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describe la somatostatina naturazl asi como tamtién una clase

-2 -

Eéta invencidn se refiere a un procedimiento pars pre
parar el tetradecapéptido D-Val-Gly-I~Cys-I-~Lye~I~Asn-I~Phe~
L-Bhe~L~Trp~L~Lys~L-Thr-I1-Phe-I~Thr-L-Ser-1~Cys-0H, férmula
I, asi como también sus sales de adicibn de &cido farmacéuti
camente aceptables y a intermediarios producidos mediapte la
sintesis del tetradecapéptido. - :v

La somatostatina (también conocida como el factor que
1nh1be la liberacidén de la somatotropina) es un tctradecapqg
tldo de la férmula L-Ala—Gly~L—Cys-L—Igs—IrAsn-L~Phe-L—Phe-
LwTrp—LwLy*—L—Thr-L—Phe-L—Thr—L-Ser—IwCys-OH. Este tetradecs
pept:do se aisld de los extractos hn.potalamn.coc de ovmnos v
se enconkro que era activo para inhibir 1la cecrec16n de la
hormona [del desarrollo (18), también conocida como somatotrg
pina. @ este respecto, ver P. Brézeau,-w. Vale; R.-Bﬁrgus,

N. Ling, M. Butcher, J. Rivier, y R. Guiilemin, Science 179,
I

Ademés, la Patente de los Estados Unidos 3,904,594

. . ! .
gegég§g§ de otros compuestos que tlenen la secuencia de dodg
capéSﬁiéo repreSentédo_por las posiciones 3%-14 de la hormona
ﬁatural.v
.i\; Ademas, el compuesto convenientemente des1gnado como
D—Alal-somatostatlna fue dado a conmocer prevmamente en Fer-
1and N otros Molecular. and Cellular Endocrinology, 4, 79-88
(1976) 1e D—Ala —somatostatlna, aungue estructuralmente es
un, estere01somero de la L—Alalasomatostatlna natural, es
apr0y1madamente la mitad de activa que la somatostatina nasy
ral en la inhibicién in vivo de la secrecidn del §Cld0 gés- |
%rido.fEivéompuésto de esta invencién l; D-Vall-somatostati—

ne, difiéfé de la DaAlal—SOmatostatina por la sustitucidn de
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dos hidrééenos por grupos metilo. Si se pudiera esperar algo
con respecto a la actividad farmacoldgica de ia‘D—Val;-soma-
tostatina, seria que su actividad fuera similar a aguella de
Ia D-Alal-somatostatina; de esta manera seria menoé'activa
que la hormona.natural como un inhibidor in vivd'dé"?éféecpg
cién del Acido ghstrico. Sin embargo, la p-fa1l-somatostati
na exhibe una actividad que es un poco mayor que la hormona
natural. Este resultado es lo que demuestra la 1mpreab 2ibili
daq de la D-Val -somatdstatina cuando se compara a compues—
tos estructuralmente similares de la técnica anterior.-

| El tetradecapéptido biolégicamente activo délié3f6rmu
la,I +definido anteriormente, 1ncluye las sales de ad*c&én de
adldo no tdxicas del mismo. Su estructura dlflere de- aquella

de la somatostatina por la presencia de un resxduo de D-valg

.| ne en la posicidén 1, en lugar de un residuo de T-alanina.

Por conveniencia, el tetradecapéptido de la férmula I, puede
refeérirse como D-Vall-somatdstatina.

De esta manera, esta invencidn se refiere a un proce~‘
dlmlento para preparar un com;uesto sele001onado de aquelloc
de la férmula H-D-Val—GlymLMCys—Lubys-L—Asn-L—Phe-L~Phe-L—
Trp-IrINs—L—Thr-L~Phe-L—Thr;L-Ser—L—Gys—OH ¥y sus salgs de
adicién de acido no todxicas farmacéuticamente aceptables, y
como intermediario, R-D-Val-Gly-I-0ys-(R; )~I-Iys-(R,)-T~Asn-
L~Phe-L—Phe—L~Trp(R5)L-Lys-(R2)-L~Thr(Ra)-L~Phe-L-Thr(Ra)-LP
Ser(R4)-L-Cys(Rl)—X, férmula IT; en donde .

R es hidrégeno 6 un grupo de proteccién de %-amino;

R, es hidrbégeno o un grupo de proteccidn de tio;

R, es hidrégeno o un grupo de proteccién de E-amino;

R3 y R4 cada uno son hidrégeno 0 un grupo de protecx.

cibén de hidroxi;

. sealt el

P
P. PO L
T . [l AN
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T .
R5 es hidroégeno o formilo; y

X es hidroxi o

Resina _

en donde la resina es polisstireno; con la 65ndici6ﬂ,éé'que,
‘cusndo X es hldrox1, cada uno de R, Ry 32’ RB’ R, ¥ R5 es

hldrogeno, ¥y cuando X es

’ Resina
l
i
1}

ca% 2 110 de R, Rl’ R2, R ¥ R4 es dlferente de hldroweno.
i El tetradecapeptlao nuevo de férmila I, el D-Val-Gly-
L—Cys-LnLys-L—Asn—LrPhe-LwPhe-L~Trp-IrIgs-L—Ther—Phe~LAThr-

I-Ser-I~Cys-0OH, se prepara haciendo reaccionar el tetradeca-

‘| péptido de cadena lineal correspondiente de férmula III, el

HFD-ValQGly-L-Gys-L-Lys-IpAsh-LpPhe-L-Phe—Lumrp-L—Lys-L-Th;«
L—Phe-ipThr7L~Ser-L~Cys-OH, con un agente de oxidacién.'Esta
reaccidn convierte los dos gr&po;isulfhidrilo a un puente de
disulfuro. .

. Las sales de 4cido no téxicas, farmacéuticamente acep

tables, incluyen las sales de adicidn de &cido orgaénicos o

1norgan1cos, por ejemplo aquellas preparadas de acido clorhi

drlco, sulfurlco, sulfonlco, tartarico, fumarlco bromhidri-

co, gllcollco, citrico, maléico, fosférico, succinico, acéti

co, nitrico, benzdico, ascérbico, p-toluensulfénico, bencend

sulfénico, naftalensulfoénico, y propidénico. Preferiblemente,

las sales de adicién de &cido son aquellas preparadas de &ci

do acético. Cualquiera de las sales anteriores se preparan:

mediante métodos convancionales.

L

et
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v
También contempladas dentro del alcance de esta inven

cién se encucntran los intermediarios de la férmula II, el
R—D—Val~Gly-L—CyséBl)—L—Igs(R2)~L-Asn—L~Phe~L-Phe-L:Trp(R5)—
L~Lys—(R2)~L—Thr(R5)-L~Phe—L-Thr(RB)»L-Ser(R4)~L-Cys(Rl§~X.

