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310-31.

- Este invento  se r e f i e r e  a com posicion es dé ma­
t e r i a  que son ú t i l e s  en e l  tratam iento 'de l a  e sq u izo fre ­
n ia . Más particu larm en te , e l  invento se r e f i e r e  a l t r a ­
tam iento de l a  e s q u iz o fre n ia  por e l  empleo de p o l ip é p t i -  
dos, á s te re s  de p o l ip é p t id o s  a c ila d o s  en omega-N y /o  que 
con tienen  h id roca rb u ros . Los p o l ip é p t id o s  t ie n e n  de 3 a 
aproximadamente 8 r e s t o s  de a lfa -am in oácid os  y  una estru c­
tu ra  c a r a c t e r ís t ic a ,
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especialm ente p o l ip é p t id o s  t a l e s  que con tien en  T-V-L a c i­
la d o s  en N , y  l a s  amidas corresp on d ien tes  t a le s  como por 
e j  emplo, 1 as N -  a c i l - t r  e o n ilv  a l i l  eucin ami das.

La e s q u iz o fre n ia  es l a  más grave de to d a s  la s  
enfermedades m entales que e l  s iq u ia tra  debe t r a t a r .  La 
ta s a  de in c id e n c ia  es  de aproximadamente 1 en 1300, y, l a  
ta s a  de p re v a le n c ia  es  aproximadamente 1%. Es responsa­
b le  d e l 23 á l 53% de* to d a s  l a s  adm isiones en h o s p ita le s  
e s ta ta le s  para l o s  s e r v ic io s  de enfermedades m entales y 
s iq u iá t r ic o s  en l o s  h o s p ita le s  gen era les  (EolB, Modern 
C l in ic a l  P s v ch ia try . p .p .  311-312, 1973 ).

La. m ayoría de lo s  p a c ie n te s  que d esa rro lla n  es­
t a  enfermedad t ie n e n  un comienzo que e s  le n to  e in s id io s o ,  
aunque un pequeño p o rce n ta je  de p a c ie n te s  puede ten er  un
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comienzo agudo# La enfermedad se c a r a c te r iz a  ñor una p^r— 
tu rb a ción  en la s  resp u esta s  em ocionales con exp resion es  
le n ta s  o in aprop iadas; por una p ertu rb a ción  en e l  pensar- 
miento ca ra cte r iz a d a  por in cap acid ad  para  a lcanzar una 
id e a  f i n a l ,  por fragm entación , p or  una p ertu rb ación  en 

a so c ia c io n e s , b loqueo, neolog ism os, e tc ; p or  una elim ina­
ción  d el medio ambiente y una preocu pación  por pensamien­
t o s  in te rn o s ; por una p érd id a  de l a  capacidad p ara  expe­

rim entar p la ce r ; y más frecuentem ente por p ertu rb acion es  
en l a  p ercep c ión  como se m a n ifie s ta  ampliamente en a lu c i­
n acion es  y decepcion es .

Desgraciadamente, l a  e sq u izo fre n ia  com ienza más 
.frecuentem ente en l a  a d o lescen cia  ta r d ía  o en l a  edad 
adu lta  temprana y , a pesar d e l empleo de medicamentos an- 

t i - s í q u i c o s ,  p e r s is t e  in capacitando a l in d iv id u o  más o me­
n os durante l a  v id a  d e l in d iv id u o .

Actualmente bay pruebas co n s id e ra b le s  de que es­
t a  enfermedad es un estado genéticam ente determinado aun­
que, indudablem ente, l o s  fa c to r e s  am bientales, p a r t ic u la r ­
mente la s  ex p er ien c ia s  de l a  v id a  tempranas, muy proba­
blemente son también im portantes. Parece ser sin  duda 
que e x is te  una p ertu rb ación  m eta b ó lica  b á s ic a  que se des­
c r ib i r á  con d e ta lle  en l a  presen te  memoria.

Desgraciadam ente, no puede probarse  absolutár­
mente que haya un modelo animal p ara  l o s  e s tu d io s  esqui­

z o fr é n ic o s  puesto que no se puede conversar con e l  animal 
para  e s ta b le ce r  que es un e s q u iz o fré n ico . Los monos Ma­
caco p r iv a d os  m aternal y  sensorialm ente en e l W isconsin 

Prim ate L aboratory t ie n e n  un comportamiento a lterado (s ien  

do m iedosos, a g res ivos  h a c ia  e l l o s  mismos e in ca p a ces  de
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fu n cion ar sexualm ente), con lo  que, están  próxim os en com­
portam iento a l o s  p a c ie n te s  con e s q u iz o fre n ia  (Hsrlow,
"The Development o f  P s tte rn s  o f  A fe c c t io n "  Thomas W illiam  
Salmón L ectu res , N<ev.* York Academy o f  M edicin e, New York 

D iciem bre, 196 0 ). Han sido estudiados l o s  monos p riva d os  
más fuertem ente y  muestran una p ertu rb a ción  en una a l fa -  

- 2-g lo b u lin a , d e s c r ita  en l a  p resen te  memoria, de su san­
gre s im ila r  a l a  p ertu rb a c ión  que c a r a c te r iz a  a l o s  pa­
c ie n te s  (B eck ett, Frohman et a l . ,  "S ch iz o p h re n ic -lik e  Me­
chan! sms in  Monkeys", The Amaricen Journal o f  P sych ia try .
1 19 :83 5 -842 ,196 3 ).
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Además, e s to s  monos también demostraron p ertu r­

b a c io n e s  e le c t r o -e n c e fa lo g r á f ic a s ,  particu larm en te  del 
septum del ce re b ro , s im ila r  a l a s  que se han d e sc r ito  p re ­
viamente como c a r a c t e r ís t ic a s  de p a c ie n te s  con esqu izo­
f r e n ia ,  (Heath, "E lectroen ceph a lograp h ic  S tud ies in  In s o -  

' l a t ió n - r a is e d  Monkeys v.ith B eh aviora l Im pairm ent", Di sear- 
ses o f  th e  Nervous System. 33 :157-163, 1972).

Por lo  tanto e l  empleo de anim ales ha sido p r in ­
cipalm ente p a ra  demostrar l a  p re se n c ia  de su stan cias  me- 
t a b ó l ic a s  anormales en l a  sangre de p a c ie n te s  con esqui­
z o fr e n ia . Cuando una p r o te ín a  sanguínea anormal se da a 
r a t a s  en un premio de alimento , en una s itu a c ió n  de t r e ­
par cuerdas, la s  r a ta s  se comportan de un modo con sid era -- 
blem ente más le n to  en su r e a l iz a c ió n  (Bergen et a l, "Fur- 
th e r  Experim ents ?d.th Plasma P r o te in s  from Sch izophre- 
n i c s " .  I n :  S ero logL ca l F ra c t io n s  in  S ch izophren ia . ed i­
tado por R .E . Heath, p. 67, Paul B. H oeber, I n c . ,  Medi­
c a l  Book Department o f  Earper & Row, New York, 1963).

E xisten  algunas pruebas de que e x tr a c to s  d e l
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sistem a llm bico  d e l cerebro de p a c ie n te s  que*han m uerto, 
cuando se in y ecta ron  en v o lu n ta r io s  norm ales, producen 
una r e a c c ió n  e sq u izo fré n ica  simulada (Carey, "F ocal E lec ­
tro  ene ephalographic Changes Induced by A n ti-s e p ta l A n ti- 
b o d ie s " , B io lo g ic a l  P sy ch ia try , 8 :7 5 -8 8 , 1974). Los es-' 

tu d io s  m&s c o n s is te n te s  im plican  l a  in y e cc ió n  de l a  a l f a -  
- 2-g lo b u lin a  a is la d a  de l a  sangre de p a c ie n te s  esqu izo­
f r é n ic o s  en can tidades de m ic r o l i t r o s ,  en v e n tr íc u lo s  de 
ra ta s  a la s  que se han implantado e le c tro d o s  en e l  haz 
d e l cerebro a n ter io r  mediano. Las ra ta s  asi im plantadas 
d is fru ta rá n  presionando una b a rra  tan  frecuentem ente como 
puedan a co sta  de tod a  o t r a  a c t iv id a d . Cuando se in y e c ­

tan  can tidades m icro scó p ica s  de l a  a l f a - 2-g lo b u lin a  a is ­
lad a  en l o s  v e n tr íc u lo s , hay una red u cción  en l a  p re s ió n  
de l a  barra  que no o cu rre  cuando se in y e c ta  l a  su stan cia  
comparable de un in d iv id u o t e s t ig o .  Algunas de la s  r a ­
t a s  in y ecta d a s  con l a  p r o te ln a  sanguínea a is la d a  esqu izo­
f r é n ic a  puede rondar l a  barra  en e q u il ib r io  como si p re ­
sionara  l a  barra , quedando atrapada e in cap az de c o n t i­
nuar, simulando un estado motor perturbado e sq u izo fré n i­
c o . La in te r p re ta c ió n  de l a  red u cción  en l a  p re s ió n  de 
l a  barra  es que e l  animal ha perd ido su capacidad para 
experim entar p la c e r  como c a r a c te r iz a  a l o s  p a c ie n te s  es ­
q u iz o fr é n ic o s  (C aldw ell et a l ,  "The E f fe c t s  o f  th e  S -p ro - 
t e in  on In tra cra n e a l S e lf-S tim u la tio n  in  th e  R a t", B io lo -  
g i c a l  P sy ch ia try . 8 :235-244 , 1974 ).

El autor d e l presen te  invento ha estado Intimar- 
mente ocupado durante muchos años en e s fu e rzo s  de in v e s ­
t ig a c ió n  co n s id e ra b le s  ded icados a determ inar l a  causa 
de l a  e sq u izo fre n ia  en térm in os de b ioqu ím ica , y  para  de-

. " .   ̂^
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term inar modos s ico fa n n a co ld g ico s  para  su t r a t s a ie n to . En 
e s te  tra b a jo  se ha encontrado que una pro t e ín a  de peso mo­
le c u la r  e levado, estim ada que t ie n e  u n 'p eso  m olecu lar de 

aproximadamente 263.000 y  que es  aproximadamente 8o% de 
l ip id o s ,  es más a c t iv a  en l o s  e s q u iz o fr é n ico s  que en l o s  
in d iv id u o s  norm ales, y  cuanto más rápidam ente empeora un 

e s q u iz o fr é n ico , más a c t iv a  es  l a p r o t e in a .  E sta pro t e ín a  
ha sido c la s i f i c a d a  como una a li 'a -2- g lo  bu lina, y  se ha de­
nominado l a  S -p rote ín a ; Frohuían, C .E .; Latham, L .K .; B ec- 
k e t t ,  P . G. S .; y  G o tt lie b , J . S .; "B iochetnical S tud ies  
o f  a Serum F a ctor  In  S ch izophren ia", M olecu lar B a s is  o f  
Some A soects  o f  M ental A c t iv i t y , V o l. 2, Walaas, 0 . ,  E d ., 

pp.' 241-255, Academic P re ss , Nev.'York (1967 ); y  FroM an,
C. E ., "S tu d ies  on th e  Plasma F a cto rs  i n  Sch izophren ia", 
Mjnd as a T is s u e . Rupp, C . , E d ., p p . 181-195, H oeberM ed. 
D iv .,  Harper & Row, hev York.. La S -p ro te ín a  cuando se 
adm inistra a, por ejemplo ra ta s , b loq u ea  e l  d is fr u te  de- 
estím u los de p la c e r  en la s  r a ta s , pero no a lte r a  aparen­
tem ente su resp u esta  a l a  e v ita c ió n .

Los e s fu e rzo s  p ara  re d u c ir  l a  a ct iv id a d  de l a  
S -p ro te ín a  en e s q u iz o fr é n ico s  han in c lu id o  obtener ex­
t r a c t o s  de ce re b ro s , por ejemplo cerebro de ganado vacu­
no, g lándulas p in e a le s  de bueyes, e t c ,  en l a  búsqueda de 
m a te r ia le s  que co n tro len  e l  n iv e l  o a c t iv id a d  de l a  S -pro- 
t e in a .  Frohman, et a l, en "C ontrol o f  th e  Plasma F actor 
in  S ch izophrenia , Recent Advances in  B io ló g ic a !  P sych ia -  
t r g ,  Volume 7 , pp. 45 to  51, 1964, d e scr ib ía n  que una p ro- 
t e ín a  a is la d a  de l o s  t e j i d o s  animales con tra rresta b a  l a  
a c t iv id a d  de l a  S -p rote ín a . E sta p r o te ín a  ha sido deno­
minada l a  s n t i -s -p r o t e ín a  y se encuentra tanto en l o s

* " 3 O
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t e j i d o s  humanos como de anim ales. En l o s  e s q u iz o fré n ico s  
l a  S -p rote in a  se encuentra en una conform ación a l f a - h e l i ­

c o id a l ,  m ientras que en la s  p e rs3nas norm ales predomina 
l a  S -p rote in a  como una cadena a l azar o una conform ación  
b e t a -h e l ic o id a l .  La p rodu cción  de can tidades te r a p é u t i­
ca s  de la  a n t i-S -p r o te in a  im p lica  grandes d i f ic u lt a d e s  y ' 
ga stos  e levados, y su e x tra cc ión  para  empleo médico ge­
n e ra l es im p ra ctica b le . Por lo  ta n to , l a  p rodu cción  de 
unos cuantos m iligram os de l a  a n t i-S -p ro te in a  del ganado 
vacuno r e q u e r ir la  e l  s a c r i f i c i o  de, aproximadamente,
IDO .000 r e s e s . Por ta n to , e l  sum inistro natural de l a  an- 
t i - s - p r o t e in a  es claram ente in s u f ic ie n t e  para t r a ta r  más 
de unos cuantos in d iv id u o s  y en trañ arla  un gasto in t o le ­
r a b l e . '  O tras p u b lica c io n e s  que se r e f ie r e n  a e s to s  estu­
d io s  a n te r io re s  in clu yen  la s  s ig u ie n te s  y  la s  c ita d a s  en 
e l la s :  Frohman, C .E .; Arthur, R. E .; Yoon, H. S. y  G ott- 
l i e b ,  J . s . ;  "D is tr ib u t io n  and Mechanism o í  A ction  o f  tn e  
A n ti-s -P ro te in  in  Human B ra in ", B io lo g ic a l  P sy ch ia trv .
V ol* 7 , No. 1 , pp. 53 to  61, 1973; y  Hacrmison, C. R. y  

Frohman, C. E ., "C onform ational V a ria tio n  i n  a Human P la s ­
ma L ip o p ro te in " , B ioch em istry . V o l. 11, No. 26, p p . 4485- 
-4493 , 1972.

También se ha observado en es tu d ios  en l o s  que 
ha estado im plicado e l  autor d e l p resen te  invento que l a  
a n t i-s -p r o te in a  ex tra íd a  en un an tigen o . Aunque l a  e s ­
q u iz o fr e n ia  puede ser suprim ida drásticam ente por admi­
n is t r a c ió n  i n i c i a l  de l a  a n t i -s -p r o te ín a  a u n  p a c ie n te ,
' l a  a n t i-s -p r o te in a  es in a c t iv a d a  rápidam ente por l a  p ro ­
ducción  de an ticu erp os, y  l a  a n t i -s -p r o te in a  adm inistra­
da subsiguientem ente puede 'ser tan  rápidam ente in a c t iv a d a

* * * , a s) s
* + * .  .  s-'3 ü „
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que no p rop orc ion e  ningún e fe c to  d is c e r n í b le  en e l  t r a t a -  
mi ento de l a  e sq u iz o fre n ia . El autor d e l p resen te  inven­

to  ha estado im plicado en in te n to s  para  romper l a  a n t i-S -  
-p r o te in a  en fragm entos que puedan te n e r  una a ctiv id a d  
acep ta b le  a l t r a ta r  l a  e sq u izo fre n ia  sLn presen tar l a  ac­
t iv id a d  antigena in d e se a b le .

De acuerdo con e l  p resen te  in v en to , l a  d ig e s ­
t i ó n  de l a  a n t i-S -p r o te in a  con por ejem plo, p ep sin a  y 
t r ip s in a ,  para  p rop orcion a r  pequeSos p é p tid o s  de un peas 
m olecu lar menor de aproximadamente 1000, p rop orcion a  una 
fr a c c ió n  que con tien e  t r ip é p t id o  s que se ha encontrado 
que son a c t iv o s  en re d u c ir  l a  a ct iv id a d  indeseada de l a  
S -p ro te ln a . El t r ip é p t id o  p resen ta  a ct iv id a d  para o r i g i ­
nar l a  con versión  de l a  S -p ro te in a  a l fa -h e l i c o id a l  a su 
conform ación  de cadena a l azar. Este t r ip é p t id o  se ha 
ca ra cteriza d o  como t r e o n i l - v a l i l - l e u c in a .  Se ha empren­
dido un tra b a jo  para  s in te t iz a r  e s te  t r ip é p t id o ,  y se ha 
obten ido una form a sustancialm ente pura, es d e c ir ,  c r i s ­
t a l in a ,  d e l t r ip é p t id o .  Este t r ip é p t id o  p resen ta  a c t iv i ­
dad f r e n te  a l a  S -p ro te ín a  de l o s  e s q u iz o fré n ico s , es de­

c i r ,  l a  conform ación a l fa -h e l i c o id a l  de l a  S -p rote in a  se 
co n v ie r te  en l a  form a a l azar. Cuando se adm inistra en 
ensayos p ara  co n tra rre s ta r  e l  e fe c to  de l a  S -p ro te ín a  a 
r a ta s  e l  p eríodo  de e f i c a c ia  d e l t r ip é p t id o  es  sin embar­
go, de c o r ta  duración , por lo  que se re q u e r ir ía n  d o s is  
p e r ió d ic a s  fre cu e n te s  del t r ip é p t id o  en cu a lqu ier  t r a t a ­

miento e f i c a z  de l a  e s q u izo fre n ia .
Por e l  p resen te  in v en to , se ha encontrado tam­

b ién  que l o s  p é p t id o s  T -V -L - y  sus 'd erivad os  pueden em­
p le a r s e  para  a l iv ia r  l o s  síntom as e s q u iz o fr é n ico s  en ma-

* *
* * v
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m ife ro s  a f l ig id o s  con d ich o s  sintom as. E stos  m a te r ia le s  
p o l ip e p t id ic o s  contienen  l o s  r e s tó n o s  de a l menos t r e s  
a lfa -am in oácid os  y  t ie n e n  l a  e s tru ctu ra  T-V-L d e fin id a  
anteriorm ente en l a  p resen te  m enoría. El p o lip é p tid o  pue­
de ser un am inoácido, es d e c ir ,  que t ie n e  un re sto  amino­

ácido term in al en forma á c id a  y e l  o tro  re s to  aminoácido 
term in al en form a a lfa -am i no Sin embargo, se p re ­
f i e r e  que l o s  m a ter ia les  p o l ip e p t id ic o s  empleados para 

a l iv ia r  l o s  síntomas de l a  e s q u iz o fre n ia  contengan a l me­
nos uno de sus r e s t o s  am inoácidos f in a le s  en form a de de­
r iv a d o , especialm ente e l  grupo a lfa -am in o-term in a l que 

e s té  su stitu id o  por a c i lo  o e l grupo ácido ca r b o x ilic o  
term in al que esté  en forma de amida o de é s te r . P r e fe r i ­
blem ente ambos de e s to s  r e s t o s  term in a les  están s u s t itu i­
dos de t a l  form a, y  se p r e fie r e n  p articu larm en te  la s  ami­
das a c ila d a s . E stos  m a te r ia le s  p o l ip e p t id ic o s  pueden es­
ta r  también s u s t itu id o s  ad icionalm ente, y  l o s  d erivad os  
no t ó x ic o s  farm acéuticam ente a cep ta b les , por ejem plo, sa­
l e s  de á c id o s  o bases, de l o s  p o l ip é p t id o s  o sus form as 
derivadas pueden emplearse para a l iv ia r  l o s  síntomas de 
e sq u izo fre n ia  de acuerdo con este  in v e n to .

