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MEMORIA DESCRIPTIVA

Bl presente invento se refiere & derivados ami=
do péptidos y a un procedimiento para su preparacidn.

Los derivados amido pdptidos proporcionados por
el presente invento cpmprenden el compuesto L-pirogluta
nil~-I-histidil-I~prolil-beta-elaninamida de la férmula

pGlurHis-Pro—NH—CH2-GH2-00-NH2 (x)
en la quo todos los aminofcidos que contienen un
centro asimétrico tienen la configuracidn I,
y sus sales dec adicibén do Acido.

Ias abreviaturas en esta deseripeidn para los
aninodcidos individuales y sus grupos protectores son las
conocldas y'utiiizadas conunmente hosbe ahora en la quimi-
ca de los pdptidos [voase Schroaer E. ¥y Lﬁbke K+t The Pep~
tidess Academic Press: Hueva York y Londres, volumen I
(1965) y volumen II (1966) y Normes IUPAC-IUB]. Por con -
siguiente no se amplia aqui lu definicidn de estas abre~
viaturas salvo "pGlu", con la que se denomina el Acido
piroglutimico.

Bjemplos de sales de adicifn de Acido de los
compucstos de la f£érmule I son las salos con dcidos inor~
ghnicos oomo ¢l Acido clorhidrico, el 4cido bromhidrico,
el fcido fosfbrico, ol Acido sulffiraco, ol dcido perclée
rico y similarcs,; y con &cidos orginicos como el &cido
acbtico, el Acido oxdlico, el 4oido maleico, el doido wh-
licoy el dcido tartdrico o ol 4cido cltrico y similarcs.
Sc prefieren ogpecialmente lag salos de adicidn de Acido

atdxicas; aceptables en farmacia.
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Seghn el procedimiento proporcionado por el pre
sente invente, 1los derivados amido péptidos antes citados
(0 sea el ocompuesto de la foérmula I y sus sales de adie-
cifn de Aoido) se preparan:

haciendo reaccionar el dipéptido de la for-
mula:

PrO—NH-CH2~CH2- GO“'NHz ( II )
con un dipéptido de la f£érmula general:
pGlu-His~Ry (III)

en la que
Ry  representa un grupo hidroxilico o un redical
aotivador del grapo cerboxilico, y si se de= .
ses convirtiendo el compuesto de la £Ormula I obtenido
en una sal de adicibn de 4cido, presentando configura~
cién I todos los aminodeidos de las férmulas II y III ane
teriores que contienen un centro asimétrico.

BEjemplos de radicales activadores del grupo car
boxilico son &steres como el cianometilico, el p-ciano-
fenilicoy el p-nitrofenilico, el 234,5-triclorofenili~
cos el pentaclorofenilico, el tiofenilico, el p-nitrotio
fenilicos el 1-benzotriazolilico, el ftalimidilico, el
1-succinimidilicos el 1-piperidilicos el 8-quinolilico,
el 5-cloro~8-quinolilico, el 2-piridilico, el 2-tiopiri

dilico, lag agidas y los haluros.
Ia reaccidn del dipéptido de la férmula II oon
un dipéptido de la férmuwla III, puede efectuarse de ma~

nera ya conocida. De conveniencia esta reaccidén se efeo-
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tha on un disolvente orginico ilnertes preferentemente un
disolvente orgénico polar, como, por ejemplo, la dimefil-
formamida, ol sulfdxido de dimetilos el acetonitrilo o un
hidrocarburo hnlogenado como el diclorometano, el cloro-
formo, etc. Ia reezceidn se desarrolla también conveniente-
mente & wna temperatura por debajo de la del ambionte. En
el caso de quo Ry en un dipéptido de la férmule III re =
presente el grupo de hidroxilo, la reaccibn se lleva a
cabo, convenientemonte en presencia de un agente de obnp
densacidns como, por ejemplo, la diciclohexilearbodiimi-
day, el ecarbonil-diimidazol o similares o tambidn siguien-
do el método de snhidrido mixto. '

Los materiales de partida dd la férmula II, son
nuevos y se apreciard que 8stos forman btambién parte del
presentc invento,

BEstos materialos de pardida puedon prepararse
de manere ya conocidas utilizando los grupos protectores
usualesy en particular log indicadomy antes.

