt y 1,3 mi (10 milimoles) de N-étilmorfo-
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lina en 40 mi de dimetilformamida so añaden 5 S (10 
milimoles) de Z-Glu(0Bu )-0Tcp, se agita durante 1 hora 
a la temperatura ambiente y se somete a tratamiento aná­
logamente a o). El residuo es triturado con éter de pe- 

5 tréleo. Rendimiento 7,4 g (80%), punto de fusión 1963C..

10

15

20

25

= -24,6S (o = 1, metanol)

^ 7 2 V l 5
Cal: C 59,98 H 7,88 N 6,08
ene: C 59,6 H 7,8 N 6,1 -
n. HCl.H-Glu(OBu^)-Asp(OBu^)-Glu('OBu^)-Asn(OBu^)-OBu^
7 g (7,6 milimoles) de Z-Glu(OBu^)-Asp(OBu^)-Glu(OBu^)- 
-Asp(0Bu^)-0Bu^ son hidrogenados catalíticamente en me­
tanol análogamente a b). Rendimiento 6,1 g de sustancia 
amorfa (9 7 ,5 %)
O ^ g H g g V ^  , . HC1 (823,4)
Penta-Boc-inhibidor de tripsina-calicreína

o!̂ ) 1,3 g de inhibidor de tripsina-calicreína 
son disueltos en 10 mi de agua. A esto se añaden 50 mi 
de dimetilformamida y 4,4 mi de solución saturada de 
NaHCO^. Luego se añaden 430 mg de Boc-ONSu, se agita 
a la temperatura ambiente durante 1 hora y se deja re­
posar durante la noche. Al día siguiente se acidifica 
a pH 5 con ácido acético. 2N. La solución transparente 
'es.concentrada en alto vacío. El residuo es triturado
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con agua, filtrado con succión, bien lavado con agua y 
secado. Con acetato de etilo se tritura nuevamente,-se 
filtra con succión y se seca. Rendimiento : 880 mg.

La electroforésis en papel proporcionó en me­
dio ácido una sustancia homogénea, que era diferente del 
inhibidor de tripsina-calicreína.

) 1 ,3 g de inhibidor de tripsina-calicreína 
son suspendidos en 20 mi de dimetilformamida. A esto se 
añaden 270 mg- de HOBt, 480 mg de Boc-ONp y 0,14 mi de 
1,1', 4,4'-tetrametilguanidina. En varias porciones se 
añaden 0,7 mi más de 1 ,1 ', 4,4'-tetrametilguanidina y 
480 mg más de Boc-ONp. Se agita en total durante 2 días 
a la temperatura ambiente, se concentra y se agita el 
residuo con acetato de etilo. El precipitado es tritu­
rado con etanol y filtrado con succión. Rendimiento 
950 mg. El producto obtenido es idéntico según electro­
forésis en papel a la sustancia obtenida de acuerdo con 

).
Y) 7 g áe inhibidor de tripsina-calicreína 

son disueltos en 77 mi de agua. A esto se añaden 315 mi 
de dimetilformamida, 24 mi. de solución saturada de 
NaHCO^ y 14 mi de Boc-azida. Se agita durante 5 horas a 
35^C con ácido acético 2N se acidifica a pH 5 y se con­
centra en alto vacío. El residuo es triturado con agua 
-y filtrado con succión. Rendimiento: 6,5 g. El producto
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obtenido es idéntico según electroforesis r.n papel a 
la sustancia obtenida de acuerdo con o()
Preparación de las sustancias de partida. 
p. HCl.H-D-Glu (OBu*^)-D-Gln(OBu^)-D-Glu(03u^)-OBu^

Se prepara de manera análoga a a), b), c), y 
d).a partir de los correspondientes derivados de ácido 
D-glutámico. Los puntos de fusión corresponden a los 
compuestos L. Las rotaciones específicas de los compues­
tos D se corresponden en su magnitud también a las de 
los compuestos L, pero tienen un signo opuesto.
0 . Z-GlufOBub-D-GluíOBuh-OBu^
A una solución de 2,96 g (10 milimoles) de HCl.H-D-Glu 
(OBu^)-OBu^ y 1,35 g de HOBt en 20 mi de dimetilforma- 
mida se añaden 3,17 g de Z-Glu(0Bu^)-0Tcp y 2,6 mi de 
N-etilmorfolina. Después de 1 hora se concentra, se re­
coge el residuo en acetato de etilo y se lava con agua, 
con solución saturada de NaHCO^, con solución de KHSO^ 
y con solución de NalICO^, se seca sobre NagSO^ y se con­
centra. Para la purificación se cromatografía en cloruro 
de metileno sobre 70 g de gel de sílice. Después de que 
se hubo eluído con 400 mi de cloruro de metileno, la 
sustancia se eluyó con la mezcla de cloruro de metileno/ 
acetona (9:1). Rendimiento 5)3 g de aceite.
r. HCl.H-Glu(OBub-D-Glu(OBub-OBu^
5)3 S de Z-Glu(OBu^)-D-Glu(OBu^)-OBu^ oleoso son hidro-
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genados catalíticamente de modo análogo al Ejemplo b). 
Rendimiento 3)64 g de aceite.
s. Z-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-D-Glu(OBu^)-OBu^
A una solución de 3,6 g de HCl.H-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-D- 
Glu(0Bu^)-0Bu^ y 1,01 g de HOBt en 20 mi de dimetilfor- 
mamida se añaden 0,97 mi de N-etilmorfolina y 3,83 g 
de Z-Glu(0Bu^)-0Tcp. Después de 1 hora se somete a tra­
tamiento análogamente al Ejemplo c).
Rendimiento 4', 3 5 g, punto de fusión 129-13030.