Los m a ter ia les  p o l ip e p t id ic o s  que con tien e  
T-V-L del p resen te  invento san aparentemente e f i c a c e s  en 
e l  tratam iento de síntomas e s q u iz o fr é n ico s  haciendo que 
la  co n fig u ra c ió n  a l fa -h e l i c o id a l  de l a  S -p rote in a  presen­
t e  en e l  sistem a in te rn o , por ejem plo, e l  cereb ro , del 
e s q u iz o fr é n ic o ,,  asuma su form a estru ctu rad a  s i  azar. Los 
p o l ip é p t id o s  o p o lip é p t id o s  a c ila d o s , sus á s te re s  o ani­
das t ie n e n  l a  es tru ctu ra :

t 14 * ¿ 9
1 3 U f í 

* * S
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0 "O o 0
H4R ̂ -0 ^  ( A ). -NH-CH-C-NH-CH-C-m -CH-O- (B ) -R^ B t  ' ' ' I I .

CHOH

})H,

CH
/ \ 01CH, OH,

/O H ,

CH.

en l a  que 3^  es  un grupo h i¿roearponado a l i f  á t ic o  saturar- 

do, por ejem plo a lco h ile n o , de 1 a aproximadamente 20 áto­
mos de carbono, p re fer ib lem en te  a lco h ile n o  in f e r io r ,  es 
d e c ir  de 1 a aproximadamente 4 átomos de carbono; es  
-O(R^) en e l  que es hidrógeno o un grupo h i uro carbona­
do a l i f  é t ic o  saturado, por ejem plo, a lc o h i lo ,  de 1 a  ^ r o -  
ximadamente 20 átomos de carbono, p re fe r ib lem en te  a lc o h ilo  
in f e r i o r ,  es  d e c ir  de 1 a  aproximadamente 4 átomos de car­
bono, o a r i lo  o e r a lc o h ilo  de 1 a aproximadamente 4 ani­
l l o s ,  p re fer ib lem en te  de 6 a aproximadamente 24 átomos de 

b c cL o dcarbono, o R es  -NR R en donde R y  R- pueden ser ig u a ­
l e s  o d i fe r e n te s  y  pueden ser h idrógeno o a lc o h ilo  in fe ­
r i o r ,  por ejem plo 1 a aproximadamente 6 átomos de carbono 

c do R y  R pueden ser a lcoh ilen o  in f e r i o r  y formar jun tos 
.una e s tru c tu ra  c í c l i c a  que in c lu y e  e l  átomo de n itrógen o 

a l que están  u n id os; A y  B son cada uno un r a d ic a l  mono- 

im in o a c ilo , p re fer ib lem en te  un r a d ic a l  ^ -m o n o im in o a c ilo , 
que co n tie n e  de 2 a aproximadamente 10 átomos de carbono, 
y  B e s  h id r o l iz a b le  a p a r t ir  de l componente (L) de l a  e s ­
tr u c tu ra  T-V-L e s e n c ia l de t a l  modo que l a  fu n ción  ca rb o - 
x i l o  d e l  componente (L) se hace d isp o n ib le  en e l  huésped; 

p e s  0 ó 1 ; t  e s  de 0 a aproximadamente 5; x  e s  de 0 a 
aproximadamente 5; y  t  más x  es de 0 a aproximadamente 5.
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Cuando t  es 2 o mayor, cada A puede ser ig u a l o d ife re n ­
t e ,  así (A).j. puede ser, por e jem plo, f e n i l a l a n i l p r o l i l o .

De modo s im ila r , cuando x es  2 o mayor, cada B puede ser 
ig u a l o d ife r e n te . En un grupo p re fe r id o  de com puestos, 

-R^ es  -NR^R^ o a l menos uno de p , t  o x  e s  d is t in to  de 
0 .  El componente (T) mostrado en la s  fórm ulas estru ctu ra ­
l e s  a n te r io re s  y  s ig u ie n te s  puede estar b ie n  en form a 
d iastereo isóm era , p or  ejem plo, como t r e o n i lo  o a lo t r e o n i-  
lo  en donde e s tá  in v e r t id a  l a  esteroequ ím ica  en e l  carbo­
no P re fer ib lem en te , e l  componente (T) es t r e o n i lo .
El componente (L) en la s  fórm ulas e s tru c tu ra le s  a n ter io res

y s ig u ie n te s  puede ser 0
M

-N-CH-C-
!
CH„
!
C H ÍC H ^

(denominado comúnmente l e u c i l o ) ,  que se p r e f ie r e ,  o en

o t r a  forma t a l  como 0
Ü

-N-CH-C-
CH-CH,

'2 " ^ 3

3
CH„-CH.

como en i s o l e u c i l o .
Los com puestos de e s te  invento in clu yen  compues­

t o s  en l o s  que cu a lq u ier  su stitu y en te , e s h id r o l i z a b le ,  
p or  ejemplo e l  r a d ic a l  m onoim inoacilo designado en l a  p re ­
sente memoria por B, en e l  grupo c a r b o x i l ic o  d e l re s to  %L) 
en 1 a secu enci a T -V-L e senci a l . V ent a jo s am ent e , con e l  

f i n  de p roporcion ar l a  a ct iv id a d  deseada e l  su stitu y en te
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es h id r o l iz a b le  en la s  p re se n te s  co n d ic io n e s  en e l  medio 
deseado en un a n f it r ió n .  L os su stitu y en tes  h id r o l iz  a b les  
adecuados son a q u e llo s  que se h id r liz a n  en p re se n c ia  de 
^Lóbulos r o jo s  a una tem peratura de in cu bación  de aproxi­
madamente l a  tem peratura d e l cuerpo de un a n fit r ió n , por 
ejem plo aproximadamente 35 a 40se . Un p roced im ia lto  con­
v e n ien te  para  determinar s i un su stitu yen te  es o no h id ro ­
l i z  able  im p lica  l a  in cu bación  d e l compuesto que con tien e  
l a  e s tru ctu ra  T-V-L e se n c ia l y  un su stitu y en te  en e l  r e s ­
to  (L) en un medio v iv id o r  a aproximadamente 37SC.

Los r e s t o s  p e p t id ic o s  en l o s  compuestos de es­
t e  invento  in c lu y e n  r e s t o s  p e p t id ic o s  que poseen a c t iv i ­

dad ó p t ic a .  V a rio s  r e s t o s  p e p t id ic o s  pueden ten er  c o n f i ­
gu ra cion es  d iseñadas como L o D. Los r a d ic a le s  m onoimi- 
n o a c i lo s  que comprende A de fórm ula I I  y  l a  p a rte  T-V-L 
e s e n c ia l de l o s  compne s to s  pueden esta r en l a  forma L o 
D o en una de sus m ezclas t a l  como m ezclas racém icas. De­
bido a l a  fre cu en te  d i f i c u l t a d  en l a  h i d r ó l i s i s  de l o s  
p é p t id o s  de form a D que son su stitu yen tes. en l a s  fu n c io ­
nes carboBúlo de l o s  p é p tid o s  p era  p ro teg er  l a  función  

c a r b o x i l ic a ,  ventajosam ente l o s  r a d ic a le s  m onoim inoacilos 
que comprenden B de fórm ula I I  pueden no te n e r  a ctiv id a d  
ó p t i c a  o , cuando son ópticam ente a c t iv o s , pueden estar en 
l a  c o n fig u ra c ió n  L . Entre l o s  compue s to s  p r e fe r id o s  es­
tán  a q u e llo s  en l o s  que (L) de l a  secu en cia  T-V-L esen cia l 
es  de l a  co n fig u ra c ió n  D.

El t r ip é p t id o ,  t r e o n i l - v a l i l - l e u c in a ,  o sus de­
r iv a d o s  d e s c r it o s  en l a  p resen te  m enoría, por ejemplo la s  
amidas co rre sp on d ien tes , pueden obten erse  con  pureza r e ­

lativam ente elevada, y  pueden ser c r i s t a l in o s ,  por ejem -
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p ío ,  a l menos aproximadamente 9o a 95% puros, p r e fe r ib le ­
mente de modo su sta n cia l 100% p u ros.

V a rios  compuestos de fórm ula I I  pueden ser com­
pu estos  in term edios  para  m a te r ia le s  de l a  fórm ula que son 
a c t iv o s  en e l  tratam iento de l a  e s q u iz o fre n ia . Por ejem­
p lo ,  cuando p e s  0 y.R^ es  h id rógen o, e l  compuesto puede 
ser un compuesto interm edio para  e l  m a ter ia l correspon­

d e n t e  en e l  que p es  1 y /o  e s  d ife re n te  de h idrógen o. 
Los com puestos que más se desean para  e l  tratam iento de 
l a  e s q u iz o fre n ia  son p o l ip é p t id o s  en l o s  que p es 0 ó 1 , 
y  l o s  p o lip é p t id o s  que contienen  a l menos t r e s  r e s t o s  de 
p é p tid o s  o am inoácidos y t  es 0 o.m ayor, ta n to  s i están 
en form a de am inoácidos o de un d erivad o . L os m a ter ia les  
p o l ip e p t ld ic o s  en l o s  que a l menos uno de p, t  o x es d i s ­
t in t o  de cero  pueden p resentar un p eriodo  mayor de a c t i ­
v idad  que e l  p roporcion ado por e l  t r ip é p t id o  T-V-L en f o r ­
ma de am inoácido.

Los p o l ip é p t id o s  a c ila d o s  p r e fe r id o s  para  empleo 

como agentes a c t iv o s  o com puestos in term ed ios  en l a  p re ­
sente memoria t ie n e n  l a  e s tru ctu ra :

25

30

o

H4R 1 4NH-CH-C NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C4NH-CH-Ó3 -R

0
t)

0 *
!!

CHOH
)

CH 
/  \

CHg
t
^ 3 CĤ  CĤ CH

/ \CĤ  CĤ

(T) (?) (L)

ni.
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en l a  que e l  grupo 4NH-CH-C-)- e s  un r a d ic a l  mo no imino a c ilo

o al c o h ilo  in f e r i o r ,  es d e c ir  de 1 a aproximadamente 4 á t o ­
mos de carbono, o a r i lo  o a ra lco h ilo  de 1 a aproximadamen­
t e  4 a n i l lo s ,  ten iendo p re fer ib lem en te  de 6 a aproximada­
mente 24 átomos de carbono. T a le s  grupos pueden estar su s ­
t i t u id o s  como en e l  caso de por ejemplo t i r o  s i l o .  Las l e -  
t r a s  R , R , p , t  y  x  t ie n e n  e l  miaño s ig n if ic a d o  que en 

l a  fórm ula  I I .
En lo s  compuestos ilustrados por la  fórmula I I I ,

R es p a rte  de un re sto  o res id u o  de a lfa -am inoácido o p ep - 
t í d i c o  como en e l  caso de, por e jem plo, t r e o n ilo  o a lo t r e o -

*r
n i lo  en l o s  que R es un grupo a l fa -h id r o x i  e t i l o ,  l e u c i lo
en e l  que R es un grupo 2 -m e t ilp r o p llo , v a l l l o  en e l  que
1 1 R es un grupo isopropilo, serilo -en el que R es un gru­

po hitSroximetilo, isoleu cilo  en el^.que R**" es un grupo 1 -
-m e t i lp r o p ilo ,  g l i c i l o  en e l  que R es h idrógen o, o a l fa -

1 1 - a l s n i l o  en e l  que R es  m e t ilo , a rg tn ilo  en e l  que R

R'1

1
t i r o  s i lo  en e l  qu eR  es

-CHg-, y  s im ila re s . Cuando e l  grupo que i n -



.15 313 31

c lu y e  R"̂ * t ie n e  un grupo a lfa -h id r o x i  pueáe c o n v e r t ir se  en 
un grupo a lco x i o a r i lo x i  i n f e r i o r ,  p re fer ib lem en te  benci- 
l o x i  o t - b u t i l o x i .  Esto puede h acerse  durante l a  s ín t e s is  
para  p roteg er  l a  fu n ción  h id r o x i lo .  Los r e s t o s  p e p t id ic o s  
es d e c ir ,  r a d ic a le s  m onoim inoacilos, u n id os  a l a  estru c­
tu r a  T-V-L e s e n c ia l pueden también ser p r o l i l o ,  a rg in ilo  
y s im ila re s . También e s to s  r e s t o s  pueden ser un re s to  de 
ácido d ic a r b o x íl ic o  t a l  como un residu o d e l ácido g lu tá - 
mico o a s p á rtico .

10 El grupo en l o s  com puestos d e s c r it o s  en l a
p resen te  memoria pueden ten er  h a sta  aproximadamente 23 áto4- 

mos de carbono, aunque es  d eseab le  que sea a lcoh ilen o  de 

hasta  aproximadamente 4 átomos de carbono. Por ta n to , e l  
grupo N -a c ilo  puede ser por ejemplo a c ie tilo , p r o -

15 p a n o ilo , b u t in o i lo ,  p e n ta n o ilo , h ex a n o ilo , h e p ta n o ilo , o c -  
t a n o i lo ,  n on an oilo , d 'ecanoilo, u n d ecan oilo , d od eca n oilo , 
t r id e c a n o i lo ,  te tra d e o a n o ilo , p en ta d eca n o ilo , p e lm ito ilo , 
h ep tad ecan oilo , e s te a r ilo  y s im ila re s . El grupo á s ter ,
R^, puede ser m e t ilo , e t i l o ,  p r o p i lo ,  b u t i lo ,  p e n t i lo ,

23 h e x i lo ,  h e p t i lo ,  o c t i l o ,  n o n ilo , d e c i lo ,  u n d e c ilo , d o d e c i-  
l o ,  t r i d e c i l o ,  t e t r a d e c i lo ,  p e n ta d e c ilo , h e p ta d e c ilo , o c -  
t a d e c i lo ,  f e n i l o ,  b e n c ilo ,  b u to x ica rb o n ilo  t e r c ia r i o ,  bu­
t i l o  t e r c ia r i o ,  d ih id ro  -  epi -h i  dr o x i  -  andró st er o n i l o , y  s i ­
m ila re s . P re fer ib lem en te , e l  grupo N -a c ilo  y  e l  grupo é s -  

25 t e r  son norm ales y  p or  tanto t ie n e n  cadenas de carbono a 

carbono l in e a le s .  Los com puestos de l a s  fórm ulas o sus 
com puestos in term edios  p re cu rso re s  pueden te n e r  grupos sus}- 
t itu y e u te s  que no in t e r f ie r e n  con l a  a ct iv id a d  quím ica o 
fa rm a co lóg ica  deseada de l o s  m a te r ia le s .

30 Los com puestos in term ed ios  para preparar l o s

, O **
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com puestos a c t iv o s  de es te  invento in clu y en  compuestos de 
l a  fórm ula

0 0 0
, ,  " " !'D- (A). -NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-  (B) -E

CHOR

CH.

t
CH

/  \
0 ^  CH^

IV.

'CH^

en . la .  que t ,  x , A y  B son como se han d e fin id o  antes; D
'es H o un grupo p r o te c to r  de amino; E es  -OH; un grupo
p r o te c to r  c a r b o x íl ic o  term in al; un com plejo de m etal, por
ejemplo z in c , cob re , n íq u e l, c o b a lto , h ie r r o , magnesio o
alum inio, siendo p re fe r ib lem en te  e l  com plejo un com plejo
de un h id róx id o  de m etal; o una sa l de a d ic ió n  de ácido o 

4base; R es  H, h idrocarburo a l i f á t i c o ,  p re fer ib lem en te  
saturado, por ejem plo, aleo h i lo  de 1 a aproximadamente 33 
átomos de carbono t a l  como a lc o h ilo  in f e r io r  de aproxima­
damente 1 a 4 átomos de carbono, o a r a l i fá t ic o  o a r ilo  de 
1 a aproximadamente 4 a n i l lo s ,  p re fe r ib lem en te  de 6 a 
aproximadamente 24 átomos de carbono; a c ilo  que in c lu y e  
a lca n o ilo  o a ra lca n o ilo  de 1 a aproximadamente 23 átomos 
de carbono, p re fe r ib lem en te  a c i lo  a c í c l i c o  in f e r io r  de 1 
a aproximadamente 4 átomos de carbono; t e t r a h id r o p ir a n i-  
l o ;  un m etal m onovalente t a l  como un m etal a lc a l in o , por 
ejemplo sod io ; y  s im ila re s . Un m etal t a l  como z in c , co ­

b re , n íq u e l, c o b a lto , h ie r r o , magnesio o aluminio pueden 
form ar un com plejo con fu n cion es  d e l p o lip é p t id o  t a l  como 
una fu n c ió n  c a r b o n il ic a .

L os grupos p r o te c to r e s  de amino pueden ser

6 t ^ <. *
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( l )  d e l t ip o  a c ilo  o t i o a c i l o ,  p re fer ib lem en te  de 2 -a apro­
ximadamente 21 átomos de carbono, p or  ejem plo, a c ilo  e n f á ­
t i c o  in f e r io r  de 2 a aproximadamente 7 carbonos, p or  ejem­

p lo ,  a c e t i l o ,  e tc ; a c i lo  a r a l i fá t ic o  in fe r io r  de 8 a apro­
ximadamente 15 átomos de carbono, t a l  como f t a l i l o ,  n a f-  
t o i l o ,  b e n z o ilo , e tc ; t r i f I n o r o  a c e t i lo ;  c lo ro  a c e t i lo ;
Y - c l o r o b u t i r i l o ;  t o ln e n s n lfo n ilo ;  benceno s n lfo n ilo ;  n it r o  - 
f e n i l s n l f e n i lo ;  t r i t i l s n l f e n i l o ;  o -n i t r o fe n o x ia c e t i lo ;  y  

s im ila res ; ( 2) grupos p r o te c to r e s  d e l t ip o  uretano aromár- 
t i c o  i lu s tra d o  s por b e n c ilo x ic e r b o n ilo  y b e n c ilo x ica rb o n ilo  
su stitu id o  t a l  como p -c lo r o b e n c i lo x i - c a r b o n i lo ,  p -n i t r o -  
b e n c ilo x ic a r b o n ilo , p -b ro m o b e n cilo x ica rb o n ilo , p -m etox i- 
b e n c ilo x ica rb o n ilo ; (3 )  grupos p r o te c to r e s  de uretano e n ­
fá t i c o  i lu s t r a d o s  p or t e r c -b u t i lo x ic a r b o n i lo ,  d i i s o p r o p i l -  
m e tox ica rb on ilo , is o p r o p i lo x ic a r b o n i lo ,  e tox icacrbon ilo , 
e l i lo x ic a r b o n i lo ;  (4 ) grupos p r o te c to r e s  del t ip o  c i c l o a l -  
c o b il-u re ta n o  i lu s t r a d o s  por c ic lo p e n t i lo x ic a r b o n i lo ,  c i -  
c lo h e x ilo x ic a r b o n ilo ;  (5 ) grupos p r o te c to r e s  d e l t ip o  t i o -  
-uretano t a l  como f e n i l t io c a r b o n i lo ;  ( 6 ) grupos p r o te c to ­

r e s  d e l t ip o  a lco h ilo  y  a ra lco h ilo  como se i l u s t r a  por 
t r i fe n i lm e t i lo  ( t r i t i l o )  y  b e n c ilo ;  (7 ) grupos t r i a l c o h i l -  
silano t a l e s  como t r im e t i ls i la n o .

