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I cadas por Hughes y obros, Nature, 258, 577 (1975) cdiv

Gtil cuando se administran psrenteralmente.

| cedimiento para preparar una clase de compuestos que tienen

e

Esta invencidn se refiere a un procciimientc pers,
preparar dna nueva clase do compuestos que exhiben activi~
dad analgésica-al aaﬁinistrarge parentecalmente.

' . .
nas que tienen propiedades sirilares a la moriina, del
fluido espinal éerebral (Fes).o del cerebro de mamifé;os.

e

Eshas substancias, llamadas encefalinas, han sido Zdentifi~
: *

LI TN
.

pentapépﬁidos:que'tienen las_siguieﬁtes secuenciastes .
© H-Tir-G1i-Gli-Phe-Noi-OH
B-Pir-Gli~Gli-Phe-Teu-OH. ’ ' aet
Estos compuesbos estén designados cono méﬁiéﬁina-
encefalina y leucina-encefalina, respectivamente.'ﬁv;
' ' Aungue estos compuestos han mostrado actiygéad
analgésica en los ratones medianﬁe administracidn intrace-
febroven%fid&lar / Buscher y otros, Nature, 261, 42% (1976)_|

précticamente estén exentos de alguna sctividad analgésica

Se Ea_descdbierto ahora un procedimiento para pre-
parar una’nuéva clase de compgestos. Estos compuestos exhi-
ben una ?ctividad analgésica significétiva ¥ demostrable
?uépdo se ‘administran sisbémicamente.

De esta manerd, esbta invencidén se refiere a un pro-

la férmula general

_ ‘Recientemente, se han extraido substeaciss enddge-

s
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y sus gales de adicién de dcido no ubxicas farmacéaticdemente

aceptables, donde L y D, cuando corresponda, definen la qui-

;;;

ralidsd; ‘
Ry ¥ R, independientemente son hidrégeno o.’alquilo
primerio de 1 & 3 &tomos de 6arbono;-R3 es alquileo primario

o secundsrio de 1 & 4 dbomos de carbono o,~CH20H2-$vGH3; R4

es hidrégeno o slquilo primario de la % dtomos de carbono;

R5 es hidrbgeno o alquilo primsrio de 1 a 3 &tomos de carbo-|

no; Y es hidrbgeno o gcetilo;iy Z es —b~NH2, nCH2OH, o -CN;
con la limitacién de que uno de Ry ¥ Ry es alguilo primario
de 1 a 3 ftomos de carbono y el otro es hidrbégeno; que se
éaracteriza por disociar los zgentes de blogueo del compuest
correspondientemente protegido de-féréula (I) en medio &ci-
do. . ‘

Las sales de adicidn de écido,‘np téxicas, farma-
céuticamente aceptables,'inciuyen las séles de adicibn de &-
cido orgénicas e inorgénicas, por ejempio, las pfeparadas a
partir de &cidos tales como el‘ciorhidrica,‘sulfﬁrico, sul-
fénico, tartérico, fumérico, bromhidrico, glicbdlico, citrico
maléico, fosférico; suceinico, acético, nitrico, benzoico,

ascérbico, p-toluensulfénico, bencensulfdénico, naftalensul-

j fénico y propifnico. Préferiblemente, las sales de adicién

L
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de'écido édn las preparsdas a parbir de dcido clorhidrico,
acldo acetlco o 4eido succinico. Cualesou;cra de lag sales
anteriores se preparau por metoaos convencionsles.

Como se notard de la definicibén de los diversos
subsff%dyénﬁéﬂ‘que apéreccn en la férmule (I), los cowpues-

tos que se. deflnen nediante esta estructura son der!vados de

n.o.
-

emide’ prlmarla de dlCOhOl primario o (e n;trmlo de ¢05 to-

trapéptldos especlfmcamente aerznﬂdos. Ia estereuconzlgurun

o ;«.‘

cidn de los compuestos de férmula (I) es un aspectOfesen-
cial de los mismos. Por conveniencia, los restos de los
amlnoécldos de los tetrapéptidos modificados de foerEa (1)

se numeran secuencialmente, empsaaqdo con el resto on-la

2% s

func1on amlno termlnal. Ia gquiralided de los restos eainod-
l :

cido,*leyendo desde la posicién 1 a la posicién 5,.¢s.L, D

-

y nulw. El resto en la posicién 3 es una porcidn de glicina

T de esta manera, no existe qulralldad en cuanto a este

resto. En cuanto a la p051c10n 4 (p03101on del carbeno ter-
mlnal) que’ es una amida primaria, un alcohol primaric o un
nitrilo, su quiralided se define como la que esth de acuerdo|
con el resto de I~aminoécido putatlvo, correspondiente.
Los grupos R17 09 34 3 R5’ seglin se utilizan en

la-presente memoria, se definen de mwodo que incluyen el

_ grupé ﬁalquilo’primario de 1 a 3 4tomos de carbono". Por el

termlno "alquilo primariod de 1 a 3 &bomos de carboﬁo", se
qulere dar a entender el metilo, el etilo y elmn~propilo.

_ El grupo 35 gque aparece en la ffomula estructural
anpérior, se define de modo que incluye el grupo "algquilo
primério 0 secundario de 1 a 4 4tomos de carbono". Por el

termlno "81QL110 primerio o secundario de 1 & 4 4tomos de

_carbono" se qulere dar a entenrder ¢l metilo, el etllo, ¢l
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n~propileo, el igopropilo, el nwbutiio; el igobubilo y el
sec~bubilo. -

Con respeetio a los restos particularcs en cads una
de las posiciones de los tebrapéptidos modificados de la
férmuls (I), prévalecen las siguientes considcraciones:

(4). Pogiciba 1. | e

Esta posicidu repregenta la porclén amlno.%é;mlnal
del péptido. El resto es el que results de la Lwtirqgina )
L-(0~-acebtil)tirosina, En cualquier caso, el résto ﬁggﬁe no
estar N-sustituvido, en cuyo caso, ambos de R1 W R2 B0
hidrégono. Ademds, el resto puede estar sustituido, por uno
o dgs grupos alquilo primarios de 1 a 3 atomos de carbono,

yo caso Ry y/o R, es alquilo primario de l'a éuomos

o
=

rbono. Son ejemplos especificos de 1la sustltuclon de

fo 1
[s]

alqd lo primario de 1 2 3 atomos de carbono, el N—metll
el Nictil, el Nen-propil, el N N—dlmetll, el N, N-dietil,
el N?N~d1~n—prop11, gl Nemetil-N-etil, el N—metllmN-n*propll
¥y el N~-metil=N-n~propilo. “referlblemente, el resto tirosi-
lo u Onacef11t1r031lo, que esté presente en la Pogicién 1
del péptido de la férmula (I) no esté N-sustituido. Ademés,
se prefiere que elresto sea el tirdsilo. |

(B) Posicidn 2.

El resto amino&cido que esté presente en la segun~
da polelon del péptido de la formula (I), debe ser el es—

tereoigbmero D, y es cualquiera de los diversos restos de

aminodcido. Bsbtos incluyen restos derivados de la D-alanina

(Ala), (R es metilo), el &cido D—déamino~butirico (Abu)
(R es eullo), la D-norvalina (Nva) (R5 &8 n-propllo), la

D~valina (an) (R es isopropilo, la D-norleucina (Nle)

}(R3 es n~butilo), le D-leucina (Leu) (R5 ¢s isobutilo), la
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| D-isoleucina (Ile) (R3 es secw-bubile), y la D-mebioning

(Net),(R55§S‘+CH2Qﬂ2~SQOH§),'Profexiblemente, ¢l resboe oa el
derivedo de la D-slanina.
| . (6) Fosicién 3.
-+ El resto de aminoécido pregente en exie posicidn
es el derlvado de glicina (Gly). .
(D) P051c16n 4, ' 7 LT
'fy El resto presente en la posic ‘b n Gel cearboud” Hermi-—
nal, es el derlvado de la I~fenilalanina (Phe) o st dariva-
do nltrllo o alcohol prlmarlo. El resto puede zer una amida
prlmarla (Phe-NHE) (Z es ~C~FH6,, un alechol primazis’ (FPhe-
b (Zes ~CH,OH), o ua nitrilo (Phe~CK) (% es ~on)é~ﬂ’1};a cla~|
se.préﬁerida de compuestos es aquella dondé % es -u—NPE,
\ & El resto puede éstar sustituido o wo sustitiido en
el ﬁiﬁrégeqq;del éming (R4). In el caso'de gue el reste
esté Nrsﬁstituido, éste es N-metilo, N-etilo, o Nen-prepilo.

Ademas, en el caso de que el rcsto no csté sugtituido en el

nltrégeno del amino, este debe estar sustltulao en el car—

bonod.(RB). En dichos casos, R5 es metllo, etilo o n~propilo

Ia fmics limitacién es que uno de R, ¥ RS sea olquilo prima-

lricde 1l a 3 étomos de carhono, y el otro sea hidrégeno.

Més<preferiblemenﬁe; el grupo alquilo primario de 1 a 3 &bto~
ﬁos‘dg cafbonoies metilo. De esta manera, los compuestos al-
taménte preferidos soﬁ‘aquellos en los que R, o R5 es mabilo
y més preferlblemente, aquellos en los que 34 as metilo.

En esta memoria, se empleun lag siguientes ubxev1a~-
Vﬁﬁraé, la mayor;a.de las cuales son bien conccides ¥y coutn-
mente utilizadas en la téenica:

Abu - &cido d-%mﬂﬂobutiricé‘

Ala - alanina
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Cig - cié;bina
Gli - glicina
Hue ~ homoserinad
Tle - isoleucina
Leu = leucins
Met - Mebicuina
Nle «~ norloucina

Nva - norvalina

Phe ~ fenilalanina

Phe -Ni, =~ amida de ﬁenilanalina

2

Phe-h = derivado alcéhol primario de fenilalanina

Phe~CN -~ derivado niérilo de fenilalanina.

Ser - serina
Tir - tirosina
Val =~ valina

Ac - acetilo

He - metilo -
Et - etilo

Ip - isopropilo

Pr

n-propilo

Bu - n-butilo -
i-Bu - isobutilo |
t-Bu'- t-butilo

s~Bu - sec~butilo

BO¢ - t-bubiloxicarbonilo
Bzl - bencilo |
DCC ~ N,N’-diciclohexilcarbodiimida

"HBT ~ l~hidroxibenzotriazol

DEF

N,N-dimetilformemida

TFA - heido trifluoracético

PRI

s
]
’
A
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THF. - Setrahidrofuraro

DEAE - dietilaminoetilo

DCHA -~ diciclohexilanina.