Los compuestos de la férmula I antes expuestos
y sus sales de adioidn de dcido aceptables farmacdutica—
mente tienen actividad antidepresiva y pueden usarsc para
el tratamionto de los sindromes depresivos.

La actividad de antidepresivos puede explicarse
por el hooho de que estas sustancles normslizen la activie
dad de nouroncs noradrendrgicas on ol cerebro, altordndo-
se ¢sta activided en ol cago de enfermedades depregivas,
Las alteracioncs en la actividad de neuronas noradrendrgi-
cas puede domostrarse midiendo la liberacidn de noradrens-—

line (NA); por ejemplos determinando la concentracibén de
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NA endbgons en el cerebro despuds del blogueo de la sine
tegis de NA mediante el bis{4~-metilel~homopiperacinil=tiom
oarbonil)~displfuro (FI4A 63) inhibidor de la dopaming bee
te~hidroxilasa. Cuando une substancia de prueba tiene ac-
tividad liberadors de la NA, esto se manifiesta por si
mismo en wne intensificacibn de la disminucidn de NA indu~
cido por FLA 63.

Para determinar la activided antidepresive del
oompuesto de la férmula I anterior se determind 90 minve
tos despuds de la inyécoién ieDes de FIA 63 (5 mg/kg) la
disminucidn de WA en todo el cerebro de ratones maochos.

Bl valor hallado después de la inyeccibén de FLA 63 solo
se ofrece en la Tabla que sigue gomo el 100%. le inyeo=
0ibn simultdnes de I~piroglutemil-Imhistidil-I~prolil=hew~
ta~-alaninamidn (substoncic de prueba) conduce & una note-
ble acelcraocidn de 1o disminneidn de NA indueida por FIA
63.

TLBLA
Noradrenalina (%)
TLA 63 5010 (testigo) 00,0 T 1,2
FLA 63 mis lo substancia
de prueba 82,2 T 2,6

Por ogonsiguientes; el compuesto de la f£érmulas I
aumente la liberscidn de NA en el ocerebro de los ratonese
Este desoubrimiento, junto con el aumento observedo en la
actividad logomotore en los ratones, son una prueba de la

activided antidepresiva del compucsto de o fdrmule I.
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Ia T-piroglutamil-I-hietidil-D-prolil~beta—alo-
ninamide de la férmula I tiene una DL 10 superior a 8
g/kg PeOs ¥ una DLgy superior a 4 g/kg. i.v. en el ratbn. -

Lo dosificacién debe regularse segin las nece-
gidades individuales y puede variar ontre 100 microgramos
v 1 mg 1.ve 0 ontre 10 y 100 mg p.o, por dosis individual,
administrada uns o variss veces al dis,

Los compuestos de la formula I y sus sales de
adicidn de boido aceptables farmacluticamente pueden uhis
lizarse oomo medicamentos en forma de preparados farmacdus
ticos que oontengan estos compuestos en asociacidn con un
vehiculo farmacbutico compatible, Este vehioulo puede ser
un material de vehioglo inertes orginico o inorgfnico,
apto para administracidén enteral o parenteral, como, por
ojomplos agun, gelatina, gome aribiga, lactosa, almidbn,
estearato de magnesio, talco, aceltos vegetaless polial—
quilenglicols vaselina, eto. Tos preparados farmacduticos
pueden tener forma sblide (por ejemplo, de pastillas
grageagy supositorios o ofpsulas) o liguide (por ejemplo:
de soluciones) suspensiones, jorabes o emulgiones)s Los
preparados farmacéugicos pueden esterilizarse y/o 6on£e~
ner coadyuvantes tales como agentes de conserveoibn) es—
$abilizadores, humectantes, emulgentes, sales para variar .-
la presibén osmbtica o amortiguedores. Ias formes de admi~ °
nistracidn preferidas son las soluoiones {ampollasg), los
pagtillas y las solucionss de rooiadura intranasel.

