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PATENT
DE
INVENCION

2 favor de LABORATORIO MARTIN CUATRECASAS, S.A., entidad
espaiiola, domiciliada en Barcelona, Calle Vizcaya, 417~
419, por "METODO D& PREPARACION DE UN AMINOACIDO ARALCOEI-
LICO DOTADO DE ACUIVIDAD TERAPEUTICA".

MEMOHIA DuSCRIPTIVA

La presente invencidn se refiere a2 un método
de preparacidn Ge un aminodcido aralcohilico dotado de
actividad terapéutica.

Hasta hace pocos afios no ha sido valorada como
debiera la importancia de las funciones del llawado sis-
tema fibrinolitico, tanto en lo referente a su actividad
fisioldégica normal como en la intervencidn del mismo en

diversas alteraciones patoldsicas, especislmenteilas ca-
p > ] p A}

.racterizadas por su natureleza hemorrigica. Actuslmente,

este complicado y no totalmente esclarecido mecanismo, con-
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trabalance de los procesos de coagnlacidn, es objeto de
xtreordinario interés tanto en el plano experimental co-
mo en el de la préctica clinica y terapéutica, En efecto,
en el primer caso, por ¢jemplo, se han visto claras rela-
clonezs entre las grasas y el colesterol y la actividad
del sistema fibrinolitico, en el sentido de uns inhibicidn
de &éste por el exceso Ce aguellas, con la consigulente re-
percusida en la formszcidn de codgulos y el desarrollo de
1z enfermedad aterosclerdética. En diversos trsbajos, As-
trup establece como origen Ge la aterosclerosis el depd-
sito de fibrina en lz intima de les arterias, favorecido
pox ls riqueza de material tromboplistico en las paredes
de las mismas, junteamente con la pobreza de activadores
del plasmindgeno. Innerfield seflala la gren importancia
que tiene le fibrinolisiz en el desarrollo de la inflama-
¢idén, lo mismo que Ungar y Hayashi en la alergia. £l desa-
rrollo de la membrans hialine podric estar relacionaedo con
una minusvalis del sistema fibrinolitico. Algunas experien-
cias parecen demostrar aue existe uns Cependencia entre
la fibrinolisiz y el crecimiento de c¢élulas neoplésicas .
Todos estos hechos parecen confirmar las palabras de von
Keulla: "No hay dude de cue un préximo futuro proporcionard
més 7 mls resultvados que revelardn el papel decisivo del
sistema enzimditico fibrinolitico en la salud del hombre".
Pero es que, ademds de estos estudios experimentales y teb-
ricos, el conocimiento del sistema fibrinolitico hs propor-
cionzdo ya resultados aplicebles a la clinica, como son la

terapéutica trombolitica y, en un sentido totalmente opues-
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to a ésta, el tratamiento de gran nimero de sindromes he-
morrigicos en los cuales se puede demostrar uns hiperscti-
vidad del mismo.
Entendemos con el nombre de fibrinolisis lz ro-
tura enzimitica de la fibrina en fragmentos, los cuzles
no son capaces posteriormente de formar una red de fibri-
na coherente. ®l fermento que lleva a cabo tal accidn es
la plasmina (también llemads fibrinolisina), substancia
originada por la activacidn mediante diversas kinasas de
un profermento inerte llamado plasmindgeno (o fibrinoli-
gina).
Lg fibrinolisis es un proceso normal que tiene
por objeto mentener a los vasos sanguineos permeables, di-
solviendo constantemente los depdsitos fibrinosos y los
pequefios trombos gue pueden originarse. Bl fallo de 1z fi-
brinolisic es una de las causas mds importantes de lao en-

fermedad trombdtica, y la terapedtica fibrinolitics direc~

~ta 0 por estimuladores de la fibronolisis adquiere cada

dia mayor importancia. Pero si la fibrinolisis insuficien-
te es un factor patogénico en el sentido de la trombosis,
el exceso Ge fibrinolisis también lo es en el sentido de
la produccidén de hemorragias.