Son edempIOS de los comguestos tipicos de férmula
(I) 10u smga;pn?e ‘

'H»L~TLT—D~A13mGli~L-(NuEt)Phe—HHQ;

, H-L~Tir—D~Ala~Gli~L~(H—Pr)Phe—HHz;

H*L»Tlr-D-AlamGllan(H Pr)Phe-A;

'H~L~T1r~D~Q13»G11~Lrﬁ?—Ha)Phe“ Hy; T

B-LnTlerwﬁla-G11~L~\Nwhe)Phe~NH2;

. HvaTir~D—A1a—Gli—L-GT~Et)Phe-NH2-

H~T~Tir~D~Ala~GLi~L~(N-Me )Phe-CH; R
:H~L~T1r~D«Ala-G11-u~(NuMe)Phe-A;

"H-LQTir~DmMethli—L-(N4Et)Phe~NH2;

H-Im042-D-Hob~G1i~T( N-He ) Phe~N,;
| H-L-Tir-D-liet~GLi-T-(N-He)Phe-4;
" HeImTir-DeMet-G1i-Le-( N=Et )Phe-CN;

- B-L-Tir-D-Met~Gli-Tm(¢ ~Et )Phe-NH,;

H-L~Tir-D~Met—Gli~L—@1~Pr)Phe—NH2;

2)

HéLuTir(Ad)~D~Nle—Gli~L—GlfMe)Phe—NHe;

(N-Et)~L7TiruD—Abu~Gli~L~(N—Eb)Phe—NHz;

. - (1, N-di-Pr)~L~1ir-D-Val-GLi~I-(%~}e) Phe~Ni,;

H-TmTix=( A ) =DeAla=Gli~L-(N-He)Phe-NH..3

(M=pr)=LeTiz-D-Teu-G1i-T~({~Ft ) Phe~NH,;
(1, N-Di-Et) ~LmPi pmDeletmG1imLm (i ~P1) Phe-NH,;
(W-He ,N-Tt)~L-T1(Ac) ~D-N1e-GLi~Tm (R ~He) Pho-Nil,

(¥, N-Di~lie ) =L Tir (40)=D-11e=Gli~Lm(X-Et ) Pho-N;

(N—ﬁe)~L~Tir(Ac)~D~Leu—Gli~L~C{~ﬁe)Phe~CN;
‘(N»Me)~L~Tir~(Ac)»DANvauGli»LuﬁéwPr)Phewﬁ;

(1 —Ub)~L~T1r« DeAila-GlieL-@ ~le)- The~Ni,;
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(K~Et )=TmTir( Ac)-D=Abu-G1i-T~( -Pr)Phe~NH,;
HoT-Ti D 18~G11-T~(2~Me ) Phe~CN3

He Lo Tip~D=Ala~GLli=Im (@ -He )Phe-4;

UL peD~Ala=G1li-L~® -Et )Phe~4;
[imImTir~D-Ale~Gli-L~(¥~Pr)Phe~NH,;
H-L~T1er~Ala~GlL~L—(l-Pr)Phe—CN .
(N} I-Dlee)-L-Tlr—D-Ala—Gll-Lw(&~Ef)Phe-A-"'

»ag o,

(N, N-Di~Me)-I-Ti r~D-A1a-G11-L—(N-Me)PhehNH%é:‘
(N,N—Dint)-L»Tir~D~A1a—G11-L-(N-Et)Phe~CNgaE
(N~He )=I~T1.p=D~Ala=Gli=Tm(N=Ne )Phe~A;
(W-lie)~ImTip=D-AlanGli=L~(N-le)Phe=THys
(B, N=Di=M ) ~L-T4 £~D-Val-G1i~Tm(N~Ho) Pho-NiLS;
|t (N,N-Di=Pr)-I=-Tir-D-Ala~G1i~Tm~(N-Pr)Phe=Niiy;
(N»Mo)~L~T1r-D-A1a~G1i~L~Gt~Et)PhewuH2,
(x, NwDiuNe)uL—Tlr(Ac)—D-Ala~Gli-Lm(N~Et)Phe-CN-
g (N,NaDi-Pr)—L-Tir(Ac)-D-Met-G11~L~(NwMe)PhenA;
' (N-Et)-L~Tir(Ac)—D-Met—Gli~L—(N?Pr)Phe—NHa; Yy
(N—Me)~L-Tir(Ac)-D-thwGli-L-Gl-Me)Phe~NH;
Los compuestos de f6£mu1a’(1)~se prepaian por mé-
todos:de rutina en la sintesis de péptidos. Es posible que
durante la sintesis de algunos de 1os“compuestos de férmula

(1), ocurra una racemizacibén parcial. Sin embargo, el grado

‘de racemizacibén, si es que oourre, no es suficiente para

alrersT geriamente la actividad analgésica de los compues-
tos de férmula (. . |
Tos metqdos para preparar los compuestés de'fSrmu-
la (I), implican la copulacidn de‘fragmentos de aminofcidos
o péptidos mediante reaccién de la funcién carboxilo del
uno cor: 12 funcilén amino del 6tro,.para producip un enlece

gmluo. Pare conseguir de forme efectiva el acoplamiento, es
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eveable, que todas las funcionalidades reaCtivas gue no

partlclpun dlrectamente en la reaccmon, se inactlven median—

- te el empleo de gruocs de blocueo apropl do ¥, en pepondo

(¥

1ugar, que la funclon carboxilo que se va a conular, ae
active apropladamente para peznitir que tenga lugar la copu~

lacibn. Todo esto: implica una seleccibn cuidadosa “Ganto de

LT I

la secuencia de reaccidn como ‘de las condiciones de. reaccidn

asl como también del empleoc d¢ grupos de blogqueo espicificosg),

ey

para obtensr el péptido deseado. Cada uno de los aninohcidos

I que se‘empleén para producir los compuestos de férmula (I),

¥y que tiene 105 grupos protectores particularmente-seleoc~

cxonados y/o las funcmonalxda&es aotivadoras, 80 pfebdva

.empleando ‘métodos bwen conoclgos en la téenica de las. pept1~

dQs. _ . : “;
ue emplean comblna01ones selecclonadas de grupos de
bquueo en cada punto de la smntegls total de los compues—
tos de férmula (I). Se ha encontrado que esbtas combinacioneg
pafticulares funcionan més uniformemente. Otras combina~
ciones ﬁodféﬁ operar en la siptesis de los compuestos de

férmula (I), aunque quizé, con un grado memor de éxito. De

- I esta manera, pueden emplearse de forma variada grupos de

blogueo de amino, en la sintesis de los compuestos de fér-

mula‘(l)-ﬁales como el benciloxicarbonilo (CBz), el t-butil

{ oxicarbonilo (BOC).,, el t-amiloxicarbonilo (£0G), ol p-metoxi

beuciloxicarbonilo (MBOO), el adamantiloxicarbonilo (AdoC),
y el 1sdbornlloxlcarbonllo. Ademas, el bencilo (Bzl) gene~
ralmente se emplea como grupa de. prouecci n de hidroxi para
el resto tlrosllo, aln cuando podrian emplearse también
obros, bales domo p~nitrobencilo (FNB), p-metoxibencilo

(P1B).
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'prcparacién d¢ log conpuestos de féemula (1), pueden sew

icuslesquiars de los grupos formedores do ésber tipicos, in-

- 1L-
Tos gropos (o blogueo de carborxils ecwpleados en 1a

cluyendo, por ejemple, mebilo, etilo, bencile, p-nibrobenci-
lo, p-metoxibeneilo v 2,2,8=tricloroatilo.

La copulaciién del fragmeuto de. pépbido o de amino-
- AR

fcido N-bloqueado adecugdamenie protegido, con un fréghento
de péptide o de smincicido carboxi-blogueado, adecuddamente
protegido, en la prepzracidn de los compuestos de fSQEhla
(I) consts de la transformacidn de la funcidn corboxilo 1ibre
del fragmento de péptido o de amincécido sctivo a la Leag-
cibén| de copulacién, Esta puede logrorse utilizendoﬁgpﬁlquiera
de i s técnicas bien conocidos. Une dc tales téenicag:im-
pli& la conversibén de la fuscién carboxilo en un arhidro
mixtl. La funcidn carboxilo libre se activa medianbevfeac-‘
eibnlcon otro fcido, tipicamente un derivado de Scido.carbd-
nico, tal come un cloruro de acido del nismo. Son ejemplos
de cloruros de Acido utilizad?s paro formar anhidridos mix-
tos, cloroformiato de etilo, clorofcrmiato de fenilo,:cloro-
formiato de sec~butilo, clorcformiato devisobutilo y cloru~
ro de pivaloilo. Preferiblemente se e&plea~el cloroformiato
deisobutilo, | S

Otro método para activar‘la ﬁunéién carboxilo con
el propbsito de realizar la reaccidn de copuladién, es me-
diante la conversidn en su dexivado de éster activo. Dichos
ésteres activos incluyen, por ejemplc, éster 2,4,5-tricloro-
fenilico, un éster pentaclorofeniliéo‘y un éster p-nitrofe-
nilico. Obro método de copulﬁcién disponible pars émﬁlearse
es el bien conocido método de copulacidn de azida.

‘71 rétodo de copulacién preferido en la preparzcifn

g;;ﬂ,f POOR
| .“';}I: s i;' (;lll‘!:i]r‘{
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de los compuestos de LOTMLJ& (D) zmpllca el eupleo de N H -~

dlClCthekllcarbOdllmlda (PC3) para activar lo funcidn cap~

'boxllo 11bre, pcrm1t¢cndo por 1o taube, que tenga luger la
copulaclon. Esta téenica de cnpulacmou y acbivacidn se ves-

llza empleando una cantidad equimolar de DCC con relacidn

rana .

al fragmenno de péptido o ﬂmandCldO, ¥y se reuvliza gu pru—

sencia de una cantided eguimolar de l~h1drox1Len/0ur1azol

(HBT) La presencla de HBT suprime las reacclones 1auerales

1nﬁeseables,vlncluyenqo 1z posibilided de racecmie aCLOu.

"La sepérécién de los grupos de blogueo selecciona-

dos, es necesaria en puntos parbiculares de la secuéﬁeia

i

, sxnt‘tlca empleada en la pruparaclon de los Compues g’de

rmula (I) Un qulmlco con una experiencis. ogd;uarla en
c¢nica de la sintesis de los peptldos puede se¢ec¢10nar
Iééi.meﬁté entre los grupos de proteccién.representatiwbs
1os 'uefséénwéompatib1es en el sentido de gue pueda lograr-
se 1la separaclén selectiva del producto, permltlendo la gse- |
paraclon de uno 0 mis, pero menos de la %totalidad de los gru
pos de protec016n presentes en el fraogmento de péptido o
am1noéc1do, Estas realizaciornes son bien conocidas en:la
técpicé de 1os.péptidos. Uno discusidn més cormpleta de las
tébpicaévéhé‘hay disponibles paré la separacién'selectiva

se pfoﬁorcibua en la bibliografia en Schrdder y Libke, The
?eptides,'Volumen I, Academic Press, Nueva York, (1965), y

espe01almente en la Tabla proporcloneda en las paginas 72~

.75 del mismo._'

La separaclén de los grupos protectores de carboyi~

”»lo puede lograrse mediante quonlflcacLon alcalmna. ue e

plean generalmente condiciones alecalines relotivamenbe fuer-

. D Aoy
41 olealiing.

ci'

Lcu, ut lizendo tipicomente un hidrdxido de Lo
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oidp férmico, cido trifluoracético, (1%4), &cido p-toluen-

~15 -

tal como un Lidréxido ds sodio, hiﬁréxido de potasio e hided
do de litio, rora dosesterificar el carboxilo protegido. Las
condiciones de reaceiln en las que se logra la savouirica-
¢idn, son bien conocides en la téenice. Los grupos de blo-
queo de carboxilo pueden también,separérse mediante hidroge-
ndlisis catuiftica, incluyendo, por cjemplo la hidréééﬁéliw
sis en presencia de un catalizador tal como paladio”édﬁre
carbdn. Adembe, en los casos en que el grupe de blo@@ég de
carboxilo es p-nitrobencilo o 2,2,2~tricloroetilo, El fes-

blogueo puede lograrse mediante reduccidn en presencia de

¢

Sy

zine v Acido clorhidrico.
Los grupos de bloqueo de amino se geparan tratando

r

| ro
el %>ptido o aminofcido protegido, com un &cildo tel como

sulf!nico (Ts4), &cido bencensulf6uico (BSA) y bcido rafta-
lens?lfénico para formar le sal de adicibén del &cido ﬁespep-
tiVOl I sepesracibu del grupo de bloguco de amino, puéde
también logrerse mediante el {ratamiento del péptido §vami~
nodcido bloqueado con una mezcla de HBr o HCl y &cido-acéti~
co para producir la sal de adicibén del &cido clorhidrico o
del &cido bromhidrico correspondiente: £l reactivo o método
particular que se emplece dependeréjde lag caracteristicas
quimicas o fisicas de los productos implicédos en la reac-
cidén de desbloqueo especifica, Se ha descubierto, en los
casog en gque el grupo R4 es diferente aihidrégeﬁo y se va a
desbloguear un péptido que contieﬁé porzlé menos tres restos
aminoécido, que cs altamente preferible que el péptido se
desbloque con 4cido trifluoracético o Acido férmico, para
producir la szl de adicién del 4cido correspondiente. La

sal puede convertime a wna forms més farmacluticamente acep-

"
e Rl
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table mediante trﬂtamiento con una resina de intercambic de
lones adecuada, tal como DEAL Sephaﬁe 425, y lfuberlyst A27.