Incluyen intermediarios preferidos: el T

-
-

© H-D-Val-Gly-I~Cys-I-Iys-I-Asn-I-Phe-fom - 5.1
Phe~I-Trp-I~Lys-I~Thr-I~Phe~L~Thr=l-Ser-
I~Cys-OH, férmula III; y el TR

~ N-(BOC)-D-Val-Gly~I~(PMB)Cys-I~(CB2z0C )~
Lys-I-Asn-I~Phe~L-Phe~I~(For ) Trp=L=(CBz0C) = ~-..>
Lys-I-(Bz1)Thr-I-Phe-T~(Bzl)Thr-I-(Bzl)= 71

LERY

Ser-Ip(PMB)Cys-O—CHgﬁgjiiy"FGSina | ’.-xg .
i Las formulas anteriores que definen los interniedia-
rios incluyen grupos de profeccién para las ruﬁcionesvamino,
hidroxi-y tio (sulfhidrile). Las propiedades de un grupo de
proteccidn, como se definen en la presente, son dobles. En
priﬁer lugar, el grupo de prﬁteccién evita que una porcidn
reactiva presente en una molécula particular sufra reaccidn
duranté el sometimiento de la\molécula a cohdiciones'éue po-
drian provocar la ruptura de la porcidén de otré manera actid
va. En segundo lugar, el grupo de proteccidn es .tal qué pue-
de separarse f4cilmente con la restauracién de la porcidén ag
tivé;priginal y bajo condiciones que no afectarian indesea-
blemeﬁte a otras porciongs de.la molécula. Ios grupos que
son Utiles para estos propbsitos, esto es, para proteger los
grupos amino, hidroxi j tio, son bién conocidos por aqu91107
expertos en la técnica. Realmente, se han editado volimenes
ébmpletos espeéificamente a una descripcidn y disgusién de ‘
los métodoé para utilizar tales grupos. Uno de tales volﬁme;

nes es el tratado, Protective Groups in Organic Chemistry,
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J. F.W. McOmie, Editor, Plenum Press, Nueva York, 1973.

En las xormulas anterlorco que de*lnen los intermedia
rios R representa ya sea un hidrégeno de ~~anino o un grupo
de protecc1on de *<-amino. Los grupos de proteccidn de et~-ami-
uc considerados para R son bien conocidos por aguellous-con
experiencia ordinaria én la técnica de los ﬁéptidos.{ﬁuchos
de estos se detallsn en McOmie, anteriormente citado, Capituyl
lo 2, escrito por J.W. Barton. Son ilustrativos de bales gru
pos de protgccién, el benciloxicarbonilo, el p~clorobencilo-
xicarbdniio; el p-bromobenciloxicérbonilo, el o-clorobencilo-
xicarbod&lo, el 2,6-diclorobenciloxicarbonilo, el 2;ﬁEQic10w
robenoiﬁoxicarbonilo, el'o-bromobenciloxiqarbonilo,‘elip-me-
Loxiben¢iloxicarbonileo, el p-nitroﬂenciloxicarbonilpg'el L
butilo%éqarbonilo (BoC), el t-amiloxicarbonilo; el 2—(§—bifg
niiil){sdﬁroniioxicarbonilo (BpoC), el adamantiloxicartonilo
el 1sopronlloy1caroon110, el ciclopentiloxicarbonilo, el ci-
clohexllox1carbonllo, el clcloheptlloxlcarbonllo, el trife~
nilmeti;o (tritilo), y el p-toluensulfonilo. Preferiblemente
él gxhpo de proteccién dect—a;ino defiﬁido por R es el t-bu-

tlloxlcarbonllo.

Pl representa ya sea el hldrogeno del grupo sulfhidri

lo de la cletelna 0 un grupo de proteccidn para el sustitu-
yente uulfhldrllo. Muchos de tales grupos de proteccidn son
aescr:tos por McOnle, anterlormente mencionado, capltulo 7
escrlto por R. G. chkey, V.R. Razo, y W.G. Rhodes. Son ilug

trat;voo; de bales grupos de proteccidn adecuados, el p-meto

xihenciio; el bencilo, el p-totilo, el benzhidrilo, el acets

midometilo, el tritilo, el p-nitrobencilo, el t-butilo, el
isobutiloximetilo, asi como también cualesquiera de un nime-

