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N
- Ia presente invencidn se refiere a nuevos pép’si—

dos de férmuls genseral I:
X~Arg-Val-Tir-Ile-His~Pro~Y (1)

que tienen propiedadss antagonistas de la angiotensina II,
asi éomo a un procedimiento para prepararlos. BEn la f£ormu-
la general I

X es un redicsl derivado de un dcido -eminooxicarboxili-
co alifético, e

Y representa un radical derivado de un acido ¢~aminocarbo

x3lico alifético.

-

Los representantes preferidos de 1os radi'cales_j/dg_
rivados de un dcido {~aminocoxicarboxilico alifgtico re';'p're—
sentado por X son los grupos aminocoxiacetilo y o(—a.mimoxi-
propionilo, mientras que Y representa preferiblemente un
grupo leucilo, isoleucilo, alanilo o ftreonilo. N

Laes sales de adicidn de écido y los complejos de
los péptidos que tienen la férmula general I tambidn estén
dentro del mbito de la invencidn.

Le angiotensina II es un octapéptido que $iene
actividad hipertensora. Bn el organismo, la angiotensina T
ge prepara a partir de O(—globulina producida por el higédo
mediante una enzima llamada renina, desprendida por el ri-
fibn. En el organismo, este compuesto se convierte en angio-
tensina II.

El primer andlogo de la angiotensina II fué sefia-
lado por primera vez enm 1970. Se halld que este compuesto
actuaba como inhibidor competitivo especifico de la angio-

tensina IT en ensayos en vivo y tambidn in vitro (G.Re
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-Marshall y otros: Proc.Natl.Acad.Sci.USA 67 1624 (1970);
P.AJKhairraleh y otros: J.Med.Chem. 13, 181 (1970)). Esta
observacidn ha provocado un interds en sumento y he estimu
lado a numerosos laboratorios para sintetigar y observar
nuevos andlogos de angiobtensina II que poseen propiedades
antagoniétas ¥y se pueden usar, por tanto, para diagnosti-
car, o incluso tratar, hipertensiones dependientes de la
renina. Bn los mismos principios del trabajo de investiga-
cibn resultd que los anidlogos en los due el grupo 8-Fe es-
taba sustituldo por un aminodcido que tenia una cadena se-
cundaria alifética eran los compuestos més prometédores pa
ra este fin. Este cambio en la estructura de la molécﬁla;
de angiotensina II significa en la practica, en coﬁcreték
la desaparicifn de la actividad egonista y la apariciéﬁ,de
una fuerte actividad antagonista (D.Gagnon y otros: Br.d,
Pharmacol. 43, 409 (1971); D.T.Pals y otros: Circ.Res.rgg,
664 (1971)). La actividad antagoniste se puede aumentari
considerablemente cuando - ademds de la modificaciénj;ééé
lizade en posicidn 8 - el grupo l-Asp se reemplaza p6f~#na
unided Sar (D.T.Pals y otros: Circe.Res. 29, 673 (1971{);3
Ta (Sarl,Alaa)-angiotensina II preparadsa de esta formé:§§
ha sido puesta en circulecibén. Las propiedades ventajosas
de este compussto se atribuyen e una dismimucidn de la deg
composicidn enzimédtica en vivo, y a su mayor afinidad para
los puntos receptores. '

Le suposicidén de que los andlogos antagonistas
de la angiotensina II pueden hallar aplicacién en la diag~
nogis, y en algunos casos en el tratamiento, de las hiper-
tengsiones dependientes de la renina /D.Ganton y F.Gross:

Med .Klin. 71, 2043 (1976); J.L.Marx: Science 194, 821
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1(1976) ; P.Needelman y G.R.Marshall: Fed.Proc. 35, 2486
(1976)_7.

Lo comparacidén de la estructura y actividad bio-
légica de los andlogos de la angiotensina II preparados hag
+a ghora ha proporcionado alguna informacidn muy importante
para la interpretacién de la actividad agonista—antagonista
[l.C.Khosla y otros: "Handbook of Experimental Phermacology
(Manusl de farmacologle experimental), vol. 37, I.H.Page ¥
P.M.Bumpus editores, 1974; G.R.Marshall: Fed.Proc. 35, 2494
(1976)_7-

En el centro del presente trabajo de investiga-

. 4 . . .
cidn estd la preparacidn de nuevos antagonistas desprovis—

riodo-mitad bioldgico més largo JE.C.Khosla y otros: J.led.
Chem. 19, 244 (1976); ibid. 20, 253 (1977)_7.

7 Se ha hallado ahora que cuando se sustituye el
resto de 8-fenilalanina de la molécula de angiotensina II
por un radical de écido (-eminocarboxilico alifdtico, y
gimulténesmente se une un radical de dcido X-aminooxicer-
boxilico alifético a la posicibén 1, se obtienen nuevos inhi
bidores competitivos con la angiotensina II, que dismiﬁﬁ&en
considerablemente la hipertensidén inducida por la renina en
ensayos en vivo, incluso en el caso de administracibn sub-
cuténea.

