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Esta invencidn se refiere a un procedimiento para la

4

preparacibén de compuestos de dcido I~a-hidrazino=f~fenilpro;
piénico ¥y a un agente terapdéutico conteniendo dicho compuesd
to aetivo,

Los compuestos preparados por el procedimiento de la

. . 7 ’ . . i
invencion son valiosos agentes terapeuticos, anteriormente

dada en la Reivindicacidn 1, Los racematos de los dcidos
a~hidrazino~a-sustitufdo-g~(3,4~dihidroxifenil)propidnico y
sug ésteres son conocidos en la técnica y se sabe que son
potentes inhibidores de la descarboxilasa en los mam{feros.
Véase Sletzinger et al "Journal of Medicinal Chemistry",
volumen 6, pdg. 101 (1963) y Porter et al "Biochemical Phard
macology", Volumen 11, pdg. 1067 (Noviembre 1962). Estos
compue stos han encontrado uso como medicamentos.

La presente invencidn se basa en el descubrimiento
dé que el isdmero D del racemato es inactivo y hasta cierto
punto inclugo antagonista de la accidn de la forma I, que
es el compuesto activo. Asi, en algunos ensayos se observd
que’ ls fdrma L del compuesto es la uUnica forma activa y que
lg forma D es inactiva. En otros ensayos se observé que la
forma D contrarresta y menoscaba la accidn de la forma L.
Por lo tanto, el objeto de la presente imvencién es propor—
clomar la forma I pura, que se ha encontrado que es un inhio
bidor de déscarboxilasa mucho més potente que el compuesto
previamente conocido.

Ia inhibicidn de la descarboxilasa en mamiferos cons—
tituye una parte importante de la accidn fisioldgica ée mu-
chos tipos de drogas, Por ejemplo, recimntements se he pro-

puesto utilizar I—-dopa en el tratamiento de la enfermedad de
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Parkinson. Sin embargo, la I-dopa se utiliza en el cersbro

y en las partes periféricas del organismo y es conveniente
que solamente sea utilizada en el cerebro. Los presentes
compuestos de hidrazina no atraviesan la barrera sanguinea
del cerebro y por lo tanto inhiben solamente la descarboxi-
lasa en las partes periféricas del cuerpo. Asi cuando se
emplea L-dopa en coubiracidn con los compuestos de hidrazing
de la presente invencidn, la descarboxilasa de la I~dopa es
inhibida solamente en las partes psriféricas del cuerpo de-
jando una mayor cantidad disponible para el cerebro, ElL re-
sultado es que se requiere una cantidad mucho menor de
I~dopa para una medicacidn efectiva.

La inhibicidn de la descartoxilasa es también de impoi-
tancia en el tratamiento de cilertos trastornos del colon,
En algurag persoras, las células de los intestinos, y quizd
de todo el organismo, desarrollan uma superactividad en la
produceidn de serotonina a partir de 5-hidroxitriptdfanc.
El resultado de esta abundanciam de sgerotonina es wna inun-
dacidn conctante del colon y evacuad én de los intestinos,
A no saer que se controle este estado, pusde transformarse
en una dolencia mucho mds grave . Los inhibidores de descard
boxilasa impiden la formacidn de la serotonina y por lo tand
to controlan la diarrea. Los inhibldorea potentes de descar-
boxilasa, como los compuestos hidrazinicos utilizados en es
ta invencidn, especialmentz los que.no tienen ninguna otra
actividad fisioldgica, estdn peculiarmente adaptados a esta
aplicacidn.

Los citados compuestos no solamente inhiben le dioxi-
fenilanina descarvoxilasa si:ro también la histidina descar-

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

| Los compuestos, como ya se ha mencionado, estdn re-
presentados por la férmula general dada en la Reivindica-
c¢ldn 1. Son especialmente adecuados los compuestos que en
las posiciones a del dcido propidnico contienen hidrdgeno
0 un grupo metilo o etilo. Asi, el compuesto dcido IL~a=hi-
drazino—a~hidrégeno~ o alquil-f~(3,4~dihidroxifenil)propid-
nico es activo cuando se administre & mamiferos en una pro-
porcidn comprendida entre 0,05 y 100 mg/kg por dia.

Log compuestos también pueden ser utilizados en forma

alcalinos o de amonio del grupo carboxi o hidrocloruros,
hidrobromuros, sulfatos y sales similares de la funcidn amid
no, Sin embargo, preferiblemente se utilizan los aminodci-
dos libres y no las sales.

