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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesidén de un _

PATENTE DE INVENCION

soLicITaNTE: MERCK & CO., INC.
RESIDENCIA: .126 East Lincoln Avenue, RAHWAY, New

~ Jersey, USA

ENUNCIADO: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION o

 DE_COMPUESTOS DE ACIDO I- h-HIDRAZI-

NO- B-FENILPROPIONICO.,

Priorldad: Patente canadiense = 40 78.420 4o 25”3"70

(Como Aivisional de la solicitud de patente ne
386.368 del 11-12-70)
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“to’ punto e luso antagonista de la accidn de la forme I,

Esta invencidn se refiere a un procedimiento para la
preparacidn de compuestos de deido I~o~hidrazino-f=fenil-
propiénico ¥y & un agente tefapéutico conteniendo dicho com
puesto activo.

Los compuestos preparados por el procedimiento de la
invencidn son valiosos agentes terapéuticos, anteriormente
desconocidos y estdn representados por la fdrmﬁla general
dada en la Reivirdicacidn 1. Los racematos de los dcidos
a—hidrazino—a-suétituido-5~(3,4~dihidroxifenil)propidniCOS
y sus ésteres son cdnocidos en la técnica y se sabs que
son‘potentes inhibidores de la descarboxilasae en los mami-
feros. Véase Sletzinger et al "Journal of Medicinel Che-
mistry", volumen 6, pdg. 101 (1963) y Porter et al "Bioche-
mical Pharmécology“,Vleumen 11, pég. 1067 (Noviembre 1962)
Estos compuestos han encontrado uso como medicamentos.

La pxesente invencidn se basa en el descubrimiento

de que el isdmero D del racewmato es imactivo y hasta cier=

que es el comﬁonente activo. Asi, en algunos ensayos se
observé que la forma T del compussto es la tnica forma ac-
tiva y que la fqrma D es inactiva. En otros ensayos se ob-
servé qué la forma D contrarresta y menoscaba la accidn '
de 1a forma L. Por lo tanto, el objeto de la presente inven
cidn es proporciorar la forme L pura, que se ha encontrado
que es un inhibidor de descarboxilasa mucho mds potente
que el compuesto previamente conocido.

La irhibicidn de la descarboxilasa en mamiferos cons-
tituye una parte importante de la accidn fisioldgica de

muchos tipos de drogas. Por ejemplo, recientemente se ha
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- portancia en el tratemiento de ciertos trastornos del color,

de descarboxilasa impiden la formacidn de la serotonina

propuegto utilizar I-dopa en el tratamiento de la enferme—
dad de Parkinson. Sin embargo, la L-dopa se utiliza en el
cerebro y en las partes periféricas del organismo y es ooh-
veniente que solamente sea utilizada en el cersbro., Los
presenteé compuestos de hidrazina no atraviesan la barrera
sanguines del cerebro y por lo tanto inhiben solamente la
descarﬁoxiiasaken las partes periféricas del cuerpo. Asd,
cuando se emplea L-dopa en combinacidn con los compuestos
de hidrazina de la presente inverncidn, la descarboxilasa
de la I-dopa es inhibida solamente en las partes periféri-
cas del cuerpo dejando una mayor cantidad disponible para
el cerebro, El resultado es gue se requiere unalcantidad
mucho menor de I-dopa para una medicacidn efactiva.

La inhibicidn de la descarboxilasa es también de im-

En algunas persoras, las células de los intestinos, y qui-
zg de todo el organismo, desarrollan una superactividad en
la produccidn de serotohina a parfir de 5~hidroxitriptdéfa—
no. El reéesultado de esta abundancia de serotoniﬁa es una
inundecidn constante del colon y evacuacidn de los intes-
tinos. A no ser que se'controle este estado, puede trahs-

formarse en uma dolencia mucho mds grave, Los inhibidores

y por lo tanto controlan la diarrea, Los irhibidores polen-
tes de descarboxilasa, como los compuestos hidrazinicos
utilizados en esta invencidn, especialmente los que no tie-
nen ninguns otra actividad fisioldgica, estdn peculiarmen-
te adaptados a ests aplicacidn.

Los citados compuestos no solamente inhiben la dioxi-

fenilanina descarboxilasa sino también la histidina descars-
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'no. Sin embargo, preferiblemente se utilizen los aminodci-

boxilasa. Por lo tanto, también puede considerarse su uso
como antihistaminicos.

Los compuestos, como ya se ha mencionado, estan re-
presentados por la férmula genersl dada en la Reivingice~
eidén 1. Son especialmente adecusdos los compuestos que en
las posiciones a del decido propidnico contienen hidrdgeno’
o un grupo metilo o etilo. Asi, el compuesto dcido I~a=hi~
drazino-a~hidrdgeno- o alguil-p-(3,4~dinhidroxifenil) pro pid-
nico es metivo cuando se administra & mam{feros en una pro-
porcidén comprendide entre 0,05 y 100 mg/kg por dia.

