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RI-640 18-7-1977 Hungría.

@FE=NA.EPU.L..,.A. )̂)cLAZ!F!CAC!ON (HTÊACtONAL
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-  La presente invención se refiere  a nuevos pépti-

¿os de fórmula general I :

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

que tienen propiedades antagonistas de la  angiotensina I I ,  

a s í como a un procedimiento para prepararlos. En la  fórmu­

la  general I

X es un radical derivado de un ácido o(-aminooxicarboxíli- 

co a l i fá t ic o , e

Y representa un radical derivado de un ácido o(-aminocarbo 

x ílic o  a lifá t ic o . :

Los representantes preferidos de los radicales de 

rivados de un ácido o(-aminooxicarboxílico a lifá tic o  repre­

sentado por X son los grupos aminooxiacetilo y oí-aminooxi- 

propionilo, mientras que Y representa preferiblemente un 

grupo leu cilo , iso leu cilo , alanilo o treon ilo .

Las sales de adición de ácido y los complejos de 

los péptidos que tienen la  fórmula general I  también están 

dentro del ámbito de la  invención.

La angiotensina I I  es un octapéptido que tiene, 

actividad hipertensora. En e l  organismo, la  angiotensina I  

se prepara a p artir  de ^-globulina producida por e l  hígado 

mediante una enzima llamada renina, desprendida por e l  r i ­

ñón. En e l  organismo, este compuesto se convierte en angio­

tensina I I .

E l primer análogo de la  angiotensina I I  fue seña­

lado por primera vez en 19TO. Se halló que este compuesto 

actuaba como inhibidor competitivo específico de la  angio­

tensina I I  en ensayos en vivo y también in  v itro  (G.R.
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-Marshall y otros: Proc.Natl.Acad.Sci.USA 67 1624 (1970); 

P.A.Khairralah y otros: J.Med.Chem. 12, 181 (1970)). Esta 

observación ha provocado un interés en aumento y ha estimu 

lado a numerosos laboratorios para sin tetizar y observar 

nuevos análogos de angiotensina I I  que poseen propiedades 

antagonistas y se pueden usar, por tanto, para diagnosti­

car, o incluso tra ta r , hipertensiones dependientes de la  

renina. En los mismos principios del trabajo de investiga­

ción resultó que los análogos en los que e l grupo 8-Fe es­

taba sustituido por un aminoácido que tenía una cadena se­

cundaria a lifá t ic a  eran los compuestos más prometedores pa 

ra este f in . Este cambio en la  estructura de la  molécula ; 

de angiotensina I I  sign ifica  en la  p ráctica, en concretó, 

la  desaparición de la  actividad agonista y la  aparición de 

una fuerte actividad antagonista (D.Gagnon y otros: B r .J .  

Pharmacol. 409 (1971); D.T.Pals y otros: Ciro.Res. 29. 

664 (1971)). La actividad antagonista se puede aumentar 

considerablemente cuando -  además de la  modificación rea­

lizada en posición 8 -  e l  grupo 1-Asp se reemplaza por uña 

unidad Sar (D.T.Pals y otros: Circ.Res. 22, 673 (1971)).
i 8 .La (Sar ,Ala )-angiotensina I I  preparada de esta forma ya 

ha sido puesta en circulación. Las propiedades ventajosas 

de este compuesto se atribuyen a una disminución de la  des, 

composición enzimática en vivo, y a su mayor afinidad para 

los puntos receptores.

La suposición de que los análogos antagonistas 

de la  angiotensina I I  pueden h allar aplicación en la  diag­

nosis, y en algunos casos en e l  tratamiento, de las  hiper­

tensiones dependientes de la  renina /D.Ganton y F.Gross: 

Med.Klin. 71, 2043 (1976); J.L.Marx: Science lgá? 821
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-(1976); P.Needelman y G.R.Marshall: Fed.Proc. ¿j?., 2486
(1976)_7.

La comparación de la  estructura y actividad bio­

lógica de los análogos de la  angiotensina I I  preparados has 

ta  ahora ha proporcionado alguna información muy importante 

para la  interpretación de la  actividad agonista-antagonista 

/M.C.Ehosla y otros: "Handbook of Experimental Pharmacology" 

(Manual de farmacología experimental), v o l. 37, I.H.Page y 

P.M.Bumpus editores, 1974; G.R.Marshall: Fed.Proc. 2494 

(1976)J7.
En e l  centro del presente trabajo de investiga­

ción está  la  preparación de nuevos antagonistas desprovis­

tos de efectos secundarios indeseados, y que poseen un pe­

riodo-mitad biológico más largo ^H.C.Ehosla y otros: J.Med. 

Chem. 12, 244 (1976); ib id . 20, 253 (1977)_7.

Se ha hallado ahora que cuando se sustituye e l 

resto  de 8-fenilalanina de la  molécula de angiotensina I I  

por un radical de ácido o^-aminocarboxílico a lifá t ic o , y 

simultáneamente se une un radical de ácido K-aminooxicar- 

boxílico  a lifá tic o  a la  posición 1, se obtienen nuevos inhi 

bidores competitivos con la  angiotensina I I ,  que disminuyen 

considerablemente la  hipertensión inducida por la  reniña en 

ensayos en vivo, incluso en e l  caso de administración sub­

cutánea.
Según la  invención, los compuestos de fórmula ge

neral I :

X-Arg-Val-Tir-Ile-Eis-Pro-Y ( I )

donde X e Y son como se han definido antes,
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-se preparan haciendo reaccionar un derivado heptapéptido 

reactivo de fórmula general I I :