Los grupos p r o te c to r e s  c a r b o x l l i c o s  term in a les  
pueden ser ( l )  -OG en e l  que G es , por ejem plo, un resto  
e n f á t i c o  que t ie n e  p re fe r ib lem en te  1 a aproximadamente 
23 átomos de carbono, o un re sto  a r a l i f  é t ic o  de l a  apro­
ximadamente 4 a n i l lo s ,  teniendo p re fer ib lem en te  6 a apro­
ximadamente 24 átomos de carbono, y proporcionando un ás­
t e r  terminado con un r a d ic a l  que con tien e  carbono; o a c i­
l o ,  por ejemplo a c ilo  a c i c n c o  in f e r io r  que t ie n e  p r e fe r í -

n 3 ." 
6*
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b l  emente 1 a aproximadamente 6 carbonos; ( 2) una fu n ción  
que p rop orc ion a  amida, por ejem plo, -NHg, am in oa lif á tico  
o amino a r a l i f  á t ico  (por ejem plo, e r a l i f  á tico  mono c í c l i c o  ) 
de 1 a aproximadamente 3o átomos de carbono, por ejem plo, 
l a  amina puede ser prim aria , secundaria o t e r c ia r ia ,  por 
e jem plo, -NR°R^ en l a  que R° y  R^ son como se han d e f in i ­
do antes; o ( 3 ) un agente de su je c ión  t a l  como e l  soporte  
de r e s in a  -NH -  CH -  -  ; e l  sop orte  de r e s in a

'6^5

-O-CHg-CgH^- r e s .n a  c lo ro m e tila d a , r e s in a  h id r o x im e t íl i ­
ca , r e s in a  de M e r r i f ie ld  y  s im ila re s , p re fer ib lem en te , 

l o s  grupos a l i f  é t i c o s  o a r a l i f  á t ic o s  a n te r io re s  son h id r o -  
c a r b i lo .

Los m a te r ia le s  p o l ip e p t íd ic o s  de e s te  in ven to , 
por ejem plo, compuestos de fórm ula I I  pueden emplearse 
para  a l iv ia r  l o s  síntom as de e s q u izo fre n ia  en seres  huma­
n os y  o t r o s  m am íferos, y se cree  que esto se consigue r e ­
duciendo l a  a ct iv id a d  de l a  S -p rote ín a , es d e c ir ,  o r i g i ­
nando una red u cción  en e l  grado de conform ación a l f a - h e l i ­

c o id a l  de l a  S -p ro te ín a  en l o s  anim ales de sangre c a lie n ­
t e .  E stos  com puestos a c t iv o s  pueden ser e f ic a c e s  en con­
t r a r r e s ta r  l o s  síntom as de esq u izo fre n ia * y  sus formas ma­
n i f i e s t a s  t a l e s  como estados de te n s ió n  con ansiedad, s i ­
c o s i s  d ep res iva  maníaca, e tc , cuando se adm inistra farma­
cológ icam ente de modo in tern o a u n  animal v iv o .  La admi­
n is t r a c ió n  de un compuesto a ctivo  de este  in ven to , por 
ejem plo, m ezclado con un e x c ip ie n te  farm acéutico puede 
ser in te rn a , por e jem plo, puede ser dentro d e l t r a c to  d i­

gestiv o  y  se p r e f ie r e  l a  adm in istración  p a re n te ra l. El
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compuesto activo puede estar en forma sólida o liquida y 
puede estar combinado con un excipiente farmacéuticamente 
aceptable como un sólido, una solución, suspensión o emul­

sión u otra forma. La administración parenteral puede ser 
por ejemplo por rutas subcutánea, intraperitoneal, in tra ­

venosa, in tra -a rte ria l, intramuscular o sim ilares. Para 
la  administración oral, un compuesto activo y un excipien­

te  farmacéuticamente aceptable puede tomar, por ejemplo 

la  forma de una pildora, p a s tilla , tableta , cápsula o una 
suspensión liquida. Ejemplos de excipientes son sólidos 
ta le s  como lactosa, estearato de magnesio, estearato de 

calcio , almidón, tie rra  de pipa fosfato dicálcico, saca­
rosa, ta lco , ácido esteárico, gelatina, agar, peptinao  
acacia, y líquidos ta le s  como aceite de sésamo, aceite de 
o liv a , agua y sim ilares. También puede emplearse un re­

vestimiento entérico, t a l  como acetato-i't alato de celulo­

sa. Las composiciones de este invento pueden incluir tam­

bién agentes conservadores, agentes estabilizadores, agen­

te s  humectantes, agentes emulsificadores, tampones o sab­

le s  y sim ilares. Los compuestos activos empleados en el 
método del invento, o composiciones que lo s  contienen, 
pueden administrarse junto con o incluyendo otros mate­

r ia le s  fisiológicamente activos y/o medicamentos, por 
ejemplo agentes de tampón, antiácidos, sedantes, tranqui­
lizan tes, analgésicos, hormonas o similares.

Pueden emplearse varias dosificaciones de com­

puestos activos dependiendo del compuesto activo particu­

lar empleado, la  gravedad del estado que ha de tratarse, 

el modo de administración, e l grado de efecto deseado en 
el huésped, por ejemplo, mamíferos y sim ilares. Asi, la

*  *  * *
,   ̂ v * *
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cantidad de compuesto activo administrado puede variar, 
pero es suficiente para aliviar lo s  síntomas esquizofré­

nicos en lo s  mamíferos en un grado sign ificativo . Las do­

sificaciones pueden variar generalmente desde al menos 
aproximadamente 0 ,0 1  mg/kd/ di a (miligramos por kilogramo 
de peso corporal de mamífero por día), es decir, hasta 
aproximadamente 2 o más mg/kg/dia, más preferiblemente 
aproximadamente 0 ,1  a l  mg/kg/día. El tratamiento puede 
con sistir  en una dosis diaria tínica, o la s  dosis anteriores 
pueden darse fraccionadamente a intervalos periddicos, 
por ejemplo, pueden administrarse por día aproximadamente 
2 a 4 dosis de aproximadamente 0 ,0  5 a 0 ,2  mg/kg. El com­

puesto activo puede estar incluido en formulaciones de des­
prendimiento retardado con lo  que la s  cantidades anterio­
res están disponibles en e l cuerpo en un período de tiem­

po amplio. El período de actividad puede prolongarse in ­

corporando lo sp o lip é p tid o s  en compuestos orgánicos, en 
su mayor parte polímeros, ta le s  como gelatina, fosfato  
de polifluorestaBo o ácido poliglutámico.

Los compuestos del invento que incluyen aquella: 
sustancias activas en el tratamiento de lo s  síntomas es­

quizofrénicos o sus compuestos intermedios precursores, 
pueden prepararse sintéticamente a partir de aminoácidos 
individuales o de polipéptidos para proporcionar la s  se­

r ie s  de péptidos T-Y-L deseados. En un modo de sín tesis , 
lo s  componentes aminoácidos se hacen reaccionar en e l or­

den deseado para obtener l a  estructura peptídica, por ejen 
pío , l a  funcidn amina de un primer aminoácido puede con­

densarse con l a  funcidn de ácido carboxilico de un segun­

do aminoácido proporcionando una estructura dipeptídica

<, a
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que puede rea cc ion a r  además para  obtener l a  estru ctu ra  de­
seada que t ie n e  de 3 a aproximadamente 8 unidades o r e s ­
t o s  am inoácidos. Para obtener l a  com binación deseada de 
r e s t o s  am inoácidos, generalmente es oportuno bloquear l o s  
lu g a res  en l o s  am inoácidos que puedan con d u cir, a ú n a  
r e a cc ió n  secundaria in d esea b le , por ejem plo, l a  función  

- c a r b o x í l i c a  de un primer r e a c t iv o  aminoácido con una fun­
c ió n  amina de una prim era o segunda m olécu la  de aminoáci­
do. El bloqueo puede e fe ctu a rse  por m edios convenciona­
l e s .  Grupos de bloqueo particu larm en te v e n ta jo so s  para 
l a  fu n ción  emino de l o s  am inoácidos son l o s  grupos p ro ­
t e c t o r e s  de <?(-a ñ in o , por ejem plo, grupos f t a l i l o ,  c s r -  
b o b e n c ilo x i y t -b u t i lo x ic a r b o n i lo s  en l o s  que puede u n ir ­
se fá c ilm en te  e l  grupo amino sin o r ig in a r  racem ización  
del am inoácido, debe ser re la tivam en te  in e r t e  en la s  con­
d ic io n e s  de re a cc ió n , y  debe separarse fá c ilm en te  d e l gru­
po amino sin  a fe c ta r  adversamente a l am inoácido. E stos  
grupos p r o te c to r e s  pueden h acerse  re a cc io n a r  en form a del 
haluro de ácid o , por ejemplo c lo r u r o , é s te r  o anhídrido 
de á c id o , por ejem plo, anhídrido de ácido mixto con i 'o r -  

miato de e lc o h i lo ,  por ejemplo un form iato de a lc o h ilo  
in f e r io r  d e l gruño de b loqu eo . La r e a c c ió n  puede p ro se ­
gu ir á tem peraturas ambientes en un d iso lv e n te  liq u id o  
orgán ico  e in e r te  t a l  como benceno. Sin embargo, pueden 
emplearse s i se desean tem peraturas más a lta s  o más b a ja s  
por ejemplo aproximadamente 0  ̂ a 50^0. La fu n ción  carbo­
x í l i c a  d e l aminoácido puede b loqu earse  por r e a cc ió n  con 
e l  grupo amino d e l aminoácido preced en te  en l a  se r ie  p ep - 
t í d i c a  o por o tro  grupo de bloqueo su sce p tib le  cuando e l  
ácido es e l  ácido i n i c i a l  en l a  s e r ie .

t; t *

* * t * *
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Con el f in  de fa c ilita r  la  recuperación del pro­

ducto de la  s ín tesis  de aminoácido después de cada etapa 
de la  reacción, puede ser bastante, ventajoso proporcionar 
el resto aminoácido in ic ia l o terminal como un éster re­

sínico o iona amida resínica. Resinas particularmente ú t i ­

le s  son por ejemplo resina de benzihidrilamina, resina  
clorometilada, resina de H errifie ld , y resina de hidroxi- 
m etilo. La preparación de una resina de benzihiórilamina 
está descrita por R iv a llile , et a l, Helv. _54, 277 2 (1971), * 

y la  preparación de una resina de hióroximetilo está des­
c r ita  por Bodanszky et al Chem. Ind. (London) _3§, 1597-98 
(1968).

Los grupos de bloqueo deben ser estables en el 
reactivo y en la s  condiciones de reacción para preparar 
el péptido. Los grupos de bloqueo para el grupo de ácido 
carboxílico terminal deben ser estables en la s  condicio­
nes empleadas para separar el grupo'protector de alfa-am i- 
no en cada etapa de la 's ín t e s is . El grupo de bloqueo de­

be retener sus propiedades protectoras, es decir, no as- - 
cinóirse en la s  condiciones de s ín tesis , y cuando se se­

para al terminar la  sín tesis  la s  condiciones de reacción 
empleadas no deben alterar la  cadena peptídica de un modo 
indeseado. Los grupos de bloqueo pueden separarse por 
varios métodos convencionales, dependiendo de la  natura­

leza  del grupo que ha de separarse, por ejemplo, en pre­

sencia de ácido triflu oroa cético , o por hidrogenolisis, 
por ejemplo con hidrógeno y un catalizador t a l  como plar- 
tin o , paladi'o o sim ilares, o con bromuro de hidrógeno en 
ácido acético g lacia l o ácido triflu oro  acético o con áci­

do fluorhídrico anhidro. El medio de hidrogenolisis es
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p refer ib lem en te  y ¿e modo e s e n c ia l anhidro.

La re a cc ió n  entre una unidad p e p t id ic a  e x is te n ­
t e  y un aminoácido subsigu ien te  puede r e a l iz a r s e  por re a c ­
c ió n  en fa s e  s ó l id a .  Al prepar ser l o s  á s te re s  o amidas r e ­
s ín ic a s , e l  soporte  de r e s in a  y e l  aminoácido pueden mez­
c la r s e  Intimamente en un d iso lv e n te  orgán ico  in e r te , por 
ejem plo, te tra h id ro fu ra n o , d ioxano, d im etilform sm ida, ben­
ceno, etanol y s im ila re s . La r e a c c ió n  p ros ig u e  a tempera­

tu ra  ambiente, aunque pueden'em plegrse s i se desean tempe­
ra tu ra s  más a lta s  y más b a ja s , por ejemplo aproximadamen­
t e  o s  a 8o s c .  Generalmente se d e ja  que l a  r e a cc ió n  l l e ­
gue esencialm ente a com pletarse para  hacer máximo e l  ren ­

dim iento de producto p e p t ld ico  que t ie n e  e l  orden deseado. 
El empleo de excesos  s u s ta n cia le s  de r e a c t iv o s  aminoáci­
dos, por ejemplo a l menos aproximadamente 1,5  a aproxima-: 
demente 230 o más v e ce s  l a  can tid ad  req u er id a  para l a  r e ­
acción  en una base esteq u iom étrica , y  tiem pos de r e a cc ió n  
su sta n cia le s , por ejemplo al menos aproximadamente 1 hora , 
p re fer ib lem en te  a l menos aproximadamente 5 horas a 500 o 
más h oras, perm iten com pletar l a  r e a c c ió n . E l grado en 
que se ha completado l a  r e a c c ió n  puede determ inarse por 
l a  r e a cc ió n  de c o lo r  de K a iser . .Una r e a c c ió n  p o s i t iv a  

a l a  re a cc ió n  de c o lo r  de K aiser in d ic a  lu g a re s  sin sus­

t i t u i r  en e l am inoácido. Una v a lo ra c ió n  de Dormán puede 
también emplearse para  determ inar s i ha f in a liz a d o  l a  r e ­
a cc ió n .

Los m étodos de unión  adecuados p ara  p ro p o rc io ­
nar l a  cadena p o l ip e p t id ic a  de l o s  compuestos de e s te  in ­
vento están d e s c r it o s  en l a  b ib l i o g r a f ía .  En gen era l, 
l o s  fragm entos de am inoácidos y /o  p e p t ld ic o s  se unen de

r

+ * <,



24 31037.

modo, p or ejem plo, que un aminoácido o un p ép tid o  que con­
tenga u n  grupo alfa-am ino p roteg id o  y  un grupo ca rb o x ilo  
term in a l se hace rea ccion a r  con un aminoácido o péptido 
que contenga un grupo alfa-am ino l i b r e  y  un grupo ca rb ox i­
lo  term in a l p ro te g id o , o un aminoácido o péptido que con­
ten ga  un grupo alfa-am ino a ctivo  y un grupo c g r b o x ll ic o  
term in a l p ro teg id o  se hace re a cc ion a r  con un aminoácido 
o un p ép tido  que contenga un ácido c a r b o x i l ic o  term in a l 
l i b r e  y  un grupo alfa-am ino p ro te g id o . E l grupo ca rb o x i­
l i c o  puede a c t iv a rs e  por ejemplo por con versión  en una 

azid a  de ácid o , anhídrido o im id a zo lid a  o en un éster  ac­
t iv a d o  t a l  como é s te r  c ia n o e t i l i c o ,  é s te r  t i o f e n í l i c o ,  
é s te r  p - n i t r o t i o f e n i l i c o  o és ter  de t i o  ere  s i l o ,  p-m etano- 
s u l f o n i l f e n i l o ,  p - n i t r o f e n i lo ,  2 , 4 -d in i t r o fe n i lo ,  2 ,4 ,5 -  
ó 2 ,4 ,6- t r i c l o r o f e n i l o ,  p e n ta c lo r o fe n ilo ,  N -h id ro x is u cc i-  
nim ida, N -h id ro x ifta lim id a , 8-h idroxiq.u ino 1 eina, é s te r  - 
de N -h id rp x ip ip e r id in a , o por re a cc ió n  con una c g r b o d li -  
mida (opcionalm ente con a d ic ión  de N -h id rox i-sn cc in im id a )

- d N ,N '-ca rb o n ild iim id a z o l o una sa l de is o x a z o l io ,  por 
ejem plo, e l  r e a c t iv o  de^oodw ard , e l  grupo amino por ejem­
p lo  por re a cc ió n  con  un f o s f i t o .  Los m étodos empleados 
frecuentem ente in c lu y en  e l  método de l a  carbodiim ida , e l 
método de Y'eygand-A'uensch (ca rb od iim id a  en p re sen cia  de 
N -h id ro x isu cc in im id a ), e l  método de l a  azlda , e l método 
de l o s  á s te re s  a ctiva d os  y e l  método d e l anh ídrido, tam­
b ién  e l  método de M e r r i f ie ld  y  e l método de l o s N -c a r b o -  
x ia n h íd rido  s o N -tio ca rb ox ia n h íd r id o  s.

Convenientemente, puede em plearse e l  método de 
l a  carbod iim ida , e l  agente de cop u la ción  de carbod iim ida  

puede ser p or ejem plo N -e t i l -N '- (Y -d im e t i la m in o p r o p i l -  *

' 6*
' " *
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-ca rb od iim id a ) o una d ih id ro ca rb il-ca rb o d iim id a , por ejem­
p lo  d i al co h ilo  de 1 a aproximadamente 23 átomos de carbo­

no, por ejemplo d ic ic lo h e x il-c a r b o d iim id a . La c a r b o d ii-  
mida puede p rop orcion a rse  en un d iso lv e n te  in e r te , por 

ejem plo, c loru ro  d e m e t ile n o , p ara  ayudar en l a  manipula­
c ió n . Frecuentem ente, l a  r e la c ió n  molar de carbod iim ida  
a m oles de r e a c t iv o  de aminoácido menos abundante es  apro­
ximadamente 0 ,9 :1  a 1 0 :1 . La r e a cc ió n  de unión puede rea?- 
l i z a r s e  en un medio in e r te , por ejem plo, d iclorom etano, 
en cantidades que proporcionan  d iso lv e n te s , p or  ejem nlo, 
a l menos aproximadamente 1 a aproximadamente 300 o más mi— 
l i l i t r o s  por gramo de am inoácido, La re a cc ió n  tra n scu rre  
a tem peratura ambiente, aunque pueden em plearse, s i se de­
sean, tem peraturas más a lta s  y  más b a ja s , por ejemplo apro 
ximadamente -  30 s a 50 SC.