Los ejemplos que.siguen ilustran el prooedimiepp .
to proporoionado por el invento. ' ‘

EJEMPIO 1
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a) clorhidrato de éster metilioco de beta-alanina

Se calentaron en reflujo durante una hore 22 g
de beta-olening en HOL 4 N en motanol y a continuweoidn se
concentrd en vaolo hasta sequedad. Se repitid cste trata-
miento dos veces més y el aceite rostantes se oristalizd
en metanol-8tor. Rendimiontos 27,5 g punto de fusibn
9200,
b) dster metilico de tercibutiloxidarbonile-l-prolil-

~bata~alaning.

Se disolvieron en 160 cc de tetrahidrofurano
17,2 g de tercibutiloxicarbonil-I~prolina, se enfrid hage
ta -2000 y e tratd con 11,1 cc de trietilamina y 7,7 oc
de éster etilioo de Acido oclorofdémico. Se agitd le sus-
pensién resultante a -200¢ durante 5 minutos mds y se
trotd ocon una susponsidn, previamente enfriada hagte —208
Oy preparada o partir de 13+4 g de olorhidrato de dater
metilioo de beta-alenina y 13,4 oc de trictilamine en 160
cc de wna mozola do dimetilformamida y tebrahidrofurano
(1:1). Se agitd la meszela reaccionmal durente wuna hore pox
debajo de -1080 y durante otra horo mis & la temperatura
del ambientos se £iltrd y se ooncentrd el filtrado en va-
olo. Se disolvib ol residuo oleoso on 200 cc de acetato
de etilo y se lavd por 3 vecess; cada vesm oon solucidn al
5% de disulfoto potdsico, con aguas con golucién al 5%
de bicarbonato sbédico y con agua y se seod sobre sulfeto
gbdico. Se ooncentrd en vaocio la fase orghnica y se oris—
talizd ol residuo oleoso & partir de &ter/Ster de petrde
loo. Rendimiemto: 19,2 g Puato do fusibn: 7020, [a170]2
= =39,28 (0 = 1 on dimetilformamida).
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¢) Teroibutiloxicarbonil-I—~prolil=beta-~alaninamida.

Se saturd a 02 O con amoniaco gaseoso wna O -
luoibn de 11 g de éster metilico de tercibutiloxicarbo =
nil-I~prolil-bote-alonina en 80 gc de metanol y se la
guardd durantc dos dias & la temperature del embiento.
Iuegd se oconcentrd la solucidn en vaocio y se cristalizb
el residuc & pavtir de metanol-ngua. Rendimientos 9,8 g
Punto do fusibnt 175-1778 O [alfa]? = ~44/52 (o=1en
dimetilformamida).

&)  Aoctato de Impiroglutamil-L-histidil-I~prolil-bebem
~aloninsmide.

Por wna solucibn de 9 g de tercibubtiloxioarbo-
nil-I~prolil~beta~alaninamide en 50 cc de Acido acédtico
glacisl se hizo pasar durente una hora oloruro de hidpb-
geno gaseoso, se concentrd la solucidn en vaocio j 56 S6=
0b en vaolo durante la nocho ol olorhidrato de I~prolile
beta-alaninamida resultante, ’

So traﬁé a -20¢C oon 104 oo do HCL 1,64-N en te-
trahidrofurano una susponsibn de 7364 g de I~piroglutemil-
~I~histidin-hidrazide en una mezcla de 95 oo de sulfdxido
de dimetilo y 125 oc de dimetilformemida. Se afindicron &
esta soluoibn 5 oc de nitrito de isoamilo. Se agitd 1#
mezela & ~2020 duronte 30 minutos, se la enfrid hagta
~3000 y se la neubrelizd a esta temperatura con 23,7 co
do triotilamina. Se disolvieron 7s7 g de olorhidrato de
I-prolil-beta~alaninamida en una mezela de 20 oc de sul-
£oxido de dimetilo y 15 cc de dimetilformamida, se enfrib
esta soluoibn haste -1080; se la nowtralizd con 459 oo do

