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La presente invencidn se refiere & un nuevo compuesto,

- la L~piroglutamil—léprolinamida, a su preparacidn y a su utiliza

cidn en terapeitica én el tratamiento de la senescencia, con vis
tas a la mejora de las deflciencias seniles.

Segin la presente invencidn, se prepara ia L~pirogluta
mil-I-prolinamida, a la manera conocida de suyo, haciendo reac-
cionar el deido I-piroglutdmico con la I~prolinamida en presen—
cia de un reactivo de acoplamiento, en un medio orgdnico, segun

la ecuscidn:
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Las dos materias primasg utiligzadas para preparar la I
piroglutamil-I~prolinemida son conocidas y se encuentran en el
comercio, Asi, por ejemplo, el 4cido L-piroglutdmico, se distri-
buye por parte de la firma americana ALDRICH CHEMICAL Co., Inc.,
en tanto gque la IL-~prolinamida lo es por perte de la casa america
na CYCLO CHEMICAL; esta Ultime sustancia puede igualmente preparar
se por amonolisis del ester etilico correspondiente, segin el mé-
todo de R,W, CHAMBERS y F.M,CARPENTER, J. Am.chem.Soc.]Ts (1955) ,
1522-26, ‘

Como reactivos de acoplamiento para egta reaccidn, pqg
den utilizarse los agentes de acoplamiento cldsicos, y en espe-
cial, la diciclohexilcarbodiimida, y la 1~etoximcarbonil-2~etoxin-
1,2-dihidroquinoleina, Por lo que se refere a las sustanéias utl
lizables a tal efecto, pueden citarse las enumeradas en el avti-

culo de la revista firmado por Y.S, KTLAUSNER y M, BODANSKT, Syn-—
thesis, 1972, Pag. 453-463. :
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Como medio de reaccidn para el procedimiento de prepa

racidn de acverdo con la invencidn, pueden utilizarse disolven~

+tes orgénicos, como ol tetrahidrofuranoc, 1a diﬁétilformamida, el

dioxano, el acetato de etilo, el diclorometano, etc.-
A titulo de ilustracidn, puede prepararse la L-pirogly
tamil—L;prolinamida, de la siguiente manera:

EJEMPLO.
Se introduce en un baldn de 10 litros provisto de tres

cusllos, agitedor y ampolla de vertido, 283,3 g (1,2 moles) de
doido I~piroglutdmico y 193,1 g (1,7 moles) de I~proliramida.

Se le afiade 4 litros de dimetilformemida, se enfria la
solucidn asi obtenida a 02C, y se aflade, sin dejar de agitar, du
rante el espacio de una hora, 488 g (2,37 moles) de diciclohexii
carbodiimida disueltos en 2 litros de diclorometano, Se mantiene
la temperatura entre O y 52C duranie la adicidn. Se continta agi
tando durante 48 horas, al tilempo que se deja llegar poco a poco
la mezcla a la temperatura ambiente. Se aflade entonces 3 litros
de agus para precipitar la dieiclohaxilﬁrea (formada a expensas
de la diciclohexilcarbodiimida). Se filtra el precipitado, y se
laga con agua. Se evapora el filtrado hasta la desecacidn, y se
traslada el residuo a 1 litro de agua, Se forma un precipitado,
que se elimina mediante filtracidu. Degpuds de evaporacidn en —
agua, el aceite obteniao como residuo ge disuelve er 1 litro de
acetonitrilo caliente, y la solucidn limpida asi obtenida, se jole}
ne a origtalizar en nevera, Se filtran los cristales obtenidos
do este modd, se les lava con 100 ml de acetonitrilo, y se les
seca.,

Se obtiene de éste modo una primera carga de 262,86 x
de L-piroglutamil-I~prolinamida con un rendimiento del 63,5 %

er. relacidn con la prolinemida inicial. Puede,adsmds, recuperar
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ge producto de la invencidén en el agua madre, lo que permite elg
var el rendimiento hasta cerca del 70% del tedrico.

Ta I~piroglutamil-I~prolinamida cristaliza en la forma
de monohidrato.

Punto de fusidns 98eC

22
oD = =1009
Andlisis elemental?
caloulado (%) ¢ C 49,4 H 7,0 N 17,28 Hy0 7,40
encontrado (%): 50,0 7,1 17,10 6,74

Espectro de resonancia magnética nuclear determinado
con un gparato PERKINS-ELMER a 60 MHz y con.DZO/TMS

S
3 o N TN
| 2 : LCH—G
0. | ¢ s
Ppm multiplicidad g;tegrﬂa_cién atribueidn
2,1 i © 4H ont
: oR3
2,5 M Yo onf
oHY
347 M oH i
445 o oH B
| | %

Tos protones de los grupos amido del dcido Im~piroglutd
mico y de la L#prolinamida ge intercambien con D20 ¥y aparecen en
tonces a § = 4,65 ppm.

