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Este imvencidn se rofiere & un procedimiento para
la preparacidn de compuestos de dcido L-a-hidrazino~p-fenil+
propidnico y a un agente terapdutico conteniendo dicho com-
puesto activo.

Los éompuestos preparados por el procedimiento de
la invencidn son valiosos agentes terapéduticos, anteriormeng
te desconocidos ¥y estdn represgntados por la férmula gene-
ral dada en la Reivindicacidn 1, Los racematos de los ‘deidos
a~hidrazino=-t-sugtitufdo~p~(3,4~-dihidroxifenil)propidnicos y
sus ésteres son conocidos enlla téenice y se sabe que son
potentes inhibidores de la descarboxilasa en los mamiferos.
Véase Sletzinger et al "Journal of Medicinal Chemistry", vo-
lumen 6, pdge. 1}01 (1963) y Porter et al "Biochemical Pharma-
cology", volumen 11, pdg. 1067 (Noviembre 1962). Estos com=
puestos han encontrado uso como medicamentos.

La presente invencidn se basa en el descubrimiento

de que el isdmero D del racemto es inactivo y hasta cierto

punto incluso antagoniste de la accidn de la forma L, que
es el compuesto activo. Asi, en algunos ensayos se observé
que la forma L del compuesto es la Unica forma activa y que
le. forma D es irmactiva. En otros ensayos se observé que la
forma D contrarresta y menoscaeba la accidn de la forma L.
Por lo tanto, el objeto de la presemte irvencidn es propor-
cionar la forma L pura, que se ha encontrado qQue es un lnhi-
bidor de descarboxilasa mucho mds potente que el compuesto
previamente conocido. |

Ia iphibicidn de la descarboxilasa en mumfferos cons
tituye ura parte importante de la accidn fisioldgica de mu-
chos tipos de drogas. Por ejemplo, reccientemente se ha pro-

puesto utilizar I~dopa en el tratamiento de la enfermedad
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de Parkinson. Sin embargo, la I~dope se Wtilize en el cere-
bro y en las partes periféricas dsel organismo y es convenien)
te que solamente sea utilizada en el cerebro. Los'presentes
compuestos de hidrazina no atrayiesan la barrera sanguineas
del cerebro y por lo tanto inhiben solamente lg descarboxi-
lasa en las partes periféricas del cuerpo. Asi, cuando se
emplea I-dope en combirmeidn con los compuestos de hidrazi-
na de la presente invencidn, la descarboxilasa de la I-dopa
es inhibide solamente en las partes periféricas del cuerpo
dejando ura mayor cantidad disponible para el cerebro. El
resultade es que se requiere uma cantidad mucho menor de
I-dopa para une medicacldn efectiva.

Le inhibileidn de la descarboxilase es también de
importancia en el tratamiento de ciertos trastornos del co-
lon. En algumas personas, las celulas de los intestinos, y
quizd de todo el organismo, desarrollan ura superactividad
en la producci&n de serotonima a partir de 5~hidroxitripté-
fano, El reéultaﬂq de esta abundancia de serotonina es una
inundacidén constante del colon y evacuacidn de los intesti-
nos. A no ser que se controle este estado, puede transformar
se en ura dolencia mucho mds grave. Los inhibidores de des-

carboxilase impiden la formacidn de l2 serotonina y por lo

tanto controlan la diarrea. Los inhibiuores potentes de des«|

carboxilasa, como los conmpuestos hidrazinicos utilizados en
este invencidn, especialuente los que no tienen ninguna
otra actividad fisioldgica, estdn peculiarmente adaptados

a esta aplicacidn.
Los citados compuestos no solamente inhiben la dioxi

fenilanine descarboxilasa sino también la histidina descar—

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

Los compuestos, como ya& se ha menciomado, estén re-
presentados por la férmule gensral dada en la Reivindicacidn
1. Son especialmente adecuados los compuestos que en las
posiciones & del dcido propidnico contienen hidrdgeno o un
grupo metilo o etilo. Asi, el compuesto égido L=—a=hid rgzi no-
a=hidrdgeno- o alguil=f-(3,4-dihidroxifenil)propidnico es
activo cuando se edministre e mamiferos en una proporcidn
comprendida entre 0,05 y 100 mg/kg por dia,

Los compuestos tawmbién pucden ser utilizados en for—
ma de sales farracéuticamente aceptables, como sales de me-

tales alcalinos ode amonio del grupo carboxi o hidrocloru-
ros, hidrobromuros, sulfatos y sales similares de la funcidn

anino. Sin embargo, preferiblemente se utilizan los amino-
dcidos libres y no las sales.