trietilaming y se afiadid a la mezela reaccional desorita
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anteriormente. Io mozola asi obtenida so agité a 2020
durante 1 hore, so guardd a 480 durente 24 horas y se £il-
trd. So oomcontrd ol filtrado en vaoios se recogil el re-
slduo en 350 oc de agua y se extrajo oinco veces con 70
cc de acetato do etilo ocada vez. Se congentrd en vaolo la
fage aouosn ¥y g6 purificd el residuo por distribucidn do
contracorriente en 1-butanol/deido aodtico glacial/agun
(431:5). Por concentraoién de las frecciones apropindas
on vaclo y liofilizacibén conseoutiva se obtuvo el acstato
de I~-piroglutamilel-histidil-I~prolil~beta~alaninomida.
[e120]%° = -B3,48 (0 = 1 en doido nobbico 1N).
Opoiomnlmente se disolvid el residuo de la ex =
traceibn de acetato de otilo en 20 oc de dcido acdtico
glacinl, se mozeld con 30 cc do anhidrido de dcido acdti~
60 y so manbuvo la mezcla a la temperatura del ambiente
durante una nocho. Iuego se diluyd la mescla con 500 oc
de agua y so ooncentrd hasta sequeded en vacio. Se reco-
gld el residuo hagia tros veces még en 50 cc de agua oo
da voz y so ovapord de nuevo haste sequedad. Luego sc diw

g0lvid ol residuo obtenido on 50 oc ds agua ¥y s6 oromatow—

- grafib sobre una columni de Amberlite 0G-50 (forma Ht),

La I~piroglutamnil-I-higtidil-Im~prolil~beta-alaninamida so
eluy oon &cido acético 1 N. Ias freocciones respectivas
se combinaron y liofilizaron. Electroforesis de papels
tampbn de 2 o6 de dcide acdtico glaoial y 20 co de piri-
dina, completado con agua hasta 1 litro (pH 6): RE(histi-
dina) = 0,73 £ 0,05, Tampén de 37 oo de Aoido f£érmico y
25 oc de foldo acdtico glacial, completado con ague haste
1 litro (pH = 1,7): RE (histidina) = 0,43 £ 0,05,
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EJEMPIO 2
So preparan de la maners ordinarie pastillas
oon entalla de fragmentaocién y de la oomposioidn siguienw

tes

Acetato de I-piroglutemil-I~histi-

dil~prolil~beta-alaninamida 22,77 ng
£lmidén de maiz 80,00 mg
Iactosa 67:23 ng
Acldo silicico precipitado 20,00 mg
Polivinilpirrolidone 6,00 mg
Talco 3369 mg
Estearato de magnesio 0,40 ng
200,00 mg
BEJEMPIO 3

Se preparan de la manore ordinaria soluciones
para ampollesy de la composicidn siguiente: ‘
a) Acetato de I-piroglutamil-I-histidil~

=I=~prolil-heta-alaninamida 0,227 mg
Manitol 0l mg
Agna para inyeccidén hasta 2,00 oc
b) Aoctato de I-piroglutamil~L-histidil-
~I~prolil-beta-alaninamida 04569 ng
Manitol 0l mg
Ague pore inyeccién haste 2:0 oo
REIV;IZNDICAGIONES

Doscrito el objeto del presente invento, se
declaran nueves y de propia invenoidn las siguientes rei
vindicaclonesy ocon priorided de la solicitud de paten’oe'
suize n 11725/74 del 28 do agosto do 1974 y mR 9302/75
16 Jalio 1975
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del
l.~ Procedimiento pare la preparacidn de ami
do péptidos de la formula "
PGLu~Hig~Pro=NH-CHym0H,~00-1Hy (1)
en la que todos los aminodcidos que oontienen un centro
neimbtrico tienen la configuracidn Iy
y sus sales de adioibn de dcido, ouyo procedimiento come

prende
hooor reaccionsr el dipéptido de la férmula
Prow=HH=0H p—0H 5~ 00=1H (1I)
con un dipdptido de la férmuls general
pGlu~Hig=Ry (I1I)
en la que

R,  ropresente wn grupo hidroxilico o un redi-
00l activador del grupo oarboxilicos y; si
s¢ deseny oonvertir el compuesto de la £Oérmula I obbeni-
do on una sal de adioidn de 4cidos presentando configu -
recidén I todos los aminofcidos de las férmulas II y III
que contienon un centro asimétrioco,
2e~ Procedimionto para la preparacidén do ami-
do péptidos.
Segln se describe y reivindioa en la presente
memoria descriptiva que congte de 11 hojes folindas y

Pell

Teprsdet JURD 1L MORA
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