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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios

solicitada en Espafia a favor de CHINOIN GYOGYSZER BS
VEGYESZETI TERMEKEK GYARA RT., de nacionalidad hungara, domi-
ciliada en 1-5, Té-utca, Budapest IV, Hungria, por "Procedi-
miento para la fabricacidén de compuestos de omega-sminoacila
mido", con prioridad de la soliecitud hungara CI-1662 de fe-
cha 6 Mayb 19780 = = = = 0 = e e e m e e == - - - -

MEMORIA DESCRIPTIVA

Los compuestos preparados segin la invencién corres

ponden a la férmula general I = = = = = = = = = = = = = ~ =

H N-(CH,) ;=CO-NH~(CH,,) ~A (1)

en donde

myn significen de maners independiente entre s{ los niime

FOS 26 3 === === - = e m - - — -

A estéd puesto por los grupos -50,-OH u -O—PO(OH)Z. - -
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De los compuestos segin la invencidén de la férmula

general I son nuevos los compuestos en 10s cuales = = - - -
n R P A i T
A est4d puesto por el grupo feido -50,-0H, 0 = = = - - -
en donde

nym son como se ha indicado mids arriba, y = = = =~ = = = =
A estd puesto por el grupo -0-PO(OH),e = = - = = = - =

Los compuestos segin la invencidén presentan valiosos
efectos farmacolégicos o son valiosos productos intermedios
que pueden utilizarse para la sintesis de substancias biolégi

ca y farmacoldégicamente activas, - - = = = = = - - - - - - -

De los compuestos segin la invencién, particularmen
te la gamma~aminobutiriltaurina y sus sales, asi{ como el
gammg~aminobutiriletanolaminfoefato poseen una importancia far
macolégica. Estos compuestos disminuyen en ratas ya en dosis
miy reducidas 9ug/kg de peso de cuerpo) el nivel de la glucemis
aumentan el nivel de vitamina A en el suero y aumentan en el
tejido pulmonar de embriones de gallina la cantidad de los io

nes de sulfato marcados incorporados. = - = = = = = = —« =« «

La fabricacién del nuevo grupo de compuestos es subg
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tancialmente mis sencilla y comprende menos. etapas de sintesis
que en el caso de la fabricacién de amidas del dcido alfa-ami
nodicarboxflico, debido a que no tiene que protegerse el gru-

po carboxilo que se encuentra en la posicidn alfa. - --——

La caracteristica estructural comin de los compues-
tos de la férmula general I estriba en que un Acidv beta- o
gamma-gminocarbox{lico, substituido en su caso en el grupo ami
no, estd ligado a través de su grupo carboxilo por una, liga-
zén de amida 4cida a wna glquilamina primaria, cuya cadena lg
teral de alquilo lleva en la posicidn beta 0 gamma un grupo

de cardcter fuertemente fido. = = = = = = m e - - - -

Los compuestos de la férmula general I y sus sales

se fabrican segin la invencidén porque compuestos de la férmu

la general II = = = = = = « ~ it i i
1
R'-NH~(CH,) ,~COOH (11)
en donde
m tiene el significado arriba indicado y - - = = = = = -
R1 est4 puesto por un grupo aralcoxicarbonilo, particular-

mente por un grupo CGHS“CHQ"O‘CO“' ..........

o0 un derivado reactivo de ésteres, particularmente un ééter
fen{lico del 4cido, se transforma con compuestos de la férmu-

lageneral JII = = = = = = = = ¢ = v 0 - - e e e ==
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H2N-(CH2)n-A (11I)

en donde
nyA tienen el significado arriba indicado, = « « = = - =

0 con la sal de un compuesto de esta clase, Yy los rompuestos

obtenidos de la férmula general IV = = = = = = = = = - = = «
R'-NH~(CH,) ;~CO-NH~(CH,) ~A (zv)
en donde