Segin la invencidn, los compuestos de férmuls gg

neral I:
X-Arg-Val-Tir-Ile-His-Pro-Y (1)

donde X e Y son como se han definido antes,
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W

y

56 preparan haciendo reaccionar un derivado heptapéptido

reactivo de férmula general II:

donde

con un derivado reactivo de Acido aminooxicarboxilico de

férmule general III:

donde

Hoja nim. 4

H-Arg(A)-Val-Tir(B)-Ile-His(R)-Pro-Y-0G (11)

representa un grupo adecuado para proteccién temporal del
grupo guanidino de Arg,
representa un grupo adecuado para proteccidn temporal del
grupo hidroxilo aromitico de Tir,

es un grupo adecuvado para proteccidn temporal del grupo

imidazolo de His, ix‘f
representa hidrdgeno o un grupo adecuado para proteceidn
del grupo carboxilo del C terminal del aminodeido alifé;
tico, 8l cual grupo protector es estable bajo congiqiof

nes suavemente Acidas, pero puede ser escindido mediénte

écidos 0 bases fuertes, e

tisne el mismo significado antes definido,

W=X-M (I1I1)

es como se ha definido antes,
es un grupo protector que se puede elimingr por acidoli-
gis, ¥

representa un grupo hidroxilo o un grupo activador cong
cido por si mismo,

escindiendo los grupos protectores de los compuestos de
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—formula general IV obtenidos:
W-X-Arg(A)=-Val-Tir(B)-Ile-His(E )=Pro-¥-0G (IV)

donde
Wy X, Y, Ay B, E y G son como se han definido antes,
selectivamente, uno tras otro o simulténeamente, en una so
la etapa de reaccibn, y, si se desea, convirtiendo un com-
puesto de £érmula generel I obtenido en una sal de adicidn
de 4cido o un complejo del mismo.

En los compuestos ds férmula general II A repre-
sente preferiblemente un grupo nitro o tosilo, B reprqsg?-
ta preferiblemente un grupo bencilo o beneilo sustitui@é}

y E es preferiblemente un grupo dinitrofenilo. En los com-

feriblemente un grupo benciloxicarbonilo o terc~butoxicar-
‘bonilo, X significa preferiblemente un grupo aminooxiaceti-
lo o ~aminooxipropionilo, y M representa preferiblemenié;
' un grupo pivaloiloxi, nitrofenoxi, 2,3,5—triclorofeno£i;r
pentaclorofencxi, pentafluorofenoxi, N-suceinimidoxi o 4zi-
do. W
Los derivados heptapéptidos reactivos de féxmula
general II usados como materiales de partida en la sinte-
sis de los compuestos de la presente invencidn se pueden
preparar por cualquier método conocido en la quimica de
los péptidos. Un método apropiado estéd descrito, por ejem-
plo, en la memoria descriptiva de la patente hﬁngara ng
168.431. Segin este método, los grupos funcicnales de las
cadenas secundarias se protegen con grupos que son esta-

bles bajo las condiciones de la acidolisils efectuada cuan~
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"1 |- 40 se eliminan los grupos protectores tras la copulaqién.
Seglin una realizacidn preferida del procedimien
to segﬁn la invencidn, para la proteccidn temporal del 8ry
po carboxilo del C terminal del aminodcido se usa el grupd
p-nitrobencilo (NB); el grupo hidroxilo de la tirosina se
5 protege con un grupo bencilo (Bel); pare la proteccidn del
anillo de imidazol de la histidina se usa un grupo dini-
trofenilo (Dnf); mientras que el grupo guanidino de la ar
ginina se protege con un grupo tosilo (Tos). Todos estos
grupos protectores son estables bajo condiciones suavemen
10 te dcidas, y en consecuencia el grupo t-butoxicarbonilo
(Boc) del N terminal se puede eliminar sin riesgo de es—
cindir esos grupos. le eliminacidén del grupo dinitrofeni-
10 se puede efectuar por tiolisis, y los restantes grufdé
protectores se pueden escindir mediante fluworuro de'hidré

15 genoe.

Los compuestos de formula general I se pueden'
purificar de memera conocida por si misma, preferibléﬁgg;
te por cromatografia de intercambio de iones con carbéxi-
metilcelulosa. Como resultado de esta tecnologia, los cég
20 puestos se obtienen generalmente como pPolvos liofiliééébs,
gue se pueden transformar fécilmente & diversas saies o]
complejos. '

Ia actividad antagonista de los compuestos que
tienen la foérmuls general I se ensayd en gatos macho nar-
25 | cotizados. Ia presidn sanguinea se midio en la arteria cexy
vical. Los ensayos se efectuaron introduciendo una infu-
sién de Hypertensidn (CIBA) en un repliegue femoral late-
ral, a velocidad de 0,5 pg/kg/min. Cuando se estabilizd

30 el aumento de presidn sanguinea se administraron las solu

16088
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—ciones acuosa, fisioldgica o que contiene veh:’.culo, de los
conpuestos de 'ensayo y Saralasin, en una sola dosis, intra
venosa o subcuténea, y se midid la dismirmeién de la pre- |
sidn de la sangre.
En la Tabla 1 se ilustra la dieminucidn de la
- presidén de le sangre arterial bajo la influencia de uns ad
ministracidn intravenosa de los compuestos de ansayo. Pars
comparacién se usa Saralasin. Los datos expuestos en la Ta
ble 1 se obtuvieron calculando la media de los resultados
de 6 experimentos. Los mérgenes de error indican la disper

sidn del valor principal.