Ia actividad bioldgica de los oompuestos‘ha sido
demostrada mediante los siguientes ensayos:

Determinacidn de la inhibicidn de descarboxilssa en mami-

feros

Se utilizan ratones albinos hembras con un peso com-
prendido entre 18 y 22 g cada uno., Los animales reciben
80 mg/kg de I-dope (I~3,4-dihidroxifenilalanima) en combina-
cién con la dosis indicada de dcido I~-a-hidrazino-a=metil-
B-(3,4-dihidroxifenil) propidnico, por via oral, en solucién
o} susbensién.en ague, Los animales son decapitados 90 minuto
mis tarde. Se extrmen los cerebros y se reunen en grupos de
7. Se utilizan tres grupos distintos para cada tratamiento
con la droga y se halla el promedio de los valores obtenidos

Los cerebros son homogeneizados con dcido percldri-

1=7]




10

15

20

28

30

co 0,4 N, 9 ml por gramo de tejido. Ias catecolaminas ¥y los
catecolaminodcidos son adsorbidos en alumina y después eluit

dos, Ia dope y la dopamina se separan por cromatografia utist
lizando una columre que contiene la resina cambiadora de
ién "Amberlite CG-50" con un tamafio de 200~400 mallas. Des-
pués la dopa y la dopamina son somtidas a oxidacidn con
yodo para la determinacién fluorimétrica de dopa y dopamina
(Porter, C.C., Totaro, J.A. y Bercin, A.Jd. Pharmac. Exp.
Therap. 150 17 (1965).

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

en la Tabla I,

TABLA I
Dogis Dopa Dopamina
Kk micrograrmos/g  microgremos/g
Control - 0,05 1,30
Racemg 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 (racemto) en los animales de ensayo. En otras palabras,
la forma L presenta esencialmente uma actividad doble de
la del racemato en este ensayo.

Comparacidén entre el racemato y los isdmeros D y L del dci-

do_a~hidrazino~oc~metil-f~(2,4-dihicroxifenil)propidnico en

cuantp &_gu capgcidad pers potencigr la inversidn por L-doph
de la supresidn inducida por la reserpins de la locomocidn

y la ptosis

Los ratonos se alojan en ratoneras de pldstico trans
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parente y se aclimatan a su ambiente durante la noche. Um
hora'después de la administracidn intraperitoneal de ressr-—
pina (4 mg/kg) se administran por via oral varias dosis

del racemato, el isdmero L o0 el isdmero D del dcido a=hi-
drazino-d-~metil=8~(3,4=dihidroxifenil) propidnico en metiaocel
(agente suspensor = metilcelulosa al 1 % en agua). Se admi-
nistran 150 mg/kg de L-dopa por via intraperitoneasl 2 horas
después de la reserpina y se examina en los ratones, a cle-
gas, la supresidén de la locomocidn y la presencia de ptosis
1 hora mds tarde. La supresidn de la locomocidn se determi-
na colocando a los ratones, individualmente, en el centro
Ge ure rejillas de alambre de 8 x 10 pulgadas (20 x 25 cm)
durante 15 minutos. Si el ratdn no camine hasta el borde de
la rejills o se sale de ella (1o que norisalmsnite ocurrs en
menos del 15 % de los ratones reserpinizados), se considera)
suprimida la locomocidn., Los ratones no rsserpinizados in-
variablemente caminan p&r la rejilla o se salen de ella
dentro de este periodo'de tiempo, ILa ptosis se califica po-]
sitiva si se produce un cierre del 50 % o wds de los pdrpa-

dos.
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TABLA IT

Comparacidén del efecto de los isémerogs D y L de dcido a-hi-

Arazino~a-metil-p-( 3, 4-dinidroxifenil) pro pidnico sobre el

antagonismo de la L~dopa contra la supresién inrducida por

la. reserpina de le locomocidn y la ptosis

Supresidn de la
locomocion indu

cida por la re

Supresién de 1la
ptosis inducida
por la reserpi-

serping n
Dosis N2de ratones pro NRde ratones pro
Tratamiento k tegidos/N2 de ra tegidos/N® ds ra
previo® P.Oe tones probados tones probados
Methocel - 1/10 1/10
Isémero D 5,40 1/10 1/10
+ msthoecel 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
e
DE5 0,86 mg/kg 0,56 mg/kg

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

b ~ Esta dosis de dcid0 I~t~hidrazinomtems til=p=(3,4~dini-

droxifenil)propidnico es inactiva como antagonista de

la reserpina cuando se administran antes del methocel.

¢ - Dosis calculada de €¢ido a~hidrazinomtmmetileg=(3,4~

dihidroxifenil)propidnico, cuando se administre en com

binacidn con L-dopa (150 mg/kg i.p.), nscesaria para

antagonizar estos efectos de 1g reserpina en el 50 %

de los ratonss.
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Comparacidn del efszcto del racemato y del isdmero L de dei~

do a=hidrazim-t=metil~f=(3,4~dihidroxifenil)propidnico so-

TABIA IIT

bre el antagonismo de la L-dopa frente a la supresidn indu-

cida por la reserpine de la locomocidn y de la ptosis

Supresidn de 1la

locomoeidn indu=

cida por la re-
garpirg

Supresidn de 1a
ptosis dinducida
por la reserpi=~

na
Dosis N® de ratones pro N de ratones pro
Tratamiento k tegidos/N® de ra  tegidos/N® de ra
previoa PsO.s tones prohados tones probados
Methocel - 7/70 8/70
Isdmero 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
b
DE 1,2 mg/k 1,0 mg/k
50 (615“2’9 (615-118§
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 (éy4“"3,5§ (é92‘3,3§