:o’dé derivados de tritilo. Para grupos adicionales ver, pon

k]

~~~~
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ejemplo, Houten-Weyl, Methodes der Organischen Chemie,
"Synthese von Peptiden", Volimenes 15/1-y»i5/2, (1974),
Stuttgart, Alemania. Preferiblemente, el grupo de pioteccién
de sulfhidrilo definido por Rl es p-metoxibencilo. -

R2 representa ya sea hidrdbgeno sobre la'funclon15~am1
no del residuo de lisina o un grupo de protéccidn E-amina
adecuado. Son ilustrativos de tales grupos la totalidad de

aquellos mencionados en la presente con anterioridad: que son

| adecuados para émplearsé como un grupo de proteccidén de oL~

amino. Incluidos como tipicos de tales grupos se encuentran
elibenciloxicarbonilo, el t-butiloxicarbonilo, el tégﬁiioxi~
ca4bonilo, el ciclo-pentiloxicarbonilo, el adamantiloxicarbg
niﬁo, el p-metoxibenciloxicarbonilg, el p-clorobenciluxicar-
bonilo, el p-bromobenciloxicarbonilo, el o—clofobenéiloxicﬁg
bonilo, €1 2,6~-diclorobenciloxicarbonilo, el 2,4-dicloroben-
ciloxicarbonilo, el o-bromobenciloxicarbonilo, el p-nitroben
ciloxicarbonilo, el isopropiioxicarbonilo, el ciclohexiloxi-
carbonilo, el cicloheptiloxicafbonilo y el p-toluensu;fénilo'
Como serd evidente més\adelante, el procedimiéﬁtb pa-
ra la preparacibén de los tetradecapéptidos’de férmula I, in-
volucra la diséciacién periddica del grupo de proteccidn de
d—amlno desde el amino-acido terminal presente en la cadena
del peptldo. De esta manera, la Gnice limitacidén con respec-
to a la identidad del grupo de proteccidén de E-amino en el
residuo de lisina es.que este sea tal que no se disociaré bg
jo las condiciones empleadas para disociar selectivamente el
grupo de proteccidén de ol~amino. ILa seleccidn apropiada de
los_grupos de proteccién de «-awino y E-anino es un asuntd
que queda dentro del conocimiento de un quimico relacionadpe

con los péptidos de experiencia ordinaria en el ramo y de~
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_carbtonilo y el isopropiloxicarbonilo. La disociacidn de es-

pende de la facilidad relativa con la cual pueda disoclarse

I
un grupo de proteccién particular. De esta manera, los gru-

pos tales como el 2-(p-bifenilil)isopropiloxicartonilo (BpCC

¥y tritilo son muy lébiles y pueden ser disociados atn-en prel

sencia de un acido moderado. Se requiere de un écidofmnderau
damente fuerte, tal como el &cido clorhidrito, el &cido tri-
fluoroacético o el trifluoruro de boro en &cido acético, pa~
ra disociar otros grupos'tales como el t~butoxicarbonilo, el
t-amiloxicarbonilo, el adamantiloxicarbonilo y el g-m@toxibe
ciloxicarbonilo. Se fequiergn de condiciones &cidas adn més
fuertes ﬁara efectuar la disociacidn de otros gpupoé'&e Pro-
teccién‘kalesvcomo el benciloxicartonilo, el halogenobencily)
xicartonilo, el p—nitrobenciloxicarbonilo, el cicloalquiloxi]
! , : :
tos ﬁltimos grupos requiere de condiciones 4cidas drasticas
tales como el empleo de acido bromhidrico, &cido fluorhidri-
co 0O trlgluoroacetato de boro en acido trifluoroacético. Por
supueeto, cualqulera de los grupos mds labiles se disociaré
tamblen baao las condiciones ac1das mas fuertes. La selec-
i

cién aproplada de los grupos de proteccidén de amino de esta
manera 1nclu1ra el empleo de un _grupo en la funcidn «-amino
que es mis 1ab11 que aquel empleado como el grupo de protec-
clon de é%amlnc con las condiciones de d15001aclon disefladag
para ;eparar selectlvamegte unlcgmente la funcidn of-amino.
En éété coﬁtexto, R2 preferiblemente es o-clorobenciloxicar-
bonild 0 ciclopentiloxicaibonilo ¥y, conjuntamente con &1, el
grupo de proteccidén de L-amino escogido para emplearse en ca

da uno de los aminodcidos que se agregan & la cadena de pép-

tldo, preferlblemente es el t-butiloxicarbonilo. ~

Los grupos R3 ¥y R representan el hldrogeno del hldro

=)

ARSI
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¥ile o un gruﬁo de proteccibén para el hidroxilo alcohdlico
de la treonina y la serina, respectivamente. Muchoé de tales
grupcs de proteccidn se describen en McOmie, anterig;mente
citado, Capitulo %, escrito por C.B. Reese. Son tipiﬁOSude

tales grupos de proteccién, por ejemplo, alquilo deféﬁecq,

tuido, tal como p-metoxitencilo, p-nitrobencilo, p-cloroben~
¢ilo y o~clorobencilo; alcanoilo de 01-05, tal como formilo,
acetilo y propionilo; trifenilmetilo (tritilo). Preferible-
megte, guando R5 y-R, son grupos de proteccidn, el ‘grupo de

R

] i - -
proteccidén de seleccibén en ambos casos es el bencilo.:®

-

£

El grupo R5 representa ya sea hidréggnp 0 fgypi}o y
define la porcidn :}NR5 del residuo de triptof%no. El formi-
de proteccidn es opcional y, por lo tanto,,R5 aproximadamen—
te puede ser hidrégeno (N-desprotegido) o formilo (N-protegi
do) .

El grupo X se reflere al carboxilo terminal de la ca-|
dena del tetradecapéptido; este puede ser hidroxilo, en cuyo
caso se define un grupo carboxilo libre. Ademds, X represens=
ta el soporte de resina sdlida, al cual se enlaza la porcidn
terminal de cartoxilo del péptido durante su sintesis. Esta

resina s6lida estéd representada por la férmula

) Resina
-0—0112 —

En todo lo anterior, cuando X representa hidroxilo,
cadaunodeIg Rys Ryy By By ¥ Rb’ es hidrbgeno. Cuando X re-
presenta el soporte de resina sbélida, cada uno de R, R;, R2,

R3 ¥ B, es un grupo de proteccidn.

tales como metilo, etilo, y t-butilo; benciia; bencilo susti]

Ce]

lo sirve como un grupo de proteccidén. El empleo de tal grupo

..
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Se ewplean. en la presente las sigulentes abreviaturas
la mayoria de las cuales son bier conocidas y se utilizan ol
mimmente en la técnica:

Ala -~ Aleznina

Asn -~ Aspsragina - S

Cys - Cisteina ' -~

Gly ~ Glicina

- Lys - Lisina

Phe - Fenilalanina

Ser - Serina

Thr - Treonina
\ Trp - Triptofano
" Val - Valina
DCC - N,N’-diciclohexilcarbodiimida
DMF - N ,N-dimetilformamida
BbC_- t-butiloxicarbonilo y
"PMB ~ p-metoxiltencilo -
CBz0C h'grcloerenciloxicarbonilo
CPOC - ciclopentiloxiéarbonilo
Bzl - Bencilo
For - Formilo

. BpOC,-~2-(p=bifenilin~isopropiloxicarboniio)

\v

x Aungue la seleccidn de los grupos de proteccidn parti
6ularésdque van a emplearse para preparar los compuestos de
férmuia i, permanece como un .asunto que cae dentro de lé ex-
perieﬁcia ordinaria de un quimico relacionado con los pépti-
dos sin%éticos,-se reconoce bien'que-la'seQuencia de las rea
¢iones que deben llevarse a cabo da lugar a una seleccidn de
un grupo de'prbteccién ﬁarticulaf. Eh otras palabras, el gnu

po de proteccidn de seleccidn puede ser uno que sea estable

-10 - !
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junto a los reactivos como a las condiciones empleadas en

- 11~

las etapas subsecuentes de la secuencia de reagpién:ﬂPor ejefn
plo, ceglin se discutid ya en cierto grado en la presente con
anterioridad, el grupo de proteccidn particular que,ép empleg