La hiperfibrinolisis puede producirse por varias
clrcunstancias y tiene siempre como congecuencia la forma-
cidn de codgulos blandos de redisolucidn rdpida, que pro-
vocan temibles hemorragias. |

Raramente la hiperfibrinoclisis ss debe a un agen-—

te terapéutico y, Unicamente, puede producirla la estreplto-
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quinasa. Ain en este caso, los fendmenos no suelen ser

de intensidad alarmante,

Con mayor frecuencia, la hiperfibrinolisis se
pro¢uce por la invasidn en el torrente sangiiineo de un
activador directo, como la uroguinasa, 0 un,activador in-
directo, como la tromboquinasa. Zsto conduce & una des-—
truceidn masiva del fibrindgeno, dando el cuadro de la
afibrinogenemia, y su consecuencia directa es la hemorra-
gia cataclismica.

Las hemorragias depidas a une fibrinolisis exce-—
sive (disolucidn precoz del cdgulo) no pueden ser comba—
tidas con eficacia ni por la transfusién, ni por los anti-
hemorrézicos clésicos, ni por la misma inyeccidn de fibrina,

Se han ensayado diversos inhibidores de la fibri-
nolisis de origen natural, como el de Kunitz, el de Frey,
etc., pero terapduticamente han resultado poco Utiles y
muy onerosos. Recientemente se he utilizado con profusidn
un aninodeido sintébico, el Zcido epsilon-aminocaproico
(EACA), pero a pesar de ser un potente inhibidor de la fi-
brinolisis, presenta el gran inconveniente de que se elimi~-
na répidamente por la orina, por cuyo motivo para mantener
la concentracidn activa adecuada en todo el cuerpo, han de
adninigtrerse dosiz dierias ¢ue oscilan alrededor de los
30 gramos.

El objeto del presente invento es lgpreparacidn
de un nuevo y potente inhibidor enzimético de la fibrinoli-
siz patoldégica: el Acido p-aminometilbenzoico (PANBA), el

cual se ha encontrado que es, tanto "in vitro" como "in
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vivo" unas -10-30 veces més activo gue el 4cido épsilon-swi-

nocaproico. El PANMBA es un compuesto orgémio aralcohilico,
del grupo de los aminodeidos, cuye férmuls quimica semide-

sarrollada puede representarse como sigue:
50]0)5)

AN
A
CH2HH2
siendo, por tanto, el homdélogo superior del 4cido p—amino-
benzoico (o PABA), eminodcido arilico extensamente distri-
puido en la natursleza en forme de Factor B complejoe

El PAVBA, aminodecido aralcohilico no-esencial,
presenta mucho interés por sus acusadas propiedades hemos-—
t4ticas, ya que se ha mostrado como un eficaz sntihemorrd-
zico por inhibicidn enzimdtica, lo ¢ue permite utilizarlo
terapbuticamente en todos los casos de hemorragias caba-
clismicas, producidas por hiperfibrinolisis.

Bl eminodcido gralcohilico gue se reivindica en
la presente memoria no se encuentra libre en estado natural,
por cuyo motivo no puede obtenerse por ningin método de
extraccidn, ¥y €S necesario recurrir a un procedimiento de
prevaracidn sintético.

El Acido p-sminometilbenzoico (PALIBA) objeto de

& invencidn, he sido obtenido con uuy buen rendimiento u-
tilizande un uéitodo original, segin se¢ detalls & cortinne-
cibn, basado en 1ls hidrogenacidén caicliitica (a presidn at-

posférice o a muy baja presidn) del dcido p-cianobenzoico,
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cuys féminla qulumica seidesarrollads es:

Co0H

CH

Bste compuesto arilico puede hidrogenarse selec—

$ivamente. En primesr lugar, el triple enlace del grupo ni-

trilo adiciona una moléecula de hidrdgeno, formdndose la 2l-

dimina correspondieie:

COOH | COOH
‘A H-H AW
i Z ] Vi
C=N CH=KNH

Ahorg Dbien, el doble enlace de estg sldining
formada es muy 1ébil y adiciona con suma facilidad otra
segunde molécula de hidrdgeno, obteniéndose por tanto

Lo aming primaria correspondiente:

CooH CO0H
| /K\
LN i-3 |
| —
VY V/
CH=ITH CHZ--NH2

Resumiendo, el Acidop-cianobenzoico absorbe

4B moléculas de hidrdgeno al hidrogenarlo cataliticamen~

Te, formdndose por tanto el Acido p~aminometilbenzoico
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(PAMBA):

Co0H 3 O 9 g @ 2 COCH
2H, //k\

N
) - [

CH2HH2

Esta reaccidn se verifica si en la hidrogenacidn
catalitica se emplean catalizadores moderadamente enérgicos,
tales como el niguel y el cobalto Raney. S5i en lugar de es-
tos catalizadores se usa otro mis activo, tal como el ne~

10. gro de platino, ademés de hidrogenarse el grupo nitrilo
lo hace también el ndcleo bencénico, absorbiendo entonces
un total de cinco moléculas de hidrégeno ¥y obteniéndose
por consigulente el correspondiente derivado ciclohexini-
co, es decir, el 4cido cis-4-(aminometil )-ciclohexanocar-

15. boxilico:
COOH CCOH

! ﬁ 5H, _

7

CN CH, NH,,

La hidrogenacidn catalitica para la obtencidn
del PANEL, objeto de la presente invencidn, se realiza a
baja presidn (1 a 3 sindsferas), a teupsiabtura anbiste,
con catalizedores de Tl o Co ZRensy, ¥y usando come displ-~

25, venbzs amoniaco y anhlleido aedtice, $ate dltimo Hary -

pedir la formacidén de subproductos {aminas secundsrias),
segun se detalla a continuacidn:

Lz preparacidén de aminas primarias por lg reduc-
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cidn de nitrilos con los reaciivos quimicos uéuales,‘es,

con mucha frecuencia, poco satisfactoria. il método cata-
litico ha sido estudiado por muchog investigadores con re-
sulvados varios. Aparentemente, el curso de la reduccidn es—
t4 muy influenciado por la naturaleza del nitrilo, el tipo -
Ge catalizador empleado, las condiclones de temperatura ¥
vresidn, ete., sbte. Por regla general se forhan aninas se-~
cundarias junto con las primasrias:. '

= H2 H2 ’
R-C-N ————e  2~CH=ITH —— RFCHz-NH2

nitrilo aldiming amina primaria
R-CH2~NH2
R-CH---NH H R-CH~
| By MRy + T,
CH,-R R~CH,”
2 2
intermedierio - aming secundaria

no aislable ‘
v aguéllas constituyen frecuentemente el principal produc-

0 de la reaccidn,

El uso del anhidrido acético como disolvente im-
pide lz formacidén de amina secundaria, ya que la misma ami-
ne primeria formada en el primer paso de la hidrogenacidn
del zrupo nitrilo, se acetila ficil e instantineamente,
quedando asi protegida de uns ulterior reaccidn con la al-
dinina para dar lugar & una moldéculs de amina secundaria.
Por consiguiente, el curso de la hidrogenacidn catalitica
del &ecido p-cianobenzoico, en anhidrido acético como disol-
ventve y con i o Co Raney como catalizadores, seguiri es—

te otro caminos
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AN //l\n
f\ 2H, ‘ N (CH3CO )50 Y ]
? e ;
|
\\F%j & \w
CH CHZNH2 CHQNHCOCH3
obteniéndose por tanto el derivado H-acetilado del Acido
p-eminometilbenzoico (H-acetil-PAIBA).
El producto bruto de la reaccidn, sin tratamien-
to previo dada ls gran pureza con que se obtiene, se hidro-

liza por ebullicidén en Acido clorhidrico concentrado, con

=
D
' lo cual se desacetila y se forma el correspondienie hidro-
cloruro del Acido p-aminometilbenzoico:
CO0H CCOH
! Hp + HC1 !
e T B L\V
| ) l -
CI-IZNHCOCH3 CHQNH3bl
y el aminodeido libre se obitiene pasando la solucidn acuo-
8a de este hidrocloruro por una columns llens de una resi-
10. na intercembiadora de lones (del tipo Amberlite IR - 4B):

cooH COoCH

'//A§* fnberlite IR~ 4B
|| -
P
+ - )

CH2NH301 CHZHH2

/\_,

<

La solucidn acuosa del aminodcido libre que re-

sulta después de columnarla, se concenire al vacio hasia
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AL pegueiio volunen, y al diluirle con acetona precipits
el feido p-aminometilbenzoico (PALBA) en estado purisimo.
Pare una mejor comprensidn e cuanto se he des—

c¢risc se aconpatlan los sizulentes ejemplos, los cusles ce

tl';

olcecen taa sélo o titulo ilustrativo y no limitativo del
alcance de lu presense iavencidn.