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

b - Dosis celeulada de acido ;x-hidrazino-;x-mecil—p—(_'s,q»-
dihidroxifenil)propidnico, cuando se¢ administra en
combinacidn con ]fo-dopa. (150 mg/kg i.p.), necesaria para
antagonizar estos efectos de la reserpina en el 50
de los ratones. Los valores entre parédniesis se refie-
ren a los intervalos del 95 % de confianza.

las Tablag II y III mucstran el efecto de la IL-do+
pa (150 mg/kg i.p.) sobre la supresidn iuducida por la re-
gserpina de la locomocidn y de la ptosis en ratores trata-

dos previamente con varias dosis del racemato y de los
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‘alcoxicarbonilico, amido o ciano. Esta hidrdlisis puede

isdmeros Dy L del dcido &—hidrazino~u~mefiluﬁm(3,4~dihidro-
xifenil)propidnico. Beta dosis de I~dopa (150 mg/kg i.p.)

es ineficaz como antagonlsta de la reserpina en ratones pre
viamente tratados con methocel. Ias dosis del racemato y de
los isémeros D y L de dcido &-hidrazﬁmh«—metilpﬂ—(3,4—dihidro—
xifenil)ppopiénico necesarias para antagonizar las acciones
supresore de la locomocidn y de ptosis de la reserpina en
el 50 % de los ratones (DEgn), cuando se administran en com-
binacidn con I~dopa (150 mg/kg), son calculadas a partir de
las lineas de regresidn ajustadas hasta la fecha.,

Bl igdmero D del dcido &—hidrazino—d—metil—p—(3,4—
dihidroxifenil)propidnico presenta poca ¢ ninguna capacidad
para potenciar cualquiera de estos efectos de la I~dopa en
los ratones reserpinizados (DEgy>125,0 mg/kg). Ia compara-
cién de los valores DEgq para el racemato y ol isdmero L
del dcido &—hidrazino—&—metil~ﬁ—(3,4—dihidroxifenil)propié—
nico indica que el isdmero L (DEgq 1,2 ng/kg) es aproxima~
demente 2,4 veces mds activo que el racemato (DEsy 2,9 mg/
kg) en la potenciécién de la inversidn por Ledopa de la su-
presidn inducida por la reserpina de la locomocién. Con resd
pecto al antagonismo de la ptosis inducida por la reserpina,
se ha encontrado que 6l isdmero L (Mg, 1,0 mg/kg) es apro-
ximademente 2,8 veces mds activo que el racemato (DEgg
2,9 mg/kg).

Segln el procedimiento de acuerdo con esta invone—

i

cidn, el dcido «~hidrazino-p~-hidroxifenilpropidnico puede

ser obtenido por hidrdlisis del correspondiente derivado

ef ectuarse enzindticamente o mediante un dcido o una base.

Ta hidrdlisis enzimdtica puede realizarse empleando un mi-
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croorgenismo, como Aspergillus oryzae, Zygosaccharomyces

acidifiens, Strepbtomyces spheroides o Alcaligenes sp. El

microorganismo se utiliza en forma de suspensiones celula-
res a un ﬁH comprendido entre 5,0 y 9,0, ajustado con un
regulador de fosfatos También puede efectuarse la reaccidn
con énzimas recuperadas de las células.

El procedimiento.de acuerdo con la invencidn serd

explicado shora mediante los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1
A, L-a—(1~Acetilhidrazing )=q~metil=p=(3, 4-dimetoxifenil )=
' propionitrilo

Se lavan 250 mg de hidruro sddico (al 55 % en
aceite mineral) (5,2 milimoles) con hexano y se-suspenden
en 6 ml de dimetilsulfdxido. A esta mezcla se afiade una so-
lucién de 1,05 g (4 milimoles) de DI-a~acetamino-w-metil-p-
(3,¢7dimetoxifenil)propionitrilo en 10 m1 de DMSO. Cuando
cede el desprendimiento de gas (15 minutos), la solucidén
se enfrfa & 15°C y so sfiade durante un periodo de 2 minutos
una solucidn de 4,5 milimoles de cloramina en 12 ml de éter
seco. Despuds de 12 horas de agitacién a la temperatura
ambiente, se afiaden algunas gotas de dcido acdtico y la
mezcla se concentra & vacio. El jarabe resultante se repartd
entre agua y cloroformo. Se seca la capa orgdnica, se sepa-
ra el disolvente y el residuo se cristaliza en acetato de
etilo y éters.