H-Arg(A)-Val-$ ir (B )-lie -H is (B) -Pro-Y-0& ( I I )

donde
A representa un grupo adecuado para protección temporal del 

grupo guanidino de Arg,

B representa un grupo adecuado para protección temporal del 

grupo hidroxilo aromático de T ir,

E es un grupo adecuado para protección temporal del grupo 

imidazolo de His, \ -

& representa hidrógeno o un grupo adecuado para protección 

del grupo carboxilo del C terminal del aminoácido a l i fá -  

t ic o , e l  cual grupo protector es estable bajo condicio­

nes suavemente acidas, pero puede ser escindido mediante 

ácidos o bases fu ertes, e 

Y tiene e l  mismo significado antes definido, 

con un derivado reactivo de ácido aminooxicarboxílico do 

fórmula general I I I :

W-X-M (I I I )

donde

X es como se ha definido antes,

W es un grupo protector q.ue se puede eliminar por acid o li- 

s is , y
M representa un grupo hidroxilo o un grupo activador cono 

cido por s í  mismo,

y escindiendo los grupos protectores de los compuestos de
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donde

W, X, Y, A, B, E y G son como se han definido antes, 

selectivamente, uno tras otro o simultáneamente, en una so 

la  etapa de reacción, y, s i  se desea, convirtiendo un com­

puesto de fórmula general I  obtenido en una sal de adición 

de ácido o un complejo del mismo.

En los compuestos de fórmula general I I  A repre­

senta preferiblemente un grupo nitro o to s ilo , B represen­

ta  preferiblemente un grupo bencilo o bencilo sustituido; 

y E es preferiblemente un grupo d in itro fen ilo . En los com­

puestos de partida de fórmula general I I I ,  W representa pre. 

feriblemente un grupo benciloxicarbonilo o terc-butoxicar- 

bonilo, X s ig n ifica  preferiblemente un grupo aminooxiaceti- 

lo o -aminooxipropionilo, y M representa preferiblemente, 

un grupo p iv alo ilox i, nitrofenoxi, 2 ,3 ,5-triclorofenoxi', 

pentaclorofenoxi, pentafluorofenoxi, N-succinimidoxi o ázi- 

do.
Los derivados heptapéptidos reactivos de fórmula 

general I I  usados como materiales de partida en la  sínte­

s is  de los compuestos de la  presente invención se pueden 

preparar por cualquier método conocido en la  química de 

los péptidos. Un método apropiado está d escrito , por ejem­

plo, en la  memoria descriptiva de la  patente húngara nS 

168.431. Según este método, los grupos funcionales de las 

cadenas secundarias se protegen con grupos q.ue son esta­

bles bajo las  condiciones de la  acid olisis efectuada cuan-

16088
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¿o se eliminan los grupos protectores tras  la  copulación.

Según una realización preferida del procedimien 

to  según la  invención, para la  protección temporal del gru 

po carboxilo del C terminal del aminoácido se usa e l  grupo 

p-nitrobencilo (NB); e l  grupo hidroxilo de la  tirosin a  se 

protege con un grupo bencilo (B el); para la  protección de3 

an illo  de imidazol de la  h istid ina se usa un grupo d in i- 

trofenilo (Dnf) ;  mientras q.ue e l  grupo guanidino de la  ar 

ginina se protege con un grupo to s ilo  (Tos). Todos estos 

grupos protectores son estables bajo condiciones suavemen 

te  acidas, y en consecuencia e l grupo t-butoxicarbonilo 

(Boc) del N terminal se puede eliminar sin riesgo de "es­

cindir esos grupos. La eliminación del grupo d in itrofen i- 

lo  se puede efectuar por t i o l i s i s ,  y los restantes grupos 

protectores se pueden escindir mediante fluoruro de hidró, 

geno.

Los compuestos de fórmula general I  se pueden 

purificar de manera conocida por s í  misma, preferiblemen­

te  por cromatografía de intercambio de iones con carboxi- 

m etilcelulosa. Como resultado de esta tecnología, los com 

puestos se obtienen generalmente como polvos lio filiz á d ó s, 

q.ue se pueden transformar fácilmente a diversas sales o 

complejos.

La actividad antagonista de los compuestos q.ue 

tienen la  fórmula general I  se ensayó en gatos macho nar­

cotizados. La presión sanguínea se midió en la  a rteria  cei, 

v ica l. Los ensayos se efectuaron introduciendo una infu­

sión de Hypertensión (CIBA) en un repliegue femoral la te ­

ra l, a velocidad de 0,5 jUg/kg/min. Cuando se estab ilizó  

e l aumento de presión sanguínea se administraron las  solu
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Mojan..,,, ^

-ciones acuosa, fis io ló g ica  o q.ue contiene vehículo, de los 

compuestos de ensayo y Saralasin, en una sola dosis, intra 

venosa o subcutánea, y se midió la  disminución de la  pre­

sión de la  sangre.

En la  Tabla 1 se ilu stra  la  disminución de la  

presión de la  sangre a r te r ia l bajo la  influencia de una ad 

ministración intravenosa de los compuestos de ensayo. Para 

comparación se usa Saralasin. Los datos expuestos en la  Ta 

bla 1 se obtuvieron calculando la  media de los resultados 

de 6 experimentos. Los márgenes de error indican la  disper 

sión del valor principal.

