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PARTE I

INTRODUCCION Y OBJETO DEL TRABAJO




INTRODUCCION

Creemos de interés comenzar esta memoria con una
consideracibén general de las razones que nos han movido a
centrar nuestra atencidén en la sintesis de N-~halogenoacetil=-
.arilalquilaminas y al estudio de su actividad "in vitro"
como inhibidores de catecol-O-metiltransferasa,como indice

previo de su posible interés como agentes psicétropos.

Para ello,comentaremos en primer lugar el papel de
las aminas bidgenas como responsables de la regulacibédn del
tono psfiquico de los individuos.Posteriormente revisaremos
el estado actual de conocimientos sobre la enzima catecol-
O-metiltransferasa,asi como los métodos empleados para de-
terminar la actividad de esta enzima.Consideraremos también
los inhibidores de la catecol-O-metiltransferasa,en cuanto
a lo que se refiere a su estructura quimica y a sus efectos
fisiolbgicos.A la vista de todos estos antecedentes conclui-

remos esta parte con una exposicidén de nuestro plan de tra-

bajo.
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AMINAS BIOGENAS

Los trabajos realizados en los Ultimos afios en el
campo de la neuroquimica fueron confiriendo una importan-
cia progresiva a las aminas bibgenas del sistema nervioso
central.Hoy dia,estas aminas bidgenas ocupan un lugar cla-
ve en la bioquimica del cerebro y sus funciones,hallandose
enfocada gran parte de la investigacidn actual en este cam=-
po hacia la bisqueda y estudio de sustancias que interfie-
ran con su biosintesis,almacenamiento y metabolismo.Las

aminas bidgenas agrupan tres tipos de sustanpias(l):

a) Catecolaminas, (dopamina,norepinefrina,epinefrina etc.)(2)
b) Serotonina y compuestos afines.

c) Histamina y compuestos andlogos.

_ En realidad estos tres tipos de compuestos tienen
bastante en comin,en lo que se refiere a su biosfintesis y
metabolismo.La principal ruta de biogénesis de estos com-
puestos es la descarboxilacibdn de aminoacidos aromaticos.
La amina asi formada puede sufrir cierto numero de modifi-
caciones o bien ser almacenada en ciertas particulas celu-
lares para su posterior utilizacibén.Nos ocuparemos aqui so-
lamente de las catecolaminas,ya que son las aminas bibgenas

mas directamente relacionadas con nuestro trabajo.

En 1947,Gurin y Delluva(3) y posteriormente Udenfriend
y col.(4)aislaron epinefrina de animales a los que habian
administrado fenilalanina.Estos estudios confirmaron el pa-
pel de este aminoacido ésencial como precursor de las cate~
colaminas.La figura(l) presenta un esquema de biosintesis y

metabolismo de estas aminas bibdgenas.
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La transformacidén de fenilalanina en tirosina,cata-
liz.da por la fenilalaninahidroxilasa,y su posterior con-
versié4n en dopa ha sido demostrada "in vitro'" y también en
animales vivos(k).La conversidn de dopa en otros catecoles .
también ha sido demostrada "in vitro'",habiendose aislado
después de la incubacibn,3,4-dihidroxifeniletilamina(dopa-
mina) ,norepinefrina y &cido 3,4-dihidroxifenilacético."In
vivo",ademas de los metabolitos anteriores,se aislaron tam-
bién Acido dihidroxifenilpiruvico,3-hidroxifenilacético vy
3-metoxi-i4-~hidroxifenilacético.La dopa descarboxilasa o des~-
carboxilasa de aminoacidos aromAticos es la enzima que ca-
taliza la conversidn de dopa en dopamina,habiendo sido muy
estudiada en especies y tejidos diferentes y su papel en la

biosintesis de catecolaminas ha sido recientemente fevisado(S)..
La enzima que cataliza la conversidn de dopamina en‘norepi- ’
nefrina es la dopamina-@-hidroxilasa,que es inhibida por va-
rios derivados de feniletilamina.La biotransformacibn de
norepinefrina y epinefrina ha sido estudiada extensamente

por Kirsner y col.(6),Axelrod y col.(7)y Schayer(8) y revi-

sada posteriormente por otros muchos autores.

Estas catecolaminas,una vez producidas,ejercen s su

accidén y posteriormente son destruidas por uno de estos dos

mecanismos:

a) Desaminacidn oxidativa catalizada por monoaminooxidasa(MAO)

b) O-Metilacidn,catalizada por catecol-O-metiltransferasa(COMT) .