Une mezcla de 25 g.-(0,17 ﬁoles) ¢e decido p-cia-
novenzoico {punto Ge Fusidn = 219 - 220°C), 4,0 g. de i
Laney (4 -~ 6 o W - 7, Ovrgenic Syatheses, Coll. Vol IiI,
(Horning), Jiley, 1862, plgs. 176 - 180) y 150 ml. d¢ an-
hidrido acético recién cectilado, se mezclan con hidrdze-
no, ea un aubocleve provisto de termbmetro y egitacidn me-
cénica, a presidn inicisl de 3 atmdésferss y a la bempera—
ture smiviente. w1l hiGrdgeno fué répilamenie sbsorbido y,
después de transcurridas seis horas, se abre el awnioclave
¥y su coatenido se filtres pera seéparar ¢l catalizalor. La
solucidn resultanie ce ftrata s la temperatura ambiente con

'.‘

500 zl. de agua destilada helada, con sgltacidn mecdnica,
Gurente 12 horas hasta complets hidrdlisis del enhidrido
acéuico en exceso. Se forma un abundante precipitado blanco
y cristalino de fcido l-acetileminometilbenzoico, el cual
g6 filbre en un ewoudo Ce Buchner fritado, se lava con 25
ml. de ggua Gestileda helada y se deja secar a2l aire hasta
peso constante. Su punto de fusidn, determinedo un micros-
copio Kofler de pletinz calentable, es de 120 ~ 121°C,
obtenibniose 30,8 g e producto, lo que represenita un

rendimiento nevo del 94,
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El 4cido N-acetilaminometilbenzoico obtenido
(30,8 g.) se refluye durante 2 horas con 150 ml. de Acido
clorhidrico concentrado, para desacetilar el grupo aamino.
La solucidn obtenida, una vez fria 2 la temperatura ambien-
te, se evapora a sequedad, a baja presidn, en un evapora-
dor rotativo (tipo Blichi) sobre un bafio de agua calentado
a 40 - 50°C, obteniéndose 29,% . de hidrocloruro del &ci-
do p-aminometilbenzoico, en forma de sbélido blanco y cris-
talino, lo que representa un rendimiento neto précticamen-
te cuantitativo.

Bste hidrocloruro del PAKBA se disuelve en 500
ml. de agua destilada & la temperaturs ambiente. La solu-
cibdn acuosa resultante se deja descender muy despacio a
través de una columna de vidrio parcislmente llena de re-
sina intercembiadors de iones tipo Amberlita IR - 4B _/lon-
gitud total dtil de 1o columna: 120 cm.; didmetro interior:
5 om.; llevando en su fondo 10 cm. de lans de vidrio, en-
cima de &ésta otros 10 cm. de arena purificada y, por Glti-
mo, 60 cm, de la resina Amberlita IR - 4B_7 Una vez ha pa-
sado toda la disolucidn, se eluye la columna con l.l. de
agua destilada, que se combina con la solucidn concensra-
da precedente. £e¢ decolora con carbdn activo (Worit), se
filsra, y el filtrado se evapora a presidn reducida con
suave calentamiento, hasta pequeiio volumen (alrededor de
100 ml.). Se aiaden luego 300 ml. de acetona rectificada,
con lo cual precipita un sélido blanco. Se deja abandona-
do 12 horas en el refrigerador, se filtra en un embudo de

Buchner fritado, se lava con 20 ml. de acetona fria, se



pSy

1

e
S
°

3.

O

W
»

egcurre bien, y por Ultimo, se seca 2l vacio deniro de un
Gezecador temorrezulsble calentado a 50° C, hasta peso
conseEnie.

