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MEMORIA DESCRIPTIVA
El presente invento se re fie re  a hentriaconta -  

péptidos que tienen la  secuencia
H-Tyr- Gly-Phe-Me t-Thr-Ser- Glu-Lys-Ser-Gln-Thr- 
Pro-Ieu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-He-R^-Lys-Asn I  
Ala-R^-Lys-Lys-Gly-R^-OH 

en donde
R*** es H e o Valí
R̂  es His o ly r  y
R-3 es Gln o Glu?

especialmente a un hentriacontapéptido de la  secuencia 
H-Tyr- Gly- Gly-Phe-Met-Ihr-S er-Glu-Ly s- - Ser-Gln- 
Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Ie u-Phe-Lys-Asn-Ala-He- la
-He-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Lys-Gly-Gln-OH 

y a un procedimiento para su preparación.
Por oonvenienoia e l hentriacontapéptido de la  

secuencia la se denominará a continuación beta-endorfina.
E l procedimiento para la  preparación de los hen- 

triacontapéptidos de la  secuenoia I  se caracteriza por
a) a is la r  un oompuesto de esta índole de fuentes natura­

les  utilizando procedimientos bien conocidos en e l  a r­
te  o

b) s in te tiz a r un oompuesto de esta  índole utilizando sin 
tests de péptidos de fase sólida convencional.

E l aislamiento de la  beta-endorfina de la s  fuen­
tes naturales puede llevarse a cabo utilizando procedimien 
tos bien conocidos en e l  a rte . la s  fuentes naturales pre -  
feridas para este material incluyen la s  glándulas p itu ita ­
r ia s  ovinas? de preferencia la s  p itu ita r ia s  del camello.



Asi pues* por ejemplo* se someten p itu ita r ia s  de oamello 
completas a extracción de acetona àcida para obtener la  
fracción D quo* a sa voz* se cromatografía sobre ana colum 
na de carb oxime t  i l -  colui o sa para proporcionar e l  componen­
te  N t a l  como so describe por Li y c o l .* Bioohemistry 24* 
947 (1975). la  purificación del componente II so lleva a 
cabo utilizando procedimientos de f il tra c ió n  de gel y olee 
troforesis* de por s i  conocidos* para obtener la  beta-endo 
fina deseada.

La identificación del contenido aminoácido y la  
secuencia de bota-ondorfina a p a r tir  de fuentes naturales 
puede obtenerse mediante digostión enzimàtica de la  beta- 
endorf ina derivada del componente N purificado utilizando 
digestión do tripsina y subtilsina de forma convencional. 
Luego se cartografian los digeridos mediante cromatografía 
seguida de elcctruforosis do a l ta  tensión. Después del re­
velado do la s  manchas con ninhidrina y elución* se encuen­
tra  que la  digostión de trip sina  produce onco manchas mion 
tras que la  digostión do subtilsina dá dioz manchas. So 
eluyen las  manchas y se determina e l contenido de aminoáci 
dos medianto un analizador automático* mientras que la  se­
cuencia do aminoácido so determina mediante ol procedimion 
to dansyl-Edman. La u tilización  de estos procedimientos 
determina que la  beta-endorfina es un hentriacontapóptido 
que tiene un contenido do aminoácidos y secuencia ta l  co­
mo so ha expuesto anteriormente.

La sin tosis do bota-ondorfina puede llevarse a 
oabo utilizando tóonicas do faso sólida bien conocidas 
ahora en e l arte . En un procedimiento proferido la  gluta­



mina amino protegida? que representa e l grupo -C00H tormi­
nal de la  beta-endorfina? se acopla a una resina de sín tesis 
peptidica do fase sólida convencional ta l  como benoidrila- 
mina-poliestirono roticulado con dlvinil-bencono a l  1- 2%. 
Luego se separa selectivamente e l grupo amino protector a t i  
lizando un reactivo apropiado cuya naturaleza dependerá del 
grupo protector utilizado < En una modalidad preferida se 
u ti l iz a  e l grupo t-batiloxi-carbonilioo (Boc) para la  pro­
tección del grupo aminico y e l ácido triíluoroaeético  a l  
50% en cloruro de motileno es e l agente desprotector soleo 
tivo.