Las aminas bidgenas poseen un amplio campo de accidn
cuyo alcance y transcendencia apenas si ha comenzado a vis-
lumbrarse.Se les atribuye el papel de neurotransmisores ana-
logo al desemperiado por la acetilcolina.Desde luego,de algu-
na manera directa o indirecta,controlan la presidén arterial,

las contracciones del Gtero y de 1los misculos lisos,el rit-



mo cardiaco y de manera especial son responsables del to-
no psfiquico de los individuos. '

Existen muchas dudas en lo que se refiere a la dis-
tribucidén de todas estas funciones entre las diferentes ami-
nas.La opinidn mis generalizada atribuye a las catecolaminas
el control de la presidn sanguinea,mientras la scrotonina
seria la principal responsable del tono psiquico de los in-
dividuos.De todas formas,sea cual sea la amipa basicamente
responsable en cada caso,el hecho observado es que una ele=
vacidédn en el nivel normal de estas aminas en el organismo
produce estados de excitacidn,supraactividad,agitacidn e his-
teria,mientras que un descenso del mismo conduce a aberracio-
nes mentales,representadas por depresiones mds o menos agu-
das,apatia y estupor.Facilmente puede comprenderse el inte-
rés que presenta la bisqueda de sustancias que interfieran
de algin modo el metabolismo de estas bioaminas y que per-

4

mitan asi la regulacidn de sus niveles.

El punto de partida de nuestro trabajo es el hecho
de que las catecolaminas se producen continuamente en el or-
ganismo,pero,al mismo tiempo,son eliminadas de modo también
continuo.Ante este hecho,debe admitirse que su nivel repre-
senta la resultante estacionaria de un equilibrio dindmico
entre su velocidad de formacidn y su velocidad de elimina-
cidn.Es evidente que para que un determinado nivel se man-

tenga,ambas velocidades deben ser idénticas.,

Tanto la naturaleza de las reacciones que conducen
a la formacidén o a la eliminacibdn de las catecolaminas co-
mo sus velocidades respectivas estan catalizadas por enzi-
mas concretas,por lo que se presenta la posibilidad de regu-
lar cualquiera de estas velocidades de reaccidn mediante mo-
dificacibdn de la actividad de la enzima implicada.Naturalmen-
te,el bloqueo de una de estas enzimas representa la supresidn

de un paso metabdlico completo.
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Una inhibicidn moderada de su actividad representaria una
reduccidn parcial de la velocidad de este paso metabdlico.
En cualquier caso,cl nivel de las catecolaminas podri ser
mantenido,o0 modificado a voluntad,si se logra un control de
las enzimas responsables de estas reacciones y por tanto de
las velocidades de cada una de las reacciones de formacidn

y de eliminacibn.

Son varias las enzimas que intervienen en estos pro-

cesos:
COOH
CHZ-CH—NH2 HO-CH-~-COOH HO=-CH-~-COOH
O Ol —eans [
OH ' OH OCH,
H OH OH
Dopa Ac.3,4~dihidroxi- Ac.3-metoxi-lk-
mandélico hidroximandélico
I(DC) II(MAO) MAO
CHZ-CHZ-NH2 HO-CH-CHZ-NH2 \ho-CH-CHz-NHz
¥ —_—_—
OH (DH) ~ @;L OH I:c(cozvx'r)lib:LOCH3
OH H OH
Dopamina Norepinefrina Normetanefrina.

(DC) Dopadescarboxilasa
(COMT)Catecol=-O~metiltransferasa
(MAO) Monoaminooxidasa

(bc) Dopamina-@—hidroxilasa

Figura(2)



En la figura(2) representamos los pasos metabdlicos
mis directancente reclacionados con la aparicidn y desapari-
cidbn de las catecolaminas,cligicndo como tipo representati-
vo la norepinefrina.