El desbloqueo de un fragnento de aminoácido o 
p ép tido  para una re a cc ió n  p o s t e r io r  puede r e a l iz a r s e  de 
cu a lq u ier  forma conven iente , y  d ich os  m étodos son b ie n  co­
n o c id o s . Ventajosam ente, l o s  agentes de bloqueo en l o s  
grupos amino, por ejem plo, grupos de bloqueo de t ip o  a c ilo  
pueden separarse en un procedim iento de dos etapas, em­
pleando un haluro de h idrógeno, por ejemplo c loru ro  de h i­
drógeno, en cada etapa. E l producto re su lta n te  es l a  s a l 
de a d ic ión  de á c id o , por ejemplo sa l de c loru ro  de h id ró ­
geno, que puede n e u tra liz a rs e  con una base, por ejem plo, 
t r ie t i la m in a , p ir id in a , h id róx id o  de sodio o p o ta s io ,  ca r­
bonato de sodio o p o ta s io  o s im ila re s . El haluro de h i ­
drógeno puede prepararse  burbujeando e l  haluro de h id ró ­
geno en un medio l íq u id o ,  por ejem plo, dioxano o c loru ro  
de m etilen o . Un áster r e s ín ic o  puede c o n v e r t ir se  en un

4
4 W '
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péptido desbloqueado burbujeando haluro de hidrogeno ga­

seoso, por ejemplo, bromuro de hidrógeno, a través de un 
medio que contiene él éster resínico del péptido y ácido 
triflu oro  acético.

Como se ha observado antes, és deseable modifi­
car el polipéptido que contiene la  unión T-V-L- para pro­

porcionar un compuesto que presente una vida eficaz más 
larga en el tratamiento de lo s  síntomas esquizofrénicos 
que el tripéptido de aminoácidos, y así, este'polipéptido  
puede convertirse en un polipéptido omega-^-acilado. Pue­

den emplearse procedimientos de acilación conocidos aun­

que puede ser más deseado emplear un procedimiento que no 
perturbe la  actividad óptica de lo s  restos de aminoácidos. 
El grupo alfa-smino del polipéptido puede acilarse por 
reacción con el haluro de ácido correspondiente, por ejem­

plo haluro de ácido, anhídrido de ácido, o sim ilares, em­

pleando métodos convencionales. El grupo de ácido carbo- 
x ílico  o éster terminal puede esterificarse  o transeste- 

r ific g rse  de acuerdo con procedimientos convencionales pro 
porcionando un péptido que pueda presentar una dosis e fi­
caz mayor. La esterificación  puede efectuarse por reac­

ción del polipéptido que tiene una función carboxilica  
terminal desbloqueada con el alcohol correspondiente. Las 
amidas que tiene l a  unión T-V-L característica de la s  
composiciones de este invento pueden prepararse de acuer­

do con procedimientos conocidos. Por ejemplo, e l ácido 
o haluro de ácido correspondiente, por ejemplo el cloruro, 
del péptido puede hacerse reaccionar con amoníaco o una 
amina primaria o -secundaria. El amoníaco o la  amida se 
proporciona a menudo en al menos una cantidad estequiomé-

; -
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t r i c a  para  una r e a c c ió n  com pleta con l a  e s tru ctu ra  p e p t l -  
d ica . La r e a cc ió n  puede r e a l iz a r s e  en un d iso lv e n te  in e r ­

t e  t a l  como tetra h id ro fu ran o  y  puede ser convenientem ente 
a una tem peratura de aproximadamente 10 a 50^0 o su p erior . 
Generalmente cuanto mayor es e l  peso m olecu lar de l o s  gru­
p os  ah ilo  y éster' en e l p o lip é p tid o  más pequeño y más p ro ­
longado será sa e fe c to  en e l trabam iento de l o s  síntomas 
e squi zo f r  éni co s .

Los derivados fu n c io n a le s  de l o s  compuestos y 
compuestos in term ed ios  de este  invento in clu yen  la s  s a le s  
farm acéuticam ente a cep tab les , incluyendo la s  s a le s  de ad i­

c ió n  de á c id os  y de bases, de l o s  p o lip é p t id o s . Las sa­
l e s  de a d ic ión  de á c id o s  pueden ob ten erse  haciendo r e a c ­

c ion a r  e l  p o lip é p tid o  con un ácido orgán ico  o in o rg á n ico , 
t a l  como ácido c lo r h íd r ic o ,  ácido brom hídrico, ácido sul­
fú r ic o ,  ácido f o s f ó r i c o ,  ácido a c é t ic o ,  ácido m a le ico , 
ácido t a r t á r ic o ,  ácido c í t r i c o ,  ácido m é lico , ácido a s có r -  
b ic o ,  ácido b e n zo ico , y  s im ila re s . Los com puestos que 
t ie n e n  l a  unión T-V^L pueden tam bién estar en form a de 
com plejos m e tá lico s  preparados poniendo en con tacto  l o s  
p o lip é p t id o s  con una s a l, h id róx id o  u óxido de m etal es ­
casamente so lu b le . Los m eta les que pueden emplearse in ­

cluyen c o b a lto , cobre , c a lc io ,  h ie r r o ,  z in c , magnesio, 
sod io , p o ta s io  y  amonio. O tros  m eta les  que pueden emplear 
se in clu y en  n íq u e l y  alum inio. Así p or  ejem plo, puede 
ob ten erse  un com plejo m etá lico  añadiendo e l  p o lip é p tid o  
y una sa l m e tá lica , h id róx id o  m etá lico  u óxido m etá lico  es 
casamente s o lu b le  a u n  medio acuoso, o añadiendo un medio 
a lca lin o  a ú n a  so lu c ión  acuosa d e l p o lip é p tid o  y una sal 
m e tá lica  esencialm ente in s o lu b le  para  formar un com plejo

!
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1 de p o lip é p tid o -h id ró x id o  m etá lico  in s o lu o le .  Un comple­
jo de p o l ip é p t id o -s a l  m e tá lica  in s o lu b le  puede también 
prepararse  in  s i  tu  añadiendo a un medio a lca lin o  acuoso 
e l  p o lip é p tid o  y  una sa l m etá lica .

5 E l invento se d e s c r ib ir á  adicionalm ente por l o s
í ejem plos s ig u ie n te s . En estos  ejem plos, l o s  r e s t o s  p ep - 

t í d i c o s  que t ie n e n  a ctiv id a d  ó p t ic a  están en l a  con figu ­
r a c ió n  L a no ser que se indique o t r a  cosa .

10 EJBMPIO 1

Prepar a c ió n 'd e  p -tó lu e n su lfo n a to  del á ster  b e n c í l ic o  de 
le u c in a . _________________
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En un m atraz de 200 mi de t r e s  bocas  equipado 
con  una trampa de Dean y Stark, un condensador de r e f lu jo  
(con  tubo de secado u n ido) y  un agitador m ecánico, se l l e ­
van a r e f lu jo  15 gramos (0 ,0789 m oles) de ácido p -to lu e n -  
s a lfó n ico  monohidr atado h asta  que se desprende un equiva­
le n te  de agua.* En este  momento se añaden 10 gramos 
(0 ,07634  m oles) de le u c in a  y 17,0 gramos (0 ,1 5  m oles) de 
a lco h o l b e n c í l i c o .  La m ezcla  se l l e v a  a r e f lu jo  durante 
4 h ora s  y  se d e ja  e n fr ia r  h a sta  l a  tem peratura ambiente. 
Los d is o lv e n te s  se separan a va cio  y se produce un r e s i -  ' 
dúo só lid o  y  b la n co . El só lid o  blanco se la v a  con  éter  
anhidro y  se r e c r i s t a l i z a  en e ta n o l /é te r  proporcionando 
en t r e s  consechas 28,2 gramos de p -to lu e n su lfo n a to  d e l 
áster b e n c í l ic o  de le u c in a  (rendim iento d e l 94%) que t i e ­
ne un punto de fu s ió n  de 157-15890 (con  d escom p osición ).

* t
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Preparación  de N -c / ,- t -b u t i lo x ic a r b o n i lv a l i l - le a c in a t o  de 
b e n c i lo .
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Se traban aproximadamente 13, 2 granos (0 ,0  336 
m oles) de le u c in a to -p -to lu e n s u lfo n a to  de b en cilo  con b i ­
carbonato de sodio proporcionando la n cín a te  de b e n c ilo , 
que se recupera, por ex tra cc ió n  con cloru ro  d e m e t ile n o .'
En un matraz de t r e s  bocas de 230 mi equipado con una en­
tra d a  de n itrógeno gaseoso y adaptadores de sa lid a  y  un 
agitador m agnético, se d isu elven  6 ,25  gr'amos (0 ,3 4  m oles) 
de d ic ic lo h e x ilc a r b o d iim id a  en 33 mi de CH^Clg anhidro r e ­

cientem ente d estila d o  y e l leu c in a to  de b e n c ilo  recu pera ­
do se añade a e s to . La m ezcla  se mantiene en una atm ósfe­
r a  de n itrógeno y se e n fr ia  hasta  aproximadamente -30^0 
empleando h ie lo  seco y te t r a c lo r u r o  de carbono. A l a  mez­
c l a  se añaden go ta  a gota  7 ,4 5  gramos (0,0  336 m oles) de 
N -  o( - t  -but i  lo  x i  c ar bo n i lv  a lin  a d is n e lto s  en 50 mi de 
CHgClg anhidro. La m ezcla re su lta n te  se guarda a-10S C  
durante dos d i as. Después de separar un p re c ip ita d o  b lan­
co re su lta n te  por f i l t r a c i ó n ,  l a  capa de c loru ro  de m e ti-  

leno ' se la v a  sucesivamente con ácido a cé t ico  acuoso a l 
25%, so lu c ión  de b icarbonato de sodio acuosa, agua y  so­
lu c ió n  sa lin a  acuosa saturada. La capa o rg á n ica  se seca  
luego sobre MgSO  ̂ anhidro y e l  d iso lv e n te  se separa^-^ra- 
c i o .  El resid u o  se re co g e  en aceta tonde etiio '^ 'se  f i l t r a ,  
y  se con cen tra  de nuevo a v a c io .  El só lid o  blanco r e s u l­
tan te  se r e c r ia b a l iz a  en etanol/hexano proporcionando en 
dos cosech as 9,17 gramos de N -o ^ -t -b u t i lo 'x ic a r b o n i lv a l i l -

t + * *
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- le u c in a to  de b e n c ilo  (rendim iento d e l 65%), que t ie n e  un
punto de fu s ió n  de 90-91-C .
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EJEMPLO 3

P rep aración  de N -c ^ -t -b u t i lo x ic a r b o n i l -O -b e n c i l t r e o n i l -v a -  
l i l - l e u c i n s t o  de b e n c ilo  .__________ _ _ _ _ _ __________

En un matraz de t r e s  b oca s  de 100 mi equipado 

con una entrada de gas adaptadores de sa lid a  y  ag itador 
m agnético, se d isu e lven  4,08 gramos (0 ,00972 m oles) de 
N -o ^ -t -b u t i lo x ic a r b o n i lv a l i l - le u c in a t o  de b e n c ilo  en 50 mi 
de ácido a cé t ico  g la c ia l .  La m ezcla  se e n fr ia  a 5s y  se 
burbu jea  c lo ru ro  de hidrógeno gaseoso a t r a v é s  de l a  mez­
c la  durante 30 m inutos. La m ezcla  se l l e v a  luego hasta  
sequedad a v a c io .  E l po lvo  blanco re su lta n te , c lo rh id ra ­
to  de b e n c i l - v a l i l - l e u c in a ,  se la v a  repetidam ente con éter  
anhidra. E l p o lvo  se pone en suspensión en 30 mi de 
CH^Clg, seco , se e n fr ia  a -3 0 se , y  se t r a t a  con 1,38 mi 

(0,010 m oles) de t r ie t i ls m in a  y  se a g ita  durante 30 minu­
t o s  proporcionando una so lu c ió n .

La so lu c ió n  de t r ie t i la m in a  r e su lta n te  se añade 
luego a 1 ,9 4  gramos (0 ,0 D  m oles) de d ic ic ló h e x i lc a r b o d i i -  
mida d i s u e lto s  en 30 mi de CH^Cl^ anhidro recientem ente 
d e s t i la d o . E sta s o lu c ió n  se mantiene bajo  atm ósfera de 
n itrógen o y  se añaden g o ta  a go ta  3,0 gramos (0,00972 mo­
le s )  d e N - a ( - t - b u t i l o x i c a r b o n i l - 0 - b e n c i l t r e o n ln a d is a e l -  
t o s  en 30 mi de CEgClg anhidro. La m ezcla  de re a cc ió n  
se mantiene a -D S C  durante dos d ia s . E l p re c ip ita d o  b la n ­
co r e s u lta n te  se separa por f i l t r a c i ó n ,  y  l a  capa de c í o -

3  ̂*
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ruro de m etileno se la v a  sucesivam ente con agua, ácido acé 
t<ico acuoso a l 25% so lu c ión  acuosa de bicarbonato de sodio 

agua y so lu c ió n  sa lin a  acuosa saturada. La capa o rg á n ica  

se seca  sobre iigSO^ anhidro y e l  d iso lv e n te  se separa a 
! v a c ío .  El residu o se recoge  en acetato  de e t i l o ,  se f i l -  
i t r a  y con cen tra  a va cio  proporcionando 3 ,56  gramos de un 

polvo  blanco que e s N - o ( - t - b u t i l o x i c a r b o n i l - 0 - b e n c i l t r e o -  
n i l - v a l i l - l e u c in a t o  de b e n c ilo  (rendim iento 60%, p . de f .  
115S a l l 9 S C ) .

EJB'.TPI0 4

t "

15

33

25

P reparación  de c lo rh id ra to  de o - b e n c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c i -  
nato de b e n c i lo .  __________________________________________

Se burbu jea  lentam ente c lo ru ro  de hidrógeno ga­
seoso durante 53 m inutos a tra v é s  de una solución f r i a  
(53)  y ag itada  de 4 ,1  gramos (6 ,7 1  m ilim o les ) de N - o ( - t -  
- b u t i lo x ic a r b o n i l -O -b e n c i l - t r e o n i l -v a l i l - le u c in a t o  de ben­
c i l o  en 53 mi de ácido a cé t ico  g la c ia l .  E l d iso lv e n te  se 
separa a v a c io .  El residuo se la v a  con éter  y  se r e c r i s -  
t e l i z a  en e ta n o l /é te r  proporcionando 3 ,1 4  gramos de c l o r ­

h id ra to  de O -b e n c i l t r e o n i lv a l i l - le u c in á to  de b e n c ilo  (ren ­
dim iento 86%) que t ie n e  un punto de fu s ió n  de 230-20 2,
53C.

EJEHPIO 5

33
P reparación  de t r e o n i l - v a l i l - l e u c i n a

Un gramo de c lo rh id ra to  de o - b e n c i l t r e o n i lv a l i l -

* ?
* ft *

*
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- le u c in a to  de b e n c ilo  se n e u tr a liz a  proporcionando O -ben - 
c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c in s t o  de b e n c ilo .  Se prepara una mez­
c la  de h idro geno l i  s i s  que con tien e  e l  0 -b e n c i l t r e o n i lv a -  
l i l - l e u c i n a t o  de b e n c ilo ,  0 ,5  gramos de p a l adió a l 10% sa­
bré carbón v e g e ta l por 0,01  mol d e l m a teria l que ha de h i ­
drogenarse, y  e tan ol abso lu to , A l a  m ezcla  se abade 1 ,1  

eq u iv a len tes  m olares de ácido a cé tico  basado en e l  égter 
de b e n c i lo .  La m ezcla  se h idrogena durante 4 h oras. 31 
ca ta liz a d o r  se separa por f i l t r a c i ó n  y l o s  d iso lv e n te s  se 

separan a v a c io .  El residuo se la v a  con éter  anhidro y  
se r e c r i s t a l i z a  en una m ezcla  de- e ta n o l /é t e r  proporcionan ­
do 544 mg d e l p ép tid o  t r e o n i l - v a l i l - l e u c i n a  l i b r e  (re n d i­
miento 85%).

15 EJBJPLO 6

P reparación  de N -o ( -a c e t i l -0 -b e n c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c in s t o  
de b e n c i lo . ______

23 Se prepara  O -b e n c i l t r e o n i lv a l i l - le u c in s t o  de
b e n c ilo  a p a r t ir  de 1 g  de c lo rh id ra to  de 0 -b e n c i l t r e o -  
n i lv a l i l - l e u c in a t o  de b e n c ilo  como en e l  Ejemplo 5 y  se 
d isu e lv e  en ácido a c é t ic o ,  y  se añaden 2 equ iv a len tes  dé 
anhídrido a cé t ico  basado en e l  áster de b e n c ilo .  L a m ez- 

25 c í a  se agi/ta durante to d a  l a  noche. L os d iso lv e n te s  se 
evacúan a v a c io .  El resid u o se r e c r i s t a l i z a  en m etan ol/ 
é te r , proporcionando 836 mg de N - c ( - a c e t i l - 0 - b e n c i l t r e o -  

n i lv a l i l - l e u c in a t o  de b e n c ilo  (rendim iento 85%).

33

 ̂Ü +
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1 EJEMPLO 7

Preparación  de N-o( -a c e t i lt r e o n ilv a li l - le u c in o m -id a ,

5
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Se d isu e lv e  1 g de N - o ( - a c e t i l - o - b e n c i l t r e o n i l -  
v a l i l - le u c in a t o  de b e n c ilo  en etanol d e l 95%. Se burbu­
jea. amoniaco a t r a v é s  de l a  so lu c ió n  durante 8 h oras. 
Después de a g ita r  a l a  tem peratura ambiente durante 48 ho­
r a s , l o s  d is o lv e n te s  se separan a v a c io . E l resid u o se 
la v a  con é te r  proporcionando 795 mg (99%) d e N - o ( - a c e t i l -  
-O -b e n c ilt r e o n ilv a ü l- le u c in a m id a . Un gramo de l a  N -o (-  

-a c e t i l -O -b e n c i l t r e o n i lv a l i l - le u c in a m id a  se somete a h i -  
d r o g e n o lis is  en etanol absoluto proporcionando 70 5 mg 
(rendim iento 90%) de N -o ^ -a c e t i l t r e o n i lv a l i l - le u c in a m i-  
da.

EJEMPLO 8

30

25

30

S ín te s is  de H e rr ii 'ie ld  de t re o n i 1 -v a l i  1 -1  en cin a .