debe ser uno que permanezca inbacto bajo'las condici§ﬁps que
se emplean para disociar el grupo de proteceién deol-amino
del residuo de aminodcido terminal del fragmento de,péptido
en prepsracibén para el acoplamiento del siguiente fragmento
de am1noacmdo smgulente, a la cadena del péptido. Es también

Cmaan

importante seleccionar, como grupo de proteccidn, gqual que

Vaat

permanezca intacto durante la construcclon de la cadena del

"7

pep%ldo Yy que sea fécilmente separable al termlno della sin-
teqls del producto deseado de tetradecapeptldo. Todos estos
asuntos estén dentro del conocimiento y_entendlmlento de un
guimico relacionado con los péptidos de experiencia ordina—
ria en el ramo. ' ‘
Como es evidente de la discusidén anterior, losrtefra-
decapéptidos de férmula I pueden prepararse mediante Sfnie-
sis en fase sblida. Esta sintésis involuera una construccidn
en secuencia en la cadena del péptido que empieza en el ex-
tremo C-terminal del péptido. Especificamente, la cisteina
se enlaza primero en su funcidén carboxilo a la resina median|
te reaccién de una cisteina S-protegida, amiﬁo-protegida con

una resina clorometilada o una resina de hidroximetilo. ILa
\

preparacidén de una resina de hidroximetilo se describe por
Bodanszky y otros, Chem. Ind. (Londres5; 38 1597-98 (1966).
La resina clorometilada es comercialmenfe dispomible de ILab
Systems, Inc., San Mateo, California. T o :
Para lograr el enlace de la cisteina c termlnal con

la resina, la cisteina protegida primero se convierte en su
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'cigd particular que se involucra comprende una disociacidn

presénta la porcién N-terminal del fragmento de péptido se-
I guida por el acoplamiento del\siguiente residuo de aminoici-

‘| do 21 aminoicido N-terminal ahora 1ihre»y reactivo. La diso~{ -

réspectivo. Otro método que es disponible para lograr lé di-

el cual después puede convertirse al fragumento de péptido

sal de cesio. Esta sal se hace reaccionar entonces con la re
sina de acuerdo con cl método descrito por B.F. Gisin, Helv.
Chim. Acta, 56, 1476 (1973). Alternativamente; la cigteina
puede enlazarse a la resina medianbe activacidn de‘lélfunu
cién cartoxilo de la molécula de cisteina mediante 1azapliqg
cién de técnicas facilmente conocidas. Por ésemplo, la cis-
teina puede hacerse reaccionar con la resina em presencia de
un compuesto de activacidén del grupo carboxilo tal como N,N<
diciclohexilcarbodiimida (nce).

i Una vez-due'se~ha entrelazado apropiadamenté,ié clg-
tefna libre de carboxilo al soporte de resina, el resto de
la ﬁecuen01a de construccién del pepuldo 1nvolucra la adi~

clon en etapas de cada aminodcido a la porcién N terminal de|,

la'cadena de péptido. Necesariamente, por lo tanto, la secueﬁ

del grupo de proteccién <L-amino del aminodcido, lo cual re-

ciacién del grupo de proteccidén de L-amino puede efectuarse
en presencia de un &cido tal como &cido bromhidrico, &cido
clorhldrlco, 4cido trifluoroacético, dcido p—toluensulfonlco,

ac1do bencensulfonlco, dcido naftalensulfdnico y acido acéti.

co, con la formacién del.producto de sal de adicién de &cido

sociacién del grupo de proteccidén de aminddcido involucra el
em@leo de trifluoruro de boro. Por ejemplo, el dietileterato
de trifluoruro de toro en &cido acétido glacial convertiri

él’fragménto_de péptido amino-protegido a un complejo de BFB’
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desbloqueado mediante tratamiento con una base tal como bi~
carbonato de potasio acuoso. Cualquiera de estos métodos pue
de ser empleado en tanto se reconozca que el métodoﬁ@e selec|
cién debe ser aquel que logre la disociacitn del gruﬁb de
proteccibdn de é<—amino N-terminal sin ruptura de nfﬁéﬁn otro
grupo de protecc10n presente en la cadena dé»peptldo. A este
respecto, se preflere que la dlSO acidén del grupo-delprotec
cidén N-terminal se logre utilizando acido trifluorcacético.
En términos generales, la disociacién se llevara a cako a
una temperatura de aproximadamente 02C. a temperatupa’amblen

te.

LIPS

i .

i ,

| Una vez que se ha efectuado la disociacién N-terminal
|

Tal o

~

el producto que resulta normalmente estaréd en la forms de la
sal de adicién de &cido del 4cido que se ha'empleado para:-1o|
grar la disociacidn del grupo de proteqcién. El-producto pue
de entonces convertirse al compuesto amino terminal libre me
diante tratamiento con una base moderada, tipicamente una
amina terciaria tai como piridina o trietilamina, -

' La cadena del péptido entonces estd lista para la rea)
cién con el siguiente aminodcido. Esto puede lograrse median
te el empleo de cualquiera de varias técnicas reconocidas. A
fip de lograr el acoplamiento del siguienteAaminoécido a la:
cadéna de péptido N-terminal, se emplea un aminoécido.que

tiene un carboxilo libre pero que estd adecuadamente protegi

do en la funcidn «K-amino, asi.como también en cualquier otra

poreidh activa. E1l aminodcido entonces se somete a condicio-
nes que hardn a la funcidn carboxilo, activa con respecto a
la reaccién de acoplamiento. Una de tales técnicas de activa
cibén que puéde emplearselen la sintesis, involucra la conver
sibén del aminodcido a un anhidrido mixto. Por lo ténto,.la

P
.
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funcidn carboxilo libre del aminodcido se activa mediante le
reaceibn con otro 4cido, tipicamente un 4cido carbénico en
la forma de su cloruro de &cido. Son ejemplos de tales cloryl
ros de écido que pueden utilizarse para formar los-amhidri-~
dos mixtos apropiados, el cloroformiato de etilo, ei}&}dro—
formiato de fenilo, el cloroformiato de sec:%utilo, el clorg
formiato de isobutilo, y el cloruro de pivaloilo.

Otro método para activar la funcidén carboxilo del amil
noécido para logfar el acoplamiento es mediante la couver-
sibn deljaminoécido a su derivado de éster activo. Son ejem-
plos de %aies ésteres activos, por ejeuplo, un éster 2,4,5--
trlcloro&enlllco un éster pentaclorofenlllco, un éstver p-ni
trofenlilco, un éster formado de 1~ hldrox1Lenzotrlazol ¥y un

.

éster formado de N-hidroxisuccinimida. Otro método para efec
Luar ef acoplamlento del aminocidcido C-terminal al fragmento
peptldo 1nvolucra llevar a cabo la reaccidn de acoplamiento
en presencla de por lo menos una cantidad equimolar de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC?. Este Ultimo método se prefig
Tre pa?é preparar el tetradecaééptido de la férmula II, en

donde‘X es

R. -
X O CH

Y

ﬁna vez que se ha preparado la secuencia de aminodci-
do déseada, el péptido resultante puede separarse del sopor-
te de resina. Esto se logra mediante tratamiento del tetradg
_capentldo soportado en resina, protegldo, con acxdo clorhi-
drico. El tratamiento con &cido clorhidrico disocia el pépti
do de la resina, ademis, sin embargo, disocia todos los gru-

«