Después de recristalizar en metanol, el p.f. es
121-123°C,
Andlisis calculado para Cq4H4gN305:
c, 60,63; H, 6,91; N, 15,15
Encontrado: ¢, -60,82; H, 7,10; N, 15,21




10

15

20

25

30

B. Acido I~o=hidrazino—a—metil-g~(3,4~dihidroxifenil)pro-

pidnico
Ura solucidn de 150 mg del producto de la etapa

anterior en 2,5 ml de dcido clorhidrico coicentrado se ca-
lienta en un tubo sellade a 120°C duranse hora y media. Ia
mezcla resultante se evapora & sequedad en vacio y el pro-
ducto se lixivia con etanol. El hidrazino-dcido se preci-
pita por adicidn de dietilamina hasta pHr6,4, go £iltra

la mezcle y el precipitedo se lava con etanol y se seca dan-
do 4cido Ip&—hidrazino—d—metil-p—(3,4—dihidroxifenil)pro—
pidnico. Por recristalizacidén en agua conteniendo una peque-
fia cantidad’' de bisulfito sddico se obtiene el producto,

p-fo 2080 (deBCn)o

- 25 .
[o.c]D = -17,3° (¢ = 2, CHy0H).
EJEMPIO 2

A, I.g-(1-Benzoilhidrazino )-o-metil-p=(3,4~dibenciloxife-

nil)propionamida

Se lavan 250 mg de hidruro sdédico (el 55 % en acei-
te mineral, 5,2 milimoles) con hexano y se suspenden en
6 ml de DMSO. A esta mezcla se agreza una solucidn de 4 mi-
limoles de In&-benzamido~&-metil-ﬁ-(3,4~dibenciloxifenil)~,
propionamidae en 10 ml de DIMSO. Cuando cede el desprendimien
to de gas (15 minutos) la solucidn se ‘enfria & 159C y se
aflade durante 2 minutos una solucidn de 4,5 milimoles de
clorsmina en 12 ml de éter seco. Despuds de 12 horas de agi-
tacidn a la temperatura ambienté, se aggregan algunas gotas
de dcido acgtico y.la mezcla se concentra & vaclo. El jarabg
resultante se reparte entre agua ¥y cloroformo. Se seca la

capa organica, se separa el disolvente y el residuo se cris-
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taliza en acetato de etilo y dter.

B. Acido I-&-hidraziuo—d—metilmg-(;,4—dihidroxifenil)~
propidnico '

Ura solucidn del'producto de la etapa anterior en
2,5 ml de dcido clorhidrico concentrado se calienta en un
tubo sellado a 100°C durante hora y media. Utilizando el
procedimiento del Ejemplo 1, se obtiene el producto fi-
nal.

EJEMPLO 3
A. Preparacién de IF&-N1-acetilhidrazino—«-(3,4—dimetoxi—
bencil)propionitrilo

Se lavan 250 mg de hidruro sddico (al 55 % en

aceite mineral, 5,2 milimoles) con hexano y se suspenden
en 6 ml de DMSO. A esia mezcla se afiade la solucidn de
1,05 g (4 milimoles) de I-a~acetamido-a=(3,4-dimetoxiben~
cil)propionitrilo en 10 ml de DMSO. Cuando cede el despren-
dimiento de gas (15 minutos) la soluci6n se enfria a 159
y se sfiade durante 2 minutos una solucidn de 4,5 milimo-
les de cloramina en 12 ml de Ster seco. Después de 12 ho-
rés de agitacidn a la temperatura ambiente, se afiaden alguT
mas gotas de deido acético y la mezcla se concentra a va-
clo. E1 jarabe resultanté se reparte entre agua y cloro--
formo. Se seca la capa orgdnica, se separa el disolvente
y el residiao se cristaliza en acetato de etilo y éter; el
espectro RMN del residuo indica que se frate de una mezcla
6:4 de producto y material de partida. Por cromatografia
en 30 g de gel de silice H (elucidn con cloroformo y meta-
nol al 10 %) se obtienen 570 mg (52 %) de TrgeNlencetile
hiﬂraéino—&-(3,4—dimetoxibencil)propionitrilo ¥ 320 mg

de material de partida. Esto represerta un rendimiento di-
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recto del 56 % o del 80 % calculedo sobre ol material de paz-
tida no recuperado.
Por recristalizacién en metanol se obtiene ura mue g
tra que furde a 121-123°,
Anglisis calculado para Cq4Hygli3041
C, 60,63; H, 6,915 N, 15,15
Encontrado: C, 60,825 H, 7,10; N, 15,21

B. Hidrdlisis de I-~¢-N-acetilhicrezino—~(3,4-dimetoxiben~

cil)propionitrilo a dcido L-g-(3,4~dihidroxibencil )—u=

hidraziropropidnico
 Ura solucidn de 150 mg del producto de la etapa an-

terior en 2,5 nl de dcido clorhidrico concentrado se calien~
ta en un tubo sellado a 120° durante hara y mediz. Después
del procedimiento de trabajo habitual, se obtienen 50 mg
del hidrazinodcido, p.f. 208° (desc.).

» 25

[ac]D = =17,3° (c = 2, CHy0H).

IJENPLO 4

.