La actividad biolégica de los compuestos ha sido de-
mogtrada mediante los siguientes ensayos:
Determingcidn de la inhibicidn de descarboxilasa en mami-
feros

Se utilizan ratones albinos hembras con un peso cOom—-
prendido entre 18 y 22 g cada uno. Los animales reciben
80 mg/kg de I-dopa (I-3,4-dihidroxifenilalanima) en combinad
cién con la dosis indicada de £¢id0 I-a-hidrazino—a-metil-p-
(3,4-dihidroxifenil)propidnico, por via oral, en soluqidn 0
éuspensién en agus. Los animales son decapitados 90 mihutos
mes tarde., Se extraen los cerebros ¥ se reunen en grupos de
siete. Se utilizan tres grupos distintos para cada tratamien
$0 con la droge y se halla el promedio de los valores obte-
nidos.

Los cerebros son homogeneizados con dcido percldrico
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0,4 N, 8 ml por gramo de tejido. Las catecolamimas y los

catecolaminodeidos son adsorbidos en alimina y despuds eludd

T

dos, La dopa y la dopamina se separan por cromtografia utis
lizando una columna que contiene la resine cambiadora de
idn "Amberlite CG-50" con un tamafio de 200-400 mallas, Des-
pués la dqpa y la dopamine son sometidas a oxidacidn con
yodo para la determinacidn fluorimétrica de dopa y dopamina
(Porter, C.Ce, Totaro, J.A. y Bercin, A.J. Pharmac. Exp.
Therap. 150 17 (1965).

Se incluyen unos grupos de ratonss de control y el va-

Jor medio para cada una de lag tres pruebas se encuentra en

la Tabla I,
TABLA T
Dosia Dopa Dopamina
k microgramos/g microgramos/g
Control - 0,05 1,30
Racema to 20 ' 3,60 3,05
Forma I 10 2,85 2,68

Como indica esta tabla, 10 mg del compuesto L tienen
aproximadamente la misma actividad que 20 mg del compuesto
DL (racemato) en los animales de ensayo. En otras palabras,
la forme L presenta esencialmente ura actividad doble de la

del racemnto €n este €NIAYO.

Comparacidn entre el racemato y los isdmeros D y L del dcido

to 8 su capacidad para potenciar la inversidn por L-dopa de

la supresidn inducida por la reserpina de la locomocidn y la

1]

ptosis:
Los ratones se alojan en ratoneras de pldstico transpa
rente y se aclimatan & su ambiente durante la noche. Una ho-

ra deszpués de la administracidn intraperitonsal de reserpina
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(4 mg/kg) se administran por vie orel varias dosgis del race

mato, el isdmero L o el isdmero D del dcido a~hidrazino-—a-
e til-fw(3,4~dihidroxifenil) propiénico en methocel (agente
suspensor - metilcelulosa al 1 % en agua). Se administran
150 mg/kg de I~dope por via intraperitoneal 2 horas despuds
de la reserpina y se examina en los ratones, a ciegas, la
supresién de la locomocidn y la presencia de ptosis 1 hora
més tarde, La supresidn de la locomocidn se determina colo-
cando a los ratones, individualmente, en el centro de una
rejilla de alambre de 8 x 10 pulgadas (20 x 25 cm) durante
15 segundos. Si el ratdn no camina hasta el borde de la re-
Jilla o se sale de ella (1o que normalmente ocurre en menos
del 15 % de los ratones reserpinizados), se conqidera supri+
mida la locomocidn. Lo; ratones no reserpinizados invaria-
blemente caminan por la rejilla o se salen de ella dentro
de este periodo de tiempo. La ptosis se califica positiva

si se produce un cierre del 50 % o mds de los pdrpados.
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TABLA IT

Comparacidn del efecto de los isémeros D y L de dcido a~hi-

drazino—a—-me til-g—(3,4-dihid roxifenil) pro pidnico sobre el ani

tagonismo de la I-—dopa contra la supresidn inducida por la

regerpima de la locomocidn y la ptosis

Supresién de 1la  Supresidén de 1la
locomocidn indu  ptosis inducida
cida por la re- por la reserpi
serpina na
Dosis N2de ratones pro N2de ratones pro
Tratanisnto (mg/k§ tegidos/N¢ de ra  tegidos/N? de ra

previo® DeOo 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
Isémero L 0,2 3/10 2/10
+ methocel 1,0 5/10 7/10
5,00 8/10 9/10

DEgq © 0,86 mg/kg 0,56 mg/kg

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

b ~ Esta dosis de dcido IL-oa~hidrazino-a—metil—f—(3,4~dihi~
droxifenil)propidnico es iractiva como antagonista de 1z
reserping cuando se administra antes del methocel.