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sencia de anisol se ha encontrado que inhite la alquilacidn

| tefnas bloqueadas a sus formas tiol. También, cuando R5 es
i ;

7.6. Cuando se utiliza aire como agente de oxidacidn, la con

- 15—

pos de proteccidén restantes presentes en las porciones reac-
tivas colocadas en la cadena del péptido asi como btambién el
grupo de proteccidn de «~-amino presente en el aminoidcido N-
terminal. Cuando se emplea el 4cido fluorhidrico paya:efec—
tuan la disociacién del péptido de la resina asi comq ¢am—
bién para separar 1os grupos de protec01on ~5e prefiere que

la rezccidn se lleve a cabo en presencia de anisol. Lo pre-

potencial de ciertos residuos- de amlnoacldo presentes en la

13T

cadena del péptido. Adends, se prefiere que la disociacidn

“a.,' -

se l*evc a éabo en presencia de etilmercaptano. El, etllmer—
captano Elrve para proteger el anillo de indol del re51duo

de trlpﬁofuno v, ademds, facilita la conversién de 1as cis-
!

formiloz la presgncia del etilmercaptano facilita la disocipg
cidn del &cido fluorhidrico del grupo formilo.

Una vez que se ha logrado la reaceién de disociacidn,
el producto que se obtiene es un péptido de cadena recta que
contiene 14 restos de aminoécido. A fin de obtener el produg
to fiﬁal de formula I, es necesario tratar el tetradecapéptil
do de cadena lineal bajo condiciones que efectuardn su oxidg
cién convirtiendo los dos grupos sulfhidrilos en la moléculq,
uno’ en cada porcidn de cisteinilo a un punto de disulfuro.
Esto puede lograrse tratendo una solucién dilufda del tetra-
decapéptido lineal con cﬁaiquiera de una variedad dé agéntes
de oxidacidn incluyendo, por ejemplo, jodo y ferricianuro de
potasio. Puede emplearse también aire como agente de oxida-
cidén, siendo el pH de la mezcla gonefalmente ae aproximada&'

mente 2.5 a 9,0, y preferiblemente de aproxlmadamente 7 O a
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' sog en los cuales el huésped que se estéd tratando requiere

de un tratamiento terapéutico para una secreccidn en exceso

Estos compuestos también. inhiben otros efectos fisioldgicos

~j;_preferiblemente es de aproximadamehte 50 ug. a 100 mg/kg.

- 16—~

centracidn de la solucién del péptido generalmente no es ma-
yor gue aproximadamente 0.4 mg. del péptide por ml. de solu-
cidn, y usualmente es de aproximadamente 50 pg/ml. |
Los compusstos de férmula I, pueden administgéxse a
mamiferos de sangre caliente, incluyendo los seres ﬁumanos,
mediante éualquiera de varios métodos, inclufendo la forma
oral, sublingua;, subcuténea, intramuscular, intravenasa y
otras rutas de adwinistracidén adecuadas. Cada uno de estos
compuestos es activo, aunque no necesariamente en un grado
eqﬁivalente, para inhitir la literacidén de la hormonz de de-

2

sarrollo. Este efecto imhibitorio es tenéfico en aguellos cg

de somatotropina, tal secrecidén estéd asocidgda con condicio-

nes adversas tales como la acromegalia y la diabetes juvenil

incluyendo la inhibicidén de la secrecidn de &cido géstrico,
sdn Gtiles en el tratamiento de estados ulcerosos; la,iﬁhibé
cién de la secreccidn exocring del pancreas es potencialmen-
te ﬁfil en el tratamiento de la pancreatitis; la inhibicidn
de la secrecidén de insulina y glucagon, y la reduccidén de
los nervios dtil en la radiologia gastrointestinal. Preferi-
bléhgﬁte, la escala de dosis para administracidén sublingual
u orai es de aproximadamgnte 1l mg. a 100 mg./kg. de peso del
cuerpo por dia. Generalménte,‘una escala de dosis para édmi:

nistracidén intravenosa, subcuténea o intramuscular es de

apfdximadamente 10 pg, a 1 mg/kg. de peso del cuerpo por dis

de'peso del cuerpo por dia. Es evidente que la escala de do-

sis variarg ampliamente dependiendo del estado particular .

O R I A T I SR T T
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[ plo, en forma de tabletas o cépsulas., Pueden utiliiﬁﬁ%e por-| -

-17 -

oue se estd tratando asi como bYamtién de la gravedad del es~
tado.
Es también posilble administrar los compuestos de f£ér-

mila I en asociacidén con un portador farmacéutico,,por ejem—

tadores o diluyentes inertes, por ejemplo, chrtonato de mag-
nesio o lactosa, Jjunto con agentes de desintegracién‘gonven-
cionales tales como almidén de maiz y 4acido alginico, y'ageg
tes lubricantes, por ejemplo estearato de magnesiogvyipi;a-
nente, Ja cantidad de portador o diluyente variara- 42 ,aproxi

314'

maoamentp 5 a 95 por ciento de la composicidn flnal, y prefe
rlblomen%e de aproxxmadamente 50 a 85% de la comp081élon fi-
nal. Wueden emplearse también agentes sabori.zantes adecuadost
en la pxeparacién final gue hacen a la composicién de gusto
mas agfadable en la administracidn.

‘Cuando loé'compugstoé de férmula I, se van a adminis-
trap intravenosahente, pueden emplearse portadores adecuados
tales como, por ejemplo, solucién salina isoténica y solu~
cibn de tampbn de fosfato. | _

i Los siguientes ejemplos son 1lustrat1vos de la prepa—
racidm de los compuestos de férmula I, y sus 1ntermed1arlos.
X Ejemplo 1 .
REéINA DE POLIESTIRENO METILADO DE N—t-BUTILOXICAREONiL;L-
: CISTEINIL(S-p-METOXIBENCTLO) |

A 500 ml. de N, N-dlmetllformumlda (DMF) que contlene
la sal de cesio de N-t-butiloxicarbonil(S-p-metoxitencil)ecis
teina / preparada a partir de 9.06 g. (26.5 mmoles) del &ci-
do litre /, se agregaron 51.0 g. de resina de polisstireno
clorometilado (Lab Systems, Inc., 0.75 mmoles/graﬁo). La mez

cla se agitd a temperatura ambiente durante seis dias. Ia rg
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1 sina se filtré entonces y se lavd sucesivsmente tres veces
con una mezcla.de 90 por ciento de dimetilformamida y 10 por
ciento de agua, tres veces con 95 por qientq de etanol, ¥
tres veces con dimetilformamida. A la resina suspendida en
-5 500 ml. de dimetilformamida, se agregd una,soluci6n:gé“lo.5
gramos de acetato de cesio. La mezcla se aéf%é durante seis
dias a temperatura ambiente. La resina se agitd en*onces y
se lavd sucesivamente, una vez con dimetilformamida acuosa,
) tres veces. con una mezcla de 90 por ciento.de dimetilformami
10 : da y 10 por ciento de agua, tres veces con 35 por c1eito de

‘ etanol, tres veces con cloruro de metileno, tres vece% con
95 For ciento de etanol y tres veces con cloroformo. Se sepa

raron ‘los trozos mediante la suspen¢1on de la rCS1na en clorx

.Io

formo cuatro veces y cada vez extrayendo llguldo. Ia resina
15 se secd entonces a vacio a‘QOQC. Yoda lé noche para obtener
44.8 g. del producto del titulo. Un andlisis de aminoicido
mostrd 0.25 mmoles de Cys por gramo de resina. Se deteriind
la cisteina como &cido cistéico a partir de una hidrélisis
‘| &cida llevada a cabo utilizanéo una mezclg 1:1 de dioxano ¥y
20 ‘&cido clorhidrico concentrado, al cual se agreéé una pequeiid
cantidad de sulféxido de dimetilo. )
N ' Ejemplo 2 7
RES&ﬁA DE POLTESTIRENO METIIADO DE N-t-BUTIIOXICARBONII~D-