A. Preparacidn de I~¢=(1-mentoxiacetilhidrazo )—o—{(4-hidro-

xi-3-metoxibencil )propionitrilo

A upa mezcla de 92,3 g (0,435 moles) de DI-~«-hidra-

zino—&-vainillilpropionitrilo en 2 litros de dioxano y 0,5
litros de tetrahidrafuréno se afladen simultdneamente 1CO g
(0,430 moles) de cloruro de 1-mentoxiacetilo y 58 ml

(0,415 moles) de trietilamina. la mezcla se agita & la tem—
peratura ambiente dureunte 18 horas. las saleg precipitedas
¥y los disolventes se meparan dejando una mrzcla oleosa. El
residuo se cristaligze en acetato de etilo y hexano dando

66 g de producto quée en su mayor parte es el diastereoisdme-

ro Ll.
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1" (4=hidroxi=-3-metoxibencil)propionitrilo y la mezcla agita-

El mterial coristalino se recrisiglize tres veces
en acetato de etilo-hexano dando 12 g de I~&—(1—m§ntoxip
acetilhidrazo)-&-(4—hidroxir3emetoxibencil)prOpionitrilo,
p.fa 126=126,5%

Arndlisis calculado para Co3Hygh30:
C, 66,165 H, 8,45; N, 10,06
Encontrado: C, 66,21; H, 8,68; N, 10,23

B, Hidrdligls de T-a=-(1-mentoxiacetilhidrazo)=o—(4=hidro~

xi—}-meto;&benoil)propiohicrilo a8 8cido Ieg=(3,4-dili~

droxibeneil)=g=hidrazinopropidnico

Se saturan 25 ml de metanol y 30 ml de dcido clor-
hidrico corcentrado, entre 0° y =109, con cloruro de hiérd-
zeno gaseoso. A la mezcle a 0° se afiaden, corn agitacién

3,0 g (0,0072 moles) del I-c=(1-mentoxiacetilhidrazo )=o~

da se deja calentar a la temperatura ambiente durante 18 hod
ras. Ie solucidn se evepora & sequedad y el residuo se di-
suelve en una mezcla de 45 ml de dcido clarhidrico conven~
trado y 5 ml de dcido acético. Este solucidn se calienta
en un tubo sellado a 120° durante 90 minutos. Se obtiene
une solucidén transparente que se evapora a sequedad. Del
residuo se lixivia el producto con 25 ml de etanol. El hi-
dragzinodcido, después de la adicidn de 5 ml de‘benceno, se
precipita con dietilamina hasta pH 6,5. El producto crudo,
1,1 g (56 %), se trasa con cart.dn activo decoloraute, se

filtra y se cristaliza en 50 ml de agua hirviendo conteniens

do 5 mg de Versene ®. Se obtiene dcido Ima-(3,4~dihidroxi-

bencil)-o~hidrazino-propidnico, p.f. 208° (desc.).

- .25
D
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ETRMPIO 5

Hidrélisis de I~x~(3 4—dibcn01]oxiben011)—«—hidrazlp01prop1 -

rato de metilo a deido I~«~(3 4-dibenmlox1bencil)-—oc-hidrazL-

nopropidnico

Se disuelven 9,6 g (0,04 moles) del I~a—(3,4=~di-

benci}oxibencil)—&-hidrazinopropionato de metilo en dcido
clorhidrico normal y se lleva a ebullicidén durante 3 horas.
Ig mezcla se concentra & sequedad en vacio dando 1la sal hi-
drocloruro de dcido Ln&-(3,4—dibenciloxibencil)—&-hidrazinOm
propidnico. ELl compuesto se libera a partir de su sal em=
pleando una resina cembisdora de idne

EJEUPLO 6

A. Preparacidn de L1-N°-mentoxiace tilhidrazirom=4-hidroxi-

3-metoxibercilpropionitrilo

Se lleva a ebullicidn durante 4 horas una mezcla
de 228,3 g (1,0 moles) de 1-mentiloxiacetato de metilo en
300 ml de metanol y 120 ml de hidrato de hidrazire al 85 %.
Lg mezcla se concgntra & sequedad en vaclo y el resiauo se
recristaliza en metanol-sguna dando mentiloxiacetilhidrazina |

A 90,1 g (0,5 moles) de 4-hidroxi-3-metoxifenil-
acetona en 1 litro dé me tanol-agua 1:1 se afaden 171,3 g
(0,75 moles) de 1-mentiloxiacetilhidrazina y 32 g (0,54 mo-
les) de cimnuro sddico. Ia mezcla se agita fuertemente a lg
temperatura embiente durante 18 horas. Se concentra a vacio
la mezcla haste aproximadamente la mitad de su velumen y se
mutiene y cristaliza a 0-5° duraate 48 horas. Bl producto
ge separa por filtracidn, se seca y se recristalize en ace-
tato de etilo. Se disuelve a 80° y se recupera a -20°. El1

producto es Ll-N2-mentoxiace tilhidrezino=a—4-hidroxi=3=~meto~

xibencilpropionitrilo, p.f. 126~126,5%
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B. Hidrdligis de Ll-NQ-mentoxiacetilhidrazinoua—ggﬁrogg-j-

metoxibeneilpropionitrilo
El producto se hidroliza -con HCl concentrado

para obtener deido L-o~(3,4-dihidroxibencil )-u~hidrazino-

propidnicos

EJERPLO 7

| A, Preparacidn de Im=NlmBcetil-N’~ftaloilhidrazino=4—ne to-

Xxi~3~hidroxibengzoil-propionato de metilo

Se calientan en un bafio de agua a 90-95°, durante
3 hores 97,6 g (0,5 moles) de L—&-metiltirosina, 153,1 &g
(1,5 moles) de enhidrido acético y 200 ml de piridima. ILa
mezcla se enfrin a la temperatura ambiente, se vierte sobre
500 g de hielo y se extrae con éter. El extracto etéfeo se

lava con agua, dcido dilufdo y solucidn salina saturada. Ded)

I pués de concentracidn de la mezcla a vacfo, el residuo se

recristaliza en acetona~hexano.