Tabla 1 .o
Influencia de diversos andlogos de la angiotensina II;-ad-
ministrados por via intrevenosa, sobre la presidn de la

sangre, bajo infusidn i.v. de angiotensine II

b
»-f Dlsm:.rmc:.on de la presidn .gan= |
gulnea (mnHg) tras admm:.stra—
, cibn de
Analogo
10 /.(g/kg 20 /ug/kn'
dosis i.ve :
(Aninooxiac etill ,Leu8 )-
-AngIT -3343,6 ~42%4 32_
( o Dl—amlnooxlproploml .
eud )-AngTT | =3083,4 ~3843,8
(Amlnoonacetlll,lles)
—AngIl -2842,0 -4045,7
Saralasin -41%2,5 -

Por los datos expuestos en la anterior Tabla I

se puede ver claramente gque cada endlogo de angiotensina
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_ sustituido con un deido {-aminocoxicarboxilico alifético

en la posicidn 1 posee una significativa actividad de dig
mimicidn de la presién de la sangre. Le magnitud de la ac
tividad es proporcional a la dosis empleada.

Tambidn se efectuaron ensayos en el caso de la
administracidn subcutédnea. Se debe observar que esta via
de adminigstracidn de la angiotensina II 0 sus andlogos no
ha sido publicada en la bibliografia con anteriorided. Pa
ra administrecidn subcuténea, una solucidn salina fisio-
18gica que contenia el compuesto a ensayar fué suplementa
da con carboximetilcelulosa y gelatina, respesctivemente.
Los resultados correspondientes a la media de cinco ensa-
yos separados se exponen en la siguiente Tabla 2. Los mér

genes de error son relativos al valor principal.

Tabla 2
Influencia de diversos andlogos de la angiotensina 11, ad
ministrados por via subcutédnea, sobre la presidén de la .

sangre, bajo infusidn i.v. ds angiotensina II
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- Segiin los datos dados antes, los nuevos compues—
tos de la presente invencidn, administrados sﬁbcuténeamente
disminuyen la presidn sanguines inducida intencionadamente,
de manera significativa, incluso 60 mimitos después de la
administracion.

ILos péptidos segin la invencidn, asi como sus sa-
les y complejos farmagéutieamente aceptables, se usan para
fines farmacoldgicos en forma de composiciones farmacéuti-
cas usuales. Bl término tcomplejos farmacégtieamente acepta
bles" de los péptidos segin la invencidén se usa aqui para
hacer referencia a compuestos complejos formados con cier-
t0s materiales orgénicos, por ejemplo, due doten a 1osfpé§
tidos de una actividad retardada. Son representantes tipi;
cos de estos compuestos las gelatinas, carboximetilceluio—
sas, ésteres de 4cido alginico, poli(fluoroetinofosfatcs),

polimeros de aminodcido y otros polimeros y copolimeros. Go

. am

les de adicibn de 4cido farmacéuticamente aceptables, p.ej.

~ s

el acetato.

Ias composiciones farmacéuticas contienen 105"662
puestos segin la invencidn en mezcla con vehiculos orgéﬁil
cos 0 inorgénicos adecuados para administracidn enﬁeral o
parenteral. Asi, las composicilones farmacéuticas se puéden
formular como liofilizados sdlidos en los que se pueden usax
como vehiculos diversos compuestos inertes, que no reaccio-
men con 1os péptidos, peej. hidrocarburos. Cuando las compo
sicionss farmacéuticas se formulan como suspensiones o emul
siones diluidas 0 concentradas, contienen_también diversos
agentes conservedores y agentes estabilizantes.

las composiciones farmacéuticas que contienen los

mo sales farmacéuticamente aceptables se usan las sales usug
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|_compuestos segin la invencidn se pueden usar para defec-
cidén diferenciada de hipertensiones renales, asi como en
el tratamiento de cada sindrome causado por una presidn
sanguinea renal sumentada.
Mediante los siguientes ejemplos no limitativos
se ilustran mis detalles de la invencibn. Las abreviaturas
usadas en los ejemplos corresponden & las usadas general-
mente en la bibliografia (J.Biol.Chem. 247, 977 (1972)).
Tos -aminodcidos se designan por la silaba "O" puesta
antes del simbolo correspondiente al aminodcido en cues-
tidne Asi, por ejemplo, OGli representa &cido aminooxiacé
tico; OAla represents dcido M-aminooxipropidénico, ete.
Otras ebreviaturas son, por ejemplo: PFF = pentaflizorofe;
nilo, y Z = carbometoxi. | L
Durante el procedimiento segin la invencién, iz
evaporacidn se efectde siempre en equipo Biichi Rotavapor.
Ios puntos de fusiénrse determinaron en un'aparaio dei)ﬁr.
Tottoli (fabricado por Blichi). La cromatografia en caié;y
delgada se efectud en plécas de gel de silice "Kieseléélt
nach Stehl" (B .Merck, Dérmstadt). Tos cromatogramas sé'ré
velaron con las sigulentes mezclas disolventes: i}jf
l. acetato de etilo: (mezela 20:6:11 de piridina/édcido
acético/agua) = 95:5 |

2. acetato de etilo: (mezela 20:6:11 de piridina/édcido
acético/agua) = 90:10

3. acetato de etilo: (mezela 20:6:11 de piridina/éecido
acético/agua) = 80:20

4. scetato de etilo: (mezcla 20:6:11 de piridina/cido
acédtico/agua) = T0:30

5. mezcla 4:1:5 de n—butanol/écido acético/agua
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6. mezcla 30:6:20:24 de n-butanol/écido acético/piriding/
/egua

To mezcla 1:1:1:1 de n-butanol/acetato de etilo/dcido
acético/agua

En los ejemplos, cuando se indican los valores
Rf, se hace referencia a 1los mimeros de serie de los ante-
riores sistemas digolventes.