Logicamente,el blocueo de la descarboxilasa debe su-
primir el paso metabdlico(I),quedando impedida la formacidn
de catecolamina.Sin embargo,por mantenerse las vias de eli-
minacidn,desaparecerd progresivamente la amina existente,o
cualquier dosis administrada.Su nivel descenderi en el'orga—
nismo hasta desaparicidn total de la catecolamina.Por otra
parte,si el sistema de produccidn de catecolamina actha nor-
malmente y se cortan los pasos metabbdlicos(II) y (III),las
catecolaminas que continuamente se forman no podran ser eli-
minadas y su nivel se elevari progresivamente en el orga-
nismo.Cualquier dosis administrada tendria un efecto mids du-
radero.Bloqueos parciales de los pasos metabélico§,pueden

permitir la regulacidén del sistema hasta alcanzar el nivel

deseado.,

Nuestro trabajo actual va orientado a conseguir la
regulacidn de la actividad de una de las enzimas menciona-

das,concretamente la catecol-O-metiltransferasa(COMT),como

contribucidn al trabajo global que debe incluir estudios

similares con cada una de las enzimas relacionadas con es=-
tos procesos.En este sentido,centramos nuestra atencidén cn
la blsqueda de inhibidores eficaces de COMT.,A continuacién
discutimos el estado actual de eoste problema y los posibles

avances que,seglin nuestra tesis,pueden conseguirse.

. CATECOL-0-METILTRANSFERASA

l.~- Aspectos genexrales

El conocimiento de la catecol=O-metiltransferasa es
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relativamente recicnte.llasta 1957 se creia que la accidn
fisiolbdgica de la adrenalina y noradrenalina era terminada
por la accibén de la monoaminooxidasa(MAO),la cual motaboli-
za las aminas endbgenas por desaminacidn oxidativa.Sin em-
bargo al disponer de potentes inhibidores de MAO y adminis-
trarlos a los animales,no se prolongaba la accidn fisiold~-
gica de la adrenalina,lo cual estaba en contradiccibdn con lo
esperado teoricamente(9).CEstos resultados sugerian la exis-
tencia de otra amina capaz de metabolizar las catecolaminas

por una ruta distinta.

Axelrod se basd en la aparicidn normal de productos
O-metilados en la orina,(10,11,12,13,14,15,16,17),l0os cuales
procedian de O-metilacidén de catecolaminas,y en resultados
como el de Amstrong(18),quien encontraba que los individuos
que padecian tumores que segregaban adrenalina eliminaban en
orina grandes cantidades de 4cido 3-metoxi-4-hidroximandélico
(vainillinmandélico).La aparicidn de estos compuestos O-meti=-
lados,como metabolitos finales en orina,unido a la existen-
cia ya entonces conocida de enzimas N-metilantes que utili-
zan S-Adenosilmetionina como donador de grupo metilo,sugi-
rieron a Axelrod la posible existencia de una enzima capaz ‘\
de metilar el hidroxilo fendlico de las catecolaminas,usando

el misimo donador de metilo.

La blGsqueda de la enzima did su fruto cuando Axelrod
(19)incubd adrenalina con S-Adenosilmetionina y un homogenei-
zado de higado y comprobd que la adrenalina desaparecia.i’u-
do identificar el producto de su metabolismo,que resultd éer
la metanefrina(meta-metoxi-adrenalina).Con esto,ya en 1957,
quedd establecida la existencia de una enzima O-metilante,que
existe en el higado y que metaboliza adrenalina utilizando

S-Adenosilmetionina como donador de grupo metilo.

Una vez descubierta la existencia de la enzima O-metie-



lante era lbégico aislarla de los tejidos y estudiar' sus pro-
picdades.Fué el mismo Axelrod quien,en 1958,ais1d de higado
de rata una fraccidn que era portadora de la actividad enzi-
, . 4 . -
matica,preparacion que pucde considerarse la primera de es-
ta enzima,y realizd con ella un primer estudio de propieda-

des(20).

.

La preparacidén dec esta fraccidn suponia una purifica-
cibén de unas 20 veces,con un rendimiento del 30 al 50% y
comprendia los pasos siguientes:homogeneizacidn del tejido con
Cl1K isotdnico,centrifugacidn del precipitado formado,ajuste
del sobrenadante a pH 5,0 con acido acético 1M y separacibdn
del precipitado por centrifugacidn;fraccionamiento del sobre-
nadante entre 30-50% de saturacibdn con sulfato ambnico,dia-

lisis y absorcidn-elucidn sobre gel de fosfato cilcico.

En el estudio de propiedades(Zl)encontré gque la enzima
requiere S-Adenosilmetionina(S-AMe)y un metal divalcnte,

p . . 2 +
siendo los mas activos C02+,Mn2+ Yy menos activos Mg +,Zn2 ’

Fe2+,Cd2+ y Ni%*.E1 ca®? Yy Sn2+ no producen activacidén.Co-
mo metales trivalentes ensayd Fe3+ y A13+,los cuales no pro-
ducen activacidn.las preparaciones eran estables,por lo me-
nos durante tres meses,si sc¢ almacenaban a -10°C.La activi-
‘dad no se afecfa en condiciones anaerobias y no se logra ac-

tivacidn con glutation.