Se preprara  una so lu c ió n  de 5 ,3  gramos de t -b u -  
t i ló x ic a r b o n i l -L - le u c in a  ( 21,2 m ilim o le s ) , 2 ,5  mi de 
t r ie t i la m in a  (18 m ilim o les ) en e l  d iso lv e n te  2-m e t ilt e t r & ' 
hidroi'urano y se l e  añaden 20 gramos de r e s in a  de M erri- 
f i e l d ,  que es  p o l ie s t ir e n o  r e t icu la d o  con d iv in ilb en cen o  
a l 2%, proporcionando 21 ,2  m ilim oles  de c lo r o .  La r e s in a  
de l'.Ierrii'ie ld  se a n a liza  conteniendo ^troxim adámente 1,06 
m ilim oles  de c lo r o  p or gramo de re s in a , y antes de em­

p le a r s e , l a  r e s in a  se la v a  con m etanol, con agua d e s t i la ­
da, con etan ol y con c loru ro  de m etileno y  luego se seca

+ * < * * * * ̂* * * +
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a v a cio  a 100se . Antes ¿ e l  empleo del 2 -m e tilte tra h id ro -  
furano se d e s t i la  sobre una d isp ers ión  de sod io , y  l a  
t r i e - t i l  amina se d e s t i la  sobre is o c ia n s to  de fe n i lo  y lu e ­
go se vu e lve  a d e s t i la r  sobre una d isp e rs ió n  de so d io .
La m ezcla  se l l e v a  a r e f lu jo  durante aproximadamente 70 

¡ h oras para e fectu a r  l a  e s t e r i f i c a c ió n  de l o s  am inoácidos 
b loqueados a l a  r e s in a . Después de l a  r e a c c ió n  de e s te ­

r i f i c a c i ó n ,  l a  r e s in a  se la v a  con te tra h id ro iu ra n o , e ta - 
n o l ,  ácido a cé t ico  g la c ia l ,  e ta n o l, agua d e s t ila d a , e ta - 
n o l y c loru ro  de m etileno y  luego se seca  a va cio  a 100se 
durante t r e s  h oras . Se ob tien en  aproximadamente 2 1 ,5 -22  
gramos d e l áster  r e s ín ic o  de t -b u t i l o x i c a r b o n i l -L - le u c i -

na.
El á ster  r e s ín ic o  de l a  t  -hut i  lo  x i  c ar bo n i 1 -L - 

-1  eucina  se pone en suspensión en 230 mi de c loru ro  de 
m etileno y se a g ita  burbujeando n itrógen o muy puro a t r a ­
v é s  de l a  suspensión . El grupo t -b u t i lo x ic a r b o n i lo  p ro ­
t e c t o r  se separa añadiendo 400 mi de una m ezcla de ig u a l 

volumen de ácido t r i f lu o r o a c é t i c o  y  c lo ru ro  de m etilen o .
La r e s in a  se la v a  y luego se n e u tr a liz a  empleando 400 mi 
de t r ie t i la m in a  en cloroform o al 10% en volumen. La r e ­
s in a  se la v a  con c lo ro  y c lo ru ro  de m e tilen o . Se añaden 
aproximadamente 4 ,82  gramos de t -b u t i l o  x i  car b o n il-L -v  a l i ­
ña a l a  r e s in a  seguido de una cantidad  equ iva len te , es  
d e c ir  aproximadamente 4,57 gramos, de d ic ic lo h e x i lc a r b o -  
d iim ida  (24 m ilim o le s ) , y  l a  re a cc ión  de cop u la ción  se 
d e ja  que tra n scu rra  durante a l menos 16 h oras . E l áster  
r e s ín ic o  de t  -bu t i  lo  x i  c ar bo n i l - L - v  a l i l - L - 1  eu cilo  r e s u l­

ta n te  se la v a  luego con c lo ru ro  de m etilen o , m etanol esen­

cia lm ente anhidro, ácido a cé t ico  g la c ia l ,  e tan ol y clorure

V
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de m etileno para elim inar l a  d ic ic lo h e x i lu r e a  como sub­
p rod u cto . El f in a l  de l a  re a cc ió n  se comprueba por una 
r e a cc ió n  de c o lo r  de K aiser.

Se emplea esencialm ente e l  mismo procedim iento 
que se ha d e scr ito  antes pera elim inar e l  grupo t - b u t i l o -  
x ica rb o n ilo  (b oc ) p r o te c to r .  Al á ster  r e s ín ic o  sin b lo ­
quear se añaden 5,00 gramos de t -b o c -0 -b e n c i  1 -L -tre o n in a  
y  a con tin u ación  se añade una cantidad  equ iva len te  (e s  

d e c ir  3,6  gramos) de d ic ic lo h e x ilc a r b o d iim id a  (1 8 ,4  m i l i -  
m o les), y l a  re a cc ió n  de cop u la ción  se d e ja  que p ro s ig a  
durante cuatro h oras . El áster r e s ín ic o  re su lta n te  se 
la v a  esencialm ente de l a  mi ¡ana form a que se ha d e scr ito  
antes y luego se seca  to d a  l a  noche a tem peratura ambien­
t e  a v a c ío  sobre pentóxido de f ó s f o r o .  Se ob tien en  apro­
ximadamente 22-23 gramos de áster r e s ín ic o  de t - b u t i l o x i -  
c a rbon il-0  - b e n c i l -L - t r e o n i l - L - v a l i l - L - l e u c i l o .

La e s c is ió n  d e l  t r ip é p t id o  de l a  r e s in a  se e fe c ­
tú a  poniendo en suspensión e l  á s te r  r e s ín ic o  de t - b a t i l o -  
x i c a r b o n i l -O -b e n c i l t r e o n i l -v a l i l - le u c in a  seco en 100 mi 
de ácido t r i f lu o r o a c é t i c o  a l 100% a tra v é s  de l a  cu a l se 
burbu jea  bromuro de hidrógeno anhidro. Durante e s te  p ro ­
cedim iento se rompe l a  unión d e l áster  r e s ín ic o  y  simul­

táneamente e l  grupo 0 -b e n c ilo  p r o te c to r  a l a  treon in a , 
proporcionando la s  s a le s  brom hidrato y 't r i f l u o r o  acetato 
de t r e o n i l - v a l i l - l e u c in a  s o lu b le s  en ácido t r i f lu o r o  acé­

t i c o  .
La so lu c ión  de ácido t r i f lu o r o a c é t i c o  se eva­

p ora  entonces h asta  sequedad, y  e l  residuo se d isu e lve  
en IDO mi de una m ezcla  de ig u a l volumen de m etanol-agua 
d e s t ila d a . La m ezcla  se l l e v a  h asta  sequedad a p res ión

{
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reducida, y el residuo se disuelve en 100 mi de etanol y 

de nuevo se recupera secándolo a presión reducida. E l ma­

t e r ia l  seco se disuelve luego en lo a 20 mi de una canti­

dad mínima de ácido acético g la cia l al 30% y se f i l t r a .

Se añade lentam ente carbonato de sodio o bicarbonato de
i
! sodio sólido hasta que ocurre una precipitación. E l pro­

ducto trip e p tid ico  f in a l se re c ris ta liz a  en etanol/agua 

o disolviendo el producto en un gran exceso de agua des­

tila d a , concentrando la  solución por destilación de algo 

de agua y dejando que ocurra la  formación de crista le s  

a la, temperatura del refrigerador, aproximadamente 5BC.

Se ob tien en  aproximadamente 657 mg de L - t r e o n i l -L -v a l i l -  
-L - le u c in a  (rendim iento 75%) que t ie n e  un in te rv a lo  de 
punto de fu s ió n  de 240 -  24-23C (con  d escom p osición ).

EJEsIPIO 9

P reparación  de L -t r e o n i l -L -v a l i l -D -1  encina

Se r e p i t e  esencialm ente e l  procedim iento d e l 
Ejemplo 8 excepto que se emplea D -le u c in a  en lugar de 
L -le u c in a  y  se prepara  L -t r e o n i l -L -v a l i l -D - le u c in a .  EL 
produ cto es una m ezcla  c r i s t a l in a  b la n ca  que se observa  
que t ie n e  un punto de descom posición  de aproximadamente 
240BC con ca rb on iza ción .

- EJTMPIO 10

Preparac ió n  de N -< ? ( -a c e t i l - t r e o n i lv a l i l - l e u c in a .
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Se prepara áster r e s ín ic o  de t - b u t i l o x i c s r b o n i l -  
-O -b e n c i l t r e o n i l -v a l i l - le u c in a  esencialm ente de l a  miaña 
forma que se ha d e scr ito  en e l  Ejemplo 8 . El grupo p ro ­
t e c t o r  de t -b u t i lo x ic a r b o n i lo  se separa esencialm ente de 
l a  misma forma que se separan l o s  grupos en e l  áster r e s í ­
n ico de le u c i lo  y en e l  áster r e s ín ic o  de v a l i l - l e u c i l o  
en e l  Ejemplo 8, proporcionando e l  áster r e s ín ic o  de 0 -ben - 
c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c in a .  Se a c e t i la n  aproximadamente 5,0 

gramos de áster r e s ín ic o  d e O -b e n c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c in a ' 
anhidro lavando primero e l áster r e s ín ic o  con d im e t i l fo r -  
mamida, y haciendo rea ccion a r  luego l a  r e s in a  con e l r e ­
a ctivo  de a c e t i la c id n  que comprende 100 mi de 44 p a r te s  
en volumen de dim etilform am ida, 5 p a r te s  en volumen de 
anhídrido a cé tico  y 1 p a rte  en volumen de t r ie t i la m in a  
durante 20 -  50 m inutos y l a  r e s in a  se la v a  con d im e t il fo r ­
mamida, seguida por c loru ro  de m etilen o , y  luego se seca  
bajo  v a c io  a tem peratura ambiente durante una noche.

E IN -a c e t i l -p é p t id o  se escin de-d e  l a  r e s in a  
esencialm ente de l a  misma forma que se ha d e sc r ito  en e l  
E jsnplo 8 . La so lu c ió n  de ácido t r i f lu o r o  a cético  se eva­
p ora  luego hasta  sequedad a p re s ió n  red u cida . - El residuo 
se la v a  con una m ezcla  de ig u a l volumen de m etanol y  agua, 
se recu p era  evaporando h asta  sequedad y a p re s ió n  re d u c i­
da, se la v a  con etan ol y  se recu p era  de nuevo evaporando 
h asta  sequedad a p re s ió n  red u cid a . El producto f in a l  se 
r e c r i s t a l i z a  luego en e ta n o l-é te r , proporcionando 400 mg 
d e N - s ^ - a c e t i l - t r e o n i l v a l i l - l e u c i n a  (rendim iento d e l 55%), 
que t ie n e  un in te rv a lo  de punto de fu s ió n  de 210-214^0 
( con descompo s ic ió n ) .

„ U* * +
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EJEMPLO 11

S ín te s is  de M e r r i f ie ld  de l a  sa l c lo r h id ra to  de g l i c i l -  
t r  e o n i lv a l i l - l e u o in a __________

Comenzando con 10 gramos de á ster  r e s ín ic o  de 
O -b e n c i l t r e o n i lv a l i l -1  en cin a  preparado esencialm ente de 

l a  mi ana form a que se ha d e s c r ito  en e l  Ejemplo 10, se 
r e a l i z a  l a  co p u la c ión  de t -b u t i l o x i c s r b o n i lg l i c in a  ponien­
do en suspensión e l  á ster  r e s ín ic o  en 100 mi de c lo ru ro  
de m etilen o , añadiendo 1,94- gramos de t -b u t i l o x i c a r b o n i l -  
g ü c in a  (10 m ilim o le s ) , seguido por una cantidad  equimo- 
le c u la r ,  es d e c ir ,  2,06 gramos, de d ic i c lo h e x i l c a r b o d i i -  
mida (10 m ilim o les ) y  dejando que p r o s ig a  l a  r e a cc ió n  de 
condensación  durante 4- h oras . 31 áster  r e s ín ic o  de t -b u -  

' t i l o x i c e r b o n i I g l i c i l - O - b e n c i l - t r e o n i l - v á l i l - l e u c i n a  se e s ­
cin de  de l a  r e s in a  esencialm ente de l a  misma forma que se 
ha d e s c r ito  en e l  Ejemplo 8 . Después de l o s  lavados apro­
p ia d o s  con m etanol, agua d e s t ila d a , e ta u o l y  a d ic ión  de 
carbonato de sod io  para alcanzar un pH de 4-, 5, e l  producto 
se l l e v a  h asta  sequedad a p re s ió n  red u cid a .

E l producto de g l i c i l t r e o n i l v a l i l - l e u c i n a  se 
co n v ie r te  en su sa l c lo rh id ra to  d iso lv ié n d o lo  en 100 mi 
de una m ezcla  de 3 p a r te s  en volumen de e ts n o l por una 
p a rte  en volumen de é ter  y burbujeando c lo ru ro  de h id ró ­
geno gaseo so anhidro a t r a v é s  de l a  so lu c ió n  durante apro­
ximadamente 10 m inutos. E l producto se f i l t r a  y  seca  du­

ran te  l a  noche a tem peratura ambiente en un desecador a 

v a c io  proporcionando 600 mg de l a  s a l c lo rh id ra to  de g l i ­
c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c i n a  (rendim iento 6c%) <3He t ie n e  un in -

+ * * * ¿t , * . . * * * * * * ** - . * ,  * * * * ,  ; * * „ .  *
* * * *  * * A 3 3 * *
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1 te r v a lo  de punto de fu s ió n  de 225-2268C (con descom posi­
c ió n ) .

EJEMPLO 12

S ín te s is  de M e r r i f ie ld  de N - c ^ - a c e t i l - t i r o s i l t r e o n i l v á l i l -  
le u c in a  ____________

10

15

20

25

El áster r e s ín ic o  d e O - b e n c i l - t r e o n i lv a l i l - l e u -  
c in a  (preparado esencialm ente como se ha d e sc r ito  en e l  
Ejemplo 10) en una cantidad  de 7 ,4  gramos se añade a u n  
matraz de r e a cc ió n  y se pone., en suspensión en 75 mi de 
c loru ró  de m etilen o . A l a  suspensión se l e  añaden luego 

3,735 gramos de t -b u t i lo x ic a r b o n i l - 0 -b e n c i l t i r o s in a  (10 
m ilim o le s ) , seguido por una cantidad  equ iva len te  de d i c i -  
c lo h e x ilca rb o d iim id a  ( 2,06 gramos, 10 m ilim o les ) y  se de­
ja  que p r o s ig a  l a  r e a c c ió n  de cop u la c ión  durante cuatro 
horas. Se r e a l i z a  una a g ita c ió n  burbujeando n itrógen o de 
elevada pureza  a t r a v é s  de l a  suspensión . La r e s in a  se 
la v a  luego con c loru ro  de m etilen o , etanol, ácido a c é t i­
co , etamol y c loru ro  de metileno. p ara  separar l a  d i c i c l o -  
h e x ilu re a  como subproducto, y  a con tin u ación  se seca  to d a  
una noche a tem peratura ambiente a va cio  sobre pentóxido 
de f ó s f o r o .  El producto seco , e l  áster r e s ín ic o  deO -ben-- 
c i l t i r o s i l -O - b e n c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c in a ,  aumenta t í p i c a ­
mente en peso a 7 ,5 0 -7 ,5 5  gramos.

La a c e t i la c ió n  en N se l l e v a  a cabo e s e n c ia l­
mente por e l  procedim iento d e scr ito  en e l  Ejemplo 10 para  

l a  s ín t e s is  de N - t ^ -a c e t i l - t r e o n i lv a l i l -1  encina excepto 
que se emplean 7 ,5  mi de anhídrido a c é t ic o ,  2 ,5  mi de

!
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t r ie t i la m in a  y- 50 mi de dim etilform am ida. Después de l a  
a c e t i la c ió n  en N , l a  r e s in a  se la v a  con dim etilform am ida, 
seguida con c lo ru ro  de m etileno y  se seca  ba jo  va cio  a 
tem peratura ambiente durante una noche.

La e s c is ió n  d e l p ép tido  de l a  r e s in a  de M e rri-- 
f i e l d  se r e a l iz a  esencialm ente de l a  misma form a que se 
ha d e s c r ito  en e l Ejemplo 8 excepto que para e v ita r  p o s i -  - 
b le s  s u s t itu c io n e s  arom áticos e l e c t r ó f i l a s  en e l  a n illo  
de t i r o s in a  por bromo, e l  bromuro de hidrógeno se hace 
pasar primero a t r a v é s  de una m ezcla  de re so r c in a -á c id o  
t r i f lu o r o a c é t i c o  en una r e la c ió n  de 2 gramos de r e s o r c i -  
n a p o r  100 mi de ácido t r i f lu o r o  a cé t ico  p ara  separar l a s  
t r a z a s  de Br^. Como p recau ción  a d ic io n a l fr e n te  a l a  sus­
t i t u c ió n  e l e c t r ó f i l a ,  se añaden 20-ml de a n iso l d ir e c ta ­
mente a l r e c ip ie n te  de e s c is ió n . El producto f i n a l ,  N -o ( -  

- a c e t i l - t i r o s i l t r e o n i l v a l i l - l e u c i n a ,  se r e c r i s t a l i z a  en 
e t s n o l-é t e r  proporcionando 900 mg d e l te tra p é p tid o  (re n d i­
m iento 59%) que t ie n e  un in te r v a lo  de punto de fu s ió n  de 
234,5 -  235^0 (con  d escom p osición ). El a n á l is is  de amino­

á c id o s  d e l producto p ro p orc ion a  0 ,9 3  de t i r o s in a ,  1,00 de 
tre o n in a , 1,00 de v a l in a  y  1,00 de le u c in a .

EJB3PIO 13

S ín te s is  de M e r r i f ie ld  de t r e o n i l v a l i l - l l s o l e u c i n a .