R1, Ay myn tienen el significado arriba indicado, - - - =
se liberan del grupo R1 de proteccidén medisnte hidrélisis o
hidrogenélisis, y los compuestos obtenidos se transforman en

el caso deseado en sus sales 0 se liberan de sus.sales, - - -

Los compuestos de la férmula general I se fabrica-
ron segdﬂ el procedimiento arriba indicado mediante la forma
cién de un compuesto de amida dcida. Para este fin se acoplan
el grupo amino derivados de 4cidos beta- o gammia~aminocarboxi-
licos que llevan un grupo de proteceién, por ejemplo con fei-
do 2-aminoetansulfénico (taurina), con é—fdsforo etanolamina,

con dcido 3~aminopropansulfénico o 3 fosfopropanolaming. - -

Para la formacién del enlace de la amida &cida (para

proteger el grupo amino pueden utilizarse diversos grupos de
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proteccién), el método més adecuado es el “procedimiento de és
teres activos" (E. Schr8der, K. Itibke: The Peptides; Vol. 1.:

Methods of Peptide Synthesis, Academiec Press, 1965). = « - -
Para probar los efectos farmacolégicos de los com-
puestos de la £érmula general I se efectuaron los ensﬁyos que

se detallan a continuacibn, = = = = = = = = ~ = - - .-

La_influencig sobre el nivel de la glucemia mediant?'el

gamma-aminobutiril-colaminfosfato

Control 106 mg#h
gamma-aminobutirilecolaminfosfato ' 95 mgh
gemma~aminobutililtaurina 92 me%h

La significancia se enconiraba en los dos casos en
P<0,05. Bn el experimento se utilizaron por cada grupo 20 ra
tas, las cuales dejaron de alimentarse durante 18 horas antes
del experimento. La dosis era de 1/ug/kg de peso de cuerpo ¥y
se administré durante 4 dlas en forma de una solucién por via

PEYOYEl, = = = = = = = " = - .- - - o= .- - - -

La accidén incrementativa del gamma-aminobutiril-colasnminfos-
fato sobre el nivel de la vitamina A

Dosis 0 5 1 0,3 0,1 0,05 0,01 0,005
/kg)

Efectos+)

Vitaming A

gug%) 9,0 11,5 12,5 13,5 16,6 15,2 14,8 14,8




”Significancia: P<0,01

Para el experimento se emplearon por cada grupo 20
ratas Wistar machos con un peso de 200 g. El tiempo de obser

vacidn fue de 6 dfas. - = = « = @ = =« - L L L oo - - -

5. Los efectos del gamma-aminobutiril-colaminafosfato sobre el nivel de

pilicio de la sangre

Silicio (mg/g de sangre)
Oh 52 dfa 72 dfa 132 dia 202 dfa 402 dfa

Control 0,100 0,098 0,120 0,122 0,130 0,153
£0,005 0,011  #0,017 0,016  +0,011 40,016

Grupo I 0,090 0,156 0,154 0,184 0,305 0,336

5 mg/afa 0,105 £0,010 40,006  +0,005°  +0,010°° +0,011™%

Grupo II 0,105 0,174 0,170 0,200 0,368 0,359

10 pg/dfa 40,005 £0,004 10,004 +0,011* 40,115 10,013

¥ significancia P<0,01
¥Xgipnificancia P<0,001

Los resultados son significativos a partir del 13¢
10. dfa con P<0,01, y a partir del 202 dfa con P<0,001. Los expe
rimentos se efectuaron en conejos con un peso de 2,5-3 Kgs.
La substancia activa se administré oralmente en la cantidad
sefialada en la tabla. El silicio fue deferminado segin el mé
todo de Gaubatz (Klin. Wochenschrift 14, 1753 /1935/). Para
5. | este fin se tomaron muestras de sangre de 5 ml de la vena de

la oreja de 108 animales. = = = = ~ = «w 0 - @ - - - = - - -
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La accién conjunta de gamma~aminobutirilcolaminfosfato y de

la vitamina A sobre la accién desencadenante de granuloma

por algoddn implantado

Dosis

Vitamina A Substancia activa

(local)  (local)  (oral) _es? del gra

nuloma seco,

mg pe peldla mg,

I. Control - - - 50 + 1,3
II. Control

+ disolv. - - - 51+ 3,0
ITI. Tratado. 2 - - 62 + 22,1
IV. Tratado 2 0,1 - 63 + 2,2
V. Tratado - - 0,1 %+ 2,4
VIi. Tratado 2 - 0,1 92 + 4,0