{* ^  = -10,43 (c=l, en metanol).L. j D

t .HC1.H-Glu(OBu^)-Glu(OBu^)-D-Glu(OBu^)-OBu^
4,13 g de Z-Glu(OBu^)-Glu(OBu*^)-D-Glu(OBu^)-OBu^ son 
hidrogenados catalíticamente de modo análogo al Ejemplo 
b. Rendimiento 3,3 g de sustancia amorfa.

i

20

25

20-8-74

ABREVIATURAS
Boc ter.-butiloxicarbonilo
Z benciloxicarbonilo
OBu^ áster ter.-butílico
ONp áster 4-nitrofenílico
ONSu áster N-hidroxisuccinimídico
OTcp áster 2,4,3-triclorofenílico
DCUA diciclohexilamina

<
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DCC diciclohexilcarbodiimida
HOBt 1-hi dro xib en zo t r iazo 1
piy glicina
Glu glutamina
Asp asparragina
Ser serina

Esta solicitud, que corresponde a la presenta­
da en República Federal Alemana, el 6 de Septiembre de 1973) 

10 con el ns P 23 44 886:4, se aooge a los beneficios del ar­
ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES
15

Los puntos de invención, propia y nueva que se 
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten­
te de Invención en España, por VEINTE a&os, son los que se 

20 recogen en las reivindicaciones siguientes:
IB.- Procedimiento para la preparación de deri­

vados del inhibidor de tripsina-calicreína básico obtenido 
de órganos de mamíferos, en donde los cinco grupos carboxi- 
lo presentes de la molácula de péptido están prolongados 

25 en forma de amidasmediante radicales péptidos de la fórmu-
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-NH-CH-CO- (NH-CH-CO-) '<V (I)
¡ i

en la que X representa los números O hasta 10, Y signifipa 
hidrógeno o un radical alcohilo de cadena recta o ramifica 
da con 1 a 5 átomos de carbono, que eventualmente está sus 
tituído con un grupo carbonilo, hidroxilo o carbonamido, 
pudiendo significar el radical NH-CH-CO también el radical

prolina, y en donde Y, caso de que X sea 0, significa -CHg- 
-C00H ó -CHg-CHg-COOH, y caso de que X represente los núme 
ros 1 hasta 10, por lo menos una cadena lateral Y represen 
ta -CHg-COOH o -CHg-CHg-COOH, en donde además W significa 
-OH, pero en el caso de presencia de por lo menos dos gru­
pos carboxilo en las cadenas laterales, puede significar 
también -NHg, -NH-CH^, -NH-CgH^, -OCH^ ó -OCgH^, caracterjL 
zado porque el inhibidor de tripsina-calicreina cuyos cin­
co grupos amino primarios están protegidos mediante grupos 
protectores fácilmente separables en medio ácido, se hace 
reaccionar con aminoácidos o péptidos de la fórmula general
II,

NHg-CH-CO- (NH-CH-CO)x'#'
Y Y (II)
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en la que Y y X tienen los significados indicados, pero los 
grupos cardoxilo existentes en Y, están presentes en forma 
de áster ter.-butílico, significa ter.-butoxi, pero en 
el caso de presencia de por lo menos 2 grupos áster ter.-bu 
tilico en las cadenas laterales puede significar también
—i < , 1 'd i" , —h h — ,, -OCH^ o en presencia de 1-
hidroxi-benzotriazol y diciclohexilcarbodiimida, y a contí

nuacion se separan en medio acido los grupos proie&*cof¿Sí 
23.- Procedimiento para la preparación Je dert.̂ .

dos del inhibidor de tripsina-calioreina básico obtenido de 
órganos de mamíferos.

Tal y como 3e ha descrito en la Memoria que ante­
cede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta,de treinta y tres hojas escri 
tas a máquina por una sola cara.

}.cdri¿, '5MM. ]{%
P.A.

2b.2.75
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