La enzima se inactiva por p-cloromercuribenzoato o por
dcido iodoacético.Cncuentra un pH 46ptimo de accidn entre 7,5
y 8,2 con tampd4n de fosfato O0,1M.La Km para epinefrina re=-
sulta ser de 1,2.10_4M.Sirven como sustratos de la enzima los
catecoles en general,pero no los monofenoles ni los difeno-

les no catecbdlicos.
Estudia en rata la distribucidn de la actividad en

higado,rifidn,bazo,intestino delgado,pulmbdn,cerebro,corazdn

y misculos,encontrando mixima actividad en higado,aunque ex-
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ceptuendo ¢l misculo, existe cierta actividad en todos los
iLcjidos estudiadose Vntre las espccies cstudiadas, la ma-
yor actividad corresponde a rata, siguiendole vaca, cerdo,

ratbén, cobaya, hombre, gato y concjo.

Sin que exista ninguna comprobacifén experimental, iAxel=-

rod (22) sugiere que el metal divalente sirve como cuclante

para ligar el sustrato, ¢l cofactor y la protecina cnzinfti-

ca, proponicndo el siguiente esqucma para el complcjo:

¢ indicando que el grupo Ol catecblico en posicibén 3 es fuer=-

temente nuclebfilo y ataca al carbono del grupo metilo de la
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S-Adenosilmetionina.

Los trabajos posteriores de purificacidn,que pue~

den considerarse importantes,son los realizados por Anderson
(23) y Assicot(24).E1 primero de ellos logra una purifica-
cidn de unas 200 veces resnecto ai homogeneizecdo de higado,
pero con un rendimiento tan bajo ccmo el 10% y obteniendo en
clectroforesis un minimo de ocho componentes protéicos.L1l
scgundo obtiene una purificacidn de 450 veces,con un rendi-
riiento del 12% y encuentra una sola banda en elcctroforesis.
Ambos autores indican que la enzima purificada resulta ex-

iraordinariamente incstable.

2.= Inhibidores de catecol-0-metiltransfeirrasa

a)Inhibidores rcversibles

Tanto los inhibidores de COMT hasta ahora: conocidos,
como cierto tipo de los preparados por nosotros deben ser
inhibidores reversibles.El modo de accidn que puede esperar-
se para estos inhibidores consiste en una competencia con el
sustrato natural en su tendencia a asociarse al centro acti-
vo de la enzima.Esta accidn sc¢ basa en su afinidad por el
centro activo y la consecuente formacidn de un complejo re-
versible del inhibidor(I) con la enzima(E),del mismo tipo

que el formado por el sustrato(S) con la enzima.

E + S —— ES

E + I &— EI

Colocada la enzima en presencia de inhibidor y sus-
trato simultaneamente,la situacidn de compétencia puede re-
presentarse por las ecuaciones siguientes:

+I +S
—_— —_—
EI = , E ES

—

-I -S



Para inhibir la cuzima por accidn de un inhibidor
en presencia del sustrato serd necesario que sc forme el
complejo EI y no se forme el complejo ES,.Ls decir,scrld nece~
sario desplarzar el sistema en el sentido de maxima formacidn
del complejo EI.Las dos causas capaces de producir este efec=

to de desplazamiento son:

1)-Que la afinidad del sustrato para la enzima sca mucho me-
nor que la afinidad del inhibidor para la enzima.ln este ca-
so,yY en igualdad de concentraciones de sustrato e inhibidor,

se formara preferentemente el complejo EI.

2)-Teniendo en cuenta que los equilibrios anteriores estan
regidos por la Ley de Accidn de Masas serdn dependientes de
las concentraciones de las especies que intervienen.En con-
secuencia,si.la concentracidédn de inhibidor es mucho mayor

que la concentracidn de susirato,se formard preferentemente

el complejo EI atn suponiendo la misma afinidad para ambos

conpuestos.