Tabla 1 . "

Influencia de diversos análogos de la  angiotensina I I , - ad­

ministrados por v ía  intravenosa,^ sobre la  presión de la  

sangre, bajo infusión i .v .  de angiotensina I I

Análogo

Disminución de la  presión san­
guínea (mmHg) tras  administra­
ción de  ̂ -

10 ^g/kg

dosis

20 ^g/kg

L.V.
1 &(Aminooxiacetil***,Leu ) -  

-Angll -33*3,6 -4244,2

(D- ^-aminooxipropionil"**, 
Leu°)-Angll -30±3,4 -38±3,8

8(A m inooxiacetil\lle ) -  
-Angll -2842,0 -404^,7

Saralasin -41*2,5

Por los datos expuestos en la  anterior Tabla I  

se puede ver claramente que cada análogo de angiotensina
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sustituido con un ácido o(-aminooxicarboxílico a lifá tico  

en la  posición 1 posee una sign ificativ a  actividad de dis. 

minución de la  presión de la  sangre. La magnitud de la  ac 

tividad es proporcional a la  dosis empleada.

También se efectuaron ensayos en e l caso de la  

administración subcutánea. Se debe observar que esta vía 

de administración de la  angiotensina I I  o sus análogos no 

ha sido publicada en la  b ib liografía  con anterioridad. Pa 

ra administración subcutánea, una solución salina f is io ­

lógica que contenía e l  compuesto a ensayar fuá suplementa 

da con carboximetilcelulosa y gelatina, respectivamente. 

Los resultados correspondientes a la  media de cinco ensa­

yos separados se exponen en la  siguiente Tabla 2. Los mar 

genes de error son relativos a l valor principal.

15
Tabla 2

Influencia de diversos análogos de la  angiotensina I I ,  ad 

ministrados por vía subcutánea, sobre la  presión de la-,*, 

sangre, bajo infusión i .v .  de angiotensina I I  *.

20

25

30
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Según los datos dados antes, los nuevos compues­

tos de la  presente invención, administrados subcutáneamente, 

disminuyen la  presión sanguínea inducida intencionadamente, 

de manera sig n ifica tiv a , incluso 60 minutos después de la  

administración.

Los péptidos según la  invención, a s í como sus sa­

les  y complejos farmacéuticamente aceptables, se usan para 

fines farmacológicos en forma de composiciones farmacéuti­

cas usuales. E l término "complejos farmacéuticamente acepta 

bles" de los péptidos según la  invención se usa aquí para 

hacer referencia a compuestos complejos formados con c ie r ­

tos materiales orgánicos, por ejemplo, que dotan a los 'p é¿  

tidos de una actividad retardada. Son representantes típí-^ 
eos de estos compuestos las gelatinas, carboxim etilcelulo- 

sas, ásteres de ácido algínico, poli(flu oroetin ofosfatcs), 

polímeros de aminoácido y otros polímeros y copolímeros. Co 

mo sales farmacéuticamente aceptables se usan las sales usua 

les  de adición de ácido farmacéuticamente aceptables, p .e j.  

e l  acetato.

Las composiciones farmacéuticas contienen los dom 

puestos según la  invención en mezcla con vehículos orgáni­

cos o inorgánicos adecuados para administración enteral o 

parenteral. Así, las  composiciones farmacéuticas se pueden 

formular como lio filizad o s sólidos en los que se pueden usai 

como vehículos diversos compuestos inertes, que no reaccio­

nen con los péptidos, p .e j.  hidrocarburos. Cuando las compo 

siciones farmacéuticas se formulan como suspensiones o emul 

siones diluidas o concentradas, contienen también diversos 

agentes conservadores y agentes estab ilizan tes.

Las composiciones farmacéuticas que contienen los
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-compuestos según la  invención se pueden usar para detec­

ción diferenciada de hipertensiones renales, a sí como en 

e l  tratamiento de cada síndrome causado por una presión 

sanguínea renal aumentada.

Mediante los siguientes ejemplos no lim itativos 

se ilustran  más d etalles de la  invención. Las abreviaturas 

usadas en los ejemplos corresponden a las usadas general­

mente en la  b ib liog rafía  (J.Biol.Chem. 247. 977 (1972)). 

Los o(-aminoácidos se designan por la  sílaba "0" puesta 

antes del símbolo correspondiente a l aminoácido en cues­

tió n . Así, por ejemplo, OGli representa ácido aminooxiacé. 

t ic o ; OAla representa ácido o4-aminooxipropiónico, e tc . 

Otras abreviaturas son, por ejemplo: PFF = pentafluorofe- 

n ü o , y Z = carbcmetoxi.

Durante e l  procedimiento según la  invención, la  

evaporación se efectúa siempre en equipo Büchi Rotavappr. 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato del Dr. 

T o tto li (fabricado por Büchi). La cromatografía en capa 

delgada se efectuó en placas de gol de s í lic e  "Kieselgál 

nach Stahl" (E .Merck, Daimstadt). Los cromatogramas se're. 

velaron con la s  siguientes mezclas disolventes:

1 . acetato de e t i lo : (mezcla 20:6 :11 de piridina/ácido 

acético/agua) = 95:5

2. acetato de e tilo : (mezcla 20:6 :11  de piridina/ácido 

acético/agua) = 90:10

3 . acetato de e t ilo : (mezcla 20:6 :11 de piridina/ácido 

acético/agua) = 80:20

4 . acetato de e t ilo : (mezcla 20:6:11 de piridina/ácido 

acético/agua) = 70:30
5 . mezcla 4 :1 :5  de n-but anoH/ ác id o acético/agua

16088
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-6. mezcla 30:6:20:24 de n-butanod/ácido acético/p irid in^/ 

/agua

7. mezcla 1 :1 :1 :1  de n-butanol/acetato de etilo/ácid o 

acético/agua

En los ejemplos, cuando se indican los valores

R , se hace referencia a los números de serie de los ante- 
f

riores sistemas disolventes.

