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Esta invencidn se refiere @& un procedimiento para

la preparacidén de compuestos de dcido L-a~hidrazino=p-fenil-

propidnico y a un agente terapéutico conteniendo dicho com-
puegto activoe

Los coumpuestos preparados por el procedimiento de
la invencién son valiosos agentes terapduticos, snteriormen—
te desconocidos y estdn representados por la formula general
dada en la Reivindicacidn 1. Los racematos de los dcidos &-
hidrazino-&-sustituido-p—(3,4—dihidroxifenil)propiénkms y sy
ésteres son conocidos en la técnice y se sabe gue son poten-
tes inhibidores de la descarboxilasa en los mamiferos. Véase
Sletzinger et al "Journal of Medicinal Chemistry", volumen 6
pdg. 101 (1963)vy Porter et al "Biochemical Pharmacology",
volumen 11, pdg. 1067 (Noviembre 1962). Estos compuestos han
encontrado uso como medicamentos.

La presente invencién se basa en el descubrimiento
de que el isémero D del racemato es inactivo y hasta cierto
punto incluso antagonista de la accidn de la forma L, que es
el componente activo. Asi, en algunos ensayos se observd que
la forma L del compuesto es la dnica forme activa y que la
forma D es inactiva. En otros ensayos se observd que la for-
ma D contrarresta y menoscaba la accién de la forme L. Por,
lo teanto, el objeto de la presente invencidn es proporcionar
la forma I pura, que se ha enconirado que es un inhibidor de
descarboxilasa mucho mds potente que el compuesto previamen—
te conocido.

Ia inhibicién de la descarboxilasa'en nan{feros con|
tituye una parte importante de la accidn fisioldgica de mu-

chos tipos de drogas. Por ejemplo, recientemente se ha pro-

puesto utilizar I-dopa en el tratamiento de la enfermedad de

L1
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Parkinson. Sin embergo, la I-dope se ﬁtiliza en el cerebro y
en las aprtes periféficas del organismo y es conveniente que
solamente gea utilizada en el cerebro. Los presentes compues
tos de hidrazina no atraviesan la barrera sanguinea del cere
bro y por lo tanto inhiben solamente la descarboxilasa én
las partes periféricas del cuerpo. Asi, cuando se emplea I~
dopa en combiracidn con log compuestos de hidrazina de la
presente invencidn, la descarboxilasa de la L-dope es inhi-
bida solamente en las pertes periféricas del cuerpo dejando
una mayor cantidad disponible para el cerebro. El resultado
es que se requiere una cantidad mucho menor de I~dopa para

una medicacibn efectiva.

Ia inhibicidn de la descarboxilasa es tawbién de impor
tancia en el tratamiento de ciertos trastornos del colon.
En algunes personas, las células de los intestinos, y quizd
de todo el organismo, desarrollan una superactividad en la
produccidn de serotonina a partir de 5-hidroxitriptéfano. El
resultado de esta abundancia de serotonine es una inundacidn
constante del colon y evacuacidén de los intestinos. A no ser
que se controle este estado, puede transformarse en una do-
lencia mucho més grave. Los inhibidores de descarboxilasa
impiden la formacidn de la serotonina y por lo tanto contro-
len la diaerrea. Los inhibidores potentes de descarboxilasa,
como los compuestos hidrazinicos utilizados en esta inven-
cién, especialmente los que no tienen ninguna otra acti-
vidad fisioldgica, estdn peculiarﬁente edaptados a esta
aplicacidn.

Ios citados compuestos no solamente inhiben la dioxi-
fenilanine descarboxilasa sino también la histidina descarbo-

xilasa. Porlo tanto, también puede considerarse suuso como antibista-
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-0 suspensidén en agua. Los animales son decapitados 90 minu-
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Los compuestos, como ya se ha mencionado, estdn re-
pregentados por la férmula general dada en la Reivindicacidy
1. Son egpecialmente adecuados los compuestos que en las pod
giciones o del dcido propidnico contienen hidrdgeno o un gn$.
po metilo o etilo. Asf, el compuesto 4dcido Ip&—hidrazino~@-k
hidrdgeno- o alquil-f-(3,4~dihidroxifenil)propidnico es ao-
tivo cuando se administra & mamiferos en una proporcidén com
prendide entre 0,05 y 100 mg/kg por dia.