:  El grupo de proteceién do hidroxi p;c sente en el

resto’ tirosilo puede mantenerse en el péptldn durante 12

| secuehcia de su prepargceidn, separdadose durante la ebtaps

gintética fiﬁal, Junto con el grupe de bloquec de aminé.

.

| Sin embargo, dependiendo de las cond 101onem enn]cadas par

la seéaracién del grupo de blogueo de carboxilo, pueue‘se~
pararse antes,eﬁ la secuencia de preparacidn. Cuand%-éi gru-
PO éarboxilo se sépara mediante saponificacidn alecalina, se
mantiéne el grupo de proteccibn de hldro“,; gin embargo,
cuénd§ se emplea una hidrogenélisis catalitica parazlafse~
parac§6nfdel grupd de‘profeccién de carboxilof se éepéfa
tamélen el grupo de protecclon.hldroxl. Ta Gltima 31tuuc' on

no renresenta un problema sermo, ya que la preparacidén de

los compuesbos de la férmula (I) puede lograrse en presencia

de unsresto de ¥irosilo que tiene un grupo hidroxilo libre.

; » o Un metodo especmf1co preferldo para preparar los
compu@stos de férmula (1), 1mp11ca copular un tripéptido B
N-termlnal prepa“ado separadamente con unaofenllalanllamlda
C—termlnal preparada separadanmente. (a es -6~NH2) 0 su al-
coh?l correspondlente (Z es ~CH20H)‘0 pitrilo (% es ~CN) se-

guido por un desbloqueo apropiado de cualesqﬁiera porciones

bloqueédas restantes. Alternativamente, el compuesto de

fenllalanlla G—termlnal preparado separadamente, que se hace
resccionar con el tripéptido W-terminal, puedc estructurarw
de -mode que contenga un grupo que repreqente un precursor
de cualqumera de las porcwonbr de amlda, alecobonl o nltrlloo
La gecuencia general, ilustrativa de la nrepar3016n de un

tetrapéptido de fé6rmula (I), puede representarse cowo sipva.

ROOR

QUALITY
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In lo gecuenciz, el simbolo AA representa el resto de amino-
feido, y ¢l nhuero anexo representd la posicidon del aminol-
cido en la sccuencia del producko del péptide final. '
A, Freporscidn del sepmento de tripéptido.
BOC-L~T¢r=0H + H-D~(AA) 2~0Bz |
!
oBz1 ) Dee
HBT Sl
BOC-L—Ti.r-D~(AA) 2~0Bz 1 -
i
0Bz | :
OH
BOC-L~Tir-D-(AA) 2~OH
i |
- 08z1
H-Gli-08z |
0ceC '
HBT
A\ : , \
BOC~L-Tir-D-(AA)2~G| 1~0Bz |
I . ’
0Bz|
Ha S NaOH
Pd/C _ o THF/Hz20 -
BOC-L-Tir-D-(AA)2~GIS=OH - . . . = BOC~L=Tir-D-(AA)2~GIi-OH
I ' , I
OH . : S 0Bzl L
B, Acoplamiento de la porcidén de fenilalanilo ter-
minal y tripéptido. '
j
|
|

e
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,mndian e Lratamlento con cloruvo de p-toluensulfonilo y pi-

”Jd‘na, de con;ormldad con el método deccrlto en Yamada y

S Fn 1a preparaclon de los compuesto de férmula (I),

~ 16 -

. . Rae Rs
. !V ~ . ) I .l
BOC—L~T4.r~D~(AA) 2~B13-0H v Hi=-C~Q
R | . ’ |
oY- : CHz
o }
0eC Ph
, .- HBT
[ I - o -
N - ' Rs Rs

- bl
BOC~L—T& r—D~(AA) =G 1, ~N—~C-Q -
1 P
oY CHe - U0
: : , ! U
R ea . Ph -
- En la reaccidon angerlor, g representa fenilo y Q
St
es '~P»¢ﬁ25 ~CH20H, ~CN —COCH3 ~C~OCH?r, y otros*vruooe

N v

O
\,;_ Cuando 0 es ~C-OCH3, mc—OOHE} y otrosg grupes.

ulmllares, puede convertirse, después de la cepblaclon£

éate

en i HQOH mediante tHatamiento con FaBH,. Este técnich de
A ' _ : ' : :

redutcidn se describe en Yamamura y otros, Patente.§é-los

tados UﬂLdOS Fo. 3,700,651, Cuando Q Q representa un éster
ben011;co u otro ester que comprende un gruno que es iécll-'
Vmen é separable medlante hidrogenolisis, puede conV°rt1rse
en - el acldo llbre ‘mediante hidrogendlisis en presencia de
paladlo sobre carbon. El 4cido libre se puede convertir en
la amlaa medlante tratamiento con amouiaco, en presenc1a de
D(’C R HB,T'. | :

Ta porcidn deamida puede deshidratarse al nitrilo,

obTD8, Bull, of the Chem.ooc. de Japdn, 50 1088-1093% (1977)
}
wadiante 1as secuencias descritas con anterioridad; es alta-
menbe,pxeferldo emplear, como reactive C~terminal, un com-

puesto que contenga el grupo Z del producto final pretendido.

, . Tipa vep gue se ha preparade el tetrapdubide nemi T

POOR

PP ~ QUALITY
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cado prebendido con el grupo C-terminal, el grupo O-protec~

tor eu el tirosile (8i estd presente) puede separarse me-

fdiante hidrogendiisis, y el grupo probector N~BOC mediente-

lratemicnto con boido trifluoracético.
Lo anterior representa tmicamente una secuencia

para preparvar los compuestos de férmula (I). Son POulhlGS

94

obras secuenciag, Otro método que pucde empleoarse implica

la adicién secuencial, en etapas, de los aminofcidog indivi-

)

duales o sus derivados, en la construccidén de ls cadona pep~

Pl

tfdica empezando con la porcidén terminal de carboxamlda, de
alcohol o de nitrilo. Se emplearén tecnmcas de reaccidm
tales como las descritas anterlormente, en esta secuencla
de prepar301on contemplada, asi como tamblen en cualquler
otra.: -

Un método adicional para preparar los compuestos de
la férmula (I) es la sinbesis en faée sblida. En este méto-

do, el resto C-terminal se une & un soporte polimérico ade-

fenado; y el péptido se alarga un resto cada vez hasta que se

sintetiza el péptido deseado, unido afin al soporte.del poli-
mero. Se prepara después el péptido del soporte mediante el
empleo de un reactivo‘de desbloqueo adeduado. Por ejemplo,
la:gorcién C-terminal; protegida en el €~-amino pbr el grupo
t~butiiloxicarbonilo, ge copula a un polimero de benzhidril-
amina mediante actlva01on con DCC, EL grupo N~BOC se separa
medients la reaccidn del resto de polimero unido con fcido
trifluorocacético en cloruro de metileno. La sal resultante
se neutraliza con una emina terciaria adecuada, ¥ la secuen=~
cia se repite afadir a cada aminodcido sugesivo. Al térmiqo'

de lu pve parac10ﬂ de la secuencia de péptidos pretend a, el

Ipéptido bloguesdo se gepara del soporte pollmerico medinnte

B
i
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trataniento con HF a 0°C. El producto pueds enicuces purifie

F o

carge por cromatogﬂafla, Tog condiciones &specificas de la-

| sintesis, es decmr9 los Gtiecuwpos de reaccibn, les vemperatu~

ras de resccidn, los tiempes de loveds, los reactivos, los
grupos de proteccidn, y o*vaar 5s; son bien conocidos )0

las personas con experisncia oxcinaria en la i técnica Je la

i R TR Y

sinte.io de los péptidos en feise sélida., o

.

-3

Lo separacibn del pépiido del soporte provoca gi=

mulﬁéneamente la separacién de todos los grupo de b LOUes GO

la forma01on del intermediaric tntrapéptwco. Ya que GJ alta-
mente deseable mantener dichog grupos de probeccidn en la

"*i‘r'.

conversidn del producto al corvuesto de nitrilo, la ainte~
gis en fase sélida no es un mftodo deseable para prepqrar

-

los compuestos de férmule (I) ven donde Z es-CH. )

En algunos de los compuestos de férmula (I}, uno o
més de 1os grupos Ryy Ry ¥ quson alquilo primario de 1a 3
4tomos de carbono. En estos casos, el aminodcido N-sustitui~
do apropiodo se emplea en la secuencia de preparacién. Cual-
quiera de los aminohcidos N~mcnosustituidos puede prepararse

mediante la misma secuencia que se muestra a continuacidn,

utilizando un aminodcido N-protegido como producto de parti-|

da . H - N . . . r‘:’
XH . ' _
BocaN-(AA)-coog TTer Coorons 118_/'> BOC-N" ~(AA)~CO0 K~
THE
)iy ' Yoduro de alguilo

primario de 1l a 3
dtomosz de carbono
(Ral)

Ra
BOC~H-(4A)~COOH
Como se indica en la secuencla anterior, el omino-

R . 'm: . N . ! T
écido N~ =protegido, se trata primcyo con hidruro de pobs-—
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$io ov presencia de un éter corona adecundo para generar dis-

v

anibén., ¥l intermediario se trata entonces con el yoduro de

nlquilo apropiado para obtener el aminofcido F-sustituido
descado, |

Serd evidente para aquellos con und experiencia or-
dinoria en la téenica de la sintesis de los péptidos que
puede -ocurrir la racemizacidén en el carbono« en coﬁéiéiones

’

fuertemente alcalinag, tales como las empleadas en'qi'prOCeu

dimicuto de alquilacibén anterior. El grado de'race@igqcién
puedo *varinr dependiendo del compuesto amino parti&uidr im~
plicsdo. Ta racemizaecién puede minimizarse utilizando un
agents de alguilacidén en exceso y haciéndo que el tiempo de
reaccidn sea lo mds corto posible.,Independientemekfe; alin
en élfcaso de que ocurra una racemizacidn excesiva;'ei pro-
ducto"puede purificarse mediante recristalizacidn Qd@o.sal
de und amina quiral adecuada, por ejempio como la sald(+)a -
fenilebilamina,

¢ El aminoécido resultante én donae R, es alquilol
primaxio de 1 a 3 &tomos de cérbdno,»puede convertirse en su
amiday alcohol o nitrilo correspondiente, mediaﬁte cualguier
de lag técnicas descritas en la presente con anbérioridad.
En los casos, en los que tanto Rl como R2 son el
mismo alquilo prlmerio dela3j étomos de carbono, la t1ro~
sina N,N-disustituida deseada puede prepararse medlante la

piguiente secuencias

R CHO -
H N~(AA)-COOH -
Rd/C

(AA)-COOH

En lz anterior, R, CUO representa formaldehido, acetaldehido

6 propionsldehido.