La e lectroforesis en papel se realizó  en equipo 

horizontal IMIM, de media tensión, con papel MN 21 4, en 

una solución tampón de pH = 1 ,9 , además de ácido glutamí- 

nico. Tensión: 450 V; tiempo: 3 horas.

Los cromatogramas en capa delgada se revelaron 

parcialmente con una solución de ninhidrina, y parcialmen­

te  con una técnica usual de cloran ión efectuada con solu­

ción de o-tolidina-KI. -

E l producto fin a l se purificó como se describe a 

continuación:

Las sales de los péptidos lib res con fluoruro de 

hidrógeno se purificaron en una resina "Sephacryl S-200 

Sperfine" (Pharmacia, Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) por 

una técnica de elución con gradiente, efectuada con una-so 

lución de acetato amónico 0,01 M (pH = 4,5) y subsiguiente 

mente 0 ,4  M (pH = 6 ,7 ) . Los eluídos se registraron con un 

aparato "1KB Uvicord I I "  (1KB, Uppsala, Suecia), mediante 

un colector automático de fracciones.

La fracción principal se purificó más como se 

describe a continuación: 0,5 l i t r o s  de una columna de car- 

boximetilcelulosa (CMC-52) se equilibró con la  primera so­

lución tampón antes d escrita . Se disolvieron 0,5 g de un 

péptido en 4 mi de un tampón de acetato amónico 0,01 M. La

16088
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_ solución obtenida se superestratifico sobre la  columna de 

carboximetilcelulosa. Se mezclaron 1,5 l i t r o s  de una solu­

ción de acetato amónico 0,01 M con 1,5 l i t r o s  de una solu­

ción de acetato amónico 0 ,4  N, en un agitador de gradiente, 

y se efectúa la  elución con gradiente. La velocidad de flu  

jo  se ajustó a 25 ml/hora, y se recogieron fracciones de 10 

mi. E l eluído que sa lía  de la  columna se registró continua 

mente mediante un aparato LKB Uvicord-11. El producto fin a , 

purificado se obtuvo liofilizando la  fracción principal.

Ejemplo 1

(Aminooxiacetil , I le  )-angiotensina I I

Etapa 1

Boc-Arg(Tos)-Val-Tir(Bcl)-Ile-His(Dnf)-Pro-

-Ile-ONB

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

50 mi de cloroformo, y se añaden a la  solución 2 ,1  mi de 

trietilam ina y 3,81 g (10 mmoles) de Boc-Pro-OPFF. La 

mezcla de reacción se agita a temperatura ambiente du­

rante 20 minutos, y luego se agita con agua y una so- . 

lución acuosa de ácido c ítr ic o  al 10%. Tras secado y - 

evaporación se obtiene un péptido protegido (R^ = 0 ,8 )  - Y . 

que se disuelve inmediatamente en 20 mi de una solución 

8 H de ácido clorhídrico en dioxano. La solución se 

deja reposar durante 10 minutos, y se diluye con éter 

seco y se evapora. E l clorhidrato de dipéptido libre obte. 

nido (R^ = 0,44) se disuelve en 30 mi de cloroformo, el va 

lo r del pE se ajusta a 8 con trietilam ina, y se añaden 8,8 

g (15 mmoles) de Boc-His(Dnf)-OPFF. Tras hora y media se 

añaden 1,65 mi de N,N-dimetilaminoetilamina a la  solución,

1 9 0 9 8
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-y tras 15 minutos se agita  la  mezcla de reacción con una 

solución acuosa de ácido c ítr ic o  a l 10%, solución acuosa 

1N de .ácido clorhídrico, con agua, y finalmente con una

solución acuosa de hidrogenocarbonato sódico a l  5%. Tras
, , 1secado y evaporación, e l  tripeptido protegido (R = 0,50)

f
obtenido se disuelve -  sin a is la rlo  -  en 20 mi de una so­

lución 8 M de ácido clorhídrico en dioxano, y e l  tr ip ép ti

do libre  (R^ = 0,25) se precip ita por adición de éter seco, 
f

31 precipitado obtenido se separa por f iltra c ió n  y se lava 

con é te r . Luego se disuelve inmediatamente en una mezcla de 
50 mi de cloroformo y 20 mi de dimetilformamida, se ajusta 

e l pH a 8 con trietilam ina y se añaden a la  solución 6 ,0  g 

(15 mmoles) de Boc-Ile-OPFF. Tras 30 minutos, e l disolven 

te  se reemplaza por acetato de e t i lo , y la  mezcla se agita 

con una solución acuosa de ácido c ítr ic o  a l 100% y con una 

solución acuosa 1 M de ácido clorhídrico , y finalmente con 

agua. E l secado y subsiguiente evaporación del extracto

acuoso proporciona un tripeptido protegido (R = 0 ,6 5 ),
, f

que luego se a ís la  mediante una mezcla 1:9 de é ter  y n-hexa

no. Se disuelve luego en 25 mi de una solución 8 M de ácido
, , 4clorhídrico en dioxano, y e l  tetrapeptido libre  (R = 0-,4l)

f
se precipita tras 30 minutos, mediante éter seco, E l preci 

pitado se separa por f iltra c ió n  y se lava con é te r . Se di­

suelve inmediatamente en una mezcla 1 :1  de dimetilformami­

da y cloroformo (70 mi), se ajusta e l pH de la  solución a 

8 con trietilam ina, y se añaden 6,0 g (11,5 mmoles) de 

Boc-Tir(Bcl)-OPFF. Se deja reposar la  solución durante 15 

minutos, tras lo  cual e l  disolvente se reemplaza por aceta­

to de e t i lo . Se añaden 0,66 mi de N,N-dimetilaminoetilamina, 

y tras 15 minutos la  mezcla se agita con una solución acuo-
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sa de .ácido c ítr ic o  a l 10%, con ácido clorhídrico acuoso