¢ - Dosis calculada de dcido a-~hidrazino—a-metil—p—(3,4-
dihidroxifenil)propiénico, cuando se edministra en com-
binacidn con I~dopa (150 mg/kg i.p.), necesaria pare an-
tagonizar estos efectos de la reserpima en el %0 % de

los ratores.
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TABLA TITI

Comparacidn del efecto del racemato y del isdmero L _de dci-

do a~hidrazino~a—metil—B~(3,4-dihidroxifenil)propidnico so-|

bre el sntagonismo dé;;gAL—dopa frente a la supregién indu—

cida por la reserpina de la locomocidn y de la ptosis

Supresién de la  Supresidn de la
locomocidn indu  ptosis irducida

cide por 1la re-~ por la reserpi
serping ne,

: Dogis NR de ratones pro N2de ratones pro
Tratamiento  (mg/k tegidos/N® de ra tegidos/N® de ra
previo® p.o.% tones probados tones probvados
Methocel - _ 7/70 8/70
Isdmero L 0,07 4/30 5/30
+ methocel 0,22 . 10/70 16/70

: 0,671 - 20/70 23/70
2,0 45/10 44/70
6,0 33/40 34/40
DE AP g/k 1 o ng/k
50 | (625285 0,5-1,8
Racemato 0,67 11/70 10/70
+ methocel 2,0 29/70 30/70
6,0 49/10 50/70
18,0 63/70 62/70
DEq 40 mg/k 2,8 mg/k
50 - ?
2 (52 ? (3,2-3,87

& - Una hora antes de la L-dopa, 150 mg/kg i.pe
b = Dosis calculade de dcido a—hidrazino—aumefil-ﬁ—(3,4—
dihidroxifenil)propidnico, cuando se administre en com—
binacidn con L-dope (150 mg/kg i.p.), necesaria para an-
tagonizar estos efectos de 1o reserpine en el 50 % de
los ratones. Los valores entre paréntesis se refiereh
a los intervelos del 95 % de confianza.
Las Tablas IT y III muestran el efecto de la I-dopa
(150 mg/kg i.p.) sobre la supresidén inducide por le reserpi-
ng de la locomocidn y de le ptosis en ratones tratados pre-

Viamente con varias dqgis del racemato y de los isdmeros
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D y L del dcido a-hidrazino—o—mtil-p-(3,4~-dihidroxifenil)-

‘propidnigo. Esta dosis de L-dopa (150 mg/kg i.p.) es inefi-
caz como antagonista de la reserpina en ratomes previemen-—
te tratados con methocel. Las dosis del racemato y de los
isdmeros D y L de dcido o~hidrazino-metil-f—(3,4~dihidro~
xifenil)propidnico necesarias para antagonizar las acciones
supresora de la locomocidn y de ptosis de la reserpina en
el 50 % de los r=ztones (DE5O), cuando se administran en comd

binacidn con I-dopa (150 mg/kz), son calculadas & partir de

El isdmero D del dcido a-hidrazino—a—metilef—(3,4-
dihidroxifenil)propibnico presenta poca o ninguna capacidad
-para potenciar cualquiera de estos efwctos de la I~dopa en
los ratones reserpinizados (DE503>125,0 mg/kg). La compa~
racidén de los valores DE5O para el racemato y el isdmero L
del deido a-hidrazino—o—metil-f-(3,4-dinidroxifenil)pro pid-
nico indica que el isdmero L (DEgg 1,2 mg/kg) es aproxi-
madamente 2,4 veces mis activo que el racerato (DEgp 2,9
mg/kg) en la potenciacidn de la inversidn por I-dopa de la
supresidn inducida por la re¢serpina de la locomocidn, Con
regpecto al antagonismo de la ptosig inducida por la reser-
pina, se ha emontrado que el isémero L (DEgq 1,0 mg/kg es
aproximadamente 2,8 veces mds activo que el racemato (DESO
2,9 mg/kg),