La vitamina A utilizada procedia de Hoffmann La
Roche. Las diferencias son significativas del modo siguiente:
Entre el grupo II y III P<0,05, entre el grupo IT y V
P<0,001, entre el grupo Vy VI P<0,01s. = = = = = = o = = =

La formacién del granuloma se ensay$ en ratas
Sprague-Dawley machos con un peso de 110-120 g segun el méto
do de Lee y otros (Pharm. Sci. 62, 895/1973/). Los tampones
implaentados subcuténeamente dorsolateralis se extrajeron al
cabo de 10 dfas y se secaron a 659C hasta obtener un peso cong

tante, = = =« =« « 0 0 - - o Lo U

Con gamma-aminobutiriltaurina se efectuaron experi
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mentos similares. Los resultados obtenidos coincidieron con

los que se han deserito. = = = = = = @« = = « ~ = ~ e

El procedimiento se explica a continuacin mds deta
lladamente a la luz de los ejemplos, pero sin estar limitado

g 1los MIBMOS. = = = = = = - = = - & - - - - - = - - -
Ejemplo 1

394 g (11 mmol) de p-nitrofeniléster del &cido N-
carbobenzoxi-gamma-aminobutirico (J. Org. Chem. 27, 684
/1962/) se disuelven en 75 ml de piridina absolute. La solu=-
cién se enfrfa a 02C. Sin otro enfriamiento se introducen go
ta a gota 1,25 g (10 mmol) de taurina en 10 ml de agua y a
continuacién se afiaden a la mezcla 1,4 ml (10 mmol) de trie-
tilamina. La mezcla de reaccién se deja reposar durante 72 ho
ras a la temperatura embiente interior y a continuacién se
evapora bajo vacfo a 359C. El residuo se disﬁelve en 10 ml de
agua, se acidifica la solucién con 4cido clorhfdrico concen-
trado y a continuacién se extrae para eliminar el p-nitrofe-
nol durante 8 horas con éter en un extractor de funcionamien
to en continuo. La fase acuosa se evapora bajo-vacio. El re-
siduo se disuelve para la eliminacidén de la trietilamina en
10 ml de agua y la solucidén se lleva a una columna cromato-
gréfica de las dimensiones 20 x 2,2 cm llenada con Dowex 50 x
2 (ciclo H'). La elucién se lleva a cabo con agua. Los prime-
ros 150 ml de eluato se evaporan a 352C bajo vacfo. El resi-

duo se seca en el desecador sobre pentéxido de fésforo. Se ob
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tienen 3,23 g (94%) de N-carbobenzoxi-gamma-sminobutiriltauri

Ny = = = = = = = = w = = = = = - o I
Ejemplo 2

La N-carbobenzoxi-gamma~aminobutiril taurina obteni-
da segin el ejemplo 1 se disuelve en 10 ml de agua ¥ se hidro
gena en la presencia de 100 mg de carbén paladio activo al
10% durante 2 horas. La solucién se filtra y luego se evapora
a 352C bajo vaclfo. El producto bruto se recristaliza de una
mezcla de agua y acetona preparada en una proporcién de volu

men de 1:10. Se obtienen 0,798 g (76%) de gamma-aminobutiril

taurina. La substancia se funde a 2472C, = = = = = = = = = = -

El espectro IR registrado en KBr presenta las si-

guientes bandas caracteristicas: =NH (amida) 3325, -NH';