1 M, y finalmente con agua. B1 secado y la  evaporación del

producto obtenido proporcionan un pentapéptido protegido

(R^ = 0,59) que se precip ita con é te r , se separa por f i l -  
f

tración y se lava con é te r . Luego se disuelve en 20 mi de

una solución 8 M de ácido clorhídrico en dioxano, y se deja
4reposar durante 15 minutos. E l pentapéptido lib ra  (R = 0 ,a)
f

se precipita luego con éter seco, se separa por filtra c ió n

y se lava con é te r . Se disuelve inmediatamente en 50 mi de

dimetilformamida, se a justa e l  valor del pH de la  solución

a 8 con trietilam ina, y se añaden 4,62 g (12 mmoles) de

Boc-Val-OPFF. Tras una hora e l  disolvente se reemplaza por

clorofoimo, y la  solución se agita con una solución acuosa

de ácido c ítr ic o  a l  10%, solución acuosa 1 M de ácido olor

híd rico , y finalmente con agua. E l secado y la  evaporación
2

de la  mezcla proporcionan un hexapéptido protegido (R^ = 

0 ,5 6 ), que luego se a ís la  mediante éter y se lava con éter 

E l producto se disuelve en 20 mi de una solución 8 H de 

ácido clorhídrico en dioxano, y e l  hexapéptido libre 

(R^ = 0,47) se precip ita con éter seco. E l precipitado se 

separa por f iltra c ió n  y se lava con é te r . Se disuelve ,inr 

mediatamente en 50 mi de dimetilformamida, y e l  valor del 

pH de la  solución se a ju sta  a 8 con t r ie t  ilamina. Se aña­

den 7,2 g (12 mmoles) de Boc-Arg(Tos)-OPFF, la  mezcla se 

agita durante una hora, y e l  disolvente se reemplaza por 

clorofoimo. La solución obtenida se agita con una solución 

acuosa de ácido c ítr ic o  a l 10%, solución acuosa 1 N de áci 

do clorhídrico, y finalmente con agua. Tras secado y evapo 

ración, e l residuo se tr itu ra  con é ter , dando 12,4 g del 

correspondiente heptapéptido protegido (80% del teó rico ).

16088
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.1 6

-Punto áe fusión: 189 a 192BC; R 0,55.
Etana 2

Boc-OGli-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Ile-OH 

Se disuelven 3 ,1  g (2 mmoles) de Boc-Arg(Tos)- 

-V al-T i r  (Be 1) -Ile -H i s (Dnf) -Pr o-Ile-ONB en 5 mide dimetil­

formamida, y se añaden 2,9 mi de 2-mercaptoetanol. Tras uní. 

hora, e l péptido se precipita con éter seco, se f i l t r a ,  se 

lava con éter y se purifica con una precipitación por meta-' 

nod/éter. Se obtienen 2 ,0  g (74%) de Boc-Arg(Tos)-Val-Tir-

(Bcl)-Ile-His-Pro-Ile-ONB (R^ = 0 ,1 1 ). E l producto se d i-
f

suelve en 30 mi de una mezcla 5 :1 :1  de metanol, ácido acé­

tico  y agua, y se añade 1 ,0  g de un catalizador de paladín 

a l 10% sobre carbón vegetal. Luego se burbujea hidrógeno 

por la  solución durante 5 horas, y se separa e l cata liza­

dor por f iltra c ió n , tra s  lo cual la  solución se evapora y 

tr itu ra  con é ter . Se obtienen 1,22 g (75%) de un heptapép- 

tido parcialmente protegido, de fórmula Boc-Arg(Tos)-Val-

-Tir-Ile-H is-Pro-Ile-OH , R = 0 ,8 .  Se disuelven 0,6 g (0,5
f

mmoles) del producto obtenido en 5 mi de una solución 8 M 

de ácido clorhídrico en dioxano, y tras  20 minutos de agi­

tación se separa por f iltra c ió n  e l  heptapéptido lib re  -  
4 ,(R = 0 ,1 ) , y se lava con e ter . Se disuelve inmediatamen- 
f

te  en 15 mi de dimetilformamida, e l  valor del pH se ajus­

ta  a 8 con trietilam ina y se añaden 0,45 g (1 ,2  mmoles) de 

Boc-OGli-OPFF. Tras 30 minutos la  mezcla de reacción se 

evapora, e l residuo se disuelve en 30 mi de una mezcla 3 :1  

de cloroformo y dimetilformamida, y la  solución se agita 

con una solución acuosa de ácido c ítr ic o  a l  10%, y subsi­

guientemente con agua. E l extracto se seca y se evapora, 

y e l residuo se tr itu ra  con acetato de e t i lo . Tras f i l t r a
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-ción y lavado con éter se obtienen 0,46 g (72%) de Boc-OGl:. 

-Arg(Ios)-Val-Tir-Ile-H is-Pro-Ile-O H . R  ̂ = 0 ,23 ; Rf = 0,40.