Segin el procedimiento de acuerdo con esta invereidn,
es posible aminar un compuesto a-acilamino, Como agente ami=-
nante puede utilizarse, por ejemplo, cloramina, wetoxiamina,
O-arilhidroxilamina, como O~fenil-hidroxilamina, O0-(2,4-di-
nitrofenil)hidroxilamina, dcido hidroxilemino~O-sulfénico

y ésteres del mimo. La reaccidn se cfectua normalmente a una
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temperatura comprendida entre -70°C Yy +1 50°C. Los disolven-
tes adecuados son agua, metanol, etanol, aceta’to de etilo,
éter dietilico, hexano, cloroformo o cloruro de metileno.
Ia aminacidn se efectia preferiblemente haciendo reacciorar
con cloraming o metoxiaminae a una temperature comprendida
entre =15°C y +70°C,

El procedimiento de acuerdo con la invencidn serd ex—
plicado shore mediante los sigulentes ejemplos:

EJEMPLO 1
A, I~a—(1-gcetilhidrazing)=o—metilef=(3,4-dimetoxifenil)-

propionitrilo

Se lavan 250 mg de hidruro addico (al 55 % en aceite
mineral) (5,2 milimoles) con hexano y se suspenden en 6 ml
de dimetilsulfdéxido. A esta mezcla se aiiade una solucidn
de 1,05 g (4 milimoles) de L~o~acetamino—a—ms til-g—(3,4—
dimetoxifenil)propionitrilo en 10 ml de DMSO. Cuando cede
el desprendimiento de gas (15 minutog), la solucidn se en~-
fria a 15°C y se afiade .durante un periodo de 2 minutos una
solucidn de 4,5 milimoles de cloramina en 12 ml de éber
seco. Después de 12 horas de agitacidn a la teaperatura am-
biente, se afinden algunas gotas de dgido acético y la mez-
cle, se concentra a vacio. El jarabe resultante se reparte
entre agua y cloroformo. Se smeca la capa organica, se sepa-
re el disolvente y el residuo se cristaliza en acstato de
etilo y éter,

Después de recristalizar en metanol, el p.f. es 121~

- 123%.

Andlisis calculado para 014H19N3O3:
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ta en un tubo sellado a 120°C durante hora y media. Le wez-

- 11=

¢, 60,63; H, 6,91; N, 15,15
Encontrado: ¢C, 60,82; H, 7,10; N, 15,21

Be Acido Imo-hidrazino—d—metil-p-(3,4~dihidroxifenil)pro—

pidnico
Ung solucidn de 150 mg del producto de la etapa ante-

rior en 2,5 ml de dcido clorhifdrico concentrado se calien—

cla resultanto se evapora a sequedad en vacio y el productd
sé lixivia con etanol, El hidrazino-dcido se precipita por
adicidn de dietilamina hasta pH 6,4, se filtra la mezcla
Yy el precipitado se lava con etanol y se seca dando dcido
L~a~hidrazino=a=aetil—p~(3, 4~diuiuroxifenil)propidénico, Por
recristalizacidn en agua conteniendo una pequefia cantidad
de bisulfito sddico se obtiene el producto p.f. 208°
(desc.). [a]?? = -17;3° (o = 2, CI1,011) .

D EJEMPLO 2

A, Lnan(1—Bunzoilhidrazino)-a—metil-ﬁw(314:gibenciloxife~

nil)propionanida
Se lavan 250 mg de hidruro sddico (al 55 % en aceite

mineral, 5,2 milimoles) con hoxano y se sugpenden en 6 ml
de DMSO, A esta mezcla se agrega una solucidn de 4 mili-
moles de L-d—benzamido=t=mstil-p-(3,4-dibenciloxifenil)-
propionamida en 10 ml de DMSO. Cuando cede el desprendi-
mento de zas (15 minutos) la solucidn se enfriam a 15°C y
ge afiade durante 2 minutos una solucidn de 4,5 milimoles
de cloramina en 12 ml de dter swco., Ueupuds de 12 horas de
agitacidn a le tamperatura asbiente, se sgregan algunas go-
tas de dcido acético y la ms=zcla se concentra & vacio., El

Jjarabe resultante se reparte entre azia y cloroformo., Se
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| se cristaliza en acetato de etilo y éter,