=
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' .En los cas0s donde‘Rl ¥ 32 sOn grupos alguilo prins
rioé de 1 a 3 4tomos de carbono, la2 tirosina E,N—disusﬁibuiw
da es aseQuiblebmsdiante trataniento de la tirosina K-mouo-
sﬁstitﬁida apropiada, preporada de conformidsd con la socuen
cia anterior con formaldehido o acetaldehido, como se deg-
eribid en:;a presente con anterioridad. N
‘En algunos de los cowpuestos de férmula (Tﬁs)el

grupo R5 es alquile primario de 1 a 3 &tcnos de carbono. Bn
estos casos, se emplea en lag’ secuencias de preparq01un, el
aminodcido sustituido en el carbonow apropiado o su dérive-

do correspondiente de éster, smida, alcohol o nitrile. Ia

pararse utilizando el metodo descrito por Stein y otros,
Journal of the,Amer1can Chemical Society, Vol. 77, 700—703

(1955). La resolucidén de la mezcla racémica se efectda de

conformidad con Turk y Otros,'J. Org, Chem. Vol. 40, Ko. 7,

953-955 (1975). La fenilalaniha &-sustituida resultante, pue

de convertirse en la amida, alcohol o nitrilo correspondien-
te, de couformidad con los méfodostdescritos en la preéente
con antério:idad. Esto puede realizarse ya sea antes o des-
pubs de que se ha utilizado en la prebaracién de la secuen=—
diaade tetrapéptido; sin émbargo, es altemente preferido
que ésto.se haga antes de la preparacién de betrapéptido.

| ’ Tos obmpuesﬁés de férmula (I) donde Y es acetilo,
se preparan a partlr del pépbldo correspondlente en donde Y
es hldrogeno y el grupo amino terminal se bloguea adecuads-
mente. Fste ultlmo compuesto se trata con anhfdrido acé¥ico
en présencia de piridina para producir el O-acetilpéptido
N~blogueado correspondiente. 4l desbloquear con una mezcla

de Acide clorhidrico y &cido acético, se obbtiens el compues~

fenllalanlna gsustituida en elwxcarbono« particuvlar . puede pre|

[
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50 deseado.

Tos compuestos de férmulé (I) son agentes farmactu-
ticos valiozos. Jxhiben sctividad anslgésica y son especiai-
mente G(tiles pora la administradién parenteral a memiferos,
incluyendo los sere humanog.

Los compuestos de férmula (I), puedon adminisbrar-

LA

se como bales, o pueden mezclarse y formularse & prepgra~

ciones farmacbuticas en forma de dosis wniteria pary admi-

ERCa]

nistracién psrenteral. En el mezclado o formulacidn pueden

’ PN

emplearse liguidos y/o sblidos orghuicos o inorghnicos. que

son vehiculos farmacéubicamente aceptables. Dichos vehiculos

J
,,,,, .

adecuados serfn bien conocidos por aquellos con experienci

ordinsria en la téenica., Las composiciones pueden témar la

forma de tabletas, grénulos de polvo, chpsulas, suspensiones).

.,

]

soluciones y similares. . L
Los compuestos de rérmuia (D cuando se administran

en une cantidsd efectiva producen un efecto analgésico. Los
niveles de dosis pueden variaf generalméﬁte de 0,1 ng & |
100 mg aproximadamente por kg de peso del cuerpo del recep~
tor. La escala de Qosis preferida es de 1,0 mg a 20 mg
aproximadamente por kg. de peso del cﬁerpo dél receptor.

. Se proporcionan los siguientés’ejemplos para ilus-
trai'la preparacién y la actividad de los compuestos de Fér-
mala (I). No se preteﬁde~que sean limitativos en cuanto a a

su alcance.

Ejemplo 1
Preparacidén de le gal acétato de L~tirosil—Dmalanil-glicil—
N % ~metil~I-fenilalanilamida, ' |
A, p~Toluensu1fonato‘de D-alinato de bencilo{

A una mezela de 100 ml de alcohol bencilico y 200




10

18

20

25

»,115°c. V'il,, o ‘ S

$ om -

T lul de benceno que contienen 55,1 g. (0,29 moles) de monohiw

© ldrato. de 4cido p-toluensulfénico, se agregarou 25 g. (0,281

moles) de D4alanina. Tz mezcle se puso & reflujo y se separd
azeotroploamente el agua en un anarabo de. Deau~Stark, La

mevcla se calento durante quince horae y despvés se enfrid

' 'a Lemperatura ambiente y se diluyé con &ter, El pregvaLauo

reﬂulﬁénte se recogié y se redristalizé en metanol~&ver paras

producir 55 3 g (56%) del compuesto del titulo, p.f,; 112~

~% 5

Anéllsls calculado para- 017 21“0 S (351 42):
' -48,10; H, 6,02; N, 3,99.
Encontrado ¢,58,19; H, 6,06; N, 3,82.

A,a7

B N‘”-t-but110x1carbon1l-O-bencll-L-b1roellub-a]1~

nato de bencllo.

A 200 ml de N,N-dimetilformanida (DMT) seca, se

agregaron 35 1 g. (0,1 moles) ‘del producto de la parte A. Lal

mezcla resultante se agitd y se enfrib a 0 C., ¥ se agrepa-

rou 11,2 g. (0,1 moles) de diézabiciclooctaﬁo'(DABCO). Ia

mezcla se agitérdurante diez minutos a 006, y se agregaron

' 37 1lg. (0 1 moles) de N°°~t—butllox1carbon11-0-bencml~L—

t1r051na, seguldos por 13,5 g. (0,1 moles) de l~hidroxiben-

zotrmazol (HBT) y 20,6 g. (0,1 moles) de N,N‘-diciclohexilca

bodlmlda (DGG) La mezcla resvltante se agité a 0°C durante

3 horas Ty después, a temperatura amblente durante 24 horas.
La mezcla se enfrlo entonces ao C 1a suspensidn fesultante

se flltro, y'el filtrado se concentrd a vacio. El reelduo

. resultante ve redisolvid después en acetato de etilo ¥y me

1avb suce31vamente con NaHCO3 1R epua, &cido citrico frio

,75 Ny agua. Ta capa orginica se secd, después, sobre sule

fuLo_de,magn951o, se Tiltrd y se concentrd a vocio. Bl resi~

l"l
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i

duo resultonie se disolvid después en etanol caliente, AL
senfrizr ge produjo 1o eristalizacidn. Después de una rceris-
telizoeidn en etanol, se obbuvieron 41,5 g (80%) dal compues:
| O

‘to del titulo puro, p.f. 121-1257C.

i

Aflicis, caleuln para Gyl .00 (520,63):

J’ {:‘9,21, H’ 6197; N) 55;})8

+
- % oa

Encontrado: G, 68,993 H, 6,75; N, 5,17, s

C. T ~t-butiloxicarbonil~0O-bencil-L-tirosil-D-

alaning.

A una mezcla de 200 ml. de tetrahidrofurano (DHE)
y 20 ml de agua, se agregaron 31,2 g. (0,06 moles) del‘pro~

ductl de la parte B. La sclucidn resultante se enfrlo a 0°¢.

b Se agregaron lentamente 13,2 ml (1 1 equivalentcs) de hi=~
dréxu o de sodio %5 N. La mezcla resultante se aplté ¥ 8e
dejbd Lalentar lentamente hasta la temperatura amblente. Desg-
pués ?e 5 horas, la mezcla se exbtrajo.cntre asgua y étex, La
capa pcuosa se separd y se enfrid, el pH se ajustd a 2 por
adicién de écido citrico, y 1a mezcla se extrajo con gcetato
de etilo. El extracto de‘aceta;q de etilo se lavd con agua,
se secé gobre sulfato de magnesio, se. filtrd, y se diluyé
con &ter. El precipitado resultante se recogid para producirc
17,7 g. (67%) del compuesto del titulo, p.f. 160-162°C,
Anélisis, csleula para oyl 30 N.0¢ (442,51) %
¢, 65,143 H, 6,83; N, 6,63.
Encontrado: C, 64,74; H, 6,70;. N, 6,20,
D. N -t-htiiloxicarbonil-O-bencil=L~tirosil~D-alanilglici~
nato de_béncilo. ‘ _
A 70 ml, de dimetilformamida seca se agregéron G, 74
g. (0,02 moles) de la sal de glicinato»de bencilo del &cido -

p-toluensulfénico. La mezcle resultante se enfrid a OOC., ¥

1
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(0,020imoié§) de HBT v 4 12 g (0,020 moles) de HCC, La moz-
3 %

| to de etilo»y se lavd sucesivzmente con bicarbonate de sodio

a vaéio, EL residuc raaultantc se crlsﬁqllzo en etanol, para

$érmino de la adicidn gota a gota, y después se extrajé dos

puesto del titulo cristaliz5, se recogié por filtrocidén y se

| recristalizd una vez en una meszcla de metanol y agua, y dos

T

se agregaron 2,24 g. (0,020 moles) de DABCO. T mezels se
agité durante unos cusntos minubos ¥ se agreguron 8,84 .

(0,020 moles) del producto de la parbte ¢, sepuidos per 2,7 g

ola de reaccidn se agité durante 2 horas a 0°C. y después
durasnte 24 hdfas e temperaturs ambiente. La suspengidn re-
sultante sé'énfrié a O°C.rse fii%rd, -y el filtradofse,gonu
centré-ajvacio. El residuo resultante se disolvio er sceba~

L

PN

1N, agua, acldo cltrlco 0 75N frio y agua. La fase orgén;ca

se eco sobre sulfetc de magnr51o, se £iltrd ¥y se coneentrd

,‘«...,5

i)

dar lO 8 8 (92%) del compuesto del titulo puro, P. r. L45~147
°c, , ‘ '
Anélisis? qé;gglad6 para Gyl 59 1500 (589,69):
C . 0y 67,225 H, 6,67; N, 2,13,
Encontrado: G, 67,52; H, 6,83; N, 6,91.
L N® ~t-butiloxicarbonil-0-bencil-L-sirosil-D-
 alanilglicina,

A 150>m1 de uns mezcia de 9:1 de ﬁetrahidrofurano
¥ agua, se agragaron 15 95 g. (P? mmolos) del producto de la
parte D. La mezcla se enfrlo a 0%¢, con agltacxén Yy se agre-
garon. gota a gota 30 ml de hidréxido de sodio 1N, a la mez~

cla resultante. Ia mnzcla se agitd durante 2 horas hagta el

veces con éter. Ta capa acuosa separada se aciduld a un pH

de 2,5 por adicién de 30 ml de Seido clorhidrico 1N, El com-

veces en aceteto de efilo para dar 11,4% g. (873 dsl tedri-
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b0 de magne alo, ¥y se ovaporaron a vacio para dar un Jjarabe.

i
Ui
f

)y

co)y pof. 104-107%¢, 1Tﬁ;7§’ +31,49 (¢=0,5, HeOH),
Mélicis, coleuwlade paca ( ‘,,N507 (49G,54):
Cy 00,01 n, 5,665 1, 8,41,
Fncontrado,  C, 62,713 H, 6,8%; ¥, 8.12.
l=‘.".‘;'»:;.1 de a0+ (ih-x.wtilbencilamina de la Nol"gt;.-bu., :

tiloxicarbonil~K % wmotil~T~*enilalanina.