Ia electroforesis en papel se realizd en équipo
horizontal IMIM, de media tensidn, con papel MN 214, en
une solucibén tempén de pH = 1,9, ademés de dcido glutami-
nico. Tensidn: 450 V3 tiempo: 3 horas.

Los cromatogramas en capa delgada se revelartn
parcialmente con una solucidn de ninhidrina, y paréialmen;
te con una técnica usual de cloracidn efectuada con 301&5‘
cibn de o-tolidina~KI. "

BL producto final se purificd como se describ«eh ‘a

continvacidn:

Las sales de los péptidos libres con fluoruéé,dé
hidrdgeno se purificaron en una resina "Sephacryl S-Zdoij
Sperfine" (Pharmacia, Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) por
una técnica de elucidn con gradiente, efectuada con uﬁ;iég
lucidn de acetato aménico 0,01 M (pH = 4,5) y subsiguiente
mente 0,4 M (pH = 6,7). Los eluldos se registraron con un
aparato "IKB Uvicord II" (IKB, Uppsala, Sueeia), mediante
un colector automdtico de fracéiones.

Le fraccién principal se purificd més como se
describe e continuacidn: 0,5 litros de una columna de car-
boximetilcelulosa (CMO~52) se equilibrd con la primers so-
Iucibén tampbn entes descrita. Se disolvieron 0,5 g de un

péptido on 4 ml de un tempén de acetato ambnico 0,01 M. Ia
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|_solucidn obtenida se superestratificd sobre la columna de

carboximetilcelulosa. Se mezclaron 1,5 litros de una solu-

cibén de acetato amdnico 0,4 M, en un agitador de gradiente

y se efectlia la elucibdn con gradiente. La velocidad de flu

jo se ajustd a 25 ml/hora, y se recogieron fracciones de 1(

ml. El eluido que salia de la columna se registré continua

mente mediante un aparato LKB Uvicord-II. El1 producto final

purificado se obtuvo liofilizando la fraccidn principal.
Ejemplo 1
(Aminooxiacetill,Iles)-angiotensina II -
Etapa 1 7
Boc-Arg(Tos)—Val-Tir(Bcl)-Ile-His(an)rPré-r
~I1le-ONB

50 ml de cloroformo, y se afiaden a la solucién 2,1 ml de
trietilamina y 3,81 g (10 mmoles) de Boc-Pro—OPFF.VLa
mezcla de reaccidn se agita a temperatura ambiente du-
rante 20 minutos, ¥ luego se agita con agua y una so- . -
lucidn acuosa de acido citrico al 10%. Tras secado y |
evaporacidén se obtiene un péptido protegido (B% = 0,8) S
que se disuelve inmediatamente en 20 ml de una solucién-‘
8 M de acido clorhidrico en dioxano. La solucidn sel
deja reposar durante 10 minutos, y se diluye con éter
seco y se evapora. El clorhidrato de dipéptido libre obte
nido (Rg = 0,44) se disuelve en 30 ml de cloroformo, el vg
lor del pH se ajusta a 8 con trietilamina, y se afiaden 8,8
g (15 mmoles) de Boc-His(Dnf)-OPFF. Tras hora y media se

afiaden 1,65 ml de N,N-dimetilaminoetilamina a la solucién,

cién de acetato aménico 0,01 M con 1,5 litros de una solu-

4,5 g (15 mmoles) de Ile-ONB se disuelven en |

A
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solucidn acuosa de deido citrico al 10%4, solucidn acuosa
1N de decido clorhidrico, con egua, y finalmente con una
solucidn acuosa de hidrogenocarbonato sddico al 5%. Tras
secado y evaporacidn, el tripéptido protegido (Rl = 0,50)
obtenido se disuwelve - sin aislarlo — en 20 ml dg uns so-
lucién 8 M de &cido clorhidrico en dioxano, y el tripépti
do 1livre (R* = 0,25) se precipita por adicidn de Ster secol
Tl precipi’cido obtenido se separa por filtracibén y se lava
con éter. Iuego se disuelve inmefiia‘camente en una mezcla dg
50 nl de cloroformo y 20 ml de dimetilformemida, se ajusta
el pH a 8 con trietilamina y se afiaden a la solucidn 6,0 g
(15 mmoles) de Boc-Ile-~OPFF. Tras 30 minutos, el aisolvgg
te se reemplaza por acetato de etilo, y la mezcla se agita
con una solucidn acuosa de Acido citrico &l 100% y con una
solucién acuosa 1 M de Acido clorhidrico, y finalmente con
aguae. BELl secado y subsiguiente evaporacién del extracto .‘
acuogo proporeiona un tripéptido protegido (R2 = 0,65):,”,
que luego se alsla mediante una mezcla 1:9 deféter y n—-he‘ﬁc_a_
no. Se disuelve luego en 25 ml de una solucidn 8 M de 79’.ci“do
clorhidrico en dioxano, y el tetrapéptido libre (R: = -QN;TA?:L)
se precipite tras 30 minutos, mediante dter seco, E1 Preci
pitado se separa por filtracidn ¥ se lava con éter. Se di-
suelve immediatemente en una mezcla 1l:1 de dimetilformami-
da y cloroformo (70 ml), se ajusta el pH de la solucidn a
8 con trietilemina, y se afiaden 6,0 g (11,5 mmoles) de
Boc-Tir(Bel)~0PFF. Se deja reposar la solucidn durasnte 15