Despuós do la  desprotección? se tra ta  la  gluta­
mina-resina con glicina amino protegida? do preferencia 
N-Boc-glicina, más preferentemente como e l anhídrido simó- 
trico  proformado do N-Boc-glicina en forma do por s i  cono­
cida para formar un onlaco pcptídico entro e l grupo amíni- 
co lib re  dol radioal glutaminico y e l grupo carboxilico do 

. gLicina.
E l ciclo do dosprotocción y acoplamiento con los 

anhídridos simótríeos proformados do aminoácidos protegi­
dos so repito luego oon los aminoácidos restantes en e l 
orden de secuencia do bota-ondorfina. Algunos do los amino 
ácidos requieren grupos do bloqueo de cadena la te ra l  ade­
más de la  protección alfa-amino. Estos aminoácidos y los 
grupos do bloqueo utilizados son los siguientes :

Glu(OBzl)? Scr(Bzl)? Lys(oBr-Z) Tyr(oBr-Z) c His(Boc) 
en donde oBr-Z es orto bromo-bencüoxicarbonilo?

Bzl os bencilo y
Boc tiene e l significado antes indicado.
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El oomplotado do la  s ín tesis  proporciona e l s i  -  
guiento hcntriaeontapéptído protegido aooplada a la  resina 
copolimérica do ostireno-divinilbonoono:

Boc-Tyr( oBr-Z) -Gly-Gly-Phc-Mot-Thr-Scr (Bzl) -  Glu(OBzl) 
Lys(oBr-Z)-Sor(Bzl)-Gln-Th^-Pro-Lou-Val-Thr-Lou-Phe- 
-Lys(oBr-Z)-Asn-Ala-Ile-Ile-Lys(oBr-Z)-Asn-Ala-His
(Boc)-Lys(oBr-Z)-Lys-(oBr-Z)-Gly-Gln-^R^ 

on donde
oBr-Z, Bzl y Boc tienen e l  significado antes indica­
do y es e l  copolimoro de ostirono-divinilbencono 
a l  1%.

El dosaoeplamiento del péptido do la  resina so 
lleva a cabo mediante tratamiento con fluoruro do hidrógeno 
líquido con disociación concomitante do todos los grupos 
protectores para produoir la  beta-ondorfina deseada.

A posar do que la  beta-endorfina tieno la  secuen­
cia do aminoácidos del residuo 61-91 de la  hormona do beta- 
lipotropina, la  actividad lip o li t ic a  do la  beta-ondorfina 
os muy baja en comparación con la  hormona completa. Sin em­
bargo! la  beta-ondorfina tiene notable actividad agonista 
opiácea y os &til! por consiguiente! como un potente agento 
analgésico no adictivo. la  beta-endoxílna s in té tic a  y natural 
tiene propiedades f ís ic a s  y biológicas idénticas.

Los análogos de la  beta-endorfina que se definen 
por medio de la  secuencia I  corresponden a la  secuencia de 
aminoácidos que se encuentra en la  beta-lipotropina corres­
pondiente de la  hormona porcina y humana. Estos se preparan! 
convenientemente, siguiendo la  s ín tesis  de péptidos de fase 
sólida convencional en analogía a la  descrita para la  beta-
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enáoiüna mediante sustitución del aminoácido alternativo 
apropiado en esta s ín tesis .

Los compuestos del presente invento pueden u t i l i ­
zarse como medicamentos en forma de preparados farmacéuti -  
eos con liberación directa o retardada del ingrediente a c t i  
vo que lo s  contengan en asociación con un material de vehí­
culo farmacéutico compatible. Este material de vehículo pue 
dé ser un material de vehículo inerte orgánico apropiado pa 
ra aplicación enteral? percutánea o parenteral t a l  como 
agua) gelatina) goma arábiga) lactosa) almidón) estearato 
de magnesio) talco) aceites vegetales) polialquilenglicoles) 
vaselina) etc . Los preparados farmacéuticos pueden adoptar 
forma sólida (por ejemplo de p as tilla s)  grageas) suposito­
rio s  o cápsulas)) forma semisólida (por ejemplo pomadas) o 
forma liquida (por ejemplo de soluciones) suspensiones o 
emulsiones). En caso necesario los preparados farmacéuticos 
pueden e s te riliz a rse  y/o contener substancias coadyuvantes 
ta los como conservadores) estab ilizantes) agentes humectan­
tes o emulgontos) sales para varia r la  presión osmótica o 
substancias que actúen como amortiguadores.