»
‘e
)

4 75 ml de tebrehidrofurano, se agregaron 15 26 8o

(0,05 moles) de N% »1~uutlloxxcaroonLluL-fenllaJannn&' Ta

-¢¢<‘

o »

3

mezcla resultante se spregd gota a gote durante un perlodo dr
30 winubes a una sunpensibn agitada mecénicamente &9;6,15
moles de hidruro de potasio y 0,5 g de éter 6~corona{[-la_7
a 09C., a una atmbsfers de nithégeno. Ta mezcla se~agit6

durgnte una hora més a .0 °¢, Se agrero gota & gota du ante

un periode de 15 minutos, una soluecidn de 6,23 ml.'\051 mo-
1esi de yoduro de metilo en 15 ml de tetrahidrofur@@éé Ta
mezcla se mantuvo durante 2 horas y ge égregé,-gota a;goﬁa,
una Tezcla de 10 ml de &cido acético y 10 ml de tetrahidroQ
furano, seguidos por 20 ml de ebanol. Ila mezcla e vertlo,
después, sobre 400 ml de hlelo. El pH de la fage HGUOQQ Te=
sultente se elevd entonces a 12-15, por adieidn de h1drox1~
do de sodio 2N, La mezcla acuosa se extrajo dog vecesioon
éter, y después se sciduld a un pH de 3,0 por adicidn de
éoido citrico sélido. La mezcle acuoss se extrajo después
tres veces con 200 ml. de étgr, Tios ex ractos etéreos se

combinaron, se eytrajeron con agua,'se necaron sobre sulfa»

El jarabe se disolvid cu 50 ml. de éter y se agregaron 6,44
ml (0,05 meles) de d{+)¢ —mefnlbencl*ar ina, La solucidn re-
gultanbte se diluyd con %50 ml de hexano ¥ se rascé. EL pro=~

ducto se recozid per filtrecién pars dar 15,83 g. (794 del

T T RN B et SEE R PIR L A T Rt
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. teér;co) dPl compuesto del LLtulco Ta recristesiizacidn on

&ber 'y éter’de'petréleo dando 2,12 g. (76% del tebrico) del

) CHCl

. Ané;isis, caleulado para CygH ¥ -0 (?78 )9),
o8 o

=0

— £ -~

acetiato de evilo, did 13,70 g. (683 dsl i?:[e;orioo) del come-
puesto del titulo, p.fo 156-139°c [e 7 ﬁ' w28,2% (C = 3
BtOH). . . |
Anélisis, caleulado para 023 30800 {800,50):
© ¢, 68,97; H, 8,05; N, 6,9,

Encontrado: G, 68,753 Hy 75 el; N, 6,74, A

- G. ¥ % ~f-butiloxicerbonileN © ~netil-Ir fenllu]dnil~

hiamida.

Y
-

Se disolvid H“’~t~butiloxicarbonil-N —metll~L“

Lenllalanlna (4, O g; 0,01 moles; preparada por acldulacxon

«««««

A sal d/+)~ -metilbencilamina y exbtraceitn con &% 31,

ml de X Nndlmetllformamlda (DMF). La mezcla 3e enfrlo
°C., y se agregaron 1,56 ml. (O, 01? ‘moles) de clovofor-
miato de isobutilo, seguidos por 1,32 ml. (0,012 molés) de
N~met'1morfollna. La mezcla de reaccidn se ag’té-duraﬁte 10
mlnutps a »15 C., y se burbujed amoniaco anhldro a la flezcla
de reaccidn durante 1,5 horas.. La mezela resuluante se agitd
durah%é ﬁna hora a —1590., y la mezela se vertid después en
un recipiente que contenia 200 ml de hielo. La solucién
acuésa se éxtrajo con acetato de etilo; La capa orghnica se
separé y se 1avé sucesivamente con 4cide citrico 1 5 N, agua
blcarbonato de sodlo IN, y agua. La solucidn de acetato de
etllo se secd deéspués sobre sulfato de magne81o y se evapord

a vacio para dar,un Jjarabe que eristalizé en una mezcla de

combuesto del titulo, P f. 91-92°C. Zb&/”swlll Po (C 0,5 4

3)e

C, 64,73 1, 7,97, W, 10,06

Encontrado:. - .. C, 64,95; H, 7,31; ¥, 9,79,
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| Ho B -ti-butiloxicarbonil-O-bencil-L~tirosil-D~

'lal 1055 en cloroformo. El producto se aisld de conformidad

alenil-glicil-N® -metil-I-fenilalanil amida.

£ 20 ml de &cido acético glacisl recientemenbe pre-
paradn que contenia deido elorhidrico anhidro (lN) y 2 ml,
de anlsol, se agregeron 1,95 g. (0,007 moles) de N@-t-butil
oxicarb0ﬂ11~E“:~metil—L—fen{lalanilaﬁida. La'mezcla resul-
tonbte se agitd a temperatura smbiente durante 30 mﬁgﬁﬁos.
La mezcla se vertid después en éter, y cl prec1p1tado resul-
tonte se recogid y se secd (1,5 g. ). Se disolvid dééﬂues la
sal clorhidrato en 30 nl de dimebilformamida. La s;qulon se
enfrid a 0 C., ¥y se agregaron’l,4 ml (0,007 moles) de dici-
clohexilaming, La mezcla se agitd durante unos cuantos minu-
tos, y se¢ agregaron 3,5 g. (0,007 moles) de N“~t-butiloxlca
bonil~0—bencil~L-tirosil-D-alanilnglicina, 950 mg. (0,007
moles) de HBT, y 1,4 g (0,007 moles) de.DCC. La méé@ié de
reaccion gse agitd enbonces a Q°G. du:anfe 2 horas, y después
a 4°C, durante 24 horas. La mezcla se enfrié a 0°C y se fil-
tré. El filtrado se concentré @ vacio para dar un aceite,
el cual se redisolvid en acetato de etilo. La solu01on de
acetato de ebtilo se extrajo spceg;vamente con bicarbonato de
sodio IN, sgua, &cido citrico 0,75 N frio y agua. La fase
orgfnica sec secd sobre sulfato de magnesio y se concentrd a
vacio, para dar un aceite. El aceite se cromatografié sobre
columna de 40 em. x 3 cm. de gel de silice de Grace y Daviso
Grado 62, en cloroformo. El prodgcto se eluyd utilizéndo un

gradiente en etapas de cloroformo a una mezcla de mebtanol

con el perfil de la caps fina de las fracciones recogidas

| [®7 5" 9,2 (C = 0,5, MeOH),

para dar 3,55 g. (77% del bebrico) del compuesto del titulo.

]

[

e




10

‘16

© 20

25

'62. El producto se eluyd utilizando un gradlente en etapas

| = 0,5, MeOH).'

' PR . . o} . N )
‘10,5 ml de anisol. La mezcla se agité a 0°C. durante %0 mi- -

b A 5013 ¢ B 100,

- 285

Anallsmg,'calculaQO'para C§6H45H507 (659,8):
. 0,.65,5%; H, 6,57; W, 10,6k«
Encontrado: - G. 65,46 1, 6158; N; 10,35.

I, N“z-t—butﬁio xicarbonil-I~tirosil-pN-alanil-giicil
K% ~metil-I~fenilalanilamida.

EL prbducto de la parte H (3,2 g; 0,0485 mg}gﬁ) 5€

disoiﬁié'en 60 ml de etanol ¥y se agregaron l,) e d@ galadlo

sobre carbdn al 5% a 1a mezcla, COWO UnA suspens 16n éa agus,

qe bupbuaeo nitrdgeno a la mez»la de reaccidn a tr&vﬁﬂ.de un

-~
S

tubo dé dlsper31on de gas, durante sproximadamente 5 minutos)
seguldo por gas hidrégeno durante 6 horas, La mezcla de reack
clon se inundd desnues con nwuroweno ¥y el catallzaasf de pa-
ladlo.se separo medlante filtracidn., la mezcla se cdncentro
a vgcio para dar un jarabe. E1 jarabe se disolvié en cloro-
fornO?y se adsorblé en una columna cromatogréflca de 40 cm.

x 3 cm., que contenma gel de c‘:f.l:.ce de Grace v Davison Grado

de cldroformo a metanol al 10% en cloroformo v se aislé de
conformldad con el perfil de la capa flna de las fra001ones

recogmdas para dar 2,0 g. (74% del teorlco) [f&_7 25 -9 9
Anéllsls de amlnoécldos, Encontrado: Gli, 1,01;

o Je Sal acetato de Lwtlro011~D~a1anllwgchll~h -
nebtil-I=~fenilalanilamida. -
7 ge disolvid el producto de la parte I (1,6 g;

0,00281 moles) en 10 ml de cido trifluoracético’ que contieny

nutos. La mezcla se vertié después en éter y cl precipitado

resultante se recogib y se secd (1,1 g.). Fl sélido se disolf
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vib después en 8ter y el precipitado resultante se recogid
v se cecd (1,1 gu). Eltsélido se disolvid en suficiente 50~
lueidn tampdu acuose (1% de piridina y 0,05% de &cido acébti~
¢co) heasta 15 ml, 'y la solucién se aplicd a una columna de
2,5 en x 69 em. de DEAE~Sephadex A 25-(acetato)'que se habia

equllibrado con el mismo tampbn. E1 eluato se revigd a 280
nit vy lag frocciones -apropisdas se combinaron y se Liofili-
zaroun, La reliofilizocidén de 8cido acético al lO%,lﬁégdida
por liofilizacion de una mezcla de 75 25 de agua y . a“atonl—
brilo, dib 0,84 g del compuesbo del titulo. /3 7 25, “a7,8°
(¢ = 1, I¥ HOL),

An8lisgig de aminofcido, enconﬁrado: Tir, d;gé; Ala
1,035 614, 1,005 Nz, 1,05, o e

Ejemplo 2 o

Preparacidn de la sal acebatbo de.L—tiro§i1—D—alaniiééiicil-
I~® -metilfenilalanilamida, 5 A

A. Sal tosilato del éster bencilico de ®-% -metil-
fenilulanina, '\",i o o

A 100 ml de benceno, se agregaron 3,0 g. (0,0168
moles) de I~% ~metilfenilalanina. A la suspensidn resultante
ge agregaron después B,S‘g. (1,1 equi%alente) de hidrato de
écido p-toluensulfénico y 10 ﬁl de alcohol bencilico. ILa
mezela ce puso a reflujo en presencia de una trampa de. agua
de Dean-Stark durante cuatro dias. La mezcla se enfrié des-
pués a femperatura ambiente y se agregd para previpitar la
sal tosilato, E1 pre01p1tado resultante se recogld y se secd
para dar 7,0 g. (95%) del compuesto del titulo, p.f. 129-
131° /&7 22 ~10,7 (G=0,5, MeOH 1y,

AnéJLbl 5y Calculado para CpyHonlNOCS (441,5):

N, 3,17.

T v e Ve & b
I TATl SR B R TV Iy 2467
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Bs Ester benc11100 de, e -u~butliot" axoonl&wﬂubcn

cml~L~b1“051l~Dualan1l~g11c11~Lw mmetilfeqilalanina,'

" A.80.ml de AMF se agregaron 5,74 G, (0,017 mm o*eq)
de] producto dﬁ la Par L, T3 mezela resulliante se chfrmo
a 0.,duranue 5 minutos y se egregaron 6,5 g (13 mmoles) de
W“~t-butllox1carbon11~9-ben01l~L-UJrosmluD-afanll»glanv
(preparada como en el ejemplo 1), 1,8 g. (13 rmo]efl de HBT
y 2 7 g (13 mmoles) de DCC. La mezela se agitd a O Cc dus-

‘rante dqg horas vy después a temperatura ambien*e durajte 24

horas, La mezcls se enfrib después 2 0 ¢ vy y el precxplhadq

resultado se separd por filbtracién, Bl filtrado se evapord a
vacilo. EL residuo resultante sec disolvié eu acetato de ebtilo

v 13| solucidn de acetato de etilo se extrajo sucesivamenbe

con icarbdnéto de sodio 1N, egua, &cido. cibrico 0,75% y

agual} La fase orghnica se secd después sobre sulfato Je

F

magnésio' ¥ se evapord a vacio para dar un zceite. El zceite

se cfistalizé en éter y se recristalizé en une mezcla. de

' acetato de etilo v éter para dar 7,0 g (72% del compussto de
e tltulo [,x;7 +7,9° (¢ =0 .5, MeOH). '
20 . L

Anall§1s calculado para 043H50N408 (750, 86)
C, 68,78; H, 6,71; N, 7,46,
Encontrado' |Gy 68,755 H, 6,465 N, 7,21

.,x\ Co Sal diciclohexilamina de N% ~t-butiloxicarbonil-

:L-tlro511—D-alan11~gllcll-L»¢ -metllfenllalanina.