El efecto final dependerd de las dos causas indica=
das.Mediante el empleo de una concentracidn suficiente de
inhibidor se pueden desplazar los equilibrios de forma que
toda la enzima se encuentre en la forma EI,e impedir el acce-
so del sustrato al centro activo de la enzima.Esta posibili-
dad,tedricamente anlicable,presenta ya inconvenientes en ex-
periencias "in vitro'",debidas principalmente a las limita-
ciones que impone la solubilidad del inhibidor,la cual pue-
de ser muy variable segin la naturaleza del compuesto.Para
aplicar este criterio "in vivo'",aparecen inconvenientes adi-
cionales.En efecto,la gran concentracibdn de inhibidor reque-
rida debe mantenerse en todo el organismo(a no ser que el in-
hibidor se concentre en determinadas regiones del mismo y es=
tas regiones corresponcdan a la localizacidn de COMT).El em-

pleo de altas concentraciones de inhibidor queda también
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muy limitado por la toxicidad'y los efectos secundarios del
inhibidor.Pero ademas hay que considerar la tendencia del
organismo a eliminar el inhibidor administrado,mediante sus
mccanismos de desintoxicacidn.Si se desea una accidn biold-
gica prolongada,seré necesario administrar el inhibidor con-
tinuamente,de modo que se mantenga la concentracidn recue-

rida durante todo el pecriodo de tratamiento.

Quedando limitada la concentracidén posible de inhi-
bidor,es 1lbégico que solo tendridn un cierto interés farmaco-
légico,aquellos inhibidores que presenten una afinidad por
el cenfro activo de la enzima muy superior a la que presen=-
tan los propios sustratos naturales.Si sc tiene en cuenta
que los sustratos naturales poseen la estructura ideal para
scr atacados por la COMT,parece dificil que la afinidad de
estos sustratos pueda ser rebasada y mds que lo sea en alta
proporcidn.Sin embargo,se conocen inhibidores de cierta po-
tencia y la investigacidn actual,en este campo,continia cen-
trandose fundamentalmente sobre dos caracteristicas exigidas

a los compuestos:

1°) Mayor potencia,que equivale a decir menor concen-

tracidén de inhibidor para alcanzar la inhibicidn deseada.

22) Menor toxicidad.

Pero por muy satisfactoria que sea la solucidn ae es-
te problema los inhibidores deberan ser administrados con-
tinuamente,con una frecuencia que dependerid de la velocidad
con que son eliminados por el organismo.Y en cualquier caso
la toxicidad por pequefia que sea actuarid de modo crdnico.
Varias clases de compuestos han sido estudiados '"in vitro"

e "in vivo" como inhibidores de esta enzima.El efecto inhi-

bidor de estas sustancias fué comparado con el del pirogalol,
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utilizado como sustancia patrén en las determinaciones.

Ross y col.(25) han estudiado "in vitro" varios tipos

de compuestos como inhibidores de COMT.A continuacidn formula-

-mos algunos de los compuestos mas importantes:

OH OH
OH OH
Catecol Pirogalol
0 = 7 N
HOX\ / \ P
N OH
Tropolona 8=llidroxiquinoleina

Ac.3,k-dihidroxi-
benzdico

COOH
OH

OH
0

Ac.gilico

La introduccidn de sustituyentes en el anillo de ca~

tecol y pirogalol modifica considerablemente la capacidad

de estos compuestos para inhibir la enzima.Asi por ejemplo

los Acidos 3,4-dihidroxibenzdico y &cido gidlico tienen un

efecto inhibidor mds pobre que sus andlogos catecol y piro-

galol,

Aunque estas estructuras han sido las mas estudiadas,

sin embargo otros muchos compuestos han sido probados como

inhibidores de esta enzima.Carlsson y Corrodi(26) han sinte-
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tizado una serie de amidas fenblicas y probado su actividad

"in vitro,

R
(CH,) _=NH-CO-Cfi ! .
2°n ~R
2 _ Ry=-OH,-H - 3
R R, y R,(iguales o diferentes)a :"
3 CH A
OH -H,-C,H,
0,1

Estos compuestos han resultado ser potentes inhibido-
res de COMT y ademds no son tbéxicos "in vivo".Estos mismos
autores han sintetizado una serie de dopacetamidas o -sustie
tuidas y tropolonas sustituidas.Encuentran que el inhibidor .
mis potente para la pfimera serie es la « -propil-3,4-dihi-
droxifénilacetamida y,para la serie de tropolonas,la 4-hi=-"
droxitropolonacetamida ha sido el inhibidor méis pd%ente(2?)

=CH-NH-CO-CH H
csn7 H-CO 3

: CH2-CO-NH2
OH
OH

También han sido probados una serie de hidroxibencenos$28)

y flavonoides O-dihidroxisustituidos(29).