3200-2500, =C0 (amida 1647, =NH 1550, -S03 1175, 1041, 503

Andlisis de 05H14N204s (M = 210, 26)

Calculado : C 34,27% H 6,71% N 13,326 S 15,25%
Encontrado: C 34,30% H 7,10% N 12,83% S 14,90%

Ejemplo 3

A 3,23 g de la N-carbobenzoxi-gamma~aminobutiril-
taurina fabricada segin el ejemplo 1 se adicionan 10 ml de

dcido acético glacial y 15 ml de una solucién de Acido brom-
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hidrico acidificada con dcido acético glacial, la cual contig
ne 3,3 mol/litro de dcido bromhfdrico. La mezcla se deja repo '
sar durante 2 horas a la temperatura ambiente interior y lue-
g0 se evapora a 352C bajo vaclo. El residuo oleoso se machaca
varias veces con éter y la solucidn etérea se separa por de-
cantacién. El producto se seca en el desecador sobre hidréxi
do potésico s6lido..El producto oleoso se disuelve en 2 ml de
agua y se precipita con 20 ml de acetona. ElL producto bruto
se recristaliza de una mezcla de agua y acetona preparada con
une proporcién de volumen de 1:10. Se obtienen 1,89 g de
gamma-aminobutiriltaurina. En relacién con la substancia ini-
cial taurina (véase el ejemplo 1), ésto equivale a wun rendi-

miento del 90%, = = = = = = = = = . . —--——-——--——-— -

Ejemplo 4

1,9 & (5,5 mmol) de N-carbobenzoxi-beta-alanin-p-ni
trofeniléter (Biochemistry 4, 1884 /1965/) se transforman del
modo deserito en el ejemplo 1 con 0,63 g (5 mmol) de taurina.

Se obtienen 1,35 g (82%) de N~carbobenzoxi~beta-slaniltaurina.
Ejemplo 5

De 1,35 g de la N-carbobenzoxi~beta-alaniltaurina
fabricada segin el ejemplo 5 se separa el grupo de proteccidn
segin el modo descrito en el ejemplo 3. EL producto bruto se
recristaliza de una mezcla de agua y acetona preparada en una

proporcién de volumen de 1:9. Se obtienen 0,745 g de beta-alg
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niltaurina. En relacidn con la substancia inicial taruina (véa
se el ejemplo 4), esto equivale a un rendimiento del 76%. Pun )
to de fusifn: 207-2092C.. = = = = = = =~ = = = - - - - -

El espectro IR registrado en XBr presenta las si-

guientes bandas de absorcidén caracterfsticas: = = « - = - ~

=NH amida 3315, 3300, -NHj 3200-2600, =CO (amida) 1663, 1648,
-NH} 1648, =NH (emida) 1563, 1540, -S03 1185, 1034, =803 540,

535 cm 1 = = - = - e e e = - e ————-

Ejemplo 6

De 1,35 g de 1la N~carbobenzoxi-beta=-alaniltaurina
fabricada segin el ejemplo 4, se separa el grupo de proteccién

segin el modo descrito en el ejemplo 2. El producto bruto se

recristaliza de una mezcla de agua y acetona preparada en una

proporcién de volumen de 1:9. También puede recristalizarse
de etanol al 80%. Se obtienen 0,785 g (80%) de beta—alaniltau

rina. --——-——--w----d —————— - e e > am -

Ejemplo 7

1,9 g (5,5 mmol) de N-carbobenzoxi-beta-alanin-p-ni
trofeniléster se transforman seglin el modo descrito en el ejem
plo‘1 con 696 mg (5 mmol) de homotaurina. Se obtienen 1,38 g

(80%) de N-carbobenzoxi-beta-alanil-homotauring. = = = = = =
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Bjemplo 8