Se refluyen 111,7 g (0,4 moles) de I-OyN-diacetil-
&-metiltirosina con 1 litro de dcido clorhfdrico 1 N duran-
te 2 horas. la mezcla se concentra a sequedad en vacio. EX
regiduo se reéoge en cloroformo y agua« S¢ seca a vacio. El

regiduo de IelM-ascetil-w-metiltirosina es recristalizado en

metanol-agusa.

Se nitrosen 71,19 £ (0,3 moles) de Ipm—acetil-&—
metiltirosings.

_Se emfris a 10° una mezcla de 65,5 g (1,0 moles)
de cinc en polve y 100 ml de agua. Mientras se egite, se
afinden 0,24 moles de compuesto nitroso en 150 ml de
dcido écético glacial, mientras se mentiene la temperatura
a 10-159, Una vez terminada La‘adicién, la nezcla se deja

calentar a la temperatura ambiente durante 1 hora y despuds
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se calienta a 80° en bardo de vapor. Ia mezcla se filtre pe-
ra separar el cine que no ha reaccionado y el precipitado
se lava con tres porcidnes de 25 ml de dcido clorhidrico
2 N templado. Los filtrados combinados se enfrian a la tem-
peratura ambiente y se alcalinizan hasta pH 6,5 con re-
frigeracidn. Se filtre la mezcla y se seca el precipitado.
El residuo se extrae con tres porciones de 200 ml de cloro=-
formo. El extracto seco (MgSO4) se concentre a vacio hasta
formar un residuo que se redristaliza en metanol dando dci-
do In&-N1-acetilhidrazino—«—4~hidroxibencilpropiénico.
A 50,45 g (0,2 moles) del compuesto N-acetilico
de la etapa anterior en 200 ml de metanol-agug 1:1 & re-
flujo y bajo nitrdgeno se afiaden 25,47 g (0,2 moles) de
benzaldehido en 50 ml de metanol.le mezcla se hierve durar-
te 2 horas, se concentra a sequedad en vaclo y el residuo
se cristaliza en acetona-hexano dando dcido L-a—N1-acetiL-
Nz-bencilidenhidrazino—d—4—hidroxibencilpropionico.
A 50,05 g (0,15 moles) de la hidrazona anterior
en 150 ml de etanol y 50 ml de trietilamine se afiaden
33,3 8 (0,1& moles) de tetranitrometano en 50 ml de metanol
Ie mezcla se continda agitando durante 18 horas a la tempe-
ratura ambiente. Después de concdntrar a sequeded en vacio,
la mezcla se recoge en claraformo y s€ extrae con dcido
acético dilufdo. El extracto seco (Nay50,) se concentra a
sequedad en vacfo y se recristaliza en metanol dando dcido
Ipa-N1 -acetil- Nz—bencll1den~hldrazino-d-4-hidroxi—3—nitro—
bencilpropibnicos
| A 38,44 g (0,1 moles) del compuesto anterior en
100 ml de dimetoxietano se afinden gota & gota, con sgilie-

cién, 0,22 moles de dimzometano etéreo a 0-59. La mezcla
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ge deja calentar a la temperatura ambiente y se mantiene

en reposo durente 18 horas. Se concentre la mezclg a se-

quedad y el residuo se cristaliza en acetona~hexano dando
I~&-N1~acetil-Nz-bencilidenhidrazino-4~metoxi—}-nitroben-
cllpropionato de metilo.

Se hidrogenm 20,62 g (0,05 moles) del égter de la
etaps anterior en 200 ml de metanol, sobre platino (ini-
cialmente como 0,100 g de 4xido) a la temperatura ambiente
y 3 atmésferas nasta que la absorcién es de 5 moles de hi-
drézemo por mol de material de partida. El catalizador se
separa por filtracidn, se concentra el filtraedo y el resi-
duo se recristaliza en metanol-agua dando I~«~N1—acetil—
hid razino=oe3~amino~4=ume loxibencilpropionato de metilo.

A una mezcla de 28,3 g (0,1 moles) del éster an-
terior en 300 ml de dimetoxietano se afiaden, a la tempera~
ture ambiente, 14,81 g (0,1 moles) de anhfdrido f£tdlico
en 100 ml de dimetoxietano. Después de agresar 1 g de
doido 2,4~dinitrobenzosulfdnico, la mezcla se calienta a
reflujo durante 5 horase Se enfria la wezcla, se concentra
a sequedad en veclo. El residuo se recogé en cloroformo y
agua enfriaaos con hielo y la capa acuosa se alcaliniza
con bicarbonato sédico. ILe capa de clorcformo se lava con
agua, se seca sobre sulfato megnésico y se concentra. EL
rcoiduo se cristaliza en metanol-ague dando IP&-Nq-acetil-
Na-ftaloilhidrazino-4-metoxi-}—aminobencil—propionato de
metilo.