Los compuestos también pueden ser utilizados en foi
ma de sales farmacéduticamente aceptables, como sales de me-
tales alcalino o de amonio del grupo carboxi o hidroclorurog,
hidrobromuros, sulfatos y sales similares de la funcidn ami-

no. Sin embargo, preferiblemente se utilizan los aminodcidog

Ia actividad bioldgica de los compuestos ha sido
demostrade mediente los sigulentes ensayos:

Determinacidn de la inhibicidn de descarboxilasa en mamife-

Iros8

Se ﬁtilizan ratones albinos hembras con un peso
comprendido entre 18 y 22 g cada uno. Los animales reciben
80 mg/kg de I~dopa (I~3,4-dihidroxifenilalanina) en combina-
cién con la dosis indicada de deido In&—hidrazino~&-metil-

p-(3,4-dihidroxifenil )propiénice, por via orel, en solucidn

tos mds tarde. Se extraen los cerebros y. se reunen en £rupos
de 7. Se utilizen tres grupos distintos para cada tratamien-
to con la droga y se halla el promedio de los valores obte-

nidos.

Los cerebros son homogeneigzados con dcido percléri-
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co 0,4 N, 9 ml por gremo de tejido. Ias catecolaminas y los
catecolaminodcidos son adsorbidos en aldmina y después elufd
dos. Ja dopa y la dopamina se separan por cromatogrefia uti-
lizendo una columna que contiene la resina cambiadora de iéT
"Amberlite CG—50" con un tamafio de 200~400 mallas. Después
la dope y . la dopamina son sometidas & oxidacidn con yodo
para la determinacidn fluorimétrica de dopa y dopamina (Por+
ter, CseCe, Totaro, JeA. y Bercin, A.J. Pharmec. Exp. Therap.
150 17-(1965).

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

en la Tabla I.

TABIA I
Dosis | Dopa Dopamina
ng/kg microgramos/g microgramos
Control - 0,05 - 1,30
Ra.cemato 20 3,60 3,05
Forma L 10 2,85 2,68

Como indice esta tabla, 10 mg del compuesto L tie-
nen aproximadamente la misma actividad que 20 mg del com-
puesto DL (racemato) en los animales de ensayo. En otras pa-
labras, la forma L presenta esencialmente una actividad do-
ble de la del racemato en este ensayo.

Comparacidn entre el racemato y log isémeros D y L del dci-

do a-hidrazino—g-metil=p=(3,4-dihidroxifenil )propidnico en

cuanto & su capacidad para potenciar la inversidn por I-do-

pa de la supresidén inducida por la reserpina de la locomo-

cién y la ptosis

Los retones se alojan en ratoneras de pldstico

transparente y se aclimetan & su ambiente durante la noche.
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Una hora despuds de la administracidn intraperitoneal de

reserpina (4 mg/kg) se administran por via oral varias dosis

$i1-p-(3,4-dihidroxifenil)propidnico en methocel (agente sus
pensor - metilcelulosa al 1 % en agua). Se aduinistran 150
mg/kg de L-dopa por via intraperitoneal 2 horas después de

la reserpina. y se examina en los ratones, a ciegas, la su-
presidén de la locomocién y la presencia de ptosis 1 hora nd 4

tarde. Le supresidén de la locomocidén se determine colocandd

de alambre de 8 x 10 pulgadas (20 x 25 cm) durante 15 segun-
dos. Si el ratdn no camina hasta el borde de la rejilla o sg
sale de ella (lo que normalmente ocurre en menos del 15 %
de los ratones reserpinizados), se considera suprimida la
locomocidn. Los ratones no reserpinizados invariablemente
caminen por la rejille o se salen de ella dentro de este pe-
riodo de tiempo. La ptosis se califica positiva si se produ

ce un cierre del 50 % o mds de los pdrpados.
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TABLA” IT