En e l caso de preparados farmacéuticos para admi­
n istración sistèmica pueden administrarse de unos 5 a 750 
mg/kg de un compuesto del invento.

Los preparados farmacéuticos pueden prepararse en 
forma de por s i  conocida mezclando un compuesto del invento 
con materiales de vehículos sólidos y/o líquidos atóxicos 
que sean usuales en los preparados farmacéuticos y que sean 
apropiados para la  administración terapeutica (por ejemplo 
aquellos materiales do vehículos antos citados) y) s i  se de-



sea) transformar la  mezcla en la  forma do dosificación fa r­
macéutica deseada.

EJEMPLO 1
Aislamiento do bejm-ondorfina natural

Según e l  procedimiento de Li y col. y Biochomistry 
14) 947 (1975) se extrajo con acetona acida un to ta l  de 
500 glándulas p itu ita r ia s  de camello oomplotas para propor­
cionar la  fracción D. La cromatografía do la  fracción D so­
bre una columna do carboximetil celulosa dió 66 mg. del com 
ponente N cuya cantidad so sometió a f il tra o ió n  de gel so­
bre una columna Sephadex G-25 (fina) en ácido acético 0)1 
N. Se obtuvieron sois fracciones con los rendimientos s i­
guientes después de lio filizac ió n :

A¿-10 mg? y-7 mg? C^ll mg? D̂ -13 mg? Ê -2 mg y Fj-7 mg.
La fracción 0 so purificó ulteriormente mediante 

cloctroforesis preparativa sobro papol IThatman na 3 MM en 
tampón do piridina-ácido acético de pH 3)7 Lpiridina-HOAc- 
HgO = 4/40/1150 (v/v) ] durante 2 horas a 400 V.La banda 
principal se oluyó con ácido acético 0)1 N y so l io f iliz ó  
para obtener 7)5 mg do producto puro. El aná lis is  del NHg** 
terminal do esto matorial dió solo tirosina  como e l grupo 
terminal.

El aná lis is  de aminoácido so llevó a cabo sobro 
una muestra dol producto puro según Spaokman y col.) Anal. 
Chem. ¿0) 1190 (1958)) utilizando un analizador automático. 
La composición do aminoácido resu ltan te  do este  producto so 
oxpono on la  Tabla I.

La ausencia de trip to fan  so determinó modianto la  
prueba de color sobro papol según e l procedimiento de Smith)
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Nature 171; 43 (1953)*
TABLA 1

Composición de aminoácido del componente Poptidico N-fyac^
oión C

A p a r tir  do hidro "¿"p a rtird J"  Aminoácido lizados ácidos
Lisina 5,1 5
H istidina 0,9 1
Acido aspártioo 2,0 ¿b

10. Treonina 3,2 3
Serina 1,6 2
Acido glutámico 2,7 3°
Prolina 0,7 1

' Glicina 3,2 3
15. Alanina 1,7 2

Valina 0,9 1

Metionina 0,6 1

Isoleucina l , 0d 2

Leucina 2,0 2

20. Tirosina 0,9 1

Fenilalanina 1,9 2

^ La h id ró lis is  de ida so llevó a cabo durante 24 horas a 
lío s oon HC1 6 M 

^ Dos asparagina.
o Suma de un de ido glutámico y dos glutamina.
^ 72 horas de h id ró lis is  reveló da presencia do dos r e s i ­

duos.