Se pesa, cbtenilndose 23 z. (rendimisnitd = 925)
Ge Leido p-sminomedilbenzoico (PAIEA) en forma de s6lido
complesanenie blanco y cristaelino, cuyo punto de fusidn se
devoriaing en un tubo capiler cerrado, encontrando zue fun~
Ge oasre 343 - 345°C {con descomposicidn).

Una parte ellicuota de este producto (5 g.) se re-
cristalizd en agus hirbiente (100 ml.). Despuds de seco has-

tg nESo coaztante, su punvo de fusidn determinado como en

¢l caso enfterior, ss eleva a 345 - 347°C (con descomposi~

cibn),7 su andlisis cuantitativo da los siguicntes valores:

Csiculado pars C8H9E o C = 63,57 H= 5,96 W= 9,27
Hallado: C = 63,41 H= 6,07 HN= 9,21

w200 2,

Uns mezcle de 25 g. (0,17 moles) de Acido p-cio~
iobensoico (punto de Tusidn = 219 - 220°0), 4,0 g. de Wi
vaney /4 - 6 o ¥ - 7, Organic Syntheses, Coll. Vol. III,
(Gorning). Jiley, 1962, pags. 176 - 180_7; 75 ml. de hidré-
xido ambnico Gel 254 y 250 ml. de agus destilada, se mez-
clan en autoclave, provisto de agitacibn mecdnica, 2 20 -
25%¢, con hidrégeno a la presidn atmosférica. La cantidad
tebrics de hidrdzeno se cbsorbe al cabo de seis horas.

Jespués de eliminar el cavalizadar por flira~-
eidn, 1= solucidn resultante se hierve pars eliminer com-

vletenente el amoniszco y, al enfriarse, precipita un pro-

&
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ducto sélido. Se recristaliza en 500 ml. de agna desiilada,
obteniéndose 21 z. (rendiniento = 81¢%) de substancia cris-
talina, nuy ligeramente coloreada de rosa.

El 4cido p-aminometilbenzoico {PATBA) obtenido
tienc punto de fusidn compirendido entre 344 - 34600, Gater-
minado en un tubo capilar cerrado, y funde con descomposi-
cidn. ElL andlisic cuantitativo del PAMRBA obtenido por cste
nétodo es completamente aceptable, dando valores nlzo més
bajos que el sintetizado por el método nrecedente.

Serdn independientes del alecance de la presenie
invencidn los deialles y carccteriscicas sccesorias empleg-

dag en su puesta en priectica, asi como los medios 7 apara-

ot

o ¥, en genersl, cuanto no asltere el espiritu de las si-

gulentes reivindicaseclones,

Se reivindica como objeso Ge la presente paten~
te de invencidn:

1. Método de preparzeidn de un aminodeido aral-
cohilico dotado de sctivicad terapéutica, caracterizado
esencialmente por el hecho de partir de un 4cido cianocar-
box{lico arilico: el dcido p-cianobenzoico, y verificar

¢ nf-

jol}

su hidrogenacidn catslitica empleando catalinadores
cuel o cobalio LHaney.

2. i.8todo de preparacidén de un auinobeido aral-
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adends, pare impedir lz formacidn de sminas secundarias

(subproductos inactivos).

3. Método de preparacidén de un eminodeido aral-
cohflico de zctivided terapéutica, segin la veivindica-
cida 1, carceterizedo esencialmente por verificar la hidro-
zenscidn catalitica del dcido p~cianobenzoico de partida
en ¢l seno Ge hidrdxido ambnico, utilizado como disolven-—
TE.

4. Métoo de preparacibn de un aminodecido aral-
cohilico de setividad terapéutica, sezin las reivindice~
ciones 1 a 3, carscterizado esencialmente por verificar la
hidrogenacidn catalitica del 4cido p-cianobenzoico de parti-
do o vne presidn de trzbajo comprendida entre 1 y 3 atmés-
ferss j operar ¢ la teuperatura amblenie.

5. Héitodo de preparscidn de un aminoicido aral-
cohilico dotado de zetividad terapéutica.

Lz prescnte memoria consta de catorce hojas
foliadas escritas o mAguin-s vor una sola cars.

2greelona, 20 de febrero dc 1965.

LASORATORIO 1.AZTIN
CU :BECASAS ’ S . A. °
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