A 50 ml de etanol, se agreoaron 4,0 g. (0,0053 mo-

les) del producto de la parte B. Se agregd cnnonce una sus~|

pen51on de 2, 0 g. de paladio sobre cargdn al %. en DMF. Se

.burbuaeé nltrégeno a la mezcla a través de un tubo de dis=-
, pers n.ue gas aurante 5 mlnubou, geguldo'por gag hidrdgeno

"'durante 4 horas. Ta mezcla se inundd después con nitrdzeno

T

=

dyoe
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v el eatulizador de paladio se gepard por filtracidn. El fil
trade se concentrd 2 vacio para.ddr un jarabe. EL jarabe en
clorgforne so eplicd 3 una colﬁmna de 10. cm x 2 om. que con~
tenia pel de silics de Grace y Davison Grado 62. Le columna
se eluyd con un gradiente en etapas>de cioroformo cloro-~
formo-mctenel (9,5:0,5). Se cambinaron las fracciones mayo-
reg y el disolvente se evaporé Tl aceite resultante 09 di~
solvid en acetato de etilo y se agregd 1 ml de dlclclohex11~
amina. El precipitado resul“aute ge recogib y se seco para
dar 2,6 g. (65%) del compuesto del titulo, p.f. l4:~l#6°0
L& 2 5t 46,3% (¢ = 0,5, MeUH).

n, n% -t—buti1oxicarboni1-L-tirosil~n-a1an111g11cil

-
> L,
Ce

I=o —metllfenilalunllamlda.-

Se neutralizé el producto de la Parte C (2,0 g;
0,0027 moles) con una mezcla Ge acetato de etilo y écldo
eitrico 0,75 N. La capa orgénxca resultante se separé, se
extrado con ague, se seco sobre sulfato de magnesmo y se
evapord a vacio para dar un apelte (1,5 g). El &cido libre
resultante se disolvid en 30 ml de. DMF y 1la solucidn se en-
frié a 0°C. en una botella a ?resién. Se agrégé DCC (560 mg;
0,0027 moleg) v la mezcla se ;gité dﬁrante 4 horas a 0°C.,
y después durante 3 horas a temperatura ambiente, Ia boﬁella
se enfrid entonces a -78% y se agregaron 30 ml de amoniaco
anhidro, La botella se selld nuevamente y la mezcla se dejd
agitando a temperatura ambiente durénté 4.8 horas. La mezcla
se enfridé a ~78°C, la botella se abrid y se dejé evaporar
el amoniaco a tewperstura amblente. El dlsolvente se evaporé

después a vacio, El residuo resultante se disolvid en aceta~

to de etilo y la solucxon de acetato de etllo qe extrajo prit+

mero con dcido eltrico 0,75 N y después con agua, La solu-

5
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21005 Tlr, ,99, NH;, 1,12.

5

SR

01on se seco qobre oUlf to de mognesio ¥y el digolvente o

evaporo a vacio. EL resxauo se dis 01V10 en clorvoformo ¥ oo

upllco a una columa de 3 cm por 45 om de gel de silice de-
Groce and Davison Grado 62, La colamna g6 eluyd con un gro-
dienﬁe“cn etapaﬂ quﬁ comprendia cloraformo- cloroforno:metas

nol’ (0 1) Las fracciones se combinaron en base al perfil

THAN

{de la cromatografla en capa flna, para dar, después de la

4

-u\""\

evaporacwon del disolvente 1,1 g, (72%) del compuesto del

o
3

twuo[&75 ~26° (C = 0,4 TeOH). BN

%1 Anallsls de aminodcidos lincontrado: Gli, O ';99; Ala,

B
Nty

S
ax

-

E. Sal de acetato de L—tlrogll—D—alan11~G11011—L—

EY

-metll—fenllalanllamlda.

‘,\ P 20 ml ‘de una mezcla de &cido clorhidrico ga 50

3

1N entécldo acético glacial que contenla 0,3 ml de- anluol,

se agregaron 900 mg. (0,0016 moles) del producto de la Parte
o, Lagmezcla se agitb a temperatura amblente aurante 30 mi- |
| nutoséy»después se vertidé en éter. El préoipitado resulban-
"te-seiecogié y se secd (720 mg). El sblido se disolvid en

suficiente solucién tampén acuosa (1% de piridina y 0,05% -

de &cido adético) para lograr un volGmen de 5 ml y la solu-

01on se apllco a una columa de 2,5 cm x 99 ém de DEAE-~Sephayj

dex A—25 (acetato) previamente equilibrada con el mismo tam-|

pon. Se revisd el eluato ‘8 280 nm y las fracciones apropia~
das se combinaron y se liofilizaron. La re-liofilizacién de
écidoﬂacéticq'al 10%, seguida por la 1iofilizaci6u de una .
mezcia:ﬂé 75:25 de. agua y acetonitrilo dié 400 mé del com~
puesto del titulo 17;7'25 + 25,9° (¢ = 0,5 HCL IN).
clsslis0y  (529360):

C, 58,97 H, 6,66; N, 13,22; 0, 21,15

AnéllSls, calculado para C

~ -

) tnadae o . v A SR b i
- Encontrzdo: C, 56,02; ¥, £,35; I, 12,693 0, 21,45,
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Anélisis de muincdcidos, DBncontrade: Tie, 0,863
Aa, 1,01; Gii, L,00; Nig, 1,03

jemple 3

i Preparacion dn 12 sal ocetato de L“tir°311~D~alanilvglici1~

N ® —p-propil-I~fonilalanilamida,

A= N* ~b-butiloxi carboni =N mnpropi 1-Imgehile
alanina, ; S

A 70 ml de tctrahldrofurano se agrepgaron 1n 6 ¢
(0,04 moles) de N® ~t»butxloxmcarbonll—LufcullalaUﬁqg, Lo
mezcla resultante se agrepsd gota s gota, durante un p;rioﬁo
de 30 minubtog, a una suspensién'mecénicamente ayitada,de
0,12 moles de hidruro de potaslo dn 220 ml de tetrpbluroiu—
reno y 0,5 g. de eter—6—corona [TiB / a0 b, en atmé fera de
nitrdgenv. La mezcla se aglté durante 10 mlnutos mae 2 0%¢.
Se agregd una solucidn de 23, 5 nl (0,24 molee) de I*JodoprO*
pano en 40 ml de tetrahldrofu;ano. La mezcla se mantuvo du- |
rante 2,5 horas a OOC Y se agﬁegaron, gota a gota, a la mez+
¢cla otros 6,5 ml (0,12 moles)ide l-yodoprbpano} La mezcla se
agitd dos horas mls a 0° C.,_ée agrepgaron 10 ml de &cido
acético glacial y la mezcla s? agitb duranté 10 minubtos. La
nezcla se vertid después en hielo triturado, el pH de 1a
fage acuosa resultante se elevb enbonces a 8,0 con hidréxido
de ;odio 2N..La mezcla acuosa se extrajo con éter y despuds
se aciduld a un pH de 2,5 mediante la adicidn de &cido- clor-

hidrico 2§ frio. Ia mezcla acuosa se extrsjo después con

acetato de etilo. El extracto de acetato de etilo se extrajo

una vez con agua, s¢ secd sobre NgSO4 y se evapord a vacio

para dar un jarabe. Tl jarabe se disolvibé en 200 ml de éter
y se agregaron 8 ml (0,04 moles) de DCHA, El precipitado ce

£filtré y el filtrado se extrajo une vez con dcido citrico




10

15

20

.28

& Davison Grado 62, en cloroformo, El productc se eluy’ ubi~

'formldud con el perfll en caps fina de las fraccione é TECO-

tenfa 200 ml de hielo. La solucidn acvosa se exfrajo con

’ l 5N y agua. La capa ebérea re secd (sobre FuZ0,) ¥ sé eva-~

poré a vacio para dar un #ceite, Fl aceile se crometosrefid

_sdbre una.colume de 40 cou X G ele Ge gel de cilice de Grace|

11zando un gradlmnte on otapss de c!eroforr" 2 una mey ola
de mev anol al 5% en cloroformc. EL producto se sisld, de con-

~

A -

gldas para dar 3,6 g. (31% del tedrico). del cgmpueeuo del

t;Li;ulo_ ﬁc]ng 153,3.(0 =1, ueom Rpm-.é‘ (mc,a II) 20 A7
,V(Me50~) = 1,50, '

- Anélisis, Calculado para Cl7H25N04 (307 ¥ ;
» o C, 66,43; H, 8,205 N, 4,56 (S
bnconurad0° ¢, GG, lGF H, 7 Gé; H, 4,45, "o
B. N“ -t—butllox1carbon11~ﬂ -n~propil-L-feﬁilala—
nllamlda.r ' - )
. Se dlsuelve la § utibuﬁilaticarhonilmﬁ— «nwpropll
L—fenllalanlna (prcparada en la parte A) en M H~dimetilfor-
mamide (DMP). Ta mezcla se enﬂrlo -15° v se sgregd un equiva
léute de cloroformiatO'de1iso£utilo, seguldo pér un equivale
te de N-mebilmorfolina. La mescla se egitd durante 10 minu-

tosVa -15°C y se burbujed amoniaco anhidro a la mezcla du-

rante 30 minutos. La mezcla resultante se agitd durante una

’ N ) ) N o &
hora a —15°V.‘y se vertid después en un recipiente que con=

acetabo de ‘etilo. La capa orgfnica se separb y se lavd su-
cqsiVamenté con &cido citiico 1,5 K, agua, bicarbonato de
sodio 1Ny agua,'La solucién de scebato de ebilo se secd
despues (uobre Ngu04) v 8e vaporo a vaclo pava producir el
compuesto del titulo.

C..N % _t-butiloxicsrbonil-L~{iresil=L- n14n11~ -

PO

2B B

')

[}

OR

QUALITY
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eilel " wn-propll 1-ie~-fenilalanitamida,

et

. Sl A ) : : . 1.
A o0 ni de acido scetico glacial rcecientemente pre-
' parade que confenin ficido clorhidrico anbidro (1N) y 2 ml.

do sninsl. an Sooogd un eau1le°nte de N% ~t-butiloxicarbo-

nil~N05wrmﬂyguj1wL»£éuilalanilamida.'La mczcla resultante
se egitd o heopovratura sublente durante 30 minutosi iz mez-

cla se verlid denpubs en oter y el precipitedo resyltdnte
co recopid 7 oee nocd. Le sal clorhlarato se dlsolvmc-después
en 30 mi de DHF. Ta solucl ién se enfrié a 0°C y se agé’, un
10 equivalente de diciclohp 11am1na. La mezela se aglto durantd
unos cuontos minukos y se agqggaron un equivalente, de K% -t~

"

| bubiloxicay 1or*J~0~bcnc11—L~t1r0511-D-alanil«“11c1aa (prepa~

rada coms en el ¢jemplo 1u),.nn equlvalente de HBT@X un equil
valedte de DCC. Ie wezcla de reacclon se agitd a O?Q.:duran—
18 te 2 horas y despuls a 4°C. durante 24 horas. Ia mezcla se
enfrid a o°c,, ¥ oo filtré. El filtredo se concentrd a vacid
_para.dar un accite que se redisolvié en acetiato de etilo.
Ta solucidn de acebato de etilo se extrajo sucesivamente
con blcgrbonato de sodio 1N, aguam &cido cltrlco 0,75N,

20 | srio y agua. Lo lase organlca se secd sobre sulfato de nag-
nesio y se coucentrd a vacio para darun aceite, El acelte
sé croma%ografié gobre una columna de 40 em x 3 cm de Grace
& Dav1qon Grado 62, en cloroformo.‘El producto se eluyd ubi-
11zanao un gradiente en etapas de cloroformo, a una meacla de
28 netanol sl 10% en cloroformo. El producto se aislé de con-

formidad con el perfil de la capa flna de lag fracciones re-

cogidas pova dasx i ~t-but110x1carbon11—0—bencil~L—t1ro sil-

D~alanil-glicd l=N% «propil~L=fenilalanilamida,

L1 precducto del plrrafo anterior se disolvid en
i ) :

30

{
\
|
Vo
!
i
i
!