EJEMPLO 2
de la  beta-endorfina natur a l  

So efectuaron digestiones cnzimáticas del produc 
to del ejemplo 1 con 1 mg de póptido y 0*02 mg de trip sina  

5 . y 0,05 mg de subtilsina en tampon do pH 0,0 (aootato amó­
nico 0,2 M) a 37&C durante 8 horas en ol caso de la  tr ip ­
sina y 1 hora para la  subtilsina. Los digeridos so carto- 
grafiaron mediante cromatografía de papel [butanol/ácido 
acético/agua = 4/1/5 (v/v)] y subsiguiente o leetroforesis 

10. do a l ta  tensión a pH 2,0 [ácido fórmico (80%)ácido acó ti-
co/agua = 218/63/719 (v/v)] durante 1 hora y media a 200 V. 
Los mapas so rociaron con ninhidrina a l  1% en solución ota 
nólica y so dejaron revelar en la  obscuridad durante 20 

horas. Las manchas so recortaron y eluyeron con solución 
15. de hidróxido amónico 0,1 N. So secaron los oluatos en e l

desecador para aminoácido y an á lis is  do secuencia. El aná­
l i s i s  do aminoácido so llovó a cabo según Spackman y col. 
antes citado. La secuencia do aminoácido do los póptidos 
so determinó según o l procedimiento Edman ta l  como dcscri- 

20. be Li y co l., Ardí. Biochom. Bipphys. 141, 705 (1970). La
determinación do Asp/Asn y Glu/Gln so dedujo a p a r tir  do 
la  mobilidad sobre oleetroforesis do papel a pH 6,7 según 
Offord, Naturo 211, 591 (1966). Los resultados so resumen 
en la s  Tablas 2 y 3 que siguen.
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JM.BIA 2_
Composición do aminoácido^ y residuo amino-torminal do 
peptidos tríp tico s  y do su b tilisina a p a r tir  del componen­
te  N-fracción C

Aminoácido TI
Póptido 

T3 T5
s tríp tico s 
T6 T7 T8 T9

Póptidos do su b tilis ira  S7 S9
Lys 2,2 1 ,1 0,9 1,0 1,0 1,0 1 ,1  1,0

His 0,9 1,0

Asp 1,0 0,6 0,8 1,0

Thr 1 ,1 2,1 1,0

Sor 1,0 0,8 1 ,1

Ola 1 ,1 1,0 1,0 1,2 1,8

Pro 0,8 1 ,1

aiy 1,0 0,5 2,0

Ala 1,0 0,8 1,1 0,8

Val 1,0

Mot 0,8

11o 2,0 2,0

Leu 2,2 1,0

Tyr 0,6

Phc 1,0 o,9
NHg-(term. )Asn Asn Lys Gly Asn Tyr Sor Lys Olu

^ Resultados a p a rtir  do hidrolizados do HC1 6 IT a 110ac du -  
ranto 24 horas excepto para T7 y S7 Q.uo so hidrolizan duran 
te  72 horas.



-  11 -

5.

Iû.

15.

20.

25.

TABLA 3
Análisis do secuencia sobre derivados de póptido tr íp tico  

a p a r tir  del componente N-fracción 0

Póptidos^ _____ ________Secuenc ia ^ ___
T8 Tyr- KLy-Gly-Phe-Mc t-Thr-S qr-  Glu-Lys
T9
T7

Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Lo u-Phe-Lys
Asn-Ala-De-Ile-Iys

T3 Asn-Ala-His-Lys
T5
T6

Lys-Gly-Gln
-Gln —̂

^Vóase la  Tabla 2 para aná lis is  do aminoácido
b-------? procedimiento dansyl-Edman

La secuencia de la  beta-endorfina se deriva del 
juego de datos expuesto en la  Tabla I  del ejemplo 1 y las 
Tablas 2 y 3 do esto ejemplo. Según so expone en la  Tabla 
1 ; la  arginina? cistina y trip to fan  están ausentes del 
componente IT-fracción C. En adición? esto matorial tien e  
solo un residuo cada uno de histidina¡, ácido gLutámico? 
valina, motionina y tirosina . Debido a que e l radical NH2-  
terminal os tirosina? e l póptido tríp tio o  T8 debo s itu a r­
se en o l NHg-final. A p a r tir  de los datos del aminoácido 
y NHg-terminal del póptido do subtilsina S9 (tabla 2) os 
ovidonto quo T8 está enlazado a T9* Do modo análogo? S7 
puedo proporcionar ol traslapo para T9 y T7.