La analogia estructural de todos estos compuestos con
‘los sustratos naturales sugiere que pueden actuar como inhibi=-
dores competitivos de COMT,desplazando al sustrato.Todos
ellos son inhibidores reversibles,adoleciendo de los incon-
venientes que hemos expuesto para este tipo de inhibidores.

- De estos compuestos ensayados "in vitro",solamente un redu-
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cido nfimero se han ensayado "in vivo".Son estos fundamentale

mente:catecol,pirogalol y 4-metiltropolona(30),

En 6rganos periféricos las tropolonas tenfan més alta
potencia de inhibicibn,pero sin embargo fueron consideradas
menos eficaces en cerebro.El pirogalol,el ester isopropfili-
co del Acido g&lico y la 2,3,4-trihidroxiacetofenona son los
compuestos que resultaron ser mds potentes inhibidores de
COMT en cerebro.Alguno de los compuestos probados parece que
intervienen en otros mecanismos,por ejemplo estimulacibd4n o
bloqueo de los receptores Q-adrenérgicos.La bemetiltropo=-
lona se considerd tenia capacidad de bloqueo sobre los re-

ceptores @ -adrenérgicos(30).

Resumiendo,el pirogalol y algunos de sus derivados
son considerados "in vivo" como los mis eficaces inhibido-
res de COMT en cerebro.Para inhibicién en &rganos periféri-
cos las tropolonas son los mas eficaces.El inconveniente que
presentan estos compuestos es su elevada toxicidad,por 1lo
que las dosis administradas deben ser pequetias.Esto unido a
que han de ser administrados continuamente,hace que no ten-

gan aplicacidén en clfnica.

b) Inhibidores irreversibles

Al hablar de inhibidores reversibles hemos comentado

sus posibilidades y limitaciones.Estas Gltimas pueden resu-
mirse asi:

A) Si su afinidad por el centro activo de la enzima no es
mucho mayor que la que poseen los sustratos naturales,la con-
centracidén de inhibidor necesaria para desplazar al sustrato,

por la Ley de Accibdn de Masas,debe ser grande.

B) En casos particulares,su solubilidad puede representar
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una limitacidn en la alta concentracibdn necesaria.

C) Su toxicidad,puede representar también una limitacidn a

la alta concentracidn necesaria y a la concentracibén que

puede alcanzarse en el organismo.

D) El organismo eliminarid mis o menos rapidamente la droga
administrada,por lo que,para mantener de modo continuo una-::

N « 2 - k3 , . 3 .
concentracion suficiente,serla necesario administrar el pro-

ducto continuamente.

Todo ello hace que estos inhibidores reversibles sean
Gtiles Gnicamente como instrumentos de trabajo para estudios
metabélicos en animales de laboratorio,pero no resulten apli-

cables desde el punto de vista -farmacoldégico o terapéutico.

En la idea de poder superar estas dificultades y de
disponer de inhibidores mis eficaces y que puedan tener in-
terés en clinica,intentamos preparar inhibidores irreversi-
bles y especificamente dirigidos al centro activo de la COMT,
los cuales puedan presentar ventajas sobre los inhibidores
reversibles ;hoy conocidos,que hemos comentado anteriormente.
Suponiendo que un inhibidor sea capaz de fijarse irreversi-
blemente a la proteina enzimAtica,de forma que su centro ac-
tivo resulte inaccesible para el sustrato,la enzima quedara
definitivamente bloqueada.La actividad enzimatica solo podra

ser restablecida "in vivo'" cuando el organismo sintetice

nuevas moléculas de enzima.Indudablemente,su accidn resul-

tard mis prolongcada.

Por otra parte,si el inhibidor se mantiene especifica

e irreversiblemente unido al centro activo,el organismo po-

\

dréd desintoxicarse eliminando el inhibidor de todos sus liqui-

dos bioldgicos,pero nunca podrid eliminarlo del centro activo
de la COMT,Asimismo en esta situacidn concreta,el inhibidor

mantendrid su accibn especifica sobre la enzimapero no tendré
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accibdn alguna sobre otros sistemas bioldgicos,quedando eli-
minada la toxicidad Vv por subucsto,posibles gfggjgs'SQandanigg

También puede csperarse que el solo hecho de la irrec-

versibilidad suponga,en si,una mayor eficacia en el bloqueo

del centro activo de la enzima.La eficacia seri,sobre todo,

importante en la competencia del inhibidor irreversible con
el sustrato natural(S)cuya asociacibén a la enzima es un pro-

ceso reversible.