Etapa 3

Eliminación 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 mi de fluoruro de hi 

drógeno líquido, y se añaden 0 ,5  mi de tioan iso l. La solu­

ción se mantiene a OSO durante una hora, se precipita e l 

péptido con é ter , se separa por f iltra c ió n  y se lava con 

é te r . Se obtienen 0,35 6 (100%) del producto. La sal 

fluoruro de hidrógeno obtenida se pu rifica como se ha de_s 

c rito  antes. Las características del análogo de (amino- 

o x ia ce til , I le  )-angiotensina I I  son como sigue:

Rf = 0 ,25 ; Rf = 0 ,56 ; R  ̂ = 0 ,57; = l '° ° *
A nálisis de aminoácidos: Pro: 1 ,0 2 /1 /; Val: 1 ,0 /1 /; l i e .  

1 ,9 8 /2 /; T ir: 0 ,65/1/= His: 1 ,0 /1 / ; Arg: lb 0 3 /l/ .

Ejemplo 2

(L- o(-aminooxipropionil\lle^)-angiotensina I

Etapa 1

Boc-OAla-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Ile-OH

Se disuelven 0,6  g (0 ,5  mmoles) de Boc-Arg(l'oí)- 

-Val-Tir-Ile-Eis-Pro-Ile-O H  (preparado en la  etapa 2 del 

Ejemplo 1) en 5 mi de una solución 8 H de ácido clorhídri­

co en dioxano. La solución se deja reposar durante 20 mim. 

tos, tras lo cual e l heptapéptido lib re  (R^ = 0 ,1 )  se pre­

c ip ita  con éter seco, se f i l t r a  y se lava con é ter . Se di­

suelve inmediatamente en 20 mi de dimetilformamida, e l va 

lo r  del pH se a justa a 8 con trietilam ina, y se añaden 0,7 

g (1 ,9  mmoles) de Boc-OAla-OEFF. Tras 30 minutos se evapora

19098



p-

5

10

15

20

25

30

16088

- l a  solución, y e l  residuo se disuelve en 30 mi de una mez

c ía  3 :1  de cloroformo y dimetilformamida. La solución se

agita con una solución acuosa de ácido c ítr ic o  a l 10%, y

subsiguientemente con agua. Tras secado y evaporación, e l

residuo se tr itu ra  con acetato de e t i lo , se f i l t r a  y se la
4

va, dando 0,55 g (34%) del compuesto del t itu lo . R = 0 ,43;
5 = 0 ,80 .
f

Etapa 2

Eliminación de los grupos protectores 

Se disuelven 0,52 g (0,42 mmoles) de Boc-OAla- 

-Arg(Tos) -Val-Tir-Ile-H  is-Pro-lie-OH en 2 mi de fluoruro 

de hidrógeno líquido, y se añaden 0,55 mi de tio an iso l. La 

solución se mantiene a Ose durante una hora, se precipita 

con éter seco, se f i l t r a  y se lava con é te r . Se obtienen 

0,41 g de (OAla-^,Ile^)-angiotensina I I .  Tras pu rificar e l 

producto como se ha descrito antes, se obtiene un produc-

to  que tiene las siguientes características : R = 0 ,32 ;
6 7R = 0 ,58 ; R' = 0 ,59 ; B = 1 ,0 . 
f  f  , Glu

Análisis de aminoácidos: Pro: 1 ,0 /1 / ; Val: 1 ,3 /3 / ; l ie :

2 ,0 2 /2 /; His: 0 ,9 /3 / ; Tir: 0 ,9 5 /1 /; Arg: 1 ,0 5 /3 /.
Ejemplo 3 - -

1 Ss(Aminooxiacetil ,Leu )-angiotensina I I  

Etapa 1
Boc-Arg(Tos)-Val-Tir(Bcl)-Ile-His(Dnf)-Pro-Leu-

-ONB
Se disuelven 4^2 g (12 mmoles) de Leu-ONB*HBr en 

50 mi de cloroformo y 1,68 mi de trietilam ina, y se añaden 

3,81 g (10 mmoles) de Boc-Pro-OPFF. La solución se agita 

a temperatura ambiente durante 20 minutos, tras  lo cual se 

agita con una solución acuosa de ácido c ítr ic o  a l  10%, y



1 -subsiguientemente con agua. E l dipeptido protegido (R = 0,
*f

obtenido tra s  secado y evaporación se disuelve en 20 mi de 

una solución 8 M de ácido clorhídrico en dioxano, y tras 

10 minutos la  solución se diluye con éter seco y se evapo­

ra . E l dipéptido lib re  (R^ = 0,56) se disuelve en 50 mi de
f

cloroformo sin a is la r lo , e l valor del pH de la  solución se 

a ju sta  a 8 con trietilam ina, y se añaden 8,8 g (15 mmoles) 

de Boc-His(Dnf)-OPFF. Tras 30 minutos se añaden 1,65 mi de 

N,N-dimetilaminoetilamina a la  solución, que se deja repo­

sar durante 10 minutos. Luego se agita con una solución 

-*-0 acuosa de ácido c ítr ic o  a l 10%, solución acuosa 1 N de áci 

do clorhídrico , solución de hidrogenocarbonato sódico, y 

finalmente con agua. E l extracto se seca y se evapora, y

e l  tripéptido protegido (R̂ * = 0,65) obtenido se disuelve
f  ^

en 25- mi de una solución 8 M de ácido clorhídrico en d ic-

15 xano, sin a is la r lo . E l tripéptido libre  se precipita con

éter  seco (R^ = 0,4-7), se separa por f iltra c ió n  y se lava, 
f

Se disuelve inmediatamente en una mezcla de 50 mi de cloro, 

formo y 20 mi de dimetilformamida, e l  pH se ajusta a 8 con 

trietilam ina, y se añaden 6,0  g (15 mmoles) de Boc-Ile-OPF! 