‘ VALIL;GLiCIL-L-(S—p—METOXIBENCIL)CISTEINILPL-(N-E—o-CLOROBEN
25 CILOXICA.RBONI L)~ LISIL—I:—ASPARAGINIL—L—FENILALANIL—L—-FENILA
S NIL—L—(FORMIL)TRITOFIL—L—(N-E—o—CLOROBENCILOXICARBONIL)—LISIL-'

'L-(O-BENCIL)TREONIL—L—FENILALANIL—L—(O-BENCIL)TREONIL~L«(O»
BENCIL)SERIL—L(S—p-METOXIBENCIL)CISTEINILO
EL producto del ejemplo 1 (7.0 gramos) se colooo en.

3Q el reclplente de reacclon de un sintetizador de péptido autg '

ET R L - ¥
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cloruro de metlleno; (5) tres lavados (10 ml./gramo de resi-

mético Beckman 990y se agregaron doce de los trece aminodcidos -
restantes, empleando el sinterizador sutomdtico. Laresina de
tridecapéptido protegida resultante, ce dividid en dos prciones
iguales y el resto final se introdujo a unade las porcignés; Los
aminodcidos que se emplearon, asi como también la secueﬁ‘czla de sy
empleo, es la siguiente: (1) N—t-buﬁl1ox1carbon11—(0-benc1l)-
I-sering (2) N-t-butiloxicartonil-(0-bencil)-I-treonina; (3)
N-t- butllox1carbon11 -I~fenilalanina; (4) N-t-tubtiloxicarboni
(0-tencil)-I~treonina; (5) N- ~t-tutiloxicarbonil-N- no—clor
benc1lox1carbon11-L-ln31na, (6) N~ -t—but110x1carbdnxl~(N-fo

L.

m11)-L~tr1ptofano, (7) N- ~butllox1ca“bonll-L—fen17alanlna,

(8) N~t—butlloxlcarbonll -I-fenilelaning (9)N-t-hutllotlcarbor

nll-LpaSparaglna,esterp—nltrofenlllco,(10)N- -t-butllox1ca§
bonil-N- —o-clorobenciloxicarbonil-Lnlisina;'(li) N-t=butilo
xicaébonil-(S-p-metoxibencil)-L~cisteina; (12) N-t-butiloxi-
carbonilglicina; y (13) N-t-butiloxicarbonil~D-valina. La se
cuencia de desproteccidén, neutralizacién, acoplamiento y rea
coplam;ento para la introduccidén de cada aminodcido en el
péptido es la siguiente: (1) tres lavados (10 ml./gramo de
resina) de tres minutos cada uno, con cloroformo; (2) sepa-
racién del grupo BOC medianfe trétamiento d&s veces durante
veinte minutos cada Qez, con 10 ml./gramo Qe resina, de una
meé&la dé 29 por ciento de &cido trifluorocacético, 48 por
c1ento de cloroformo, 6 por ciento de trietilsilano, y l?
por ciento de cloruro de metlleno, (3) dos lavados (10 ml /
gramo de resina) de tres mlnutos cada vesz, con cloroformo;

(4) un lavado (10 ml./gramo de resina) de treg minutos con

na) de tres minutos cada vez, con una mezcla de 90 por cienx

to de alcohol t-butilico y 10 por ciento de alcohol--t-amili-

‘.o

|~
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{de metileno; (8) tres lavados (10 ml./gramo de resiﬁg}'de

minutos cada vez con cloruro de metileno; (15) neutra;lza—

mo de re51na) de tres mlnutos cada upo con cloruro de metile

- 20~

(6) tres lavados (10 ml./gramo de resina) de tres minu-
tos cada vez, con cloruro de metileno; (7) meutralizacién me
diante tres tratamientos de-tres minutos cada vez con 10 ml/

gramo de resina de 3 por ciento de trietilamina en cloruro

tres minutos cada vez con cloruro de metilefio; (9) tres lava
doé (10 ml./gra@o de resina) de treé'minﬁtog cada vez:con
una mezcla de 90 por ciento de alcohol t-butilico y 10 por
ciento de alcohol tnamilico; (10) tres lavados (10 ml. /gramo
de re31na) de tres minutos cada vez con clorurc de metlleno,
(ll) la adicidén de 1.0 mmolesigramo de resina del am1n0301do
prategldo y l 0 mmoles/gramo de resina de. N, N’ —dlcnclohex1L-
carbodllmlda (DCC) en 10 ‘ml. /gramo de resina de cloruro de
metileno, mezclando después durante 120 mlnutos;h§12).tres
lavados (10 ml./gramo de resina) de tres minutos cada vez
con cloruro de metileno; (13) tres lavados (ld ml./grémo de
resina) de tres minutos cada vez, con una mezcla de 90 por
01ento de alcohol t-butilico y 10 por ciento de alcohol t-

amlllco, (14) tres lavados (10 ml./gramo de resina) de tres

cién mediante tres tratamientos de tres minutos cada vez con
lpiml./gramo'de resina de 3 por ciento de trietilamina en
clgiuio de metilero; (16) tres lavados (10 mlf/gramo de re-
sina)'de tres minutos ca@a uno con cloruro de metileno; (17)
tres lav%dbs (10 ml./gramo de resina) de tres minutos céda
uno con una mezcla de 90 por ciento de alcohol t-butilo ¥y 10

por ciento de alcohol t-amilo; (18) tres lavados (10 ml./gra

no; (19) tres lavados (10 ml./grzmos de resina) de tres winu

)

tos cada uno con dimetilformamida; (20) Adicidén de 1.0 mmole

cviamnn g e
[ PN
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gramo de resina del 4cido amino protegido y 1.0 mmoles/gramo
de resina’del N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) in 10 ml/
gramo de resina de una nezcla de DMF en relacidn 1:1 chloﬁg
ro de metileno seguido de mezcla durante 120 minuté?ﬁu(él)~
tres lavados (10 ml./gramo de resina) de tres minuﬁoéf%ada
ﬁno con DMF; (22) tres lavados (10 ml./gramg.ae resina) de
tres minutos cada uno con cloruro de metileno; (25)‘%fes la~
vados (10 ml./gramo de resina) de tres minutos cada uno con
una mezcla de 90 por ciento de aicohol t-butilo y :0-por
ciento de alcohol t-amilo; (24) tres lavados (10 mi;?gramo’
de resinﬁ) de tres minutos cada uno con cloruro de"Maéiieno;
(25) ‘newtralizacién mediante tres tratamientos de tréd minu
tos cadé uno con 10 ml/gramo de resina de tres’por ciento

de trie%ilamina en cloruro de metileno; (26) tres lavados
(10 ml./gramo de resina) de treé minutos cada uno con cloru-
ro de metileno; (27) tres lavados (10 ml/gramo-Ge resina) de’
tres minutos cada uno con una mezcla de 90 por ciento de al-
coyol t-butilo y 10 por cientp de alcohol t-amilo; y (28)
tres lavados (10 ml./gramo de‘resina) de tres minutos cada
uno con cloruro de metileno.

El tratamiento antes mencionado‘se emplea por adicidn
de cada uno de los acidos amino con la excepcién de los res-
tos-de asparagina y glicina. La adicidén del resto de glicing
emplea Unicamente las etapas 1-18. El resto de asparagina se
incorpord a través de su éster activo p-nitrofenilico. AY
hacerlo asi, la etapa (1l1) anterior se modificé a la siguieg
te sescuencia de tres etapas: (a) tres lavados (10 ml./gramo
de resina) de tres minutos cada vez con dimetiiformamida;‘
(r) adicidén de 1.0 mmoles/gramo de resina del éster p-nitrd-

fenilico de N-t-butiloxicarbonil-~Il~asparagina en 10 ﬁl./gra—
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mo de resmna de una mezcla de 1:% de dimetilformamida y clo-
ruro de metlleno, mezclando después durante 720 minutos; y
(c) tres lavadosv(lo ml./gpamo de resina) de tres minutos cg
da vez con dimetilformamida. También, la etapa (2) -amberior
se modificéd al empleo del éster p-nitrofemilico de o t-buti-
loxicarbonil-L-asparagina en una mezcla de 5:1 de dimetilfor]
ﬁamida y cloruro de metileno, mezclando después durante 720
minutos.

Ia resina de péptido terminado se secd al vacio. Se
hidr?liié una porcidn del producto, poniendo a reflgj@ duran
te 72 horas en una mezcla de 4cido clorhidrico y dioxéno, El
andlisis de aminodcido del producto resultante, did ios si-
guientes fesultados, empleédndose la lisina como refeiencia
Asn, 1.04; 20hr, 2.68; Ser, 1.08; Val, 1.12; Gly, 1.04; 5Phe