1,38 g de N-carbobenzoxi-~beta~alanil-homotaurina se
liberan del grupo de proteccién segin el modo descriio en el
ejemplo 3, mediante dcido bromhfdrico acidificado con Acildo
acético glacial. El producto bruto se recristaliza de una mez
cla de agua y acetona preparada con una proporecidén de volumen
de 1:9 o de etanol al 80%. Se obtienen 0,75 g (71%) de,beta-

alanil~homotaurina. El producto se funde a 205~20720., « = ~ =

El espectro IR registrado en KBr presenta las si-

guientes bandas de absorcién caracteristicas: = = =~ - « - -

=NH (amida) 3338, 3305, -NHE 3200-2600, =CO (amida) 1681,
1669, -NHy 1638, =NH (amida) 1538, 1545, -803 1190, 1043,
-so; 530 O e = = == m = e mm e — - ————— -

Ejemplo 9

De 1,38 g de N-carbobenzoxi-beta-alanil-homotaurina
se separa el grupo de proteccién mediante hidrogenacién cata-
1{tica segin el modo descrito en el ejemplo 2. Se obtienen

0,808 g (77%) de beta-alanil-homotauring. «= = = = = = = =

Ejemplo 10

3,94 g (11 mmol) de p-nitrofeniléster del dcido N-

carbobenzoxi~gamma~-aminobutirico se disuelven en 60 ml de pi
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ridina absoluta. La solucién se enfria a 092C. Sin nuevo enfrig
niento se adicionan gota a gota bajo agitacién 1,41 g (10 .
mmol) de etanolamin-fosfato, disuelto en 20 ml de agua. Final
mente se adicionan a la solucién 2,8 mL (20 mmol) de trietil-
amina. La mezcla de reaccién se deja reposar a la temperatura
ambiente interior durante 72 horas y luego se evapora bajo va
cio a 3592C. El producto residual oleoso se diluye con 10 ml

de agua y se acidifica con 4cido clorhfdrico concentrado. La
mezcla se extrae en continuo durante 8 horas con éter. La fa
se acuosa se evapora bajo vacfo. El producto residual oleoso
se disuelve en 20 ml de agua destilada y la solucién se lleva
a una columna cromatogrifica con las dimensiones 36 x 2,2 cm
1lenada con Dowex 50 x 2 (eiclo H'). Ia elucién se efectia

con agua destilada. Se recogen 250 ml de eluato y se eveporan
bajo vacio a 359C{ El residuo se seca en el desecador sobre
pentéxido fosférico. La substancia sélida, blanca e higroscd
pica se recristaliza de una mezcla de agua y acetona prepara
da con una proporcién de volumen de 1:9. Se obtienen 3,13 g
(87%) de N-carbobenzoxi-gamma-aminobutiril-etanolaminfosfato.

El producto se funde a 169-1712C, = = = = = = = = = = ---

El espectro IR registredo en KBr presenta las si-

guientes bandas de absorcién carscteristicas: - - = = = = -

=NH (amida 3323, SP-OH 3500-2000, -0-CO-NH- (carbobenzoxi)

1684, =CO (amida) 1642, =NH (amida) 1548, =P=0 (ligazén H)
P _

1080, -?-0-$=0 (éster del Acido fosférico) 1283, =P-0-Alquilo
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1050, 950 OM e = = s m o o e e e e e e m - -

Ejemplo 11

De 3,13 g de N-carbobenzoxi-gemma-aminobutiril-eta-
nolaminfosfato se elimina el grupo de proteccién segin el mo-
do descrito en el ejemplo 3. EL producto bruto se recristali-
za de Una mezcla de agua y metanol preparada en una propor-
cién de volumen de 1:9. Se obtienen 1,83 g (81%) de gamma-

eminobutiril-etanolaminfosfato. E1 producto se funde a 2072C.

El espectro IR registrado en KBr muestra las siguien

tes bandas de absorcién caracteristicas:

=NH (amida) 3295, —NH; OH™ 3200-2000, =CO (amida) 1642, =NH
— I
(amida) 1558, EP=0 (en ligazén H) 1145, =P-0-C~ (asimétrico)

e | -
1045 (ancha) =P-0-?- (simétrico) 957 cm Y, oo

Anélisis de C6H15N205P (M = 226,182)

Calculado : C 31,86 H 6,686 N 12,39% P 13,70%
Bheontrado: € 31,50  H 6,974 N 12,04% P 13,40%.