A 20,57 g (0,05 moles) del éster de 1a etapa an-
terior en 22 nl de dcido sulfirico al 50 %, & 0~59, se
éﬁaden 3,8 (0,055 moles) de nitrito sdédico en 15 ml de

agua. La mezcla agitads se envejece en un bafio de hielo
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durante 1 hora, se deja celentar a la temperature ampiente
y después se celients en un bafio de vapor hasta que termi-
na el desprendimiento de nitrdgeno. Se enfria la mezcla,
se extrae con acetato de etilo, se seca el extracto sobre
sulfato sddico y se concéntra & sequedad en vaclo., El re-
siduo es I-z=N'-acetil-N2~ftaloilhidrazino-4-metoxin3-
hidroxibencilpropionato de metilo.

Be Hidrélipis de Img=Nl-ncetil-NP-ftaloilhidrazino-4-me o=

xi=3-hidroxibenzoilpropionato de metilo & doido Ima=

(3,4=d1ihidroxibe ncil )=¢=hidrazinopropidnice

Se calienta en un tubo sellado a 120°, durante

2 hovas, una mezcla de 32,3 mitinoles de T-a—N1-acetil-N~ftaloilhidral

Zino=4-meioxi=~3-hidroxivenwoilpropionato de metilo y 150 m]
de dcido clorhidrico concentrado. Ia megzcla resultante se
evapora a sequedad en vacio y el producto se lixiviae con
etanol. El hidrazinodcido se precipita por adieidn de
dietilamina hasta pH 6,4, se filtra la mezcla y el precipi
tado se lava con etanol y se seca dando 6,5 g de 4cido
Ip&—(3,4—dihidro¥ibeneil)»&-hidraziﬁoprOpiénico (73 %)e
Por recristalizacidén en agua conteniendo una pequefia can-
tidad de bisulfito sbdico, se obtiense el producto, p.f.
208° (desc.).
[&]D = ~17,3% (c = 2, CH,OH)
Andlisis’ caleulado para Cq0Hq 400, +H,0:
C, 49,17; H, 6,603 N, 11,47
Encontrado: C, 49,13; H, 6,74; N, 11,19.
EJEMPIO 8
A 50,06 g (0,15 moles) de dcido L-e-Hl-acetil-
Na-bencilidenhidrazino—u—metil-g—4-hidroxifenilyropiénico

en 150 ml dé metanol y 50 ml de trietilamina se eaiaden

!
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cibn, 0,22 moles de diazometano etéreo, a 0-5° ILa mezcla

regiduo se cristaliza en acetona—hexano dando dcido IpueN1—

fenil)propidnico.

33,3 g (0,17 moles) de tetranitrometano en 50 ml de meta-
nol. Ia mezcla se agita durante 18 horas a la temperatura
ambiente. Después de concentrar a sequedad en vacio, la
mezcla se recoge en cloroformo y se extrae con Acido acé+bi-
co dilufdo. El extracto seco (Na,80,) se concentre a se-
quedad en vaclo y se recristaliza en e tanol dando dcido
L-d-N1—acetil-N -ben01liden—hidraz1no—«-metil—p-(4—h1drom1~
3-nitrofenil)propisnico.

A 38,44 g (0,1 moles) del compuesto anterior en

100 ml de dimetoxietano se alladen gota a gota, con agite-

se deja calentar hasta la temperatura ambiente y en reposo

dursnte 18 horas. Se concentra la mezcla a ssquedad y el
acetil-Na benc1lidenh1drazino-«-metll-p—(4~metox1-3—n1uro-

Se hidrogenan 20,62 g (0,05 moles) del &ster de
la etapa anterior en 200 ml de metanol sobre platino (ini-
cialmente con 0,160'3 de dxido) a la temperatura ambiente
y3 atmésferés, hasta que se han absorbido 5 moles de hi-
drdseno por mol de material de partida. EL catalizador
se separa por filtracidn, se concentra el filtrado y el re-
giduo se recrigtaliza en metanol-agua.

A uma mezcla de 28,13 g (0,1 moles) del I~a—N1
acetllhldraz1no-d—met11-p-(3—am1no-4~metox1fen11)proplo—
nato de metilo obtenido en 300 ml de dimetoxietano se afla~
den a la bemperatura ambiente 14,81 g (0,1 moles) de anhi-
drido £tdlico en 100 ml de dimetoxietanos Despuds de afia—
dir 1 g de dcido 2,4-dinitrobenzosulfénico, la mezcla se

calienta a la temperatura de ebullicidan durante 5 horas.
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Se enfria la mezcla y se concantra'a sequedad en vacio.'El
residuo se recoge en cloroformo y agua enfriados con hielo
¥y la capa acuosa se alcalinize con bicarbonato sddico. Ia
cape de cloroformo se lava con agua, se seca sobre sulfato
magnésico y se concentra. El residuo se cristalize en meta-
nol-ague dando L~&-N1~acetii-N2-ftaloil-hidrazino~&-metil—
p= (4=metoxi-3=-aminofenil)propionato de metilo.