Las resonancias se han atribuido mediante comparacidn

con los espectros de resonancia de los residuos piroglutamil, y
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“uprolinamida en -la molécula de TRH (hormona de desprendimiento

de tirosina). Véase S. FERMANDJIAN y cols. FEBS Letters, 28,
(1972), 156 y 7.C. BOILOT y cols., C.R.Acad.Sci.Paris, Serie
C 216, (1973), 217.

El andlisis del hidrolizado dcido de la moléoula, in
dica la egtequiometria correcta para los distintos constituyen
test Glu/Pro/NH;s 1/1/1.

Propiedades farmacoldgicas.

Se gabe que a oonsecuenc}a del envejecimiento del or
ganismo, se agiste en ol anciano, que aparentemente no padece
ningune enfermedad, bien definida, a la implantacidn progresi
va de una serite de procesos de involucidn, mds § menos répida,
que ge manifiesten a travéds de perturbaciones de la homeoste-
glg general.

- BEsgtas alteraclones son frecuentes, y aparecen prin-
cipalmente a la altura de tres ejes endocrinos: el eje insuli
nico, el eje tiroideo y el eje gorddico.

Eg bien gabido, por ejemplo, qﬁe la respuesta insu~
1inica a uwna hiperglucemia alimenticia o provocada, es dife=
rente, y amplismente disminufda en el anciano en relacion con
la que se produce en el adulto sano (predisbetes). Lo mismo-
sucede con la capacidad de fijacidén del yodo por parte de la
gléndula tiroides (Handbook of Endocrinology, Ed. R.D. DILLON,
LEA Y FEBIGER — Filadelfia 1973).

No existe actualmente ninguna terapeutica que permi
ta oponerse eficazmente a egstos tipos de alteraciones.

Segin la presente invencidn se ha descubierto que el
nuevo compuesto de la invencidn, la Impiroglutemil-I-prolinami
das; es efioaz para corregir los trastornos metahélicos o endo-

cxrinos proplos de la senescencia., BEgte compuesto restaura en
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especial la capacidad de adaptacidn del organismo y su res~
puegta a determinados estimulos, como por ejemplo, la hiper
glvcemia provocada, pesé a que -Ssta Pueda mo sér en si»mis;
ma un agente estimulante de 1égliberaciéﬁ.de insulina.

Pruebas farmacoldgicas.

1. Prueba de hiperglucemig provocada o de tolerancia a la giu

£osa. _
(DILLON Y cols. obra cit.) f

La prueba de tolerancla a la glvucosa congisgste en
administrar a ratas, por via oral, una dosis de 1 g/Kg de
glucosa en solucidn en 1 ml degagua, ¥ en medir a continua~—
cién en el plasma la cantidad ée insulina liberada (IRI), a
intervalos de O, i5, 30, 60 y iQO minutos. LIa respuesta nog
mal a esta pruéba,.es una figufa triangnlar en la que el mé
ximo de insulina liberada se sg%da hacia los 15 minutose

Se trataron diez rat%é de 12 meges de edad, Quran
te una sgemana, con suero f*sioiﬁgieo. El dltimo dia, sufrie
ron una sobrecarga de flucosa do“forme a la prueba descrita.
Ie respuesta insulinica es peqdeﬁa.

Estos mismos emimales fueron tratedos a continue~
cidn por via oral, durante cinco dias, con I~piroglutamile
I~prolinamida con dosis de 40 mg/Kg, en solucidén en 1 ml.
de agua. La prueba de tolerancia a la glucosa, se realizé
seguidamente como en el caso anterior.

TLos resultados se resumen en el cuadro que sigues

Insulinemias (U/m1)

Medidas en t= antes del Valores ; Despuds del Valores

tratamliento extremos+ tratamiento extremos’ |

&

0' 11 1035"12 lO,l 9,1—10,9

15% 17 15,5~19 34 33,835



301 10,3 9,5-11 23 20,524
60 9 8,2~10,1 5 34645
120" 42 98557 S o T4l 6_~8,6°
' éuperficie de . '
la figura 1100 978~1248 1541,2 1369,5-1697,25

5 g triangular

+ Valores extremos
Estos valores representan los valores extremos medi-

dog gobre uza misma muestra (variaciones debidas a la técnica
de medida empleada). No representan la variatlidad de los ani-
10,- nales propiamente dichos, procediendo al suero analizado de los
sueros recogidos de log 10 enimales.
A titulo indi'ca'bivo s 88 realizdé una prueba de toleran
cia a la glucosa en un grupo de animales jdévenes, no tratados.

Los resultedos se recogen en el siguiente cuadro:

15 0= Tiempo $U/ml Valores extremos
t 0 845 795 = 9,5
t 15 21 20 =22,5.
t 30 3L 29 =33
t 160 15 ~15
20.— Conviene seflalar que la tasa de base de insulina an-

tes de la sobrecarga de glucosa (tiempo 0) no resulta modifice-
da por el tratemiento. Esto demuestra por tento, que el produce
$0 no es de suyo liberador de insulina.
Bota misma prueba se llevd a caho, igualmente, con pg
25 o ' rrog. Con la dosis de 5 mg/Kg, el efecto mds intenso de la I::-pi
roglutamil-I=prolinamida se observa en log animales que presen-;
tan las glucemias y lag insulinemias de bagse mds elevads. Los
animales que presentan una tasa de insulina baja, pero una glu
cemis normal; no responden pricticamente a este tratamiento.