+S
BE ——_—* ES
-S

I+

AGn en el caso de que el inhibidor tuviese menor afi-
nidad que el sustrato para el centro activo de la enzima y
aunque su concentracidn fuese pequeria,a efectos de la Ley
de Accibn de Masas,el sistema seria finalmente desplazado
hacia la formacidn del complejo(EI)a causa de 1la competen;
cia de la reaccidn irreversible con total eliminacidn de 1la
enzima libre (E).La inica condicidn necesaria seria que el
inhibidor estuviese en la cantidad estequiométrica necesaria
para bloquear todas las moléculas de enzima presentes o la

proporcidén de moléculas deseada.

Este efecto final pudiera conseguirse también en va-
rias etapas por administracidn repetida de pequefias dosis,
en el caso de que una elevada toxicidad del producto lo acon-
sejase o una escasa solubilidad lo impusiese.Teniendo en

cuenta la afinidad especifica del inhibidor por el centro ac-
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tivo de la enzima,pudieran administrarse dosis que produzcan
en el organismo una concentracidn minima,no peligrosa.Si,
después de que el organismo se ha desintoxicado,se repite

la dosis,se irian bloqueando progresivamente un mayor nfime-
ro de moléculas de COMT,para las cuales los efectos serian
acumulativos.Pudiera llegarse asi a bloquear todas las molé-
culas de enzima e introducir en el organismo la cantidad ne-
cesaria de producto sin sobrepasar en ningin momento una pe-

queria concentracidén en los 1iquidos bioldgicos., ‘

Para conscguir este fin planeamos estructuras que

reunan las caracteristicas siguientes:

12) Poseer una regidn que las haga anidlogas a los propios
sustratos naturales,de modo que,como ellos,presenten afini-
dad por el centro activo de la enzima y puedan asociarse

a él.

292) Poseer un grupo reactivo a través del cual puedan unir-
se firmemente,mediante enlace covalente,a la misma proteina
enzimdtica.

En el trabajo que presentamos preparamos estructuras
cuya afinidad por el centro activo esté asegurada por su ca-
lidad de sustratos de la enzima y muestren ademas una forma
y tamaiio tan prdéximos como sea posible a los propios sustra-
tos naturales.Para su unidn irreversible a la proteina enzi-
matica utilizamos un grupo alquilante,situado en el extremo
de la cadena lateral flexible.EFn este caso,el grupo alquilan-
te utilizado ha sido la agrupacibn -NH-CO-CH2X,siendd X un

haldégeno.

Como no conocemos la distancia entre el centro activo
de la COMT y los grupos funcionales de la proteina enzimi-

tica susceptibles de alquilacidén,creemos conveniente ensayar
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cadenas de longitudes variables.A este fin utilizamos cadenas
con un numero variable de eslabones metilénicos.A fin de poder
establecer comparaciones y obtener datos que muestren la
concordancia entre nuestra idea y los hechos reales,amplia-
mos este esquema molecular a una estructura mas general.

Asi incluimos el hidrdgeno entre las posibles variaciones

de X y reemplazamos el grupo catecol por sustituyentes en po=-
siciones 3,4 respecto a la cadena lateral,los cuales desig-
naremos por Rl y R2.Estos sustituyentes pueden ser iguales

o diferentes ~H,-OCH3, u otros grupos,ademds de -OH en el
caso particular de los catecoles.Queda asi la fdérmula gene-

ral para estos compuestos:

(CH.) =NH-CO=CH_X
2'n

2
oL
Ry X=C1,Br,I,H
R R,y R2(iguales o diferentes)
2 . =-H,-O0H,~-0CH

3

Las series de compuestos que responden a la fbérmula
general dada permiten barajar una serie de caracteristicas
distintas,con las cuales pueden hacerse varias combinaciones.
Una determinada combinacién de estas caracteristicas en un
solo compuesto definiri su comportamiento frente a la enzi-
ma.Pero los compuestos programados por nosotros permiten
estudiar cada una de estas caracteristicas por separado,una

a una ,siguiendo un criterio analitico.En efecto,podemos mane-
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tcner constantes'dos de las tres variables(n,X,R.=R,) y va-

1
riar la tercera abservando los efectos gue esta variacidn

produce. .
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PREDPARACION DE ARTILALQUILAMINAS