A 20,57 g (0,05 moles) del éster de la etapa ante-
rior en 22 ml de dcido sulfdrico al 50 % a 0-5°C se afinden
3,8 g (0,55 moles) de nitrito sédico en 15 ml de agua. Ia
mezcla agitada se envejece en un bafio de hielo durante 1
hora, se deja calentar a la temperatura ambiente y degpués
se callenta en un bafio de vapor hasta que cesa el despren-
dimiento de nitrégeno. Se enfria la mezcla, se exirae con
acetato de etilo, se seca el extracto sobre sulfato sddico
y se coucentra a sequedad en vaclo. El residuo se hidroli-
za en la forma antes descrita para dar dcido IL-x~hidrazino—
&-metil—p~(3,4—di§idroxifenil)propiénico, p.£. 208° (desc.)

| ETEUPLO 9

Una solucién de 9,6 g (0,04 moles) de I~&~(3,4—
dihidroxibencil)—&—hidrazinopropionato de metilo en 1 li-
tro de cloruro poitdsico 0,1 M se lleva a pH 8,0 por adi-
cidén de hidrdxido potdsico empleando una microbureta. Se
afiaden aproximadamente 100 unidades de egterase de higado
de cerdo y se deja actuar a 3570. Se afiade hidrdxido potdsi-

co a medida que es necesario para mante.er el pH en §,0.

| Degpuds de 4 horas, el pH se ajusta & 6,4 con éqido clornf-

drico y la mezcla se concentra a sequedad en vaclo. El re-
siduo se extrae con metanol y por recristalizacidén en agua

se obtiene dcido I~a-hidrazinopropidnico, p.f. 208° (desc.)
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EJEMPLO 10
Se repite el procedimiento del Ejemplo 9 con la
modificacidn de que en lugar de esterasa de higado 'de cerdo
se emplean enzimas derivados de uno de los microorganismos

Agperzillus oryzae, Zygosaccharomyceg acidifiens, Strepto-

myces gpheroides y Alcéligenes sp. El dcido obtenido se

purifiea por cromatozrafia en una resina cambiadora de idn
del tipo Amberlite-IR-120 ® en el ciclo &cido.
EJEMPLO 11

El enzima nitrilasa utilizado se extrae del pere-
jil con regulador de fosfato O,i M, pH 7,5 y se extraen
50 g del material por 100 ml de regulador.

A este substrato de enzima se agrega In&-(3,4—
dihidroxibencil)n&-hidrazinoacetonitrilo disuelto en una
cantidad de metanol tal que la concentracidn final es del
2 %, Ie hidrdlisis se realiza a 25-37°C durante 1-6 horas.
EL pH se wautiene a 7,0~8,0 mediacte la adicibén de élcall
dilufdo. Transcurrido este tiempo, la m:zcla se acidula a
pH 1~2 con HCL ailufdo ¥y se extrae con cloroformo. Los ex-
tractos acuosos se lavan con cloroformo y se conceantran
a sequedad en vacio, después de lo cual el residuo se re-
cristaliza en ague para dar hidrocloruro de acido Inﬁ-(3,4~
dihidroxifenil)—&—hidrazinopropiénico, p.f. 208° (desc. )

En resumen, la Patente de Imvencidr que se solici-
ta deberd recaer sobre las slgnientes:

REIVINDICACIOLES

1« Un procedimiento para la preparacidn de com-

pusstos de dcido L~w~hidrazino-g-fenilpropidnico de férmu-

la generals
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g3 g4
| |
gl CH - ¢~ COOR?

donde R! y R2 representan hidrdgenoc o grupos hidroxi o al-
coxi conteniendo como méximo 6 dtomos de carbono, feniloxi
o benciloxi; R3 y R* son hidrdzeno o grupos alguilo tenien~
do como mixlmo 6 ftomos de carbono y R° es hidrégeno, un
dtomo metdlico o un grupo alquilo teniendo como mdximo

6 dtomos de carbono, caracterizado por hidrolizar un isé-

mero L de un compuesto de férmula general:

ﬁB $4
Rl CH~C-X
r2 HNNH2

donde R1, Rz, R3 } R4 tienen el pignificado dado anterior-
mente y X es alcoxicarbonilo, amido o ciano, para formar

el dcido carboxflico libre.
2. Se reivindica por ultimo como objeto so-

bre el que ha de recaer la Patente de Invencién que se so
licita: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE COMPUESTOS
DE ACIDO L-¢- HIDRAZINO-/- FENILPROPIONICO.

Todo conforme, queda descrito y reivindica-
do en la presente Memoria descriptiva que consta de veinti
tres paginas mecenografiadas.

Madrid, 14 de Abril de 1.973

BERNARDO UNGRIA
P.D.

<
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