60 ml de ctanol y se agregaron 1,5 g. de psladio sobre

Lttt o st i g 5 4 4 e ——
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carbdén 3175% a‘ié mezcla, como una suspensibn en ague. Se
bﬁrbujeérnitrééeno a la mezcla de reaccidn & Sravés de un -
tubo dé diSpersién de gas dursunte aproximadamenbe 5 minutos,
segﬁiab por'gas hidrégeno durante 6 horas. La mezcla de reac
cidn se inundé'después con nitrdégeno y se sepsrd el cetali-
zador de paladlo mediante filtracidén. La mezcla semgéﬁuentxé
a va01o ‘para dar tn ‘jarabe. El garabe se disolvid en “¢cloro-

“© .-

formo y se adsorblo en una &olumma cromatogrdflca de 40 cm x

- _;‘

3 cm.; gue contenia gel de silice de Grace & Davison Crado
62. Ef‘producﬁo se eluyd utilizando un gradiente en etapas
de cldioformc a ﬁetano@ al 10% en cloroférmo ¥y se aisié de
conformldad con el perf11 de la capa fina de las frqcolones
recogldas para produclr el compuesto del tltulo.L@J7 25
-3k, 8° (¢ = 0,5, MeOH),
R ,Anallsls, Calculado para CpqH,;N:0, (597,7):

t ¢, 62,29; H, 7,25; N, 11,72,

Tncontrades  C, 62,13; H, 6,24; N, 11,70,

* D, Sal acetato de L-tirosil-D-slanil-glicil-N< -n-
prbpiwanfenilalanilamida. |

El producto de la Parte C (800 mgy 1,34 mmoles) se

disolvié en 10 ml de &cido trifluoracético que contenia 0,5

|ml de aniscl. La mezcla se agité a G°C durante 30 minutos.

Ia mezcla de reacciln se liofilizd. El sbélido se disolvid |

"en suficiente solucién tampdn acuosa (1% de piridina y 0,055

|de Acido acético) hasta 10 ml., J la solucidn se aplicd a

una columna de 2,5 cm x 99 cm. de DEAE~Sephadex A-25 (aceta-
LO) que se-habia equlllbrado con el mismo tdmpon. El cluato
ue revisd a 280 um y se combinaron y liofiligzaron las frac~

ciones epropiadag, Ta re-liofilizacidn del acido acetmco 1M

dié 655 mg. del compuesto del titulo [5£7 %5 ~ll,0° C = C,5
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el 1 m).

sndlisis, calculado para 028H§9N507 (557,6):
¢, 60,3513 H, 7,055 N, 12,56

Encontrado: G, 60,2%; H, 6,98; N, 12,49.

inflisis de aminodcidos,.

Enconctrado: Tir,0,99; Ala, 1,00; Gli, 10175
My, 0,96 L
LEJEMPTO 4.

. day,

DPreparacion de la sal acetado de Le~tirosil-D=alanil

~Glicil-F* -E{il-I~Fenil-Alonilewida.

A, W% ~butiloxicarbonil-N¥ —etil-I~TPenilalsnina,

A 70 ml, de tetrahidrofurano se agreéaron;@QQG g
(0,04 moles) de N® ~butiloxicarbonil-L-fenilalanina. La mez
cla‘resultante se agregd gota a gobta, durente un pepipdo de
70 minutos, & una suspensiép necénicamente agitadaiéé 6,12
moles. de hidruro de potasio en 220 ml.'ﬁe tetrahidrofurano
¥ 0,5.8. do-6ter 6-corona~/187 a 02 C. en atmbsfera de nitr8
geno,: La mezcla se agitd &ura?te 10 minufos més a 02 C, Se
agregb pota a gota, durante un perfodo de 20 minutos, una
solucidén de 19,4'm1. (0,24 moles) de yoduro de etilo en 40
ml. de tebrahidrofurano. La mezcla se mantuvo durante 4 horap
a 02 G, Se agregaron otros 19,4 ml. (0,24 moles) de yoduro '
de étilo, ¢n dos porciones iguéles,a la mezcla. La mezcla se
agité durante dos horas mls a 02 C. y después se agregaron
10 ml, de 4cido acético glacial. Despubs de agitar la mezcla
durante 10 minutos, se vertié 400 nl. de. hielo trituradog El
pII de la fase acﬁésa~resultante se elevé a un valor de 8,0
por adicidn de hidrdxido de.sodio 2 N. La mezcle acuosa s¢ -
extrajo dos wveces con éter, ¥y Qespuéé se aciduld a’un pH de

2,5 por adicibén de Acido clorhidrico 2 H. La mezela acuosna

|

-~

e
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, aguu, se secd (sob G L.gSD.) ¥y s¢ evapord a vacio para dar um

Isecd Cscbré Mgho, ) ¥ se evapord a vacio pa ara dar ,é‘ [3 (39

1de.,

filtrddo se concentré a vacio para dar un aceite que se redi

: 'La i‘aso orgum.ca se secd (sobre I‘Ig O,+) ¥ se concentrd para

'onD ~101,512 (C = 1, MeOH)

[4
2

se e}:'brajo con, Pcetato de ebilon. Bl extracto sz lowd con

Jarabe., EL- aarabe se disolvid ea 200 wml. de &ter y 8 =,
(0,04 moles) de DCHA. El precipitado s filtrd ¥ ol £illrado

se extrajo con écido citrico 1,5 Wy agua. TLa capa ctérez se

Fo del : ueémco) del compuesto del ulhmo. Pf“ﬁIX (J.mu.lo ) =
7,29 (e oo&-) 1,4 A

B W% ~t-butiloxicarbonil- ~otil-T-fenililenilant
W Se d;Lsol'va.o N% —b—buu.Llo.«::s carbonil-it ~ebiL- L-teml
alani‘n‘a(lk 3 gy 0,0146 moles; pre parada en la parte A) en 60
ml. ' de N, N—-dmetn.lfo::mmda (DMP), La mezcla se eniﬁ‘ri:é a
00 O. y se agregaron 3,0 g. (0,0146 moles) de H, ].\,T">-Eﬁ-'gicl.9_
hexilé¢arbodiimida (DCC). La mezcla de reacclén se agi'bé du-
rante }‘doé hdras’ ‘a 02 C, y después 72 horas a I‘;eﬁpera'bura am-

bienté. Ia mezcla se enfrid después a 02 C, y se filtrd. E];

solvid en ace'!;ato de etilo, I solucién se extrajo con bicar

conato de sodio 1 N., agua, &cido c:.trn.co 1,5 8, frio y ugua.
da.’r'\J,()_; g. (9L % del tebrico) del compuesto del titulo,

. Anfli »ZLS, calculado para Gy H, er O -(292,4):
) O, 65,733 H 8,273 W, 9a)8
' Encontrado: G,66,03; H, 8,133 H, 9,85.
0. Sal clorhidreato de I ~ctil-I~fenilalonilamida.
Se disolvié WX ~b-butiloxicarbonil-ITN —etil-T-fenii-
alan:Ll amida (.,:,5 g. 11,95 moles preporada en la p‘rar‘:;e B),

en 40 ml. de &cido wccético glacial reciontomente proeprrdd
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que contenia 4cido clorhidrico anhidré (LN¥)yLl,5 wl. de
anisol y 1,5 ml. de (Czﬂs)BSiH' Ta mezcla resulfante sc agl-
6 o feaperatura ombiente durante 3C minutos, Ia mezela se
vertid después sobre éter y ol precipitado resulbonte -se re-
copio y.sn secd pare dar 2,6 g. (96 % del tebrico) del com~
puesto del titulo. e
p.f. 276-2772 C.
tndlisis, caleulado para Oyl oH,001 (92'7,7)
C, 58,025 H, 7,08; N, 12,30~ i
Fnconctrado: C, 57,97;.H, 7,26; N, 12,54,

D. N* -t-butiloxicarbonil-I~tirosil-D,alaoti-glicily

PR
“‘JI\.

B ~ptil-I~fenilalenilanida. - RS
\ A 50 ml. de DMF se agregeron 1,14 g. (0,005 moles)
de 13 sal clorhidrato de N% -etil-I-fenilalanilamiia fprepa
rada]en la Parte ). La mezcla se enfri§:a 02 C y despnés

se agfegaron 2,95 g. (0,002 moled de la sal DCHA de N s -t~ .
1 . L.

butiloxicarbonil-L~tirosil-D-alanilglicina, Ia mezcla sc agl
t6.a 02 C. durente 5 minutos y después se agregaron 675 mg.

(0,005 moles) o HBT y 1,03 g. (0,005 moles) de DCC. Ta neg
cla de reaccién se agité a 02 C. durante 6 »5 horas y después
a temperatura ambiente durante 20 horas. La mezcla se enfrid
a 02 C. y se filtrb. El filtrado se_concentré a vac;o para

dar'ﬁn aceite que se redivoivién en acetato de etilo, se ex

trajo con bicarbonato de ’ Ole 1 N, aCldO citrico 1 5 N frio
y agua. La fase orginica se secb (sobre Mgu ) ¥ se concentrd
a vaclio para dar wn aceite. Bl aceite se cromatografié sobre
una columma de 40 cm x 32cm. de gel de silice‘de Grace y Do~
vison Grado 62 en cloroformo. EL producto se elujévutilizan—

do un gradiente en etapas de cloroformo a una mezcla mebal

lal 15 ¢ en cloroformo. EL producto we aisldé de confornidnd,

jeon el perfil de la crpa fina de las fraccionss Ieconiiiis
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' 00 C. duraate 30 minutos. Ia mezcla de vertid ao&pvgs en étet

| oy el‘preclpltado resultante se recogid y se sech (GLO e )e

" 15_ 'la 50 uclén se apllcé a wna columna de 2 35 em x 90 em., de
'el mleo tompén. EL eluato fue revisado a 280 nm. y las frac

clones,apropladas se comblnarop-y se liofilizaron. El sélido

. ée'di901ﬁ16;én &cido acético.0,2 molar (10 ml.) y la solu-

 laas sé.combinaron y se liofilizaron para der 448 mg. (18 %
© jdel tebrico) gel compuesto ael titulo. '

25
‘[o(]D V-lO 69 (C= 0,5, HGL' 1 I ).

e

pava dar 1 13 g. (39 % del Loérlco) del compusrho del $itulol
&]D 21,02 (G = 0,5, HoOH).
,gndllulg, calculodo para GBOHﬁlRSO7 {583,7):.
' 0, 61,735 H,.7,08; M, 12,00
B "Encon-trado- ¢, 60 ,J5; H, 7,263 Iq, 11,25,
etll—waenllalanllamlda.' )
Se dlsolv1o el producio de la Parte D (1 g. ;},71

moles), en 20 ml. de acldo trifluorcacético que conuehia 3

ml. de anlsol,-y 3 ml. de (Céﬂﬁ),ulﬂ. La mezcla ge aglbé a.