El póptido T6 tiene la  glutamina do OOOH-tormi



nal y no U sina, pudiendo considerarse situado en e l C00H- 
f in a l. El péptido T5 indica la  probalidad de un enlace 
Lys-Üys y este viene confirmado por TI y T3 (tablas 2 y 3). 
El péptido TI sirve también para enlazar T3 y T?4 Asi pu.es, 
puede concluirse qu.e la  organización dé los pedidos t r i p t i -
oos es como sigue: T8     5C9  ....... -  T7 —̂ T3 — — T5
y la  secuencia de aminoácido completa del componente N-f mo­
ción C (beta-^ndorfinaj es t a l  como se ha expuesto anterior-^ 
mente en la  descripción para e l hent riac ontapépt id o.

S íntesis de f  ase sólida de beta-endorfina
Resina de N ^ ^ (^ r^ a rM n o á l^ .a i!m á rg lu t§ B i^  

*"bencid r i  lamina
,-El enlace de a lf a-b ene i  l - N ^ ^ - t  -b u ti 1 oxic arb oni 1 

-glutamato a la  resina de bencidrilamina. se efectué por me­
dio de su anhídrido simétrico. Se neutralizó una muestra 
( 2,5 g) de resina de clorhidrato de bencidrilamina conte­
niendo 0,38 mmol de amina lib re  por g. con d iiso p ro p ile til-  
amina a l 5% (DIEA) en CH^lg y luego se t ra té  con 3 equiva­
lentes del anhídrido simétrico en CH^C^durante 45 minutos. 
Luego se adioionaron 5 ce de . DIEA a l 5% en CH^lg seguido 
de un tiempo de reaccién adicional de 10 minutos. La reac- 
oién se terminó mediante f il tra c ió n  y lavados con tre s  por­
ciones de 30 cc de CE^Sügy tre s  porciones de 30 cc de e ta -  
nol absoluto. Después del retratamiento de la  resina con 
la  misma oantidad de anhídrido simétrico, se secó en vacio 
sobre P^Ô  durante 1 hora. El conpletado de la  reacción se 
verificó  mediante la  prueba de Gisin. Después de la  hidró­
l i s i s  de una muestra en ácido propiónico/ílCl 12 N, e l aná­



l i s i s  de aminoácido d i6 un máximo correspondiente a 0, 23 
mmol de -Un por g. (disociación a l 68%). la identificación 
del producto BF-disociado como glutamina se confirmó median­
te  cromatografía de capa delgada en 1-butanol/acido a c á ti-  
co/agua (4:1:1 v /r)  y l-butanol/piridina/ácido acético/agua 
(6 /6 /L ,2/4 ,6 ,v /r).
Anhídridos simétricos de ácidos Boc-amínicos

la  reacción de ácidos Boo-amínicos con N.,W-diciclo 
hexilcarbodiimida (DCCI) se llevó a cabo como signe: se en­
fr ió  a 03C 1,9 mmol de ácido Boc-amínico en 6 cc de cloruro 
de metileno y se mezcló con 1,6 cc de DCCI 0,6 M en cloruro 
de metileno. Despuás de agitarse durante 20 minutos a OBC 
se separó e l  precipitado en diciclohexilurea mediante f i l ­
tración a 25SC y se lavó con 2,4 co de cloruro de metileno.
El f il tra d o  se u tilizó  inmediatamente para la  reacción de 
acoplamiento.
Resina de bencidrilamina bets-endorPina protegida.

la  resina que acaba de describirse se sometió a l 
proceso de s ín tesis  siguiente:

(l)  lavado con tre s  porciones de 15 cc de cloru­
ro de metileno, (2) separación del grupo.Boc con ácido t r i -  
fluoroacético a l  50% en cloruro de metileno durante 15 minu­
tos 5 (3 ) lavado con dos porciones de 15 cc de cloruro de me­
tileno ; (4) lavado con dos porciones de 15 cc de dioxano a l 
5Q% en cloruro de metileno; (5) lavado con dos porciones de 
15 co de cloruro de metileno; (6) cinco minutos de n eu tra li­
zación con 15 co de diisopropiletilam ina a l 5% en cloruro de 
metileno; (7) lavado con seis porciones de 15 co de cloruro 
de metileno; (8) adición de la  solución de anhídrido simátii*
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co proformado do ácido Boc-aminico y sacudimiento durante 
30 minutos? (9) adición de 0?20 equivalentes do diisopropül. 
etilamina a l  5% en cloruro do motileno y sacudimiento durar 
te  otros 20 minutos! (10) lavado con tros porciones do 15 
cc do cloruro do motileno! y (11) lavado con tre s  porciones 
de 15 cc do etanol absoluto. El ciclo an terio r so rep itió  

* para los aminoácidos N protegidos siguientes:
Boc-GÜy
Boc-Lys(oBr-Z)
Boc-Lys(oBr-Z)
Boc-His(Boc)
Boc-Ala
Boc-Asn
Boc-Lys(oBr-Z)
Boc—He 
Boc-Ilo 
Boc-Ala

iBoc-Asn*̂
Boc-Lys(oBr-Z)
Boc-Phc
Boc-Lou'
Boc-Thr
Boc-Val
Boc-Lcu
Boc-Pro
Boc-Thr
Boc-Gln
Boc-Scr(Bzl)
Boc-Lys(oBr-Z)



Boc-Glu(OBzl)
Boc-Sor(Bzl)
Boc-Thr
Boc-Mot
Boc-Pho
Boc-Gly
Boc-Gly
Boc-Tyr(oBr-Z)

^ -  Después de la  introducción de Asn so socó la  resina 
peptidica (rendimiento de 4*7 g) y se separó una parto 
alícuota (400 mg). Luegp so sometió o l resto  de la  re­
sina peptidica a l mismo proceso para la  incorporación 
de los residuos restantes con dos excepciones. Se u ti­
lizaron dos tratamientos con DUBA a l  5% en cloruro de 
metileno para la  neutralización y para la  segunda eta­
pa do acoplamientos do anhídrido so adidonó tr iflu o ro - 
etanol a una concentración del 20%.

^ ta j^ndo rfina
Se sometió una muostra (0*6 g) de la  resina beta- 

-ondorfina protegida a etapas do desprotoooión y neutraliza 
ción para separar e l grupo Boc. Luego so agitó  la  resina se 
ca en presencia do 1*8 cc de anisol y 15 ce do HF liquido 
a 000 durante 1 hora. Se separó e l HF con una corriente de 
nitrógeno y se lavó e l residuo oleoso con dus porciones 
de 15 cc de acetato do e tilo . Se extrajo e l póptido do la  
resina con tres  porciones de 15 cc de ácido acético a l  50% 
y so ovaporaron los filtrad o s  ccmbinados en vacío hasta vo 
lumen reducido (3 a 5 cc) y se sometieron a f il tra c ió n  do 
gel sobre Sophadcx G-10 (columna do 2 x 25 cm) en ácido



-  16 -

acético 0,5N. Se detectó una cresta (detección do 280 nm) y 
la  lio filiz ac ió n  dió 110 mg. Luego se sometió esto material 
a cromatografía sobre oarboximetilcelulosa. El aislamiento 
de la  cresta máxima (detección de 280 nm) dió 66 mg de ma- 

5. te r ia l .  La u lte rio r rubificación do esto material so efec­
tuó mediante cromatografía fraccionada sobru Sophadex G-50. 
El aislamiento del material representado por la  cresta má­
xima ^detección de Folin-Lowry] (Rp = 0,21) dió 52 mg de 
beta-endorfina altamente purificada (rendimiento d e l 19,6% 

10. basado en la  resina do partida).
Sobro cromatografía de capa delgada en n-butanol/ 

piridina/ácido acético glacial/agua (15/ 10/ 3/ 12; v /v ); e l  
material purificado (50 microgramas) dió una mancha (detec- 

' ción de ninhidrina) con un valor Rp de O;35. Sobro clcctro-
15. fo resis de papel la  beta-endorfina s in té tica  (muestras do