minutos, tras lo cual el disolvente se reemplaze por aceta-

vy tras 15 minutos la mezcle se sgita con una solucidn acuo-

t0 de etilo. Se afiaden 0,66 ml de N,N~dimetilaminoetilaminal,
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_sa de dcido citrico al 10%, con dcido clorhidrico acuoso
1M, y finalmente con agua. EL secado y la evaporacidn del
- producto obfenido proporcionan un pentapéptido protegido
(R2 = 0,59) que se precipita con éter, se separa por fil-
trgcién y se lava con éter. Luego se disuelve en 20 ml de
una solucidn 8 M de dcido clorhidrico en dioxano, y se dejs
reposar durante 15 mimutos. Bl pentapéptido libre (R;’ = 0,4
88 precipita luego con dter seco, se separa por filtracidn
y se lava con éter. Se disuslve immediatamente en 50 ml de
dimetilformamide, se ajusta el valor del pH de la solucidn
a 8 con trietilamina, y se afiaden 4,62 g (12 mmoles) de
Boc-Val-0PFF. Tras una hora el disolvente se reemplaza por
clorofomo, y la gsolucidén se agita con una solucidn ac&déa
de Acido citrico al 10%, solucidn acuosa 1 M de &cido éiqg
hidrico, y finalmente con agua. El secado y la evaporaciln
de lg mezcla proporcionan un hexapéptido protegido (R2'=.
0,56), que luego se aisla mediante éter y se lava con?éfér.
£l producto se disuelve en 20 ml de una solucidn 8 I de
4cido clorhidrico en dioxano, y el hexapéptidc libre -
(R4 = 0,47) se precipita con éter seco. El precipitado se
segara por filtracibn y se lava con éter. Se disuelve Ip—
medistamente en 50 ml de dimetilformemida, y el valor del
pE de la solucidn se ajusta a 8 con trietilamina. Se afia—
den 7,2 g (12 mmbles) de Boc-Arg(Tos)~0PFF, 12 mezcla se
agita durante una hora, y el disolvente se reemplaza por
cloroformo. Ia solucidn obtenida se agita con una solucidn
scuosa de Acido citrico al 10%, solucidn acuose 1 N de &ci
do clorhidrico, y finalmente con sgua. Tras secado y evapo
racidn, el residuo se tritura con éter, dando 12,4 g del

correspondiente heptapéptido protegido (80% del tedrico).
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-1 | Punto de fusidn: 189 a 19200; R2 = 0,55.

Etapa 2 £

Boc-0Gli~-Arg(Tos)~Val-Tir-Ile-His-Pro-Ile-0H

Se disuelven 3,1l g (2 mmoles) de Boc-Arg(Tos)-
~Val~-Tir(Bel)~Ile-His(Dnf)-Pro-Ile-0NB en 5 ml de dimetil-
5 | formemida, y se afladen 2,9 ml de 2-mercaptoetanol. Tras ung
hora, el péptido se precipita con éter seco, se filtra, se
lava cbn éter y se purifice con una precipitacidn por meta-
nol/éter. Se obtienen 2,0 g (T4%) de Boc-Arg(Tos)-Val-Tir-
(Bel)-Ile-His~Pro-Ile-ONB (R® = 0,11). El producto se di-
10 | suelve en 30 ml de una mezclg 5:1:1 de metanol, 4cido acé-
tico y agua, y se afiade 1,0 g de un catalizador de paladin
al 10% sobre carbdn vegetal. Inego se burbujea hidrégencr
por la solucidn durante 5 horas, y se separa el cataliza;
dor por filtracidn, tras 1o cual la solucidn se evaporg;y>_
15 | triture con &ter. Se obtiemen 1,22 g (75%) de un heptapdp-
$ido parcialmente protegido, de férmule Boc-Arg(Tos)-Val-
~Tir-Ile~Hig~Pro-Ile-0OH, RZ = 0,8. Se disuelven 0,6 g (0;5
mmoles) del producto obtenido en 5 ml de una solucién 8 M
de 4cido clorhidrico en dioxano, y tras 20 minutos de agi-
20 | tacibn se separa por filtracién el heptapdptido libre -
(R4 = 0,1), y se lava con éter. Se disuelve irnmediatamen-
te en 15 ml de dimetilformamide, el valor del PH se ajus-
ta a 8 con trietilamina y se afiaden 0,45 g (1,2 mmoles) de
Boc-0G1li-0OPFF. Tras 30 mirmutos la mezcla de reaccidn se
25 gvapora, el residuo se disuelve en 30 ml de una mezcla 3:1
de cloroformo y'dimetilformamida, ¥y la sclucibn se agita
con una solucidn acuose de dcido citrico al 10%, y subsi-
guientemente con agua. El extracto se seca y se evépora,

30 | y el residuo se tritura con acetato de etilo. Tras filtra

16088
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~Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Ile-OH. B2 = 0,23; Ri = 0,40,

Etapa 3

Eliminacidén de los grupos protectores

Se disuelven 0,46 g (0,35 mmoles) de Boc-Arg
(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Ile-OH en 2 ml de fluoruro de hi
drégeno liquido, y se afiaden 0,5 ml de tioanisol. La solu-
cidn se mantiene a 02C durante una hora, se precipita el
péptido con éter, se separa por filtracién y se lava con
éter. Se obtiemen 0,35 g (100%) del producto. ILa sal
fluoruro de hidrégeno obtenida se purifica como se ha des
crito antes. Las caracteristicas del andlogo de (amino~
oxiacetill,Ile8)-angiotensina II son como sigue: ‘
B2 = 0,25; S = 0,56; RS = 0,57; Egy, = 1,00. -
Anflisis de aminodcidos: Pro: 1,02/1/; Val: 1,0/1/; Ile;
1,98/2/; Tir: 0,65/1/= His: 1,0/1/; Arg: 1v03/1/.