30.-"- Con dogis inferiores (1 mg/Kg), el tratamiento no ejerce prég
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ticamente ya influencia sobre las tasas de glﬁcosa y de .insu

lina, salvo en el caso de una perra tratada, que estaba gré- .l;tf

vida, ¥ que present$ tasas de insulina elevadas y wna glupe- - ..

mia normal, Como resuliado del tratamiento, la glucemia y 1af"
insulinemia se restablecieron a valores exactamentercomparaé
bles & los de las otros animales;' -

2., Prueba de incorporacidn de glucosa 14,

En el curso del envejecimiento, se asiste a una dg
saceleracidn genersl del metabolismo celular, tanto de los ~
sistemas de produccidn de energia (glucolisis, oxidaciones mi
tocéndricas) como de los sistemas de biosintesis macromolecu
lares (sinteses del RNA, de las proteinas, etc.). EL objeto
de 4sta prueba, -es seguir la incorporacién de la glucosa 4G
en las fracciones macromoleculares de animales de edad avay
zada. Se aplics a 10 ratones hehibra (vasa NMRI) de 20 meses
de edad, con un peso promedio d§_38 g+ 5 g

Después .del tratamiénéo de 10 dias con la L;piro-.
glutamil-I~prolinaimida (0,1 mM/éé) vy de la administracidn de
una dosls de glucbsa g, se sabrificaron cinco horas mds =
tarde los animales para determinar la cantidad de glucosa

14C'incorporada-en diferentes drganos (higado, corazdn, ce
rebro), Los reéultados oﬁtenidos desmuestran que la incorpo ..
racidn del préqurSOr radiocactivo se vé estimuleda en dife~
rente grado en los extractos orgdnicos y protéieOS,laéi‘eé "
mo en las fraccliones enriguecidas con RNA y DNA., EL Srgano
en el que estos efectos parecen mds marcados, es el cerebro
en las condiciones experimentales utilizadas (medida 5 ho-
ras despuds de la administracidn de glucosa 140)._
3.-comportamient6 de los animeles.

Bn el curso de lag experiencias realizadas con re-
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‘tones, se observd que los animeles mayores tratados cor la

L;piroglutamil-Luprolinamiday p?esen%an una mayor vivgol~
dad que los controles. Este aumento de la vivacidad, pudo
traducirge en cifras, enjaulaﬁdo un ntimero sensiblemente
igual de ratones tratados y de ratones controlados, ano-
tando el orden en que fueron capturados los animales, ¥
realizando el andlisis estadistico mediante la prueba de
la mediena (véase W.J. CONOVER, Practical non parametric
Statistics, Ed. Wiley + Sons, 1971 pdgina 167). Se ha no-
tado, que esta diferencia de vivacidad entre ios enimales
tratados y los animales de control, no se advierte mds que
en el momento en el que se les captura, siendo por el con=
trario idéntico su comportamiento en reposo.

Las preparaciones farmacefticas que contienen el
producto conforme a la invencidn, se administran por via 2@

travenssa, intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea y oral

‘a dogis que varign entre 1 y 200 mg/Kg sl dia.

A titulo de ejemplo no limitativo de preparados fax
maceubticos de acuerdo con la invencifdn, se citara:
para un comprimido n? l: 25 mg de L;piroglutamil—L~prolinamida
400 mg de lectosa '
10 mg de estearato de magnesiocs,
N 0 T A

En resumen, la presente solicitud recaerd sobre les

siguientes reivindicaciones.,
1¢,- Procedimiento de preparacidr de la I~piroglutamile-Im

prolinamida, caracterizado por comprender la férmulas
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28, Procedimiento p%égila preparacidn de la Impi
roglutamil~I~proliremida, segin 1la reivindicasidn primers,
caracterizado por hacerse raccionar el dcido IL-piroglutdmico
con la L;prolinamida en presencia de un reactivo de acopla~
miento en un medio organico.

38,— Procedimiento para la preparacidn de la L;pg
roglutamil-I~prolinamida, segun la reivindicacidn segunda,
racterizado porque el rsactivo de acoplamiento se escoge en
tre le diciclohexilcarbodiimida y la l~etoxi-carbonile2-etg
xi=l,2~dihidroquinoleina.

48 .~ Procedimiento para la preparacidn de la L;pg
roglutanil-I~prolinamida, segin una de lag reivindicaciones
gsegunda y ‘tercera, caracterizado ﬁorque el medio organico se
escoge entre ol tetrahidrofuranc, la dimetilformamida, el
dioxano, el acetato de etilo y el diclorometaro.

58 ,~ PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE TA L~PI
ROGLUTAMIL~I~PROLINAMIDA,

Segﬁn se describe en la presente memoxria descripﬁg
va que congta de nueve hojas escritas a mdquina por ura sols

de sus caras .

wmamea, =7 JUL1978;

Erancisco Javier Plaza
P.P.
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