50 microgramos) dió una sola mancha en ambos pH de 3;7 y 
6;9 con valores R¡? respectivos (con respecto a Lys) do 0,65 
y 0,42. La olcctrcfuresis del material purificado (100 mi­
crogramos) también dió una banda simple a pH 4,5 durante 1 

20. hora. Se sometió también una muestra (1 mg) a electroenfo -
que en gol de pul i?, cr ilamida a l  5%. Solo se observó una ban 
da (detección mediante precipitación con ácido tric lo roacé- 
tico a l  12%) con un p l aproximado de 10,0. El aná lis is  do 
aminoácido después do h id ró lis is  dio: Lys^g ' ^^0,9* AsPg,2

25. 3 ^ 3 ,0 ' Ssi*2,l' ^ 2 , 1 '  ^ ° 1 ,1 ' ^ 3 , 0 '  ^ 2 , 1 '  ^ 1 '
Mcto,^, H o ^ ^ , Lcug^, Tyr-^o Y ^  aná lis is  de ami
noácido después do digestión enzímica completa (primero con 
trip sin a  y cimotripsina, y luogo con amino-peptidasa do leu 
ciña) dió: Lys^o* H is^^ , Thr^^g^ (Sor, Asn, Gln)^^ '^ u ^ , 
PrOQ^, A lap^, Val^^Q, Met^^g, IlO g^; Lou^^fTyri,
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EJEMPLO, 4

Actividad biológica, do bota-cndorfina
La actividad agonista opiácea de la  bota-ondorfi 

na natural se determinó oon e l  mátodo de Simón y c o l., Pro. 
Nat* Acad. Sci. JO; 1947 (1973) utilizando membranas del 
cerebro do cobayo. Los resultados obtenidos so resumen en 
la  Tabla 4 que siguo:

TAHA 4

Actividad agonista opiácea de Bota^-LPH-(61-91) mediante 
ensayo de ligazón recéptico

__ Preparación______ Dosis(10-7M) (mg) Respuesta
Normorfina 0,7 0,019 28 i  0,8

7,0 0;190 70 -  0;9
Botag-LPH-(61-91)^ 1,0 0,343 60 í  0 ,7

10,0 3,433 83 i  0,2

^Porcentaje do inhibición do ligazón cstcroospccifica.
Error medio ostandard i  a p a r t i r  do 4 determinaciones.

^ Potencia re la tiva  frente a la  normorfina; 342% con un 
lim ito do fiab ilidad  do 300-392 y lambda = 0 ,044.

De la  tabla que procede se aprecia que la  beta- 
ondorfina tiene una potente actividad agonista opiácea; 
siendo su potencia do 3*42 Veces la  do la  normorfina sobre 
una base molar.

La actividad lip o li t ic a  do la  bota-ondorfina na­
tu ra l so comparó con la  actividad do la  hormona do b e ta -li 
potropina ovina en cálalas grasas de conejo utilizando e l
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procedimiento de EL y c o l ., Arch. Biochem. Biophys. 169. 
(1975) Los resultados obtenidos se resumen en la  Tabla 5.

TABLA 5 . .
Actividad lip o lí t ic a  de la  hormona de beta-lipotropina y 

beta-endorfina natural
Preparación. Dosis Respuesta^ -

'Hormona de beta-lipotropina 0,37 3,24 + 0
5,71 + 19

beta-endorfina natural 1,1 0,66 + 0,28
' 10,0 1¡42 + 0,37

Control 0 0,74 + 0,06

Micrómol de producción de g lie  ero i por gramo de c e ld a s  
por hora- Detenni paciones por trip licado . Valores en error 
medio estandard +.

EJEMPIO 5
Análogo de beta-endorfina análogo a la  secuencia de b e ta - li-  

pot ropjna porcina
Se rep itió  e l procedimiento del ejemplo 3 con la  

excepción de que e l segundo aminoácido Boc-Ile se substitu­
yó por Boc-^al para producir, de este modo, un análogo de 
beta-endorfina con una secuencia de aminoácido de la  sec­
ción correspondiente de la  beta-lipotropina porcina 

H^yy^Íy-&ly-phe-net-Thr-S er4Hu-3ys-S er-&ln-(Ehr- 
Pro-Leu-V al-Thr^Ieu-Phe-!!ys-^.sn-Ala-s!Ile-V a l-Iy s- 
-A sn^a-H is-Iys-Iys -^3y-Cln-0H.