Ejemplo 2

(L-({raminooxipropionill,Iles)-angiotensinarII

Etapa 1 | o

Boc~OAla-Arg(Tos)=-Val-Tir-Ile-His-Pro~Ile~0H

Se disuelven 0,6 g (0,5 mmoles) de Boc-Arg(?ds
-Val-Pir-Ile-Hig-Pro-Ile-OH (preparado en la etapa 2 @ei

Ejemplo 1) en 5 ml de una solucidén 8 M de Acido clorhidri-

tos, tras lo cual el heptépéptido libre (R% = 0,1) se pre-
cipita con éter seco, se filtra y se lava con éter. Se di-
suelve inmediatamente en 20 ml de dimetilformamida, el va
lor del pH se ajusta a 8 con trietilamina, y se afiaden 0,7

g (1,9 mmoles) de Boc-0Ala-OPFF. Tras 30 minutos se evapord

_cién y lavado con éter se obtienen 0,46 g (72%) de Boc-0Gli

co en dioxano. Ia solucién se deja reposar durante 20 miny




10

15

20

25

30
16088

Hoja m‘un.18

|-1a solucidn, y el residuo se disuelve en 30 ml de una meg

cle 3:1 de cloroformo y dimetilformamide. Ia solucidn se
agite con una solucién acuosa de écido citrico al 10%, ¥y
subgiguientemenie con agua. Tras secado y evaporacién, el
residvo se tritura con acetato de etilo, se filtra y se la
va, dando 0,55 g (84%) del compuesto del titulo. R: = 0,43
Ri = 0,80,

Etapa 2

Fliminacién de los grupos protectores

Se disuelven 0,52 g (0,42 mmoles) de Boc-OAla~
—-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro~Ile~OH en 2 ml de fluoruro
de hidrdgeno ligquido, y se afiaden 0,55 ml de tioanisol..la
golucidn se mentiene a 02C durante una hora, se pfecipiﬁa,
con éter seco, se filtra y se lava con éter. Se obtienen
0,41 g de (0Alel,I1e8)-angiotensine II. Tras purificar el
producto como se ha descrito antes, se obtiene un produc-
t0 gque tiene las siguienﬁes caracteristicas: R5 = 0,32;
RS - 0,58; R = 0,59; 8 = 1,0 £ '
£ £ Glu -
Anflisis de aminodeidos: Pro: 1,0/1/; Val: 1,1/1/; Ile:-
2,02/2/; His: 0,9/1/; Tir: 0,95/1/; Arg: 1,05/1/.

Bjemplo 3 ' L

(Aminooxiacetill,Leug)—angiotensina II

Btapa 1

Boc-Arg(Tos)-Val-Tir(Bel)-Ile-His(Dnf)-Pro-Leu=-
-0NB

Se disuelven 4,2 g (12 mmoles) de Leu-ONBeHBr en
50 ml ds cloroformo y 1,68 ml de trietilemina, y se afiaden
3,81 g (10 mmoles) de Boc-Pro~OPFF. Ia solucidn se agita
o temperatura ambiente durante 20 minutos, tras lo cual se

agite con una solucién acuosa de 4cido citrico al 10%, y




1

10

15

20

25

30

16088

Hojn nim, 19

| subsiguientemente con agua. E1 dipéptido protegido (Rl= 0,
T

obtenido tras secado y evaporacidn se disuelve en 20 ml de
une solucién 8 M de Acido clorhidrico en dioxeno, y tras
10 minutos la solucidn se diluye con éter seco y se evapo-
ro. B1 dipéptido libre (Ri 0,56) se disuelve en 50 ml de
cloroformo sin aislarlo, el valor del pH de la solucibén se
ajuste a 8 con trietilamina, y se afiaden 8,8 g (15 mmoles)
de Boc-His(Dnf)-0PFF. Tras 30 minutos se afiaden 1,65 nl de
N, ,N-dimetileminoetilemina a la solucidn, que se deja repo-
gsar durante 10 minutos. Luego se agita con una solucidn
acuose de dcido citrico al 10%, solucidn scuosa 1 N de dci
do clorhidrico, solucibén de hidrogenocarbonato sédico{-yrr
finalmente con agua. El extracto se seca'y se evapora, y
el tripéptido protegido (R = 0,65) obtenido se disuel%é
en 25 ml de una solucidn 8 M de dcido clorhidrico en dice
xano, sin aislarlo. El tripéptido libre se precipita con

éter seco (R; = 0,47), se separa por filtracidn y se lava.