Comparaclon del efecto de los isémeros D y L de dcido a—hl-

dra21no-«—metilm§—(3,4—d1h1drox1fen11)propionlco sobre el

antagonismo de la L-dopa contra la supresidn inducida por

la reserpina de la locomocidn y la ptosis

Supre51on de la
locomocidn indu
cida por la re-

Supresidn de la
ptosis inducida
por le reserpil-
04 n%

Nede ratones
tegidos/Ne aeppi
ratones probado

serpina
Dosgis Ne de ratones pro
Tratamiento (mg/k tegidos/ie de r&-
previo® p,o.% tones probados
Methocel = 1/10
Isdmero D 540 1/10
+ methocel 25,0 2/10
. 125,0 2/10
Isémero L 0,2 3/10
+ methocel 1,0 5/10
. 5, 0P 8710
B ¢ 0,86 mg/kg

a - Una hora antes de la L—dopa, 150 mg/kg iePo

b - Esta dosis de dcido de—hldraz1no—d~met11~§—(3 4mdihi-
droxifenil)propidnico es inactiva como antagonista de
la reserpina cuando se administra antes del methocel,

¢ — Dosls calculada de dcido &—hidrazino—&~metil—ﬁ-(3,4~di—
hidroxifenil)propidnico, cuando se& administra en com-
binacidn con I-dopa (150 mg/kg iip.), necesaria para an

tagonizar estos efectos de la reserpina en el 50 % de

los ratones.

1/10

;10
2/10
3/10

2/10

7410
9/10

0,56 mg/kg
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serpina na

TABIA III

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

do a-hidrazino—u-metil—p~(3,4~dihidroxifenil )propidnico so—

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

cida por la reserpina de la locomocidn vy de la ptosis

Dosis Nfde ratones pro Nede ratones pro
Tratemiento (mg/kg tegidos/N® de ra tegidos/N? de ra

previod «Oe tones probados tones probados
Methocel - 7/170 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
6,0 33/40 34/40
IE 0 1,2 ng/k 1,0 meli
50 <’o’ 5-2’9%. (6,5"‘1,8
Racemato 0,67 11/70 10/70
+ methocel 2,0 29/70 30/70
6,0 49/70 50/70
18,0 63/70 62/70
IE. P : 2,9 mg/k 2,8 mg/k
. 50 (é,4-3’5§ (’2:2‘3)8

& - Una hora antes de la i—dopa, 150 mg/kg i.pe
b - Dosis calculada de dcido &—hidrazino—&—metil—g-(3,4—
dihidroxifenil)propiénico, cuando se administra en com-
binacién con I-dopa (150 mg/kg i.p.), necesaria para an-
tagonizar estos efectos de la reserpina en el 50 % de
los ratones. Los valores entre paréntesis se refieren a
los intervalos del 95 % de confianza.
Ias tablas II y III muestran el efecto de la I-~-do~
pa (150 mg/kg i.p.) sobre la supresidn inducida por la reser
pina de la'locomocién y de la ptosis en ratones tratados pre

viamente con varias dosis del racemato y de los isdmeros D
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y L del dcido a-hidrazino-a~metil-p=(3,4-dihidroxifenil)pro—

pidnico. Esta dosis de I-dopa (150 mg/kg i.p.) es ineficaz
como antagonista de la reserpina en ratones previamente tra-
tados con methocel. las dosis del racemato y de los isomero#
Dy L de 4cido d—hldraz1no—d—met11—p—(3 4~dihidroxifenil)
propidnico necesarias para antagonizar las acciones supreso-
ra de la locomocién y de ptosis de la reserpina en el 50 %
de los ratones (EE5O), cuando se administran en combinacidn
con I-~dopa (150 mg/kg), son calculadas a partir de las 1i-
neas de regresién ajustadas hasta la fecha.