A los efectos consiguientes se declaran de novedad
y propiedad para Espafia, sus territorios y plazass de sobera-

nia las reivindicaciones que siguen.
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para la fabricacién de compuestos

de pmega~aminoacilamido, de la férmula general I = =« = = = -
H,N-(CH,) ;~CO-NH-(CH,) -4 (D)
en donde

myn significan de manera independiente entre si los miime

f0SE 283 mwmmemmemmcme o=
y
A est4 puesto por los grupos =50,~0H u ~0-PO(0H),, - =

asi como de las sales de estos compuestos, caracterizado por

que compuestos de la férmula general II = = = = = « - « = -
R '-NH~(CH,) ;~COOH (11)
en donde
m tiene el significado arriba indicado y = = = = - -
R1 estd puesto por un grupo aralcoxicarbonilo, particular
mente por un grupo 06H5-CH2-0-003 ----------

0o un derivado reactivo de ésteres, particularmente un éster
fenflico del 4cido, se hace reaccionar compuestos de la férmu

la general III = = = = = = = = = = = = @ ¢t 0 - - m e o - -~
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H2N-(CH2)n-A (ILI)

en donde
nyA tienen el significado arriba indicado, - ~ - - - - =

0 con la sal de un compuesto de esta clase, y los compuestos

de la férmula general IV = = = = = = = = = = = o = o = o o
R-NH~(CH,) ,~CO-NH~(CH,) - (Iv)

en donde

R1, Ay myn tienen el significado arriba indicado, - - - -

se liberan del grupo R! ae proteccién mediaente hidrélisis o
hidrogenélisis catalitica, y los compuestos obtenidos se trang
forman en el caso deseado en sus sales 0 se liberan de sus sg

leg, = = = = = = T T T

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1 para la
fabricacidén de compuestos gamma-aminobutiriltaurina, caracte
rizado porque é&ster p-nitrofenilo del 4decido N-carbobenzoxi-
gamma-aminobutirico se hace reaccionar con taurina y se hidro
gena catalf{ticamente la N-carbobenzoxi-gamma~aminobutiril tau-
rina obtenida, preferentemente en la presencia de carbén pala

dio 8CtiVO. = = = = = = ® . — " - —- . - - .- - -

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1
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para la fabricacién de beta-aleniltaurina, caracterizado por-
que éster p-nitrofenilo de N-carbobenzoxi-beta—-alanina se hg-
ce reaccionar con taurina y se hidroliza la N-carbobenzoxi-

beta~slaniltaurina obtenida, = = = = = = TN -

4.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 1 para la
fabricacidén de beta-alanil-homotaurina, caracterizadc porque
éster nitrofenilo de N-carbobenzoxi-beta-slanina se hace reag
cionar con homotaurina y se hidroliza la N-carbobenzoxi-beta~

glenil~homotauring. = = = = = = = = = e = =@ - - - - -~ —

5.- Procedimiento segin la reivindicacién 1 para la
fabricacién de gamma-aminobutiril-etanolaminfosfato, caracte-
rizado porque éster p-nitrofenilo del dcido N-carbobenzoxi-
gamma-aminobutirico se hace reaccionar con etanolamin=fosfato
y se hidroliza el N-carbobenzoxi-gamma-sminobutiril-etanola-

minfosfato obtenidoe = = m = = = = - = - ® = - - - = - - - -

6.- "PROCEDIMIENTO PARA LA FABRICACION DE COMPUESTOS
DE OMEGA-AMINOACILAMIDOM". = = = = = = = = = = « = = - - -

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de diecisiete hojas foliadas y me

canografiadas por una sola de sus caras.
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