Se disuslve inmediatamente en una mezcla de 50 ml de clorg

formo y 20 ml de dimetilformamida, el pH se ajusta a 8 con

trietilamina, y se afiaden 6,0 g (15 mmoles) de Boc~Ile-CPF:

Tras 30 minutos se reemplaza el disolvente por acetatc de
etilo, ¥y la solucidn se agita con una golucidn acuosa de
deido cltrlco al 10% y subsigulentements con agua. Tras se
cado y evaporacidn, el tetrapdptido protegido (R1 = 0,65)
se aisla mediante una mezcla T:3 de n-hexeno y éter. Iuego
se disuelve en 25 ml de una solucidn 8 M de dcido clorhi-
drico en dioxano, y tras 15 minutos el tetrapéptido libre
(Ri; = 0,65) se precipita con éter seco, se filtra y se la-
va con éter. Iuego se precipita con éter seco, se filtra y

se lava con éter. Se disuelve inmedistemente en 50 ml de

)
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_une mezcla 1l:1 de cloroformo y dimetilformamida, el valor
del pH se ajusta a 8 con tristilamina, y se afiaden 6,0 g
(11,5 mmoles) de Boc-Tir-OPFF. Tras 15 mimutos el disolven
to se reemplaza por acetato de etilo, se afiaden 0,66 ml de
N,N-dimetilaminocetilamina, y la solucidén se deja repogar
durante 15 minutos. Tuego se agita con une gsolucidn acuosa
de &cido citrico al 10%, solucidn acuosa 1 N de deido elor
hidrico, y finalmente con agua. Iras secado y evaporacidn,
el pentapéptido protegido (R2 = 0,8) se aisla con éter. Bl
producto obtenido (Ri = 0,8)fse disuelve en 20 ml de una
solucidn 8 M de Seido clorhidrico en dioxano, se precipi-
te por adicidn de &ter seco, se filtra y se lava con éter.
Se disuelve immediatamente en 50 ml de dimetilformamida,
el tH se ajusta a 8 con trietilamina, y se efiaden 3,85 g
(10 mmoles) de Boc-Val-OPFF. Tras una hora el disolventie
se reemplaza por cloroformo, se agita de manera usual;P&
el hexapéptido protegido (R2 = 0,82) se alsla mediante
éter. Iuego se disuelve en go mnl de una solucidén 8 M de!
dcido clorhidrico en dioxeno, y tras 15 minutos el heia—
péptido libre (R3 = 0,55) se aisla mediante éter seco. Se
disuelve inmediaiamente en 40 ml de dimetilformamida, el -
pH se ajusta a 8 con trietilamina, y se afiaden 6,0 g (10
mmoles) de Boc-Arg(Tos)-OPFF. Tras 30 minutos el disolven
te se reemplaza por cloroformo, y la golucibén se agita con
una solucidn acuosa 1 N de &cido clorhidrico, y subsiguieé
temente con agua. El extracto se seca y evapora, dando un
hoptapéptido protegido (Ri = 0,62) que se aisla mediante
etanol. Rendimienfo:.7,5 g+ (50% en relacidén al Boc-Pro-

OPFF de partida). Punto de fusidn: 186 a 190C.
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Boc-0Gli-Arg(Tos)-~-Val-Tir(Becl)-Ile-His-Pro-Ley
-0H

Se disuelven 3,45 g (2,26 mmoles) de Boc-Arg(Tl

~Val-Tir(Bcl)~Ile-His(Dnf)~Pro~Leu-ONB en 10 ml de dimetil-
formamida, se afiaden 6,6 ml de 2-mercaptoetanol, y el hep-
tapéptido parcialmente protegido se precipita con éter se-
co tras dos horas de reposo. E1l producto se purifica por
precipitacién con metanol/éter. Se obtienen 2,9 g (93%) de
Boc-Arg(Tos)-Val-Tir(Bel)-Ile-His-Pro~Leu-ONB. RS = 0,12;
R% = 0,26. E1 producto se disuelve en 40 ml de una mezg}az
5:1:1 de metanol, &cido acético y agua, se afiade 1,0 gagé‘
un catalizador de paladio al 10% sobre carbén vegetal, ¥

se burbujea hidrégeno por la mezcla durante 6 horas. El ca-

talizador se separa por filtracibn, y se evapora la soluciqn.

El residuo se tritura con éter, dando 2,5 g (89%) del prCn
ducto. Rg = 0,75; R% = 0,20. Se disuelven 1,1 g (1 mmol)
de Boc-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile~His~Pro-Leu-OH en 10 ml de uxna

os)—

solucidén 8 M de &cido clorhidrico en dioxano. Tras 30 minu
tos se precipita el heptapéptido libre (Rg = 0,08) con éver
seco, se separa por filtracidén y se lava con éter. Se difl:
suelve inmediatamente en 10 ml de dimetilformamids, se aﬁﬁﬁ
ta el pH de la solucidén a 8 con trietilamina, y se afaden
0,54 g (1,5 mmoles) de Boc-0Gli-OPFF. Tras 30 minutos se
diluye la solucidn con 30 ml de cloroformo, y se agita con
agua. El extracto se seca y seevapora, y el residuo se
tritura con acetato de etilo, se filtra y se lava con ace-

tato de etilo, y se obtiene 1,05 g (86%) de Boc-0Gli-Arg

£
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— Etapa 3

Eliminacién de los grupos protectores

Se disuelven 0,9 g (0,73 mmoles) de Boc-0Gli-
-Arg(Tos)-Val-Tir—Ile-His-Pro-Leu-OH en 5 ml de fluoruro de
hidrégeno liquido, y se afiaden 1,5 ml de tioanisol. La mez
cla de reaccidén se mantiene a 02C durante 1,5 horas, tras
lo cual se trata con é&ter seco, y el péptido precipitado
se lava con éter y se separa por filtracidén. Se obtienen
0,55 g (80%) de (0G1il
fica de la manera descrita antes. Rg = 0,33; Rg = 0,603
R7 = 0,55; Egq, = Ls18. -
Andlisis de aminodeidos: Pro: 1,0/1/; Val: 1,0/1/; Ile:
1,0/1/; Lau: 1,1/1/; His: 0,95/1/; Arg: 1,0/1/; Tir: 0,7/1/