20 Tras 30 minutos se reemplaza e l  disolvente por acetato de 

e t i lo ,  y la  solución se agita con una solución acuosa de 

ácido c ítr ic o  a l  10% y subsiguientemente con agua. Tras se 

cado y evaporación, e l tetrapéptido protegido (R^ = 0,65) 

se a ís la  mediante una mezcla 7:3 de n-hexano y é te r . Luego 

25 se disuelve en 25 mi de una solución 8 M de ácido clorhí­

drico en dioxano, y tras  15 minutos e l tetrapéptido libre  

(R^ = 0,65) se precipita con éter seco, se f i l t r a  y se la ­

va con é te r . Luego se precip ita con éter seco, se f i l t r a  y 

30 se lava con é te r . Se disuelve inmediatamente en 50 mi de

, I )
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del pH se a justa a 8 con trietilam ina, y se añaden 6,0 g

(11,5 mmoles) de Boc-Tir-OPFF. Tras 15 minutos e l disolven

te se reemplaza por acetato de e t i lo , se añaden 0,66 mi de

N,N-dimetilaminoetilamina, y la  solución se deja reposar

durante 15 minutos. Luego se agita con una solución acuosa

de ácido c ítr ic o  a l 10%, solución acuosa 1 N de ácido olor

hídrico, y finalmente con agua. Tras secado y evaporación,

e l  pentapéptido protegido (R = 0,8) se a ís la  con é te r . E l
A fproducto obtenido (R^ = 0,8) se disuelve en 20 mi de una 

solución 8 M de ácido clorhídrico en dioxano, se precipi­

ta  por adición de éter seco, se f i l t r a  y se lava con é te r . 

Se disuelve inmediatamente en 50 mi de dimetilformamida, 

e l  pH se a justa a 8 con trietilam in a, y se añaden 3,85 g 

(10 mmoles) de Boc-Val-OPFF. Tras una hora e l  d isolvente, 

se reemplaza por cloroformo, se agita de manera usual, y

e l  hexapéptido protegido (R^ = 0,82) se a ís la  mediante
f  ,

é te r . Luego se disuelve en 20 mi de una solución 8 M de

ácido clorhídrico en dioxano, y tras 15 minutos e l  hexa-

p.éptido lib re  (R^ = 0,55) se a ís la  mediante éter seco. Se 
f

disuelve inmediatamente en 40 mi de dimetilformamida, e l  

pH se ajusta a 8 con trietilam ina, y se añaden 6,0 g (10 

mmoles) de Boc-Arg(Tos)-OPFF. Tras 30 minutos e l disolven 

te se reemplaza por cloroformo, y la  solución se agita con 

una solución acuosa 1 N de ácido clorhídrico , y subsiguien 

temente con agua. E l extracto se seca y evapora, dando un 

heptapéptido protegido (R^ = 0,62) <3.ue se a ís la  mediante 

etanol. Rendimiento:.7,5 g . (50% en relación a l Boc-Pro- 

OPFF de partida). Punto de fusión: 186 a 190SC.

30
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1 L Etapa 2

Boc-OGli-Arg(Tos)-Val-Tir(Bcl)-Ile-His-Pro-Lev(- 

-0H

Se disuelven 3*45 g (2,26 mmoles) de Boc-Arg(ü)os)- 

-Val-Tir(Bcl)-Ile-His(Dnf)-Pro-Leu-ONB en 10 mi de dimetil- 

formamida, se añaden 6 ,6  mi de 2-mercaptoetanol, y e l hep- 

tapéptido parcialmente protegido se precipita con éter se­

co tras dos horas de reposo. El producto se purifica por 

precipitación con metanol/éter. Se obtienen 2,9 g (93%) de

10 Boc-Arg(Tos)-Val-Tir(Bcl)-Ile-His-Pro-Leu-ONB. = 0,12;
%

R  ̂ = 0 ,26 . El producto se disuelve en 40 mi de una mezcla 

$ :1 :1  de metanol, ácido acético y agua, se añade 1,0 g de 

un catalizador de paladio a l 10% sobre carbón vegetal, y 

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

15 talizador se separa por f iltra c ió n , y se evapora la  solució^i. 

El residuo se tr itu ra  con éter, dando 2,5 g (89%) del pro­

ducto. = 0 ,75 ; Rj? = 0 ,20 . Se disuelven 1,1 g (1 mmol)

de Boc-Arg(To s ) -V al-T ir-Ile-H i s-Pro-Leu-OH en 10 mi de una 

solución 8 N de ácido clorhídrico en dioxano. Tras 30 minu­

tos se precip ita e l heptapéptido lib re  (RÍ = 0,08) con éterj
!

seco, se separa por filtra c ió n  y se lava con é ter. Se di­

suelve inmediatamente en 10 mi de dimetilformamida, se ajus 

ta  e l pH de la  solución a 8 con trietilam ina, y se añaden 

0,54 g (1 ,5  mmoles) de Boc-OGli-OPFF. Tras 30 minutos se 

25 diluye la  solución con 30 mi de cloroformo, y se agita con 

agua. El extracto se seca y se evapora, y e l residuo se 

tr itu ra  con acetato de e t i lo , se f i l t r a  y se lava c&n ace­

tato de e t i lo , y se obtiene 1,05 g (86%) de Boc-OGli-Arg 

(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OH. R  ̂ = 0 ,23; R  ̂ = 0 ,40.