A:_ B, Acido Ima-hidrazino—t—metil=p=(3,4~dihidroxifenil) pro-

iA. Prepg;acidn de L—a-ﬁ1—acetilhidrazino—a—(3,4-dimetoxi—

',wde DMSO. A egta mezcla se anade la solucidn de 1,05 g

. nitrilo en 10 ml de DMSO. Cuando cede el desprendimiento
-iﬁe gas (15 minutos) la. solucidn se enfria e 15° y =0 safinde
fduranﬁe 2 minutos une solucidn de 4,5 milimoles de cloramin

'rgn'12 ml de éter seco. Después de 12 horas de agitacidn a

_acético y la mezcla se concentra & vacfo, El jarabe resul-
)tantq g6 reparte enragua ¥ cloroformo. Se seca la capa or-—
~ géniga, se wepara el disolvente y el residuc se cristaliza
Ten abetato de etilo y étgr; el egpectro RMN del residuo in-

~dica’'que se trata de una mezcla 6:4 de producto y material

-12 -
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<seca ‘la. capa orgdnice, se separa el disolvente y el residug

- pidnico

~ Una solucidn del producto de la etepa anterior en
2,5 ml dg deido clorhfdrico concentrado se calienta en un
tubo sellado a‘jOOOC durante hora y medias., Utilizando el
Vprocedimiento del Ejemplo 11, se obtiens el producto fimel,

EJEMPILO

beneil)propionitrile

_Se lavan 250 mg de hidruro sédico (al 55 % en aceite

‘mineral, 5,2 milimoles) con hexano y se suspenden en 6 ml

,(4 milimoles) de L-a~acetamido~-a~(3,4=-dimetoxibencil)pro piq

la. temperatura ambiente, se afiaden alguras gotas de dcido

de bartida. Por cromatografia en 30 g de gel de silice H
(Elucién con cloroformo'y metanol al 10 %) se obtienen
57Qimg (52 %) de L-a-N1—acetilhidrazino—a—(3,4—dimetoxiben-
cil)propionitrilo y 320 mg de materiel de partide. Esto

-

i 1973

8,
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representa un rerdimiento directo del 56 % o del 80 % cal-

culado sobre el material de partida no recuperado.
Por recristalizacidn en metanol se obtiene ura mues—
tra que funde a 121-1230°,
Ardligis calculado para 014H19N3O3:
¢, 60,63; H, 6,91; N,%15,15
Encontrado: C, 60,82; H, 7,10; N, 15,21

B, Hidrélisis de Imc-Nl-ace bilhirasino=—te-(3,4-dine toxi-

beneil) propionitrilo a dcido Imt=(3,4-aiiidroxibencil)—

amhidrazinoproepidnico

" Una solucidn de 150 mg del producto de la etapa ante-
rior en 2,5 ml de deido clornfdrico concentrado se calien—
ta en un tubo sellado a 120° aurante hora y media. Despuéds
del procediwiento de travajo nhavitual, se obtieren 50 mg
del hidrazino-dcido, p.f. 208° (cesc.).

25
[a]D = =17,3° (¢ = 2, Cly0H),

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

RETVARDICACIOHES

1. Un procedimiento para la preparacidén de compues-

tos de dcido I~a-hiarazino-p-ienilpropidnico de idrmula

general:
?3 ?4
Rl Ci - C - COOR?
R? HE - NH2

) y .
donde R1 y RT representen hidrdreno o upou hildroxi o clco-

xi conteniehdo como mfximo & Jtowmos de carbono, feniloxi o

benciloxi R3 y 34 son hidrdeeno - _cru-os alguilo teniendo
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|| carbone, caracterizado por hacer reaccionar con un agente de

' HIDRAZINO;B—FENILEROPIONICO“.

| canografiadas.

A R 14,
Tg

413739

como mdximo 6 dtomos de carbono y R’ es hidrégeno, un dtomo

metdlico o un grupo alquilo teniendo como mdximo 6 dtomos de

aminacidn el isémero L de un compuesto de férmula:

r3 gt
| }
g! — CH - ¢ - r®
NH
RS l
X

2

-donde R1, R%, R v B4 tienen el significado atribuido ante-

_ 5
riormente, R6 es -CN, -CONH,, -CON"/R , donde R5 es alquilo
. 2 R’
o ~COOH y X es un grupo alcanoilo,
2. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el que

ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita: "UN -

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE COMPUESTCS DE ACIDO Lo~

- Podo conforme, queda descrito y reivindicado en la pre|

sente Memoria descriptiva que consta de catorce péaginas me- |

Madrid, 14 de Abril de 1.973
BERNARDO JNGRIA

Dl e
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