Ejemplo 4

%)

(p-oA -aminooxipropionill,Leu

;Leue)-angiotensina II, que se puri

~angiotensina I
Etapa 1 '
Boc-D-OAla-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Leu—bﬁ
Se disuelven 1,1 g (1 mmol) de Boc-Arg(Tos)éYé

-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OH en 10 ml de una solucién 8 M de. &cil

Se disuelve inmediatamente en 10 ml de dimetilformamida, se
ajusta el pH a 8 con trietilamina, y se afiaden a la solu-

cibén 0,56 g (1,5 mmoles) de Boc-D-OAla-OPFF. Tras 30 minu-
tos se diluye la solucidén con cloroformo, y se agita con .

agua. Tras secado y evaporacidn, el residuo se tritura con

Asi se obtienen 0,95 g (77%) de Boc-D-OAla-Arg-(Tos)-Val-
~Tir-Tle-His-Pro-Leu-OH. Rf = 0,29. |

do clorhidrico en dioxano. Tras 30 minutos se precipita el |

heptapéptido con éter seco, se filtra y se lava con éter, .|

1-
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Etapa 2

Bliminacibn de los grupos protectores

Se disuelven 0,95 g (0,77 mmoles) de Boc~D-OAla-
—Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OH en 4 ml de fluoruro
de hidrégeno liguido, y se afiaden 1,2 ml de tioanisol. Ia
solucidn se mantiene a 02C, la sustencia se precipita con
dter seco, se filtra y se lava con éter. De esta manera
se ohtienen;o +6 g (90%4) de (D—OAlal,LeuB)-angio‘censina 11,
gue se puede purificar de manera usual. R5 = 0,333 R6 =
0,61; R = 0,56; B = 1,10. £ f

p Glu

Andlisis de aminodcidos: Pro: 1,02/1/; Vel: 1,0/1/; Ieu:

1,02/1/; Ile: 1,03/1/; His: 1,01/1/; Arg: 0,92/1/; Tir:
0,8/1/. '
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= REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para due sean objeto de esta solicitud de Paten
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, gon 1los que 8¢
recogen en las reivindicaciones siguientes:

12 .~ Un procedimiento para preparar péptidos de

£érmle general I:
X-Arg-Val~Tir-Ile-His-Pro-Y (1)

donde X es un radical derivado de un dcido K-aminooxicar-
boxilico alifdtico e Y represente un radical derivado de -
un 4cido d-aminocarboxilico alifético, y sales de adi~

cidn de écido ¥ complejos de los mismos, que comprende!>r
hacer reaccionar un derivado heptapéptido reactivo, de

£érmule general II:

H-Arg(A)-Val-Tir(B)-Ile~His(E)-Pro-¥-0G¢ (IL).

donde A representa un grupo adecuado para proteccién téﬁjjf
poral del grupo guanidino de Arg, B representa un grupolf':
adecuado para proteccidn temporal del grupo hidroxilo arg
mético de Tir, B es un grupo adecuado para prcteccién tem
poral del grupo imidazolo de His, G representa hidrdgeno

o un grupo adecuado para proteccidn del grupo carboxilo

del ¢ terminal de aminoicido alifatico, el cual grupo pro
tector es estable bajo condiciones suavemente écidas DPero

se puede escindir mediante écidos o bases fuertes, e ¥
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tiene el mismo significado antes definido, con un deriva-

do reactivo de &cido aminooxicarboxilico, de férmula gene

ral III:

We—X~M ' (I11)

donde X es como se ha definido antes, W es un grupo pro-
tector que se puede eliminar por acidolisis, y M represen
ta un grupo hidroxilo o un grupo activador conocido por si
mismo, y escindir los grupos protectores de los compuestos

de f£érmula general IV:
W-X-Arg(4)-Val-Tir(B)-Ile-His(E)-Pro-Y-0¢  (IV)

obtenido, donde W, X, ¥, 4, B, E ¥ G son como se han defi+
nido antes, selectivamente, uno tras obtro o simulténeamep_
te, en una sola etapa de reaccidn, y, si se desea, convey
4tir un compuesto de fdrmula general I obtenido en una sal
de adicidn de 4dcido o un complejo del mismo. | |
22 .~ "UN PROCEDIMIENTC PARA PHEPARAR PEPTIDOS_"; /
Tal y como se ha descrito en la NMemoria gue aﬁt_e_,
cede y con los fines que se han especificado. o
Esta Memoria consta de veinticinco hojas ésclﬂ’::'_.‘"‘;
tas a miguina por una sola carae

Madrid, 925 AG0,1978
P.

Al de Elzaburu

Por r,
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