30
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Etapa 3

Eliminación de los grupos protectores 

Se disuelven 0 ,9  g (0,73 mmoles) de Boc-OGli- 

-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OH en 5 mi de fluoruro de 

hidrógeno liquido, y se añaden 1 ,5  mi de tio an iso l. La mez¡ 

cía de reacción se mantiene a OSC durante 1 ,5  horas, tras 

lo cual se tra ta  con éter seco, y e l péptido precipitado 

se lava con éter y se separa por f iltra c ió n . Se obtienen 

0,55 g (80%) de (OGli*^, Leu^)-angiotensina I I ,  que se puri 

f ic a  de la  manera descrita antes. = 0 ,33 ; Rf = 0,60; 

R ^=s0 ,55 ;  ̂ 1 ,18.
Análisis de aminoácidos: Pro: 1 ,0 /1 / ; Val: 1 ,0 /1 / ; l i e :  

1 ,0 /1 /; Lau: 1 ,1 /1 /; His: 0 ,9 5 /1 /; Arg: 1 ,0 /1 / ; T ir: 0 ,7 /1 / 

Ejemplo 4

(D- -aminooxipropionil^,Leu^)-angiotensina I I  

Etapa 1

Bo c-D-0Ala-Arg(Tos)-Val-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OB 

Se disuelven 1,1 g (1 mmol) de Boc-Arg(Tos)-Val- 

-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OH en 10 mi de una solución 8 M de. ác¿ 

do clorhídrico en dioxano. Tras 30 minutos se precipita el* 

heptapéptido con éter seco, se f i l t r a  y se lava con é te r ./.

Se disuelve inmediatamente en 10 mi de dimetílformamida, se 

ajusta e l pH a 8 con trietilam ina, y se añaden a la  solu­

ción 0,56 g (1 ,5  mmoles) de Boc-D-OAla-OPFF. Tras 30 minu­

tos se diluye la  solución con cloroformo, y se agita con 

agua. Tras secado y evaporación, e l residuo se tr itu ra  con 

acetato de e t i lo , se f i l t r a  y se lava con acetato de e t ilo . 

Asi se obtienen 0,95 g (77%) de Boc-D-OAla-Arg-(Tos)-Val- 

-Tir-Ile-His-Pro-Leu-OH. = 0 ,29.

H o j a n f t m . 2 2
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1 Etapa 2

Eliminación 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- mi de fluoruro 

de hidrógeno líquido, y se añaden 1,2 mi de tio an iso l. La 

5 solución se mantiene a Ose, la  sustancia se precipita con 

éter seco, se f i l t r a  y se lava con é te r . De esta manera
1 Ase obtienen 0 ,6  g (90%) de (D-OAla ,Leu )-angiotensina I I ,

5 6que se puede pu rificar de manera usual. R = 0 ,33 ; R =
f  f

0 ,61 ; R? = 0 ,56 ; E = 1,10. 
f  Glu

10 Análisis de aminoácidos: Pro: 1 ,0 2 /1 /; Val: 1 ,C /1/; Leu: 

1 ,0 2 /1 /; l ie :  1 ,0 3 /1 /; His: 1 ,0 1 /1 /; Arg: 0 ,9 2 /3 /; Tir: 

0 , 8/1/ .

30
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva que se 

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Baten 

te  de Invención en España, por VEINTE años, son los que se 

recogen en las  reivindicaciones siguientes:

i s U n  procedimiento para preparar páptidos de 

fórmula general I :

X-Arg-Val-T ir-Ile-H is-Pro-Y  (I)

donde X es un radical derivado de un ácido ¿x-aminooxicar- 

boxílico a lifá tic o  e Y representa un radical derivado Je . 

un ácido d-aminocarboxálico a l i fá t ic o , y sales de adi­

ción de ácido y complejos de los mismos, que comprende 

hacer reaccionar un derivado heptapéptido reactivo, de 

fórmula general I I :

H-Arg(A)-Val-Iir(B)-Ile-His(E)-Pro-Y-0G ( I I ) .

donde A representa un grupo adecuado para protección tem 

poral del grupo guanidino de Arg, B representa un grupo' * "  

adecuado para protección temporal del grupo hidroxilo aro 

mático de l i r ,  E es un grupo adecuado para protección tem 

poral del grupo imidazolo de His, G representa hidrógeno 

o un grupo adecuado para protección del grupo carboxilo 

del C terminal de aminoácido a lifá t ic o , e l  cual grupo pro 

tector es estable bajo condiciones suavemente ácidas pero 

se puede escindir mediante ácidos o bases fu ertes, e Y



tiene e l  mismo significado antes definido, con un deriva­

do reactivo de ácido aminooxicarboxílico, de fórmula gene, 

r a l  I I I :

W-X-M ( I I I )

donde X es como se ha definido antes, w es un grupo pro­

tecto r que se puede eliminar por a c id o lis is , y M represen 

ta  un grupo hidroxilo o un grupo activador conocido por sn 

mismo, y escindir los grupos protectores de los compuestos 

de fórmula general IV:

W-X-Arg(A)-Val-Tir (B)-Ile-Eis(E)-Pro-Y-OG *(IV)

obtenido, donde W, X, Y, A, B,  B y G  son como se han d efi­

nido antes, selectivamente, uno tras  otro o simultáneamer, 

t e ,  en una sola etapa de reacción, y, s i  se desea, conver 

t i r  un compuesto de fórmula general I  obtenido en una sa l 

de adición de ácido o un complejo del mismo.

2 3 .-  "UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR PEPTIDOS". 

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que ante, 

cede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veinticinco hojas e s c r i ­

tas a máquina por una sola cara.

Madrid, 2 5. AGO. 197 8
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