Bl s'lldo se dlsolv16 en suficiente solucibn tgrgén.acuoua

(l %

de plrldlna y'O 05 % de &cido acético) hasba Iofﬁl. ¥
\

DEAE— ephadeh A-25 (acetato) gue se¢ habio equilibrado con

cidn se cromatograf;o sobre una columna 2,5 em, % 99 cn. de'
Sephadex G-lO, que se habia eoulllbrado con el mismo disol-

vente. El eluato se revisé a 280 nm y laz fracciones apropia

Anallsls, calcualao para C 7J"71 (543,6)
¢, 59,65; H, 6,86; I, l¢q88
| Encontirado: C, 59,4L; H, 7,263 N, 13,18.
'"jAnullslo do” aminoscidos, |

Enconprhdo. Tir, 1,03; Zla, 0,099; @i, 0,07;
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Hﬁa, 0,93, o

Los corpusstos de la férmula (I), son ftiles como
analgéeicos. Ia acbividad analgésica de los compuestos de la
Formula ¥ ze demuestra mediante la prueba de el raidén on la
placa calienbte. En esta prueba, 50'coloca'un ratén en;el in-
terior de un cilindro de acriiico eracto, que compfgﬁﬁe, co-
mo base, una superficic de plata calicnte que se mdﬁﬁiene a
25 ¢ C, In esta prucba, se le propérciona~al raténﬁ'ﬁkdiante
inchéién subcubinea, una cantidad predeterminada &@ifcompuqﬁ-
to de prucba disuclto o suspendido en un vehiculo adecuado.
Sc deja transcurrir un periodo predetermlnado deupueb de la
admlniutra016n del compuesto de prueba, y se colooa ci ratdn
e la superflcle de la placa callente. Se rcgmutran cntonoeu
Los eutudos latentes, en segundos hasta la aparIClﬁﬁ_dQ ca~
da unn de dds fendmenos separados; En primer lugar se mide
el esbado de latencia hasta que el ratén lame su pata tra§e~
ra ¥y, en secgundo lugar, el estado de latencia hasta que ra-
t6n éalta de la superficie de}la placa baliente. Un agente
que eixhibe actividad analgésica produce un incremento en es-
tos estados de latencia sobre los ratgnes'de;pontrol que re;
ciben inyecciones Unicamente del wvehiculo., Isto debe ocurrir
on una escala de dogis que no produzca una 1ncqpac1ta016n o
una falta de coordlnaclén motora. Las 51gumentes tablas re-
glstran log resultados obtenldos en esta prueba comparando~
los con un control salino. La tabla (X) proporciona un este-
do latente al lamido de la pata trasera y la tabla (II) pro-
porciona cl estado latente al salto de escape, EL criterio
para un efecto analgéalco alternativo es el ngulcnte el eg
tado latente pora el lamido de la paﬁa,tr sera o para cl sal

to de cuscape pare un animel tratodo debs zer ipusl ay 0 ua-
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‘; Agtividad Analglsica
]1 '
B stado Intenka ol inpide de la pata trasecd, sagundog
Com- 'l'j.émpﬁ
5 pues trans-
110}3 CLll‘Z'IJ',"“‘ a B
do,min, bosis, mq/kig. ’
control 0,3 1 3 KRS 30
A 15 26,641,7 - - 33,242,270 114,4424,4% -
15 31,443,1 ~ 33,312,2 48,147,6° - -
10 15 33,442,2 « - - 101,7415,0% -
30 42,042,7 - - - 71,za7,1t -
60  28,2+0,% - - - 46,246.3% -
|90 28,240,9 - - - 32,043,5 -
15 25;041,9 34,0+1,5% - e . -
120 28,0#1,7 = o e Toa 0 30,242,9 -
B 15 29,2#1,7 - -0 1738,742,3%  63,4412,6° -
15 31,4#1,7 - ©34,842,5 40,542,7% - ;
60  29,846,9 - mcalele L 43,446,1 -
T15.25,081,9 31,951,0% - . e L - -
60 30,0426 -~ 0w T oeli T U37,043,80 -
28 90 30,042,6 = e e T 30,143,0 -
120 23,7+l,4 - - - 29,643,6 -
120 28,0+1,7 - - - 25,8t1,6 -
o 15 26,441.6 32,242,3% 32,4424 - . -
| 15 26,Lt1.7 - - 36.242,7° 58,135,1%  -
30 | | = e
) 15 30.242.7 331,042.7 42.243,9° -« -
- Pl 45 250N - - £4.237.%" Tao,0p0t




i
5 i -
! **
webividad Anaiconies
, AEtatac;iD' lat%‘zri;i::.ééxl salto d&_ﬁs_aﬁps SEGUL ndos. -
'.5 camw Piempo . |
pugs transe . . .
toP  earri-~ B . ' e
do,ning o - rmq.)c na/eer., @
_ control 0.3 X 3 w0 30
A 15 48,414,7 - - 133, 1434, 6" 2zz,éi -
| 15 “62,1t,1 - | 126,515,77140,4419,0" - SR
10 ‘115°'tso,2i7,4 - - - 237,342,7° -
- 30 60,246,L - - - 189,2412, 6%
?,“go'i éb,5ié,8 - - - 105;Q£14,2Vn
e0 so,aia,é - . - 119,#59983 -
15 i o is. 73,746,9 ;és,2¢;4,7? - - -
| ‘ 15: ‘63, 749,1 107,048,1 ~ . . .. -
a 120 69, 8+4.,2 - - - 104},7;'57,01 -
B 15; 43 8+5 )5 - :V;' - o 152,4+17,5" 226,247,7% -
P & (62,9410,3 -0 . 112,2421,23 1a4,3413,3t - e
30 {73,a¢14,6 - - 218,316,4 -
:-go '73,éil4,6 Q .- - 69,4416,7 -
15, 63,7491 130,7415,8" - - - -
25 L : 2
.90 59,245,8 - - - §9,447,5% '~
120 79,445,7 - - - 104,145,8°
120 69,814,2 - - - 126,4411,7" -
e 15 '62,717;5 118,9+15,5% 120 es1qyzl. - - -
80 - 1s 75¥6¢5;7 - - 155 011,,,1 ~37,ei?,4l -
13 03;857,7'121,2i15$72 155,3;;:,01 .- FP()()Fl

QUALITY

‘ . . : ’ - . "1. o,
15 79,147,7 ~ - 218,4+16,47 240,0 iﬂ
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Notus al pie: .

2. Lo nlmeros MLn, #pn, 4 ngn qﬁe apareecn soblvoc_.g
criton, indicen que ¢l resultado significa P menor que 0,001
a P menor que 0,06 y a p menor que 0,05, rdspectivamente.

b. Loz designociones se refieren a los sigulentes
compuestos: S »

A, Bl acctato de L-’cirosil—D-alanilmglicii;i-if ~Ie
til-J~fenilalanil amida,

B. Sal acetato de L—'birosil-D;-alanilmglici.f;—-:ﬂ? -
metil-fenilalonilamida. - B

C. 82l ovcetato de L—'bi::'osil-D-alanil»glicil:]y'-;' T~
propil-I~fonilalenilomida. - o

.V
4
2

i\l D. Bal acetoto de L-tirosil-D-alonil-glicil-l’. -

e‘l:illt‘--L-i'enilalanilamida.

l
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. RETVINDICACTCHES

l ~. Ud proceuimnento parala prena zcidn de un

ollgopeptldo de férmula weneru,-

- »._(m_ e €D

S o o  O0R, R e
475 ..

é\\\\ Al I l N
N—Ch-C-—I\TH~CH-C ~NB-CHy=C-N—eC-2 - T

[ I

S sales de adlclon de acldo no toxlcas, farmacuuclcamen

' .'~_ :t ceptables, ‘en donde LyD, cuando son apllcables, def1

a0

- s a 5 atomos de carbono, Toes

{nen la qulralldad Rl ¥y 32 1ndepend1entemente son hxdrogeno
0. alqullo prlmarlo de 1 a 3 atomos de carbono R3 es - alqul

1o prlmanm o secundarlo de 1l a &4 atomos de carbono o.

7,-CHéCH2 -S—CHB, R es hldrogeno o alqullo prlmarlo de la 3

‘atomos de'carbono, R5 es hldrogeno o alqul]o prlmarlo de '

O"'

i . N ~".. - “ -
hldrogeno o acetllo v'Z es ~C~NH2, —GH OH 0 -CN; con la

'11m1tac1on dP que uno de R4 y R5 es alqullo prlmarlo de 1 a

.3 étomos de carbono, Yy el otro es hldropenocuvo procedimict

' to conpzerﬁa sanem a reacciba de seprracica 4o los gripes de blagueo el campeste

;f-correspond;eptemente protegido de-la férmula (I) con un medi

4cido.

" 2.<.Un procedimiento segin lz reivindiecacidn 1,
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? en doidie ol méuto vido es Secido frifluoxoacético, feido
: acético piazinl con ges de HCL, o deido férmico.
| Z.- Un procedimiento segin 1a reivindicacibn 1,
en donds ¥ es hidedgeno. | A
f,- Un pwocedimienﬂo sepun la reivindicaciép 1,
| en donde Ry R., son hi&ré”eﬂo. _
Ge- Ui p.u“ﬂdamnenﬂo segin la reivindicacion 1,
en denge ﬂ5 es wetilo. ; ‘ Jf
6.~ Un pro ccdlwlantﬁ sepin la reivindicadén 1,
+ . ‘4
en donfe R, es alguilo primanio Qe 1 a 3 dtomos dé’qarbono;i
7.~ Un procedimien?o segin ls reivindicacién 6,:
‘en donde R, es motilo. »L, , Ny o :“;c'
8ym. Un plecedlmlento seg 'n'lé rnivindicééién 1,
en donde R5 .ag alqullo prlmar¢o de 1 a 3 dtomos de carbono.
rs
| 9.- Un procedlmlonto segun la relv1ndmcac¢6n 8,
.en donde RS es mctilo. *?'Ag' ' -
10 - Un procedlmleﬁto segun la re3v1nd1cac16n 1,
~en donde 2 es P L { |
’ —-C-—I\F2

1l.~ Un procedimieﬁto ségﬁn la reivindicacién 1,
donde el oligopéphido obtenidé es la sal acotabo de I~tirg
sil=D-plonil-glicil-Ii¥ ~meullnL—fenﬁlalanllam;da, ol compues
$0 " de partida bloqueada es H“--t—bumllox1carbon1l-L—tlrogll-
D~alanll~gllcll~ﬂ“ ~metil-I-fenilalenilanida el medio deido
es &cido trifluoroncético 7y, posteriormente,'se liofiliza en

Acido

scético.
12.~ Un procediniento segin la reivindicacién 1,
donde £l cligopépbido obtenido es la sal acebato de I-tirosi

D-alenil-glicil~ii ¥ ~metil-fenilalanilemida, el compuesto de

naxrtida

.r))

plecucade s jrie

~b-bubiloxicarhonil-I-tiros 1—D—al

QUALITY
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nllwf,llcll-—lz--gn\ -mohlfe:rulalumlamda, el medio ‘L,Ldo es HCL)
en 4cido acético glac::.al, w., poubemomonte, ze ln.o:a;u.:wa en
acido ocetldo. A

i 13- Tn procedimien‘bo,. segin la reivindicaciin 1, [
donde el oligdpép't;ido obtenido es la sal ace"*a‘té de L»’cirosil.-
Du-alan;.l glicil-N™ -n-pmp.Ll——L-J.cmlcd.ﬂml«m:x.ua? 0l compue s-

“-noag

to de parmda bloquead_o es W™ -t-butiloxicarbonil-Twtirasil-

7 Dualanll»gllcll - -n—proplleufenllulan:LlanLLc a, el »"meaio beg

do es HCLl en Acido acético glacial, y, posteriormenté, se 1ig
filiza en 4cido acético.

4  -1l4.- Un procedimiento segin la reivindicacifn 1.,

_ dondc el ollgopep'bldo obtenido es ]a sal de acetato -de TGl

roaz.lm])«alanll-gl:.c.t.l-N”‘ ~etil-I-fonilalenilem aa, el sompues
to de pa:c-tlda bloqueado es N"‘ —-t but:.lomcarboml—l:—-tlroml— .
D~alan11~gllcll~N°‘ -«ebll-L-:enJ.lalanllamlda, el med:.o dcido
es &eido’ trlfluoroacet:.co ¥, postemormen‘ce, se Jiofiliza en
é.cldo acé'l::Lco. _

: ',15 - Se reivindica por ulb:.mo como cbjeto sobre el
1

’ que ha de recaer la Patente Ge Invencidn que se solicita por

UN PROCEDIMIENTO PARA TA PREPARACION DE UN OLIGOPEPTIDO.
'~ Modo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria'descrip'l;iva que consta de cuarenta y ocho

A )

paginas mecanografiadas.

VMadrid, 3 de Octubre de 1.978
’ BERWARDO TIGRI
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