El igémero D del dcido «—hldra21no~«~met11-p-(3 4
dihidroxifenil)propidnico presenta poca o ninguna capacidad
para potenciar cualquiera de estos efectos de le IL-dopa en

los ratones reserpinizados (DEzq>125,0 mg/kg). la compara-

del dcido a-hidrazino-o-~metil-p~(3,4~dihidroxifenil)propid-
nico indica que el isdmero I (DEgq 1,2 mg/kgj es aproximada-
mente 2,4 veces mds activo que el racemato (IEsq 2,9 mg/ikg)
en la potenciacidn de la inversién por I~dopa de la supre-
gién inducida por la reserpina de la locomocién. Con respec—
to al antagonismo de la ptosis inducida por la reserpina, se

ha encontrado que el isémero L (IBgq 1,0 mg/kg) es aproxima-

damente 2,8 veces mds activo que el racemato (DB5q 2,9 meke)
Segin el procedimiento de acuerdo con esta inven—k
cidén se condensa hidrazina, una acilhidrazina o unma sal de
metal alcalino de una hidrazina con un derivade de decido
propidnico en cuya posicidn se encuentra un grupo ldbil cowo
bromo, yodo, cloro, acilsulfonilo o algquilsulfonilo.
El procedimiento de acuerdo con la invencidn serd

explicado ahora mediante los siguientes ejemplos:
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: gsequedad en vacio, se recoge el residuo en cloroformo-agua,

- saturada y el extracto en cloroformo se seca sobre sulfato
magnésico. La mezcla se concentra a sequedad y el residuo
i se cristaliza en metanol-agua obteniéndose dcifio Lma=(3,4~

| dinidroxibvencil)-o-hidrazinopropiénico, p.f. 208% (aesc.).

2089 (desc.).

@k%ne rel

~10 -
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EJEMPLO 1
A ung solucidn ds 27,5 g (0,1 moles) de dcido I-a-
bromo~a~(3,4~dihidroxibencil) propiénico en 200 ml de meta-
nol se afiaden 20 g de yoduro potdsico .y la mezcla se llevav
a ebullicién durante 2 horas. Se enfria la mezecla, se agre-
gan 5,0 g de hidrazim al 96 % y de nuevo se hierve la mez-

cla durante 2 horas. Al enfriar, la mezcle se comcentra a

la solucidn en cloroformo se lave con agua y solucidn salind

BJEMPLO 2

A una solucidn de 27,5 g (0,1 moles) de deido Dwa-
brono—o=(3,4=-dihidroxibe ncil) propidnico en 200 ml de me tanol
se aiilnden 5,0 g de hidrazine al 96 %. La mezcla se refluye
durante 2 horas. Al enfriar, la mezcle se concentra & sequed
dad en vacio, el residuo se recoge en cloroformo-asgua, se
lava la solucidn en cloroformo con agus y solucidn salira
saturada y el extracto en cloroformo se seca sobre sulfato
mgnésico. La mezola se concentra a sequedad obtenidniose

dcido L~0-(3,4~dihidroxibencil)=-a=hidrazinopropidénico, p.f.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:
1s Un procedimiento pera la preparacidn de compues-

tos de dcido L-a-hidrazino-~8-fenilpropibnico de férmula ge-
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i

R3 g4

| |
g1 CH - C - COOR?
R® HN - NHp

dorde R' y R® representan hidrdgeno o grupos hidroxi o alcod
xi conteniendo como mdximo 6 dtomos de carbono, feniloxi o
i benciloxi; R3 y r4 son hidrégeno o grupos alquilo teniendo
como mdximo 6 dtomos de carbono y R es hidrdégeno, un dto-
mo metdlico o un grupo alquilo teniendo como mdximo 6 dto-
mos de carbono, caracterizado por hacer reaccionar con hi-
drazima o una sal de metal alcalino de hidrazina un cémpues—

to de férmula:
3

—g
3

R — COOR?

Q

H -

H—Q—

R

donde R', B2, B3, R* y B% tienen el significado dado ante-
riormente y X es un dtomo de haldgeno, arilsulfonilo o al-
quilsulfonilo.

2, Be 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-/3 ~-FENILPROPIONICO". |
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

presente lewmoria descriptiva, que consta de doce plginas

mecanografiadas,

Madrid, 14 de abril de 1973.

BERNARDO UN
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