Se p repara  una so lu c ió n  de 5 ,3  g de t -b u t o x ic a r -  
b o n i l -L - is o le u c in a  (2 1 ,2 m il im o le s ) ,  2, 5 mi d e t r i e t i l a m i -  
na (18 m ilim oles) en e l  d iso lv e n te  2-m e t ilte tr a h id r o fu r a -  
no y se l e  añaden 23 gramos de r e s in a  de M e r r i f ie ld .  An-
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t e s  de em plearla, l a  r e s in a  se la v a  con m etanol, agua des­
t i la d a ,  etan ol y  c loru ro  de m etileno y se seca  a va cio  
a 300SC. Antes d e l empleo, e l  2 -m etilte tra h id ro fu ra n o  se 
d e s t i la  sobre una d isp ers ión  de sod io , y l a  t r ie t i ls m in a  

se d e s t i la  sobre i  so c i anato de fe n i lo  y luego se vuelve 
a d e s t i la r  sobre una d isp ers id n  de sod io . La m ezcla  se 
l l e v a  a r e f lu jo  durante aproximadamente 72 horas para 
e fectu a r l a  e s t e r i f i c a c id n  de l o s  am inoácidos bloqueados 

a l a  r e s in a . Después de la r e a c c id n  de e s te r i f ic a c id n ,  
l a  r e s in a  se la v a  co n te tra h id ro fu r a n o , e ta n o l, ácido acé­
t i c o  g la c ia l ,  e ta n o l, agua, d e s t ila d a , e tan ol y  c loru ro  
de m etileno y a con tin u ación  se seca  a v a c io  a 3D0 3C du­
ran te  t r e s  h oras. Se ob tien en  aproximadamente 21 ,5 -22  
gramos de áster  r e s ín ic o  de t -b u t i lo x ic a r b o n i l -L - i s o le u -  

c in a . Beta cop u la c ión  de la t -b u t i l o x i c a r b o n i lv a l in a  a l 
áster r e s ín ic o  de t -b u t i lo x ic a r b o n i l is o le u c in a  se r e a l i ­
za esencialm ente de l a  misma form a que l a  cop u lación  de 
t -b u t i lo x ic a r b o n i l -L -v a l in a  a l á ster  r e s ín ic o  de t - b u t i -  
lo x ic a r b o n i l -L - is o le u c in a  d e s c r ito  en e l  Ejemplo 8 . s in  
embargo, debido in c lu s o  a l mayor impedimento e s té n ico , 
l a  r e a cc ió n  se d e ja  que con tin ú e  durante 24 h oras . La 
r e s in a  se la v a  a con tin u ación  como es u su a l para e lim i­

nar l o s  sub-productos y  e l  f in a l  de la r e a c c id n  se com­
prueba por l a  r e a c c ió n  de c o lo r  de K a iser . La a d ic ión  
a t -b u t i lo x ic a r b o n i l - t r e o n in a  p ara  obtener e l  á ster  r e ­

s ín ico  de t -b u t i l o x i c a r b o n i l - t r e o n i lv a l i l - i s o le u c in a ,  l a  
e s c is ió n  d e l péptido desde l a  r e s in a  para obtener t - b u t i -  
lo x ic a r b o n i l - t r e o n i lv a l i l is B le u c in a ,  y  su aislam iento y 
p u r i f ic a c ió n  su bsigu ien tes , se r e a liz a n  esencialm ente de 
l a  misma form a que en l a  preparación  de t r e o n i l v a l i l - l e u -

t- *  * 3 *
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ciña, d e s c r it a  en e l  Ejemplo 8 . El t r ip é p t id o , treo 'n iIv a - 
l i l i  soleu  ciña., se o b t ie n e  en una cantidad  de aproximada­
mente 630 mg (rendim iento 68%).

EJIMPIO 14-

S ín te s is  de M e r r i f ie ld  de t r e o n i l - v a l i l - l e u c i n i l - s r g i n i n a

Se sigue esencialm ente e l  mismo procedim iento 
que en e l  Ejemplo 8 excepto que se emplean 6,78 gramos 

de t -b u t i l o s i c a r b o n i ln i t r o (g a a n id in i l ) -L -8r g in in a  (2 1 ,2  
m ilim o les ) como aminoácido e s to r i f ic a d o  a 20 gramos de l a  
r e s in a  de M e r r i f ie ld .  La e s t e r i f i c a c id n  se r e a l iz a  l l e ­
vando a r e f lu jo  l a  m ezcla  durante aproximadamente 72 ho­
r a s  y  e l  é s ter  r e s ín ic o  se la v a  y  seca  como en e l  Ejemplo 
8 proporcionando aproximadamente 22 d 23 gramos del é s te r  
r e s ín ic o  de t -b u t i lo x ic a r b o n i l -n it r o a r g in in a .  Se copulan 

aproximadamente 5' gramos de t -b u t i lo x ic a r b o n i l -L - le c u in a  
(24 m ilim o les ) a l és ter  r e s ín ic o  de n itr o a r g in in a  por 
ad icid n  de una cantidad equ iva len te  de d ic ic lo h e x i lc a r ­
to  d iim i da (4 ,6  gramos, 24 m ilim o le s ) , dejando que l a r e -  
a cc id n  p r o s ig a  durante 16 horas. Después que se la v a  
e l  é s te r  r e s ín ic o ,  l a  cop u lacid n  de t -b u t i l o x i c a r b o n i l -  

-L -v a liñ a  y t -b u t i lo x ic a r b o n i l -0 -b e n c i l -L - t r e o n in a  a l és­
t e r  r e s ín ic o  se r e a l i z a  esencialm ente p or  e l  mismo p roce ­
dim iento que se ha d e s c r ito  previam ente en e l  Ejemplo 8. 
Se ob tien en  aproximadamente 24 gramos d e l é s te r  r e s ín ic o  
de t -b u t i l o  x i  c a rb on il-0  -b  enzo i l - L - t r  eo n i l -L -v a l i l -L -1 e u -  
c i l -g r g in in a .

Debido a l a  e s ta b ilid a d  d e l grupo n itr o  ál b r o -

v ^
*

A ^
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muro de h idrógeno, e l  áster r e s ín ic o  de pép tido  p roteg id o  
se escin de con flu oru ro  de hidrógeno anhidro con e l f i n  
de e fe ctu a r  tam bién l a  separación  d e l grupo n i t r o .  Des­

pués del paso a tra v é s  de una r e s in a  de intercam bio i ó n i ­
co apropiada, e l  eluyente se con cen tra  h asta  un a c e ite  y 
luego se p r e c ip i t a  is o e lé c tr ica m e n te  p or  a d ic ión  de car­

bonato de sodio s ó l id o . El p rodu cto , L - t r e o n i l -L -v a l i l -  
-L - le u c i l -L -a r g in in a , se r e c r ig t  a l iz a  en una so lu c ió n  de 
etan ol-agu a  proporcionando aproximadamente 900 mg de t e ­
tra o  éo t i  do .
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Los p é p tid o s  que t ie n e n  l a  e s tru ctu ra  T-V-L ca­
r a c t e r í s t i c a  pueden también prepararse  empleando una r e ­
a cc ión  en fa se  s ó l id a  con r e s in a  c lo ro m e tila d a  que es un 

p o l ie s t ir e n o  re t icu la d o  con r e s in a  de d iv in ilb en cen o  y es­
t á  com ercialm ente d isp o n ib le  de Bio Rad L a b ora tories , 
Richmond C a li fo r n ia , con l a  marca r e g is tra d a  Bio Beads 
SK-1. En estos  p roced im ien tos  p ara  l a  a d ic ión  de r e s t o s  
p e p t íd ic o s , por, ejem plo, un é s te r  r e s ín ic o  de t - b u t i l o x i -  
c e r b o n il- le u c in a  se pone en suspensión en dioxano y se 
desbloquea empleando ácido c lo r h íd r ic o  4 norm al. El c l o r ­
h id rato  re su lta n te  se n e u tr a liz a  con t r ie t i la m in a  y se la ­
va . La cop u la ción  de l o s  r e s t o s  am inoácidos a d ic io n a le s  
puede r e a l iz a r s e  empleando un agente de cop u lación  t a l  
como d ic ic lo h e x ilc a r b o d iim id a . Este procedim iento no se - 
ha encontrado que fu e ra  económicamente a tra ctiv o  como 
o t r o s  proced im ien tos de s ín t e s is ,  por ejem plo, l a  s ín te ­
s is  de M e r r i f ie ld .

* * ** *

<* *
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E ster m e t íl ic o  de t r e o n i l - v a l i l - l e u c in a .
r.;
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Se c o lo c a  t r e o n i lv a l i l - l e u c in a  bru ta  (0,066  g, 
0 ,2  m ilim oles) en un v ia l  de r e a c c ió n  de 5 mi y se seca 
a 100se bajo  v a cío  durante una noche sobre un desecador 
de anhídrido f o s f ó r i c o .  E l t r ip é p t id o  seco se d isu e lv e  
en 0 ,5 4  mi de m etanol anhidro. Se aRade una m ezcla  p re ­

viam ente preparada de dim etoxipropano y  c loru ro  de h id ró ­
geno de ca lid a d  de r e a c t iv o  en una r e la c ió n  en peso de 
542:83 en una cantidad  de 0,63  mi a l a  m ezcla  de re a cc ió n . 
E l v i a l  de r e a c c ió n  se c ie r r a  herm éticam ente. La m ezcla  
se remueve exhaustivam ente y & con tin u ación  se d e ja  repo­

sar durante l a  noche proporcionando e l  áster  m e t íl ic o  de 
t r e o n i lv a l i l - l e u c in a .  Los d i so lv en tes  se separan a con­
t in u a c ió n  por evaporación  ba jo  una c o r r ie n te  de n it r ó g e ­
n o , seguido por secado a l v a cío  d e l á s ter  a 100^0 sobre 
un desecador de anhídrido f o s f ó r i c o  durante una noche.

EJ3MPIQ 16

E ster m e t íl ic o  d e N -O -d ia c e t i l - t r e o n i lv a l i l - l e u c iu a .

25

30

Se d isu e lv e  e l producto d e l Ejemplo 15 en 0 ,3 8  
mi dé p ir id in a . Se añade anhídrido a cé t ico  en l a  ca n t i­
dad de 0 ,1  mi (2 m ilim o les ) como agente de a c ila c ió n  y 
l a  m ezcla  de r e a c c ió n  se m antiene a 37^0 durante 23 minu­

to  s en un v i a l  cerrado herm éticam ente. El d iso lv e n te  se 
separa d e l producto a c ilad o  por evaporación  bajo  una c o -
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i r i e n t e  &e n itrógeno anhidro, seguido por secado a va cio  
a lOO^C sottre un desecador de anhídrido f o s fó r i c o  durante 
una noche.

El áster t r ip e p t ld ic o  a c ila d o , áster m e t ílic o  

de N -O -d ia c e t i l - t r e o n i l -v a l i l - l e u c in a ,  puede p u r if ic a r s e  
d iso lv ien d o  e l  producto bruto en m etanol y  haciendo pasar 
l a  m uestra por una op era c ión  de crom a togra fía  l iq u id a  a 
p re s ió n  elevada. Un crom atógrafo liq u id o  modular Wgters 
equipado con una columna p rep a ra tiv a  de 3 m etros por 9,5 
mm de diámetro r e l le n a  con P h e n y lp o r a s i l -^  se emplea 
u t iliz a n d o  metanol como eluyente . La e lu ción  se c o n tr o la  
por cambios en e l  In d ic e  de r e fr a c c ió n  y  en l a  absorben­
c i a  UV a 225 nm, e l  caudal d e l m etanol eluyente es 1 mi 
p or m inuto. E l p ico  p r in c ip a l  con un volumen de re ten ­
c ió n  de aproximadamente 100 mi se re co g e  como l a  f r a c c ió n  
p u r if ic a d a . El d iso lv e n te  de e s ta  f r a c c ió n  se separa por 
evaporación  ba jo  una c o r r ie n te  de n itrógen o anhidro se­
guido por secado a v a c io  a lOO^C en un desecador de anhí­
drido f o s f ó r i c o  durante una noche.

El ejemplo s ig u ie n te  i l u s t r a  e l  a islam iento y 
produ cción  d e l t r ip é p t id o  t r e o n i lv a l i l - l e u c in a  de fuen­
t e s  anim ales.

EJEMPLO 17

E xtra cción  y  aislam iento de p o lip á p tid o  que con tien e  t r e o -  
n i l - v a l i l - l e u c i n a  a p a r t ir  d e l cerebro de bueyes. _______ _

Los h ipotólam os de v a r io s  ce re b ro s  de bueyes 
se d isecan  y homo gen eizan  en una so lu c ión  t  ampón, c ita d a

 ̂ * t*' *'
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más adelante , como "taapón de c i t r a to  t r i s " ,  que ha sido
preparado como s ig u e :

T amoón de c it r a to  t r i s

- Una s o lu c ió n  acuosa 0 ,4 9 8  m oler de tampón de c i ­
tra to  t r i s  se prepara  como sigue. A 1 l i t r o  de 
agua d e s t i la d a  se añaden 9 ,58  gramos d e l ácido 
c í t r i c o  y 49,9 gramos de t r is (h id r o x im e t i l ) -a m i-  
nomet ano. Él pE de l a  so lu c ió n  re s a lta n te  se 

a ju sta  a 8 ,65  por a d ic ió n  de una so lu c ión  acuo­
sa 0 ,1  m olar de b id róx id o  de sod io .
La hom ogenéización de l o s  h ipotálam os se r e a l i ­

z a  en cuatro p a r te s  en volumen ( m i l i l i t r o s )  d e l tampón 
de c i t r a t o  t r i s  por cada p a rte  en peso (gramos) de h ip o -  
tá lam os. La m ezcla  homogeneizada se c e n tr ifu g a  a 15.000 
rpm durante 30 m inutos a 4SC y se r e t ie n e  e l  líq u id o  so­
brenadante, que con tien e  fa c to r  de a n t i-S -p ro te ín a  ex­
tra íd o  junto con numerosas im purezas.

Cuatro k ilogram os de h idro.lizado de almidón se 
lavan una vez  con agua d e s t ila d a , a con tin u ación  dos ve ­
c e s  con e l  tampón de c it r a to  t r i s .  Al almidón kdmedo se 
l e  da form a de un bloque que mide 123 cm de largo  por 60 
cm de ancho y  por 5 cm de gru eso . Los dos extremos d e l 
bloque se mantienen en su lu gar por p ap el de í i l t r o  p ara  
p e rm itir  que e l  tampón en exceso sa lga  por drenado d e l 
b loque. Después de dicho dren a je  e l  b loque t ie n e  un es­
p esor de sólo  aproximadamente 1,5  cm.

A tr a v é s  d e l ancho d e l b loqu e de almidón, co ­
menzando en un punto a 43 ,5  cm de uno de sus extrem os, 
se e sca v a u n a  se cc ió n  de 2 ,5  cm de ancho d e l b loqu e. La
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tem peratura d e l bloque se a ju sta  a 4SC. El liq u id o ' sobre­
nadante que con tie n e  e l  fa c to r  de a n t i-S -p r o te in a  de l a  

ce n tr ifu g a c ió n  a n terior  (que mide aproximadamente 35-40 
m lj se m ezcla  con 10 g ota s  de azul de brom ofenol. La so­
lu c ió n  re su lta n te  se m ezcla  con e l  almidón escavado y  esa 
m ezcla  se v ie r t e  en e l hueco de 2,5  cm de ancho en e l  b lo ­
que.

El bloque se somete luego a ú n a  c o r r ie n te  e le c -  
t r o i 'o r é t i c a  de 750 v o l t i o s  y  50 m il i  amperios, conectándo­
se e l  cátodo e l extremo d e l bloque que e s tá  a 43 ,5  cm d is ­
ta n te  del hueco, y e l  ánodo a l o tro  extremo. . La co r r ie n ­
t e  se hace pasar continuamente por e l  b loque h a sta  que 
l a  l in e a  azul a tra v é s  de lo  ancho d e l bloque (p ro p o rc io ­
nada por l a  p re se n c ia  d e l azul de brom ofenol) se mueve 
h a c ia  e l  ánodo una d is ta n c ia  de 42 cm. Esto re q u ie re  
aproximadamente Ib  h oras . Durante es te  tiempo una l ín e a  
r o ja  b r i l la n t e  (prop orcion ad a  por l a  hem oglobina que es ­
ta b a  p resen te  en e l  ex tra cto  de l o s  hipotálam os se mueve 
h a c ia  e l  cátodo a una d is ta n c ia  de aproximadamente 5 cm 
d e l hueco.

La zona entre la s  l in e a s  azul y  r o ja  después 
que se com pleta l a  e le c t r o f o r e s i s  se d iv id e  en 10 t i r a s ,  
extendiéndose cada t i r a  a todo lo  ancho d e l b loqu e y 
siendo de aproximadamente 5 cm de ancha. Cada t i r a  se 
separa y  excava completamente d e l b loque y se pone en 
suspensión en 12 mi d e l tampón de c i t r a to  t r i s  durante 
aproximadamente 10 m inutos. La suspensión se f i l t r a  lu e ­
go a va cio  a .tra v é s  de un embudo Buchner. Cada una de 

la s  10 f r a c c io n e s  re su lta n te s  se a n a liza  de acuerdo con 
e l  método de absorción  de t r ip tó fa n o  d e scr ito  en B io lo -
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Si-cal P sy ch ia try . Y o l. 7 Na i ,  p 53, (19.73) como una in -  

d ica c ió n  de l a  cantidad  de fa c to r  de a n ti-S -p ro  t e ín a  en 
e l la s .  Se r e t ie n e n  dos o t r e s  de la s  fr a c c io n e s  a c t iv a s . 

Numerando la s  t i r a s  en e l  b loqu e de almidón d el 1 al 20 
comenzando con l a  que e s tá  junto a l a  l ín e a  azul, l a s  
f r a c c io n e s  que con tienen  l a  mayor a ct iv id a d  de fa c to r  de 

a n t i -s -p r o te ln a  son generalm ente la s  o b ten id a s  de l a s  
t i r a s  Números 2, 9 y  l o .

El procedim iento a n terior  se r e p it e  un número 
de v e c e s  s u f ic ie n t e  para  p rop orcion a r  20 f r a c c io n e s  que 
t ie n e n  una a c t iv id a d  re la tivam en te  e levada de fa c to r  de 
a n t i -s -p r o te ín a . E stas 30 fr a c c io n e s  se  reúnen luego y 
se someten a evaporación  a t r a v é s  de un tubo de d i á l i s i s  
para  red u cir  e l  volumen desde 200-160 m i i n i c i a l e s  a apro­
ximadamente 40 -60 m i.

Se prepara  una columna r e l le n a  p era  emplear en 
crom atogra fia r l a  so lu c ió n  concentrada d e l fa c to r  de an­
t i - s - p r o t e ín a  bruto como s ig u e :'

Columna de c e lu lo s a  DEAE
Se lavan 800 gramos de c e lu lo s a  d e l t ip o  DEAE 

m arca " S e le c ta c e l"  (una d ie t i la m in o e t i lc e lu lo s a  vendida  - 
por Brown Company o f  B e r lín , Nex Hsmpshire) dos v e ce s  con 
p o r c io n e s  de 19 l i t r o s  de una so lu ción  acuosa 0 ,1 9  normal 
de h id róx id o  de so d io . A con tin u ación  e l  m a teria l r e l l e ­
no se la v a  con p o r c io n e s  de 19 l i t r o s  de ácido c lo r h íd r ic o  
0 ,1 9  norm al. El m a ter ia l se la v a  luego con un tampón de 
f o s fa t o  0,00 5 m olar h asta  que quede l i b r e  de c loru ro  (ge­
neralm ente 25 la v a d o s ) . El m ateria l de r e lle n o  se c o lo ­
ca  luego en una columna de v id r io  de 120 cm de a ltu ra  
que t ie n e  un diámetro in tern o  de 2 ,5  cen tím etros .

O
, ¿
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La so lu ción  bru ta  concentrada de i 'a ctor  de a n t i-  
-S -p r o te in a  se c o lo c a  en l a  columna de DEAE y l a  columna 
se eluye luego empleando un sistem a de e lu ción  con gra- 
d ien te  de dos m atraces, en e l  que e l  matraz A con tien e  
1000 mi de una so lu ción  acuosa de un tachón  de fo s fa to  
ca t ió n ic o  0 ,0 0  5 molar (pH 7 ,4 )  y e l  matraz B con tien e  
1000 mi de una so lu c ión  acuosa de un tampón de fo s fa to  
ca t ió n ic o  0 ,0  4 molar (pH 4 ,3 )  que se ha aumentado con c l o ­
ruro de sodio en una r e la c ió n  de 4 )5 ,5  gramos de c loru ro  
de sodio por tO l i t r o s  de so lu c ión  tampón. 31 e luato se 
re co g e  en fr a c c io n e s  de 15 m i, se numeran aproximadaDen- 
t e  12) en t o t a l .  Cada fr a c c ió n  se a n a liza  en cuanto l a  
a ct iv id a d  d e l fa c to r  de a n t i-s -p r o te in a  por e l método de 
absorción  de tr ip tó fa n o  y la s  lo  fr a c c io n e s  que tie n e n  l a  
mayor a ct iv id a d  d e l fa c t o r  a n t i -s  se reúnen y concentran 
por l i o f i l i z a c i ó n  hasta  aproximadamente 10% de su volumen 
o r ig in a l .