Los’COmpuestos también pueden ser utilizados en forma
de sales farmacéuticamente aceptables, como sales de meta-
les alcalinos o de amonio del grupo carboxi o hidrocloruros

hidrobromuros, sulfatos y sales similares de la funcidén amid

dos libres y no las sales.
. La actividad bioldgica de los compuestos ha sido de-
mostrada mediante los siguientes ensayos:

Determinacidn‘de le. inhibicidn de descarboxilesa en mami-

feros

prendido entre 18 y 22 g cada uno. Lossnimales reciben
80 mg/kg de I~dopa (IL~3,4~dihidroxifenilalanina) en combina-

 mes terde. Se extraen los cerebros y se reunen en grupos de

Se utilizan ratones albinos hembras con un peso com-

cidn con la dosis indicada de dcido L~a-hidrazino-a—me til-g-
(3,4-dihidroxifenil)pro piénico, por vie oral, en solucidn o

sugpensidn en agua. Los animales son decapitados 90 minutos

siete. Se utilizan tres grupos distintos paras cada tratamien

to con la droga y se halla el promedio de los wvalores obte-
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0,4 N, 9 ml por gramo de tejido. Las catecolaminas y los cat

nidos,.

Los cerebros son homogeneizados con dcido percldrico

tecolaminodcidos son adsorbidos en alimina y despuds eluf-

2

dos. La dopa y la dopamina se separan por cromatografia uti-
lizando ‘u'na columna que contiene la resira cambiadora de
iéﬁ "Agberlite CG-50" con un tamafio de 200-400 mallas, Des~
pués la dopa y la dopamina son sometidas a oxidacidn con
yodo para la determinacidn fluorimétrice de dopa y dopami-
nar('Porter, C.C, Totaro, J.A. y Berein, A.J. Pharmac. Exp.
Therap. 150 17 (1965).

Se incluyen unos grupos de ratones de control y el
valor medio pars cada una de las tres pruebas se encuentra

en ls Tabla I.

TABLA I
Dogis Dopa " Dopaming
ma/kg microgramos/g microgramos/g
Control - 0,05 1,30 .
Racemato 20 3,60 3,05 -
Forma L 10 2,85 2,68

Como indica esta tabla, 10 mg del compuesto L tienen
aproximedamente 1la mismg activided que 20 mg del compues-
to DL (racemato) en los animales de ensayo. En otras pala-

bras, la forma L presenta esencialmente ura actividad do-

ble de la del racemafo en este ensayo. ¢

Comparacidn entre el racemato y log isdmerog D v I del dcim

pa de la supresidn inducida por la reserpira de la locomo-

cidn y la ptosis.
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Los ratonss se alojan en ratoreras de plastico trans-
parente y se aclimaten a su ambiente durante la noche, Una
hora después de la administracidn intraperitoneal de reser—
pina (4 mg/kg) se administran por via oral varias dosis del
racemato, el isdmero I o el isdmero D del dcido a-~hidrazi-
no-a~metil-p—(3,4-dihidroxifenil) propidnico en methocel
(agente suspensor - metilcelulosa al 1 % en agua). Se admi-
nistran 150 mg/kg de I-dopa por via intraperitoneal 2 horas
después de la reserpimna y se examira en los ratones, & cie-
gas, la supresidn de la locomoecidn y la presencia de ptosis
1 hora mds tarde. Ia supresidn de la locomocidn se determi-
na éolocando a log ratones, individualmente, en el centro
de ura rejilla de alambre de 8 x 10 pulgadas (20 x 25 cm)
durante 15 segundos. Si el ratdén no camina hasta el borde
de la rejilla o se sale de slla (1o qus normalmente ocurre
en menos del 15 % de los ratones reserpinizados), se congi-
dera suprimida la locomocidn. Los ratones no reserpinizados
invariablemente caminan por la rejillae o sé salen de slla
dentro de este periodo de tiempo. Ia ptosis se califica po-
sitiva si se produce un cierre del 50 % o mds de los pdrpa-

dos.
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TABLA I1

Comparacidn del efecto de 1los isdémeros D y L de dcido . a-

hidrazino-a—metil—ﬂ-(3,4-dihidroxifenii)propidnico sobre

el éntagonismo de la I~dopa contra la supre sidn inducide

~ por la reserpima de la locomocidn y la ptosis

Supresidn de la Supresidén de 1la
locomocidn indu-  ptosis inducida
cida por la re-~ por la raserpi-
) sexpine na,
Dogis N8de ratones pro NRde ratones pro
Tratamionto m@/k§ tegidos/NR de ra tegidos/N? de rg
P