5 87 JLys, 2.00, Trp, 0.75.

Se~determmno triptofano qediante una hidrélisis de 21
horas de una muestra del producto en presencia de sulféxido
de dimetilo y &cido tlogllcollco. La cisteina no se determi
né ya que ésta se destruye por el método de andlisis.

Ejemplo 3
D—VALIL-GLICIIPIPCISTEINIL—L~LISIL—L—ASPARAGINIL—L—FENILALA—
NILFLFFENILPALANIL‘L‘TRIPTOFIL”L—LISIL‘L—TREONIL-L-FENILALA—

,NIL—L—TREONIL—L—SERIL—L-CIS&EINA.

A una mezcla de 5. ml. de anisol y 5 ml. de etllmercav

tano, se agregaron 2. 828 gramos (a un nivel de sust1tuc1on
"’iﬁe 0.150: mmoles/gramo) de la resina de tetradecapéptido pro-

utegidafdel ejemplo 2. La mezcla se enfrid en nitrdégeno ligui

do, y‘séVagregaron mediante destilacién 56 ml. de &cido
fluorhidrico liquido. ILa mezcla resultante se dejé calentar

a 02C., ¥ seragité durante 2 horas. Se separé'éntoncés el
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se. combinaron y sus volimenes de elucidn, fueron los siguien

—-2F -

dcido fluorhidrico mediante destilacién, y se agregd éter a
la mezcla restante. La mezcla se enfrid a 0¢C., y el sbélido
resultante se recogid mediante filtracidn y se lavéqFon éter|
El producto se secbd, y el tetradecapéptido desproté%?&ojse
extrajo de la mezcla de resina utilizando &cido écéﬁiéo 1 mo)
lar, y una pequefia cantidad de &cido acétidgﬁglacial. Ia so-
lucidn de &cido acétido se liofilizd inmediatamenté‘a*sequen
dad en la oscuridad. El sdlido blanco resultante se suspen-
dibd en una mezcla de 10 ml. de &cido acétieo 0.2 melad desgg|
sificado y 4 ml. de &cido acético glacial.- ILa suspén%?én re-
suftante se calentd; sin embargo, el s6lido no se aiaélvié
completamente. La porcidn inSolub1¢‘se filtrd y-el:?{%ﬁrado :
inéoloro, opaco, se aplicé a una columna Sephadex G-25 F.'
Ias condiciones cromatogrédficas fueron: disolvente, &cido
acético desgasificado 0.2 molar; tamafio de la cblumné 7.5 x|
150 cm. temperatura, 262C., régimen de flujo 629 ml./hora;
volimen de la fraccidn, 22.0-m1.

, El grafico de la absorbancia a 280 mp de cada frac-
cién frente al nimero de fracéién, indicbé un gran méximo se-
guido de un homtro. ILa espectroscopia ultravioleta reveld
que el miximo principal fué el producto. ILas fracciones que
tes;' _

Fracciones 224-240 (4906-5280 ml., miximo = 5054 ml).

Esta coleccidn de fracciones no incluye ‘el hombro si
guiente. ILa eSpectroscéﬁia ultravioleta indicd que estuvie- |
ron presentes 175 mg. del producto'(rendimiento = 24,8%).
Una titulacién de Ellmen de una slicuota indicé un contenido

libre de sulfhidrilo de 93.6% del tebrico. ' :

Ejemplo 4
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OXIDAGION DE D-VAL'-SOMATOSTATINA
La solucién de la D-Vall-somatostatina reducida (374
ml., teorlcamente 175 mg.) del egemolo %, se diluyd con 147
ml. de &cido acético 0.2 molar y 2967 ml. de agua aeotllada
para lograr una concentracién de SOjag/ml Se agregd- hldrOY1
do de amonio concenurado para aaustar el pH de la mezcla a
6.7. La solucion se agité a temperatura ambiente en la oscu-
rldad durante 64 horas, después de lo cual una tltulac1on de
Ellmfn indicé que la oxidacién fué completa
'! La mezcla se concentrd a vacio a un volimen d@ aprox1
yadépente lO ml. El concentrado se diluyé con 10 ml.-ae aci-
do acético glacial, y despuds se¢ desalificd en una ‘columna
Sephadex G-25 F, Ias condiciones cromatogréficgs fueroﬁ como
siguF' disolvente, &cido-acético desgasificado 50%; tamaiio
de columna 5.0 x 90 cm.; tenperatura, 269C. , régiméﬁ de flu-
Jo, 246 wl./hora; volumenude la: fracclon, 16.4 ml.
La gréfica de la absorbancla a 280 mu para cada frac~
cién frente al nlimero de Lracglon, indicd dos grandes maxm-
mos. El primer méximo representd las formas agregadas del

producto, y el segundo maximo representd un producto monomé-

rico. El material representado por el segundo méximo / frac-

ciones 49-64 (767—1050 ml.)/ se recogid y se liofilizb a se-
quedad en la oscuridad. El sélido resultante se disolvid en
15 ml. de &cido acético 0.2 molar desgasificado y se aplich

a una dolumna de Sephadex G-25 G. Las condiciones croma%ogré

ficas fueron: disclvente, acido acético desgasificado 0.2 mp

lar; tamafio de la columna, 5.0 x 150 cm; temperatura, 259C.;
régimen de flujo, 475 ml./hora; volimen de la fracciéh, 16.6
ml. | | ;

‘Ia gréfica de la absorbancia a 280 mu, para cada frag|
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‘I espectroscopia ultravioleta indicd que la parte principal

cibén frente al nimero de fraccidn mostrd un gran méximo. La

del maximo fuvécel producto. Lac fracciones 157-172 (vollme~ |

nes de elucibn de 2590-2855 ml., méximo = 2667 ml.),sp,éomhg
naron y se liofiligzaron a sequedad en lg oscuridadniﬁézequg
troscopia ultravioléta indicé 95 ng. del prefucto deseado

(rendimiento de la forma reducida = 54.3%). vl

Se disolvid una porcidén del sélido resultante en 5 ml

143

de 5E% de Acido acético y se recromatografid en una cqlumna

de Sephddex G-25 F. Ias condiclones cromatograficas fueron:

disolvente, dcido acético al 50% desgasificado; tamaio de co
o ' ) : Al
lumna, 2.5 x 180 cm.; temperatura, 269C.; régimen de.flujo,

e

5%.2 ml./hora; voliimen de la fraceidn 8.87 nml.

La grafica de la absorbancia a 280 ma de cada frac-

/
cién frente al ntimero de fraccién, indicd un gran méximo. Lel:

espectroscopia ultravioleta indicd la porcidn mayof del maxi
mo.'del producto. Las fracciones 56-69 (488~5%2 ml., méximo 3
= 505 ml.) se combinaron ¥y se liofiligzaron a sequedad en la

\

"Rotaciébn bptica _/_"..c 726

D

oscuridad.
= =42,1 él por ciénto de écif
do acético). ‘ 7 o
‘ Andlisis de aminodcido: Val, 0.98; Gly, 1.0l; 2Cys,
1.81; 2Iys, 1.99; Asn, 0.95; 3Phe, 2.94; Trp, 0.80; 2Thr,
1.91; Ser, 0.85.
Los résultados anferiores S5e expresan como relaciones
a (Gly + Iys)/3 = 1.0. Se llevaron a cato las tres siguien~
tes hidrdlisis de 21 horas:
(1) En presencia de sulféxido de dimetﬁlo.para oxidan
la cisteina a &cidc cisteico. ' s

(2) Acido tioglicbdlico eliminado.

.
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I la secreclon gasbrlca de HCl mediante infusioén del- t#trapep~

na se expresa como porcentaje de actividad. ILa D—Vall—soma-

(3) Siﬁ eliminador u oxidante.
Todos los valores an@epioresisén promedio de las tres hidrod-
lisis, excepto los siguientes:

Cys y Ser; Unicamente (1) y (3);

Trp; tGnicamente (2); L

- Phe; tnicamente (2) y §3). -

Se probd 1la D-Vall-somatostatina en perros para su in

hibicién in vivo de la secrecién del acido géstrico. En seis

perros con flstula crénica y bolsa de Heidenhain, se indujo

t*do C fermmnal de gastrine a 0. /}1g/kg-hr Cada perro sir-
vid com# su propio control, recxblendo en un dia seoarado

unlcamefne tetrepéptido. Al otro dia, los sels perros reci-
bleron ﬁl tetrapéptido y después de una hora de secrecibn de
estado;estable de HC1l, se infundif 1la D-Vall—somatostatlna a