E l procedim iento a n ter io r  completo se r e p it e  un 
número s u f ic ie n te  de v e ce s  para p rop orcion a r  s u f ic ie n t e  
concentrado que con tien e  fa c t o r  de a n t i-S -p r o te in a  mos­
trando un contenido de p r o te in a  t o t a l  de aproximadamente 
2)0 m iligram os cuando se determ ina por e l  método de Low- 
r y .  Esto re q u e r ir á  aproximadamente 3)0-400 mi de concen­
tra d o , que a su v ez  r e q u e r ir á  aproximadamente 4)0-1000 
gramos de hipotálam o de buey, que a su vez  r e q u e r irá  
aproximadamente 160 cabezas de ganado.

El concentrado que con tien e  aproximadamente 
2)0 mg de proteina. se r e a l i z a  co n tra  agua d e s t ila d a  du­
ra n te  24 h oras . Por cada 17 mi d e l concentrado, se añar-
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den 4 ,25  mi de t r ip s in a  0 ,1  m olar y  2 ,1  mi de CaClg 1 mo­
l a r .  El pH de l a  m ezcla  com pleta  se a ju sta  7 ,8  con Ng)H 
1 m olar y a con tin u ación  se in cuba  durante 2 h oras en un 

ag itad or con baSo de ag ía  a 37SC. Después de la  incuba­
c ió n , l a  s o lu c ió n  se f i l t r a  a tra v é s  de una membrana D ia - 

; f i o  de peso m olecu lar 10.000 (A n icon U M -lo ). Después de 
f i l t r a c i ó n ,  se anaden 4 ,25  mi de una so lu c ió n  de p ep sin a  

0 ,1  m olar por 17 mi de l a  m ezcla  f i l t r a d a .  E l pH se a ju s­
t a  a 1 ,5  con HC1 1 m olar y  l a  m ezcla  se in cu ba  de nuevo 
durante 2 h oras  a 37^0. Después de l a  in cu ba ción , e l  pH 
se aumenta a 7 ,8  con Na)H 1 m olar y  l a  so lu c ión  se f i l t r a  
a t r a v é s  de una membrana D ia flo  de peso m olecu lar 1D00 
(¿m ic o n in í-2 ) .

E l f i l t r a d o  se somete a evaporación  s lb i t a  para 
r e d u c ir  sj. volumen a aproximadamente 50 m i. La m ezcla  r e ­

su lta n te  se c e n tr ifu g a  y  se  r e t ie n e  e l  l iq u id o  sobrena­
dante. El pH d e l l iq u id o  sobrenadante se a ju sta  am enos 
de 2 ,2  por a d ic ió n  de ácido c lo r h íd r ic o  concentrado. E l 
l iq u id o  a c id if ic a d o  se d ilu y e  luego con agua d e s t ila d a  
h a sta  un volumen de 75 m i. E sta so lu c ió n  que con tien e  
e l  fa c to r  de ant i  -  S-pro t  e ín  a se somete luego -a cromato­
g r a f ía  de columna en una columna preparada como sigu e :

Prim era columna de r e s in a  su lfonada

El m a teria l de r e lle n o  empleado es l a  marca 
"Aninex 53-WK.2" de Dio Rad Company, que es  una r e s in a  de 
in tercam bio c a t ió n ic o  "Dovex" en form a de io n  hiórógeno 
que t ie n e  un tamado de p a r t íc u la  de 230-325 m a llas . La 
r e s in a  es  un p o l ie s t ir e n o  sulfonado que t ie n e  2% nominal 
de r e t ic u la c ió n  ñor d iv in ilb e n ce n o . E l m a teria l de r e -
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l le n o  se le v a  en un embudo Buschner con ácido c lo r h íd r ic o  
0 ,1  normal h asta  que e l  lavado es  in c o lo r o .  A Continuar- 
c ió n  e l  m a ter ia l se la v a  con agua d e s t ila d a  h a sta  que e l  
agua de lavado p resen te  un pH de 5, después de lo  cu a l e l 

m a teria l se la v a  con aproximadamente t r e s  volúmenes de 
so lu c ión  acuosa 2,0 normal de h id róx id o  de so d io . De nue­
vo e l m ateria l se la v a  con agua d e s t ila d a  hasta  qp.e e l  
agua de lavado t ie n e  un pH de 5. El m ateria l de r e lle n o  
se t r a n s f ie r e  luego a u n  vaso y  se pone en suspensión en 
dos volúmenes de una so lu c ión  acuosa 1 normal de h id r ó x i­
do de sodio a 35^0 durante 2-3  h oras . La suspensión r e ­
su ltan te  se f i l t r a  luego por un embudo Buchner y l a  t o r ­
t a  de f i l t r o  se la v a  con agua d e s t ila d a  h asta  que e l  agua 
de lavado t ie n e  un pH de 5. El m a ter ia l de r e lle n o  se 

pone luego en suspensión en dos volúm enes de una so lu ción  
acuosa 0 ,2  m olar de c it r a to  de sodio (pH 3 ,1 ) y  l a  sus­
p en sión  se v ie r t e  en una columna de v id r io  de 150 cm de 
a ltu ra  y 2 cm de diámetro in te rn o .

La so lu c ión  acuosa y  á c id a  d e l fa c t o r  de e n t i -  
-S -p r o te in a  bruto se c o lo c a  en l a  columna de Aminex y  l a  
columna se eluye luego empleando un sistem a de e lu c ió n  
con grad ien te  de dos m atraces, en e l  que e l  matraz A con­
t ie n e  3000 mi de so lu c ión  acuosa 0 ,2  m olar de c i t r a t o  de 
sodio (pH 3 ,1 )  y e l matraz B con tien e  3000 mi de un tam­
pón de a c e ta to -c it r a to  (pH 9 ,1 )  preparado a p a r t ir  de 

315 gramos de ácido c í t r i c o  y  40 2 gramos de acetato  de 
sodio en 4 l i t r o s  de agua d esion izad a . La columna se man- 
t ie n e  bajo 0 ,7  kg/cm de n itró g e n o . El eluato se re cog e  
en fr a c c io n e s  de 10 m i, numerando aproximadamente 120 en 
t o t a l .
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Las f r a c c io n e s  se numeran en e l  orden en e l  que 
salen de l a  columna. Cada una de la s  fr a c c io n e s  as í ob­
te n id a s  se a n a liza  p or e l  método de a b sorc ión  de t r i p t ó -  

fano en cuanto a l a  a c t iv id a d  d e l fa c to r  de a n t i-S -p r o te i-  
na. Se prepara un g r á fic o  representando l o s  udmeros de 
l a  f r a c c ió n  a lo  la rgo  del e je  X y  la s  a ct iv id a d e s  de l a s  

f r a c c io n e s  a lo  la rg o  del e je  Y . Al menos se observará  
un máximo de a c t iv id a d  en e l  g r á f ic o  r e s u lta n te , gen era l­
mente en l a  r e g ió n  entre l a  f r a c c ió n  v igésim a  y l a  f r a c ­

c ió n  tr ig é s im a , y  se observarán a menudo o t r o s  máximos, 
por ejem plo, uno en l a  f r a c c ió n  40, o tro  en l a  70, o tro  
en l a  90 y  o tro  en l a  r e g ió n  en tre  110 y  120. Las f r a c ­

c io n e s  que producen cada máximo, por e jem plo, aproximada­
mente 2 ó 3 f r a c c io n e s  de la s  21 prim eras, se reúnen para 
un tratam iento a d ic io n a l. Cada masa r e s u lta n te  se t r a t a  
a con tin u ación  separadamente de l a  forma s ig u ie n te .

CROMO GRAFIA DE PARTICION 

METODO A

La masa reun ida  de fr a c c io n e s  que presentan ac­
t iv id a d  elevada d e l fa c to r  de a n t i-s -p r o te ln a  se evapora 
bruscamente en un evaporador r o ta to r io  a aproximadamente 
5-10 m i. El concentrado re su lta n te  se somete luego a 
e le c t r o f o r e s i s  de c o r t in a  empleando un aparato de e le c -  
t r o f o r e s i s  de c o r t in a  Beckman Spinco modelo CP. Se p re ­
paran 21 l i t r o s  de una s o lu c ió n  de e le c t r o l i t o  mezclando 
2 2 ,4  mi de una so lu c ión  acuosa 0 ,5  m olar de EB^PO  ̂ con 
259,2  mi de una so lu c ión  acuosa 0 ,5  m olar de NagHPO^, d i-

4¿ * í
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1 luyendo l a  m ezcla  a 23 l i t r o s  con agua d e s t ila d a , y  a jus­
tando e l  pH de l a  so lu c ión  r e sa lta n te  a 8,0 por a d ic ión  
b ien  de ácido f o s f ó r i c o  o b ien  de h id róx id o  de so d io , se- 
gtin se re q u ie ra . Se emplea una c o r r ie n te  con tinua de 53 

5 m iliam perios  y 95¡3 v o l t i o s .  Solo se emplean aproximada- 
! mente 5 l i t r o s  de l a  so lu c ión  de e le c t r o l i t o  para cada 

s e r ie .  La so lu c ión  e lé c tro fo ré t ica m e n te  fra cc io n a d a  d el

10

15

33

fa c t o r  de a n t i-S -p r o te in a  más im purezas se re co g e  d e l apa­
ra to  de e le c t r o fo r e s is  en 32 f r a c c io n e s , ten iendo cada una 
un volumen de aproximadamente 15 m i. Cada, una de es ta s  
fr a c c io n e s  se a n a liza  en cuanto a l a  a ct iv id a d  d e l fa c to r  
de a n t i-s -p r o te in a  por e l  método de absorción  con t r i p t ó -  
fa n o . Las fr a c c io n e s  que t ie n e n  l a  mayor a ct iv id a d  se r e ­
t ie n e n  y reúnen. E stas son a menudo la s  f r a c c io n e s  8§ a 
12B tomadas d e l aparato.

La masa reu n ida  de la s  f r a c c io n e s  más a c t iv a s  
se somete a ú n a  evaporación  brusca  en un evaporador r o t a ­
t o r io  p era  re d u c ir  su volumen a aproximadamente 1 -5  m i.
La so lu c ión  concentrada, que con tien e  abora tampoco como 
aproximadamente 5 mg de m a teria l p o l ip e p t fd ic o ,  se some­
t e  luego a separación  empleando columnas de un tam iz mo­
le c u la r  preparado como s igu e .

Columnas de tam iz m olecu lar 
25

Dos columnas de v id r io  se emplean en s e r ie ,  t e ­
niendo cada una 230 cm de a ltu ra  y  0 ,8 1  cm de 
diámetro in te rn o . .Ambas columnas se re lle n a n  
con m a teria l de tam iz m olecu lar de marca "Sepha- 

30 dex G-15 f in e "  sum inistrado por Pharmacia F ine
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Chem icals de P iscataw ay, New Jersey . Este ma­

t e r i a l  es un dextrano en p a r t íc u la s  que t ie n e  
una gama de tamaño de p a r t íc u la  de 40-123 mi­
e ra s .

La so lu c ión  que con tien e  fa c t o r  de a n t i -s -p r o -  
t e ín a  se hace pasar a t r a v é s  de dos columnas de "Sepha- 

I d ex", empleando ácido a cé t ico  0 ,0 2  m olar. El eluato se 
re co g e  en fr a c c io n e s  de 2 m i, numerando aproximadamente 
123 en t o t a l .  Cada una de es ta s  f r a c c io n e s  se an a liza  
por e l  método de absorc ión  de t r ip tó fa n o  en cuanto a ac­
t iv id a d  d e l fa c t o r  de a n t i-S -p r o te ín a  y  se a n a liza  tam­
b ié n  en cuanto a l contenido p o l ip e p t ld ic o  t o t a l  por ab­
sorc ión  UV, empleando una lo n g itu d  de onda de 223 nanó- 
m etros. S u fic ie n te s  f r a c c io n e s  de l a s  más a c t iv a s  (en 
térm inos de l a  a c t iv id a d  d e l fa c t o r  de a n t i-s -p r o te in a )  
se reúnen proporcionando un contenido p o l ip e p t ld ic o  to^- 
t a l  en e l  in te r v a lo  de aproximadamente 60 mi ero gramos a 
1 ,5  mg. La so lu ción  r e s a lta n te  se somete luego a evapo­
r a c ió n  b ru sca  en un e v a p ora d or-ro ta tor io  p ara  re d u cir  
su volumen a aproximadamente 1 -3  m i.

La so lu c ió n  concentrada d e l fa c to r  de a n t i -s -  
-p r o te ín a  más l a s  im purezas se somete luego a cromato­
g r a f ía  de intercam bio ió n ico  empleando l a  columna s igu ie i. 
t e :

Segunda columna de r e s in a  sulfonada

La columna de v id r io  es de 230 cm de a lto  y 
t ie n e  un diámetro in tern o  de 0 , 8l  cm. El r e ­
l le n o  es l a  r e s in a  de intercam bio ca t ió n ic o
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de marca "Aminex. 53-^X2" d e s c r ita  anteriorm ente 
en l a  presen te  memoria. El r e l le n o  se c o lo c a  en 
l a  columna y se e q u il ib r a  con una so lu ción  tam- 
pón de c itre ^ o  de sodio 0 ,2  normal (pH 3 ,0 )  y 
e l  sistem a se l l e v a  luego h asta  una tem peratura 
de 35SC.

La so lu c ión  que ha de crom atogra fia rse  se c o lo ­
ca  en l a  columna y l a  columna se eluye luego empleando un 
sistem a de e lu c ió n  con grad ien te  de dos m atraces, en e l  
que e l  matraz A con tien e  1 l i t r o  de so lu c ió n  de tampón 
de c i t r a to  de sodio 0 ,2  normal (pH 3 ,0 ) y  e l  matraz B con­
t ie n e  253 mi de una so lu c ió n  tampón que ha sido preparada 
como s igu e : Se form a una so lu c ió n  de 1 4 ,6  gramos de á c i­
do c í t r i c o ,  33,6 gramos de acetato de s o d io , 3 ,1  mi de 
ácido a cé tico  gL a cia l y  830 mi de agua d estila d a ; e l  pH 
de l a  so lu c ió n  re su lta n te  se a ju sta  a 4,0 por a d ic ió n  de 
ácido c lo r h íd r ic o  concentrado; y  e l  volumen de l a  solu ­
c ió n  se l l e v a  entonóos h asta  1 l i t r o  por a d ic ió n  de agua 
d e s t ila d a .

El eluato de l a  columna se re co g e  en fr a c c io n e s  
de 5 mi a una v e lo c id a d  de aproximadamente 4 a 5 f r a c c i o ­
n es por hora . Se recogen  en t o t a l  aproximadamente 133 a 
153 de t a l e s  f r a c c io n e s .  Cada fr a c c ió n  se a n a liza  en cuan­
to  a l a  a ct iv id a d  del fa c t o r  de a n t i -s -p r o te ín a  p or e l  
método de absorción  de t r ip t ó fa n o .  La f r a c c ió n  o f r a c ­

c io n e s  que t ie n e n  l a  a ct iv id a d  mayor con stitu y en  s o lu c io ­
nes d e l fa c to r  de a n t i-s -p r o te ín a  que son re lativam en te  
puras, es d e c ir ,  están exen ta s 'd e  l a  m ayoría de l o s  o t r o s  
m a te r ia le s  p e p t íd ic o s ,  m a te r ia le s  c e lu la r e s , e t c . , -q u e  
acompañaban e l  fa c to r  cuando se ex tra jo  d e l hipotálam o
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d e l buey en l a  s o lu c ió n  de t  ampón de C ity abo t r i s .  * Las 

f r a c c io n e s  que t ie n e n  l a s  mayores con cen tra cion es  de f a c ­
t o r  de a n t i -s -p r o te ih a  se encuentran a menudo en e l  in t e r ­

va lo  de l o s  números de fr a c c io n e s  8o a 86. E l a n á lis is  
de l o s  am inoácidos de e s ta s  f r a c c io n e s  m uestra que e l  f a c ­
t o r  es un p o lip é p tid o  co n s titu id o  por alguna com binación 

de algunos de l o s  am inoácidos s ig u ie n te s : ácido glu tám i- 
c o , tre o n in a , v a lin a , le u c in a , fe n ila la n in a , t i r o s ín a ,  
ácido a s p á r t ico , se r in a  y g l i c in a .  La eva luación  e s ta d ís ­
t i c a  de l o s  d atos d e l a n á lis is  de am inoácidos, junto con 
l o s  e s tu d io s  en zim áticos , in d ic a  que e l  fa c to r  de a n t i-S -  
-p r o te in a  con tien e  e l  t r ip é p t id o  L - t r e o n i l -L -v a l i l -L - le u -  
c in a .

15 ÑECO DO B

23

25

30

Alternativam ente cada masa reu n id a  del f r a c c io ­
namiento antes d e sc r ito  y  e l  a n á lis is  p or e l  método de ab­
s o rc ió n  de t r ip tó fa n o  puede tr a ta r s e  separadamente y  pu­
r i f i c a r s e  por crom a togra fía  de p a r t ic ió n  de fa se  in v e r t i ­
da. E sta  crom a togra fía  de p a r t ic ió n  de fa s e  in v e r t id a  
se r e a l iz a  empleando un programador de d iso lv e n te  de Wa- 
t e r s  A sso c ia te s  modelo 660 y  un sistem a de sum inistro de 
d iso lv e n te  deW ater A sso c ia te s  No délo 6000 junto con una 
columna B de f e n i l -p o r a s í l  de 1 ,8  a 3 m etros por 9 ,5  mm 

o b te n id a  de Vfgters A sso c ia te s . La columna se a lo ja  en un 
com partim iento a tem peratura constante hecho de b loqu es 
de espuma de e s tiren o  que rodean un baño a tem peratura 
con sta n te  d e l t ip o  Eaake FE. La in tro d u cc ió n  de la s  mues­
t r a s  en l a  columna se e fe ctú a  por un in y e c to r  u n iv ersa l

O
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de Y gters  A sso cia te s  Nodelo U6E ( l  m ic r o l it r o  a l lo  m i) 
y  e l  e flu e n te  de l a  columna se recoge  con un r e c o le c t o r  
d e -fr a c c io n e s  de S c ie n t i f i c  K anufacturing In d u s tr ie s  
120 5. El e flu en te  de l a  columna se co n tro la  con un e s -  
p ectrofotdm etro  u l t r a v io le t a  Bechnan modelo 25 equipado 

con un conjunto d e m ic r o c é lu la L c -2 5  de V.'aters A ssocia ­
t e s  y con un re fractóm etro  d i fe r e n c ia l  de Waters A ssocia ­
t e s  R -401.