__previo® tones probados  tones probados.
Methocel - 1/10 - 1/10
Isémero D 5,0 1/10 1/10
+ methocel 25,0 2/10 2/10
125,0 2/10 -3/10
Isdmero L 0,2 3/10 2/10
+ methocel 1,0 5/10 7/10
5,00 8/10 9/10
DEg( © o 0,86 mg/kg 0,56 mg/kg

e - Una hora antes de la L-dopa, 150 mg/kg i.p.

b - Esta dosis de deido-I-a~hidrazino—g-metil~g(3,4~dihidrd
xifenil)propidnico es inactivae como antagonista de la

reserpina cuando se administra -antes del methocel,

¢ - Dosis caloulada de deido a-hidrazinomt-metil~p=(3,4-

dihidroxlfenil)propionlco, cuando se administra en com-
binacidn con L—dop@‘(150 mg/kg i.p.), necesarias para an-
tagonizar estos efectos de la reserpima en el 50 % de

los ratones.
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TABIA ITT

Comparscidn del efecto del racemato y del isdmero L de dei-

do o—hidrazinowa~metil-g-(3,4—dihidroxifenil)propidnico so-

bre el antagonismo de la I~dopa frente a la supresidn indu-~

cida por la reserpina de la locomocidn y de la ptosis

Supresidén de la Supresidn de 1la
locomocidn indu~ ptosis inducida
cida por la re-~ por 1la regerpi-
D 0 gerpina na
ogig NRde ratones pro WRde ratones pro
Tratamiento (mg/k§ tegidos/N® de r& tegidog/N? de ra
Pe0.,

previod tones probados  tones probados,

Methocel - 7/10 8/70
Isémero L 0,07 4/30 5/.30
+ methocel 0,22 10/70 16/70
: 0,67 20/70 23/70
2,0 45/70 44/70
o b 60 33{123 34/40

50 ; 1,2 1,0 mg/k

(6,5—2,5? (615—1’8§
Racemato 0,67 - 1/70 10/70
+ methocel 2,0 29/70 30/70
_ 6,0 49/70 50/70
18,0 63/70 62/70
DE., P - 2,9 mg/x 2,8 mg/k
50 A (514"‘315§ (522"338§

Ppira de la locomocidn y de la ptosis en ratonss tratedos pre

a - Una hore antes de la L-dopa, 150 mg/kg 1epe

b - Dosis calculada aé g0ido o=hidrazino=t-mnetil-p-(3,4~
dihidroxifenil)propidnico, cuanlo se sdministra en com-
binacidn con L-dopa (150 mg/kg i.p.), necesaris para an-
tagonizar estos efectos de la reserpima en el 50 % de
los ratones. Los valores entre parédntesis se refieren
& los intervalos del 95 % de confianza,

Las Tablas IL y III muesatran el efecto de la IL-dopa

(150 mg/kg i.p.) sobre la supresidén inducida por la reser—

Viaments con varias doslg del racemato y de los isdmeros D y|

L del deido a=hidrazino=a—mstil-f~(3,4~dihidroxifenil) pro~

[}
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pidnico, Esta dosis de I-dopa (150 mg/kg i.p.) es ineficaz
como antagonista de la reserpina en ratones previamente
tratados con methocel. Lag dosis del racemato y de los isd—

meros D y L de 8cid0 a=hidrazino=teme til=f=(3,4-dihidroxi-

fenil)proplénico necesarias para antagonizar las acciones

supresora de la locomocidén y de ptosgis de la reserpina en
el 50 % de los ratones (DESO)’ cuando sé administran en cog
binacién con L-dopa (150 mg/kg), son calculadas e partir

de las lineas de regresién ajustadas hasta la fecha.

 El isdmero D del dcido a-hidrazino-aemetil-p-(3,4-
dihidroxifenii)propidnico presenta poca 0 ninguna capacidad
parsa, potenciér cuaiquiera de estos efectos de la I~dopa en
los ratones reserpinizados (DEgg>125,0 mg/kg). La compa=-
racidén de los valores DE50 parsa él racemato y el.isdmero 5
del deido a=hidrazino—o-metil-p~(3,4-dihidroxifenil)pro pid
nico indica que el isdmero L (DE50 1,2 mg/kg) es aproxim~—
damente 2,4 veces mds activo que el racemato (DE50 2,9
mg/kg) en la potenciamcién de la inversién por I~dopa de la

supresidén inducida por la reserpina de la locomocidn, Con

re specto -al ahtagonismo,de la ptosis lnducide por la reser-

pima, se ha encontrado que el isdmero L-(DEgo 1,0 mg/kg)

69 aproximadamente 2,8 veces mas activo que el racemato

(DB 2,9 me/ka).