0,75‘pé/kg-hr. durante una hora. La récoleccién de las mues-
tfas da écido gistrico se continud durante 1.5 horas adicio-
nales a intervalos de 15 winutos. Las muestras se : titularon
a ﬁﬁ‘iﬁ de 7 con un titulador‘automético. El efecto inhibitg
iig méiimo de la D-Val}-somatostatina se extrapold contra 1g

curva de dosis-respuesta de somatostatina, y la potencia re-

latlva del analogo, con respecto a aquella ‘de la somatostati

tostatlna inhibid la secgec1on de &cido de estado estable in
dupida por';i tetrapéptido C-terminal de gastrina en 85.1+
6.0% de error promedio de interpretacibén. Este efecto es
equiva}ente a aquel de 0.9%5 pg/kg~hr. de somatostatina. Su
éétiéidad relativa conrespecto a aquella de la sogatostatin4
de esta manera es de 125%. ‘ x

. . 8e probd también la D-Vall—somatostatina en cuanto a

Ly
+

L

o, e . il
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su accidn en la motilidad de los intestinos én perros cons-—
cientes. Se utilizaron tres perros que tienen cateteres den-
tro de_conductos de Organos tubulares coloéados en el antro,
duodeno y piloro. Se registraron los cambios de.pre;;én en’
el conducto intestinal en un Visicorder utiliZandb;ééhvanémg
tros de haz de luz en ministura y calibradofes de esfuerzo.
Despﬁés de que se establecid un control de estado estable,
se infundid intravenosamente la D—Vall—somatbstatina‘durante
un periodo de diez minutos. El compuesto inicialmente-incre-
mentd la éresién dentro del conduc?o en el piloro ytdbspués
diéminuyé mientras que la presibén en el duodeno y enwél an-
trq permane01eron deprimidas a traves de la prueba. dn la do
sis efectiva minima requerida para 1ncrementar la presmon p1
lérica y para disminuir las pre51ones_de1_@gtro,y_ge; ducde-
no fue de menos que 0.125 ng/kg-10 minutos. Esto se compara
con una actividad para la somatostatina misma de 0.125 a 0.25
}1g/kg—lo minutos.

Ia D-Vall-somatostatlna mostrd también 1nh1b1r la se-|
crecidn pancreédtica. En tres £erros que tienen fistu]a tanto
pancreédtica como géstrica total, se'ingujq la secrecidn del
pancreas mediante la infusién de secretina én 2 unidades/kg]
hr. y colecistokinina a 0.45 unidades/kg-hr., y la Secrecidn
deiﬂHCl'géstrico nediante infusién de tetragastrina a 0.5
pg/kg;hr. Después de que se establecid una réspuesta establd,
cada pérro recitid D;Vall—somatostatina durante una hora a
0.75 ng/kg-hr. El efecto inhibitorio méximd expresado como .

porcentaje de cambtio sobre el control para la proteina total.

v

fué de —51% .
Se protd también la D-Vall-somatostatlna en cuanto a

su actividad con respecto a la liberacidén de la hormona del

[

P .
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desarrollo. El procedimiento que se empled se llevd a cabo

utilizando ratas Sprague-Dawley machos, normales, que pesan
100-120 gramos (Latoratorio éupply Company, Indianapolis, In
diana). La prueba es una modificacién del método de P. ﬁra-
zeau, W. Vale, y R. Guilleman, Endocrinology, 94 184 (1974).

En. este anallsls, se emplearon cinco grupos”de ocho ratas ca
da uno. Se administrd intraperitonealmente pentobartital s6-
dico a todas las ratas para estimular el desarrollo de la sg
crecién hormonal. Un grupo sirvid como el cbntrol y Tecibid :
unicamenfé solucién salida. Dos de los grupos recitisron so-
mgtostatina, 1 a 2 pg/rata, subcutaneamente, y el otro é 50
pg/rata; subcutaneamente. Los otros dos grupos recitieron D-
Vall-so atostatina, uno a 2‘pg/raté, subcuténeamente,>y el

otro a 50 Mg/rata, subcuténeamente. ILa concentracién del suel
ro de~£a horﬁona_del desarrollo se midié 20 minutos después
de la ;éministrapién simulténea del pentobarbital sédico y

el compuesto de prueba, EL grado de inhibicidén de la concen-

| tracién de la hormona en el suerb, fue determinada entonces

con respecto al grupo de control, Y se compararon las activi
dades relatlvas de la D—Vall~somatostat1na ¥y la somatostati-
na mlsma.

_ ‘A un nivel de dosis de 2 pg/rata, la D-Vall-somatostg
tiﬁhzinhibié el incremento én la sécrecién de la hormona del
desar;ollo en 2% sobre e% control, mientras que la somatostg
tina produjo una inhibicidn de 4&%. A un nivel de dosis de
10 pg/reta, la D-Vall-somatostatina inhibié el incremento en
lé secrecidén de la hormona del desarrollo en 73% sobre el
éénﬁrol mientras que la somatostatina misma produao una ind
hlblClon de 79%. a

1

Ia D-Val ~-somatostatina se protd en cuanto a su actHi-
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vidad in vivo en la inhibicidén de la secrecién de insulina y
glucagon mediante la estimulacidén con I~alanina., Se dejaron
en ayunas toda la noche, perros de raza indefinida,ﬂﬁe cual-
quier sexo. Se obtuvieron muestras de sangre de contééivy
después se inicié una infusidn intravenosa de soluCiéﬁ;sali—
na,.somatostatina ) D—Vall-somatostatina. Dé%pués de %0 miﬁg
tos, se administrd adicionalmente IL-alanina en forma.intravel
nosa, durante un periodo de 15 minutos. La infusidn de solu-
cibén salina, de somatostatina o de D-Vall-somatostggig@ se
contindo durante 15 minutos después'del término de la’ infu-
siqn de L~alanina. Ia infusién de I~alanina provocé. uﬁ incré
nen%o brusco en la concentracidn en el suero de glucabon e
1nsulina, que regresd a la concentraclon de control al térmj]
no de la infusidén de I~alanina. De lo= anteriorﬁse determing
gque la @osis minima de D-Vallusomatostatina para la inhibi-
cion de glucagon és de 0.06 a 0.1l pg/kg/min. y para_la inhi
bicién de insulina es de 0.006 2 0.03 ug/kg/min., mientras
qﬁe la dosis minima de somatostatina para la inhibicidn de
glucagon es de 0.10 é O-l?,ug}kg/min., Yy para la inhibiciédn
de insulina es de 0.3 a 010 pg/kg/min.

En resumen, la presente Patente de Invencidn
que se solicita deberd recaer en 1as siguientes:

REIVINDICACIONES

1. TUn procedimiento para la préparacién de

nuevos derivados de somatostatina de férmula I, H-D-Val~
Gly-Iprs—Iwiws—Asn'1‘phe~L—Trp—LrIqs—LpThr—Phe—L—Thr—L-
Ser-L~Cys—Om, ¥ las sales de adicidn de acldo, no téxicas,
farmaceutmcamente aceptablrs, del mismo, que se caracteriza

por hacer reaccionar el tetradecapéptico de cadena lineal, :

.

ki

correspondiente, de férmula IIX, H-D-Val-Gly-I~Cys-I~Lys-

S .

EE
S
1,
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I~-Asn~I-Phe=I~FPhe~I~Trp-I-1ys-I~Thr-I~Phe~-L~Thr-I~Ser-L~
Cys-CH, con un agente de oxidacién.

o . 2. Un procedimiento segin la reivindicacidn
1, en donde el agente de oxidacidn es aire. .

| © 3. Se reivindica por Gltimo como objeto so-
bre el que ha de recaer la patente de invenéién que se
solicita: "UN FROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE NUEVOS
DERIVADOS DE SOMATOSTATINA". | '

' -7 Todo conforme queda descrito y reivindicado
en la prﬁsente memoria descriptiva que consta de treirta

plginas mecanografiadas.

A

Madrid, 20 de Abril de 1978
BERNARDO WAGRTA ]




	Bibliographic data
	Description
	Claims