Para cada masa reu n ida  de l a  columna de r e s in a  
sulfonada, l a  f r a c c ió n  se seca  y luego se di suelve en 
5-10 mi de d iso lv e n te  y se in y e c ta  en l a  columna. La elu­
c ión  de l a  columna se c o n tro la  por Ín d ice  de r e fr a c c ió n  
así como por absorbencia  a 225 nanómetros. Cuando se elu- 
yen l o s  máximos o p ic o s ,  e l  f l u jo  de l a  columna se d e t ie ­

ne y  se examina l a  m uestra por absorbencia  de UV de 350 
a 210 nanómetros. Las f r a c c io n e s  de 5 mi cada una se r e ­
cogen y se reúnen l o s  máximos homogéneos. La fr a c c ió n , 
o reu n ion es, se l le v a n  h asta  sequedad y se someten a aná­
l i s i s  de am inoácidos y  a n á lis is  de absorción  de f r i p t ó -  
fano para  determ inar l o s  máximos que tie n e n  l a  a ct iv id a d  
de in h ib ic ió n .

La fr a c c ió n  que con tien e  l a  L - t r e o n i l -L -v a l i l -  
-L - le u c in a  puede a c ila r s e  en N y /o  e s t e r i f i c a r s e  sustan­
cia lm ente de acuerdo con l o s  mismos p roced im ien tos  r e c o ­
g id os  en l o s  Ejem plos 10, 15 y 16.

Como se ha in d icado  antes, l a  in v e s t ig a c ió n  
r e fe r e n te  a l a  e sq u izo fre n ia  ha conducido a l aislam iento 
de una o (-2 -g L o b u lin a  (S -p ro te ín a  a l fa -h e l i c o id a l )  a par­

t i r  d e l plasma de l o s  p a c ie n te s  e s q u iz o fr é n ico s  que t i e ­
ne a ct iv id a d e s  d ife r e n te s  que l a  c^ -2 -g lo b u lin a  sim ilar

! .
*

9
-a
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(S -p ro te ín a  a l azar) o b ten id a  d el plasma de l o s  in d iv id u o s  
norm ales. Véase Frohman, et a l, Recent Advanees in  B io lo -  

.̂ s l  P sh y ch ia try . supra. La S -p ro te ín a  a l fa -h e l ic o id a l  
a is la d a  de l o s  p a c ie n te s  e s q u iz o fré n ico s , cuando por ejem­
p lo  se adm inistra a r a ta s  p rop orc ion a  resp u estas  s i c o ló ­

g ic a s  o b se rv a b le s  en la s  r a ta s . C aldv-ell, et a l, en B io -  
^*^al P sy ch ia try . supra. in d ic a  que l a  adm inistración  

de l a  S -p ro te ln a  a l fa -h e l i c o id a l  a r a ta s  reduce la  su to- 
-e s t im u la c ió n  de p la ce r  de la s  r a ta s . Empleando l o s  pro­

ced im ien tos e s ta b le c id o s  por Caldwell. y  o t r o s ,  se evalúan 
v a r io s  p é p t id o s  de e s te  invento para  determinar su capa­
c id a d  para  in v e r t ir  e l  e fe c to  de l a  S -p ro te in a  a l f a - h e l i ­
c o id a l .  De es ta  form a se i lu s t r a  l a  a ctiv id a d  de l o s  com­
ponentes de e s te  invento para a l iv ia r  l o s  síntom as de l a  
e s q u iz o fre n ia  en l o s  seres  .humanos. Se ha encontrado tam­
b ié n  que l o s  p é p t id o s  que con trarrestan  l a  a ct iv id a d  de 
l a  S -p ro te ín a  a l fa -h e l i c o id a l  presentan  in h ib ic ió n  de l a  
absorción  de t r ip t ó fa n o ,  y , como se observa  en e l  Ejemplo 
17, e l  a n á l is is  de absorción  de t r ip tó fa n o  puede emplear­
se p ara  ayudar a a is la r  l a s  f r a c c io n e s  p e p t ld ic a s  que son 
a c t iv a s  fr e n te  a l a  S -p ro te ín a  a l fa -h e l i c o id a l .

EJEMPIO 18

Se r e p it e  esencialm ente e l  procedim iento para 
auto estim u lación  in tra cra n e a l en ra ta s  d e scr ito  en la s  
p ágin as 237 a 239 de C a ld e e n  et a l ,  B io ló g ic a !  P sychi a-  
t r y ,  añora, (in corp orad a  en l a  p resen te  memoria como an­
te r io r id a d  en su t o t a l id a d ) ,  excepto lo  que se in d ic a  a 

con tin u a ción . Las r a ta s  quo tien en  lo  s e le c tro d o s  para

$ o
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estim u lación  co lo ca d o s  en e l  haz d e l cerebro an terior  me­
diano se ensayan p era  determinar e l  número de p re s io n e s  

a l a  b arra  que se  espera  de l o s  anim ales en un periodo de 

tiempo dado. La S -p ro te in a  a l fa -h e l ic o id a l  se adm inistra 
in terc is te rn a lm e n te , y e l  número de p re s io n e s  a l a  barra  
se observa  que desciende hasta  aproximadamente 77% de l a  
cantidad p r e v is ta . V a rios  p o l ip é p t id o s  se administran 
intram usculerm ente a l a  r a ta  en una cantidad de 0 ,2  mg/'kg 

de peso corp ora l para  determ inar si l o s  p o lip é p t id o s  in ­
v ie r t e n -e l  e fe cto  de l a  S -p ro te in a  a l fa -h e l i c o id a l .  Tam­
b ién  se r e a liz a n  absorc ion es  de t r ip tó fa n o  p ara  l o s  p o l i ­
p é p tid o s  ensayados. La in h ib ic ió n  de l a  absorción  de 
t r ip tó fa n o  se determ ina en 10 m inutos. Los re su lta d o s  
de l o s  ensayos se recogen  en l a  T a b la  s ig u ie n te .

Péptido administrado In h ib ic ió n  de R estau ración  de

l a  absorción  l a  p re s ió n  de 

de t r i p t ó f a -  l a  barra , %
_________________________ n o . %______  ____________

T r e o n i l - v a l i l - l e u c in a  19 ,8
N - a c e t i l - t r e o n i lv a l i l - l e u
c iñ a  33,2
G l i c i l t r e o n i lv a l i l - l e u c in a  24¿3
F e n i la la n i lp r o l i I t  r  e o n i l -

v  a l i 1 -1 e u c i lp r o l i1 - f  e n i l -

a lan ina  39 ,5
N- a.c et i l - t r  e o n i lv a l i l -1  encina

mida 56,5

T r e o n ilv a lil- le u c in a m id a  21,6

85

lo o
100

loo

100

90
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P é rfid o  adm inistrado

! T r e o n i lv a l i l i s o le u c in a

3^0 31

In h ib ic ió n  Ae R estauración  de 
l a  absorción  l a  p re s ió n  de 
de t r i p t ó f a -  l a  barra ,
n o , %

5,6 - 41

10

15

30

25

30

L os p o lip é p t id o s  s ig u ie n te s  se ensayan en cuan­
to  a l a  in h ib ic ió n  de l a  absorc ión  de t r ip t ó fa n o .  La in ­
h ib ic ió n  de l a  absorción  de t r ip tó fa n o  se determ ina en 10 
minuto s.

P épt i  do admini s tr  ado

E ster m e t íl ic o  d e N -O ^ -a c e t i l -  

- t r e o n i lv a l i l - l e u c in a
N - o ( r a c e t i l - t i r o 'S i l t r e o B i lv a l i l -

- le u c in a
P r o l i l - t r e o n i l v a l i l - l e u c i l p r o l i l -
g l ió i i ia

I n h ib ic ió n  de l a  absor- 

c ió n  de t r ip t ó fa n o ,  %

24.2

21.3

44;, 2

Los p o lip é p t id o s  s ig u ie n te s  se ensayan en cuan­
to  a l a  in h ib ic ió n  de l a  absorción  de t r ip tó fa n o  a tiem ­
p o s  de 10, 15 y  30 m inutos.

P éptido adm inistrado In h ib ic ió n  de l a  absorción  de t r ip -  
_________________________ tp fs n , %_____________________________ _

Tiem po:
10 m inutos 15 m inutos 30 m inutos

A
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Péptido administrado In h ib ic ió n  de l a  absorción  de t r i p -
________________________  tp fa n , ____________________

Tiem po:

10 m inutos 15 m inutos 30 minutos
D -a la n il -L -t r e o n il -L -

10

15

20

- v a l i l - L - l e u c in a 15 16 0
L -t r  eoni 1 -L -v  a li  1-D - 
- 1 eucina 12. 18 21

Los datos s ig u ie n te s  i lu e s t r a n  e l  empleo de l o s  
r e s t o s  am inoácidos que contienen  l a  co n fig u ra c ió n  D para 
in h ib ir  l a  absorción  de t r ip t ó fa n o .  Como se demuestra 
con l a  D -a la n il-L -tr e o n i 1 -L -v a li  1 -L -le u c in a , después de 
un periodo  de tiempo l a  in h ib ic ió n  de l a  absorción  de t r ip  
tó fan o  puede d ism in u irse . Sim embargo, e l  p o lip é p tid o  
e se n c ia l que t ie n e  l a  e s tru ctu ra  T-V-L presentaba  una du­
r a c ió n  m ejorada de la. a c t iv id a d  cuando e l  re s to  de l e u c i -  
na era de l a  co n fig u ra c ió n  D.

Los p o lip é p t id o s  s ig u ie n te s  se ensayan de modo 
s im ila r pero con f in e s  de com paración. La in h ib ic ió n  de 
l a  absorción  de t r ip tó fa n o  se determ ina a l o s  10 'm inutos.

. 25

Péptido administrado In h ib ic ió n  de l a  R estau ración  de
absorción  de t r ip  la 'p r e s ió n  sobre.

.____________________  tó fa n o . %________ _ l a  barra . %_______

G l i c i l g l i c i l g L i c i n a 0 3
O - b e n c i l - t r e o n l lv a l i l -

-leu cin am id a 0 tó x ic o

N -  ac et i l  -0 -b  enci 1 -t  r  ̂

+ v * * *
"  a s o

c;3 '
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P éptido adm inistrado In h ib ic ió n  de l a  R estauración  de
absorción  de t r in  l a  p re s ió n  sobre

tó fa n o , 7° l a  barra . %

n i l -v a l i l - le u c in s m id a 0 ' t ó x ic o
C lorh id ra to  de b e n c i l -

- O - b e n c i l - t r e o n i lv a l i l -
- le u c a to 0 tó x ic o
L - t r e o n i l - L - v a l i l - L - l e u c i l -  
-D -a l  anina 2 No ensayado

Como se i l u s t r a  con l o s  d a tos  a n te r io re s  r e s ­
p ecto  a l ensayo de L - t r e o n i l -L -v a l i l -L - le u c i l -D -a la n in a ,  
l a  p re se n c ia  d e l re s to  (L) de l a  estru ctu ra  T-V-L esen­
c i a l  de un su stitu y en te  que es re la tivam en te  d i f í c i l  de 
h id ró -liza r  a p a r t ir  de una función  c a r b o x í l i c a  de un ami­
n oácid o , d e ja  a l o s  p é p t id o s  sin  a ct iv id a d  s ig n i f i c a t iv a  
de absorción  de t r ip t ó fa n o .

Siguiendo esencialm ente l o s  mismos procedim ien­
t o s  que se han d e sc r ito  antes, se ensayan N - a c e t i l - t i r o -  
s i l t r e o n i l v a l i l - 1  eucina, p r o l i l t r  e o n i lv a l i l -1  e u c i l p r o l i l -  
g l i c in a  para  determinar su e fe cto  en la s  r a ta s  a la s  que 
ha sido adm inistrada l a  S -p rota ín a  a l fa -h e l i c o id a l .  Se 
encuentra que cada uno de es tos  m a te r ia le s  que con tien e  
p o l ip é p t id o s  restaura, l a  a c t iv id a d  p re so ra  de l a  barra  
de la s  r a ta s . O tros  p o l ip é p t id o s  que presentan  a c t iv i ­
dad ú t i l  p ara  a l iv ia r  l o s  síntomas de l a  esqu izofren ia , 
in c lu y en  t r e o n i l v a l i l - 1  e u c ila rg in in a .

l .
* p
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Los puntos de in ven ción  p ro p ia  y nueva que se 
presentan para que sean o b je to  de e s ta  s o l i c i t u d  de Paten­
t e  de In ven ción  en España, por VEINTE años, son l o s  que 
se recogen  en la s  r e iv in d ic a c io n e s  s ig u ie n te s :

1 3 . -  Un método m ejorado para  preparar un p o l i -  
péptido que comprende hacer re a cc io n a r  r e s t o s  de aminoáci­
dos de l a  estru ctu ra

15

0
H

-NH-CH-C-

" W \ „ .

30

0
i!

-NH-(XÍ-C-
,CH

/  \
CĤ  CĤ ; y

25
-NH-CH-C-

t <
CHOR

33
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en orden secu en cia l por re a cc ió n  de l a  fu n ción  amina de 
dicho r e a to  de m in o  ácido con l a  fu n ción  c s r b o x i l i c a  de 
o tro  re a to  de am inoácido, en e l  que estén  b loqu eados l o s  
s i t i o s  en l o s  r e s t o s  de am inoácidos que conducen a ú n a  
r e a cc ió n  secu ndaria  in d esea b le , proporcionando un compues­
t o  p o l ip e p t id ic o  de l a  fórm ula

0 0 0
D- ( A). -HH-CH-i)-NH-CH-C-RH-CH-C -  (B ) -E

CHOR
[
CU.

CH
CH.

H.3 " " 3  ^"3

en l a  que A es un r a d ic a l  ^ -m onoim inoacilo  que con tiene 2 
a aproximadamente 10 átomos de carbono; B es  un r a d ic a l  
c^-monoimino a c ilo  h id r o l iz a b le  que contiene^ 2 a aproxima- 
danente 10 átomos de carbono; D es  -H, Ĥ R 0^ , o un grn-

) 3 , ^po p r o te c to r  deCÁ-smino en e l  que R es  a lco h ile n o  de 1 a
aproximadamente 20 átomos de carbono y p  e s o  ó 1; E es
R , un grupo p r o te c to r  d e l c a r b o x í l ic o 't e r m in a l ,  un comple.
jo  de h id róx id o  de m etal o una sa l de a d ic ión  de ácid o ,
en e l  que R^ es  0R^ ó -HR°R^, en donde R^ e s  h idrógeno o
a lc o h ilo  de 1 a aproximadamente 20 átomos de carbono, o
a r i lo  o a r a lc o h ilo  de 6 a aproximadamente 24 átomos, y  R°
y R^ son ig u a le s  o d ife r e n te s  y  son hidrógeno o a lc o h ilo
in f e r io r  o son a lco h ile n o  y  jun tos forman una e s tru ctu ra
c í c l i c a  que in c lu y e  a l átomo de n itróg en o  al que están 

4u n id os; R es  H, a lc o h ilo  de 1 a 20 átomos, de carbono, 
a c i lo  de 1 a aproximadamente 20 átomos de carbono, t e t r a -  
h id r o p ir a ñ ilo ,  o m etal m onovalente; t  e s  0 a 5; x  e s  0 a 

5, en e l  que l a  suma de t  y  x  es  0 a 5; y  una
30
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de sus s a le s  farm acéuticam ente a cep ta b les .
2 8 .-  El método según l a  r e iv in d ic a c ió n  18, en 

e l  que e l compuesto preparado t ie n e  l a  fórm ula

0 00 0

H ( R ( A)^-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C- ( B)^-R^

CHOH
t
CH,

CH
/ \

CH^ CH^
/C H 3

3 8 .-  El método según la s  r e iv in d ic a c io n e s  1 -  o 

28, en e l  que en e l  compuesto preparado e l  resto

15

0
tt

CHOH

CH.

2) es t r e o n i lo ,  y  B, s i  es ópticam ente a c t iv o , e s tá  en l a  
co n fig u ra c ió n  L.

4 8 . -  El método según l a s  r e iv in d ic a c io n e s  18, 
28, o 38, en e l  que en e l  compuesto preparado e l  re s to

25
0
(!

-NH-CH-C -

(C2K3K ̂ CH^

30
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5 3 .-  E l método segdn la s  r e iv in d ic a c io n e s  13,

2 - ,  3^ o 43, en e l  que en e l  compuesto preparado A y B 
son r e s t o s  de p é p tid o s  ig u a le s  o d ife r e n te s  se le cc io n a d o s  
d e l grupo que c o n s is te  en p r o l i l o ,  t r e o n i lo ,  s lo t r e o n i lo ,  
l e u c i l o ,  i s o l e u c i l o ,  g l i c i l o ,  s e r i l o ,  a r g in i lo ,  f e n i la la -  

n i l o ,  g lu te m ilo , a s p a r t ilo  y  a l a ñ ilo .
6 3 .-  E l método segdn cualquiera de la s  reivindi­

caciones 1§ a 5 -, en e l  que en él compuesto H R e s  ace- 
t i l o .

7 - . -  E l método segdn cu a lq u ie ra  de l a s  r e iv in ­

d ica c io n e s  13 a 6§, en e l  que en e l  compuesto R es  m eto- 
x i .

8 3 . -  E l método segdn cu a lq u ie ra  de l a s  r e iv in -
b

d ic a c io n e s  13 a 63, en e l  que en e l  compuesto R es 

-NHp. -
9 § . -  El método segdn cualquiera de la s  reivin ­

dicaciones 13 a 63, en e l que en e l compuesto R es -OH.
1 0 3 .-  E l método segdn cu a lq u ie ra  de l a s  r e iv in ­

d ic a c io n e s  13 a 93, en e l  que en e l  compuesto e l  r e s to

20

25

0
i!

-NH-CH-C-

( C ^ )
/ C H 3

CH.

30

es  D - le u c i lo .
1 1 3 .-  E l método segdn l a s  r e iv in d ic a c io n e s  13 

o 23, en e l  que e l  compuesto e s  L - t r e o n i l -L -v a l i l -D - l  en­

em a.
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1

5

1 2 3 .- El método según las reivindicaciones la o 2a, 

en el que el compuesto es fe n ila la n ilp ro liltre o n ilv a lil-le u  

c ilp ro lil-fen ila la n in a .

1 3 3 .-  El método según las reivindicaciones la  o 23, 

en el que e l compuesto es N -acetiltreonilvalil-leucinam ida.

1 4 3 .-  EL método según cualquiera de las reivindica­

ciones la  a 93, en e l que en el compuesto los restos

10

15

20

25

0 0 0
i! !) ¡i

-NHCH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-

CHOH CH (C ^ H ,-)^  '

CH  ̂ CH  ̂ CH^

son L -t r e o n i l -L -v a l i l -L - le u c in a .

1 5 3 .-  UN METODO MEJORADO PARA PREPARAR UN POLIPEP-

TIDO.

Tal y  como se ha d e s c r ito  en l a  Memoria que ante­

cede y con lo s  f in e s  que se han e s p e c if ic a d o .

Esta Memoria consta  de SESENTA Y SIETE hojas e s c r i ­

tas  a máquina por una s o la  cara .

Madrid, rj4,K ;/ú77

VAL
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