EJEMPLO 6
Análogo de beta-endorfina análogo a, la  secuencia de beta-



-lipotroDi.ua humana.
Se rep itió  e l procedimiento del ejemplo con le 

excepción de que e l  grupo terminal carboxflico utilizado es 
Boc-Glu(Bzl) y Boc-His(Boc) se sustituyó porBoc-Tyr(oBr-Z) 
pare producir de este modo un análogo de bete-endorfina 
con una secuencia de aminoácido como sigue:

H-Tyr-Cly-Oly-Phe-Met-Thr-Ser-Clu-Iys-Ser-CUn-Thr- 
-Pro-Ieu-Val-Thr-Ieu-Phe-Iyg-Asn-Ale-Ile-Ile-Iys- 
-Asn-Ala-Tyr-Iys-Iys-CIy-IHu-OH 

que corresponde a la  porción de la  beta-lipetropina humane.
EJEMPIO 7

Formulación naren^eral
Se subdividió una solución estabilizada de beta- 

endoifina en agua destilada en ampollas o viales e s té rile s  
en una cantidad que proporcionara 50 mg de péptido por v ia l, 
luego se sometieron los contenedores a lio filizac ió n  pers 
proporcionar e l  producto en forma de un sólido e s té r i l  
seco. la  beta-endoifina puede reconstitu irse para inyec­
ción mediante la adición de solución salina isotónica.

R E IV IN D IC A C IO N E S

Descrito e l objeto del presente invento se decla­
ran nuevas y de propia invención las siguientes reivindica­
ciones como divisionales de la  patente de invención nS 
456.901, del 16 de Marzo de 1976, con prioridad de la  so­
lic itud  de patente norteamericana núm. 667.747 de 17 de 
marzo de 1976.

1. Un procedimiento pare la  preparación de hen- 
triacontapéptidos, de la secuencia

H-Tyr-Cly-Cly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Iys-Ser-Gln-Thr-
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-Pro-Ieu-^al-Thr-Ieu-Phe-Iys-Asn-Ala-^la-R^-Iys-
-Asn-Ala -R^-Iys -lys -G ly-R^-OH 

en donde
R̂  es l i e  o Vel;2 ^R es His o Tyr y
R es Gln o Glu,

caracterizado poique en su realización comprende s in te­
t i z a r  un compuesto de esta índole según la  técnica con­
vencional de s ín te sis  en fase sólida de peptidos, pre­
ferentemente por acoplamiento en una primera etapa a una 
resina de s ín te sis  del tipo  copolímero de est i  reno-vi -  
vinilbenceno, pare formarel péptido protegido de la fó r­
mula

Boc-Tyrr ( oBr-Z) -Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser(Bzl) -Glu(QBzl) -  
-lys (oBr-Z) -Ser(Bzl)-Gln-Thr-Pro-Ieu-V al-Thr-Ieu-í'he- 
-Iys (oB z-Z) -As n-Al a -11 e - I  le -lys (oBr-Z) -Asn-Ala-His (Boc) 
-lys (oBr-Z )-lys (oBr-Z)-Gly-Gln-^^ H a

en donde
es o-bromobenciloxicarbonilo; 
es bencilo;
es t-butiloxiceibonilo  y 
es un resina copolimérica de estireno- 
-divinil-benceno ,

en e l cual se desacopla e l péptido de la  resina copolimé­
rica mediante tratamiento con fluoruro de hidrógeno l í ­
quido, con disociación concomitante de todos los grupos 
protectores peptídicos.

2. Un procedimiento para la preparación de hen- 
triacontapéptidos.

Según se describe y reivindica en la presente

OBr-Z
Bzl
Boce
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memoria descriptiva que consta de 21 pagine# fo liadas y 
esc ritas  a máquina por una sola de sus caras.

Mad r id , a &, 1 HAR< 
p.a.

JAÍME ¡SERN
P- P* . ——,

"KrüHjo: JESUS PtCAZO
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