Los compuestos de esta invencién puedeh se; obtenidos
por fotélisis de un compuesto de a~N-azidocarbonil-alanina.
Esta reaccidn fotolitica se efectun preferiblemente en pre-
sencia de agua, a una temperatura entre -50°C y 100°C y
preferiblemente entre -20°¢ y +20°C.

El procedimiento de acuerdo con la invencidn serd ox—
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plicado shora mediante los siguientes ejemplos.
EJENPLO 1

Acido T-o—hid razino—a-metil-g—(3,4-dihidroxi fenil) propidnico

En un matraz se introducen 119,1 g (0,5 moles) de sgs-—
quihidrato de Le=a~wmetil-f,4-~dihidroxifenilalanina y tolueno
¥y se calienta hasta el punto de ebullicidn. Mediante un se-
par_ador de mgua, se sépara el agua formando un azedtropo y
el tolueno se devuelve al mtraz. Cuando se ha destilado la
cantidad tedrica de agua, la mezcla se concentra a sequedad
en vacio. EI residuo se recoge en 500 ml de metanol y la
mezcla se satura & 0-5°C con cloruro de hidrdgeno gaseoso,
I:a’ mezcla se deja en reposo & 0°C durante 42 horas y despuds
se conc.e.nfra a sequedad dando éter metilico de Imommetil-
3;4-dihidroxifenilalanira. |

Se pasa fosgeno, & »una velocidad de 0,5 moles por ho-
ra, a través de 67,58 g (0,3 moles) del éster de la etapa an-
terior éuspendidé en 1 1litro de tetrahidrofurano, a 55=70°C.
Después se burbujee nitrdgeno durante 2 horas a través de la
mezcla a medida que se deja enfriar a la temperatura ambien—
te. La solucidn se corncentra a vacio para obtener el éster
metilico de I-a-clorocarbonil—-a-metil~p~(3,4~carbonildioxi-
fenil)alanina,
-E1 5ster de la etapa anterior se recoge en 500 ml de
dime toxietano, se afiaden 19,5 g (0,3 moles) de azide sddica
pulverizada y, con agitacidn, se hierve la mezcla durante
3 horas. Se filtra la mezcla, el filtrado se concentra a se-
Quedad en vacio y el residuo se cristaliza en acetona-hexano
dando el éster metilico de I-a-N-azido-carbonil-o-metil-f-

(3,4-~carbonildioxifenil)alanina.
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1 N y concentracién del eluato a sequedad en‘vacio, se obtiene

|e22-224°.

Se agitan 32,03 g (0,1 moles) del éster obtenido, du
rante 18 horas a 25°G, con 100 ml de deido c}orhidrico 1N,
Ia mezcla se concentra a sequedad en vacfo dando Lwa-N-azido-
carbonil-a~metil~f-(3,4~dihidroxifenil)alanina. Al residuo se

afiaden 300 ml de agua>y la mezcla se calienta a 80°C con agity

cibn y después se enfrfa a 0°C. Ia mezcla se fotoliza a 0°C

con un arco de mercurio a baja presién. la mezcla se diluye
hasta 1 litro con agua, se calienta a 90°C, se filtra:y el il
tradd.se'enfria a la temperatura ambiente., El filtrado enfria-

do se absorbe en una resina cambiadora de ién del tipo Amberli

T

te IR-120 en el ciclo 4cido. Por elucidén con hidrdxido aménico

el producto crudo. Después de recristalizacidén se obtiene dci-

do I-o~hidrazino-~a-metil~p~(3,4~dihidroxifenil)propidnico, p.f}

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes: '

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacidn de compues tos

He dcido Lea-hidrazino-p-fenilpropidnico de férmula

P
r! CH - 0 - COOR?
a2 HN -~ NH,

donde R1 y R2 representan hidrégeno o grupos hidroxi o alcoxi
conteniendo como mgximo 6 dtomos de carbono, feniloxi o bencil]
oxi; R3,y R4 gon hidrégeno o grupos alquilo.teniendo como ma-
ximo 6 dtomos de carbono y R es hidrégeno, un dtomo metdlico
0’ un griipo alquilo teniendo como wdximo 6 dtomos de carbono,

Saracterizado por someter a descomposicién fotolitica el isd-
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a

Rl

RZ.

donde ', B%, B3, R%, y B? tienen el significado atribufdo an
teriormente.

2. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE COMPUESTOS DE ACIDO
L-A ~HIDRAZINO-A-FENILPROPIONICO.

Todo conforme,_queda descrito y reivindicado

‘en la presente Memoria de;criptiva que consta de doce pagi

nag mecanografiadas.,

- Madrid, 14 de Abril de 1.973
BERNARD RIA
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