La mayor parte de los compuestos preparados cComo poO=-
siblcs inhibidores de COMT,han sido obtenidos por nosotros,
segln describimos en el lugar correspondiente,a partir de
aminas estructuralmente relacionadas con e¢llos.Zntre las
aminas requeridas,solamcnte unas pocas son asequibles en el
mercado.Practicamente todas las aminas portadoras de¢ susti-
tuyentes oxigenados en el anillo han sido sintetizadas por
nosotros para su posterior transformacidn.A continuacidn
haremos un tratamiento tedrico de los métodos empleados en
la sintesis de estos compuestos,

La férmula general para este grupo de compuestos es:

3

‘T T
(GH,) -NH,
O
i n=0,1,2 y 3
1 R,y Rz(iguales o diferentes)s=
R
2 ~H, -OH, -OCH

3

Método A:La 3-mectoxi-l-hidroxianilina,la hemos sintetizado
siguiendo un método dado por Jacobs y Heidelberger(31).Es-~
te producto también ha sido preparado por otros autores(32)
por reduccidn del 5S5-nitroguayacol,pero segan nuestra espe-
riencia el método que condujo a mejores resultados fué el

de Jacobs y Heidelberger.

Las rcacciones que tienen lugar son las siguientes:



: o
HO + CIN_ = -S0;H °-5 ¢
CH_0
3
. SH .
HO- ~N=N-~ -SO_H ——2—3  HO- -NH,
2 NH,
2
CH,0O CH,_O
3 3

Como podemos observar cn esta serie de reacgiones
escucmatizada anteriormente,el proceso consiste esencial-
mente en la copulacidén de guayacol con la sal de diazonio
del acido sulfanilico y posterior reduccidn del colorante
formado.Asi se obtiene la 3-metoxi-4-hidroxianilina con
buen rendimiento.Caracterizamos este producto por microania=-
lisis y espectros I.R. y R.N.,M. que no encontramos registra-
dos en la literatura.Damos referencia de estos espectros en

el lugar correspondicnte,

Método B:Las aminas correspondientes a n=1 han sido prepa-
radas por reduccidn de las oximas correspondientes.En la
literatura hemos cncontrado descritos distintos métodos
empleados en esta reduccidn segln los distintos autores.
Unos utilizan amalgama de sodio en &cido acético y alcohol
(33) ,hidrogenacidn catalitica(3%&),reduccidn electrolitica

(35) y también reduccidn con sodio y alcohol(36).

Nosotros hemos empleado sodio y alcohol para la re-

duccidén de las oximas preparadas,si bien hemos encontrado
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que los rendimientos son mejorcs aumentando la cantidad
da alcohol con respecto a la que utilizan estos autores
(vease Parte Experimental).Este método incluye las reaccio-

nes siguicntes:

R, - ~CHO + Cl1H.NH,OH ——— R =~ & ~-CH=NCH +C1l1lNa
2 2 2"\
s
Ry . Ry
__Na | R,- Q ~CH,,-NH,,
£t0H
Rl
Las oximas empleadas,preparadas a partir de los co=- \

rrespondientes aldehidos aromdticos por tratamiento con
hidroxilamina sc obtienen con rendimientos del orden del
90%.Sin embargo,en la reduccidn con sodio y alcohol los ren-
dimientos bajan considerablcmente,no habiendose logrado ob-
tener las aminas con rendimientos mayores del 655 .,Todas las
aminas se han reccristalizado como sales,hidrocloruros o hi-
drobromuros y comprobado su pureza por cromatografia en ca-
pa fina utilizando como disolvente de desarrollo butanol
saturado de amoniaco.Las aminas,una vez purificadas,han

sido caracterizadas por microanadlisis y espectros I.R. y

R.N.M,

Método C:Para las aminas correspondientes a n=2,henos segui-
do un método .descrito por Burger y Ramirez(37)ya que los mé-

todos descrilos anteriormente no se encontraron satisfacto-
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rios para preparar una cantidad apreciable de amina.iloba-
vasi(38)prepara estos mismos compuestos por reduccidn de

las oximas correcspondientes con el grupo hidroxilo bencila-

do.Los rendimientos cue obtiene son bajos ya que los pro-
ductos son dificiles de purificar.

’

E1l método descrito como mids satisfactorio es la re-

duccidn de los @ -nitroestirenos correspondientes con LiAlHQ

Estos @ -nitrocstirenos se¢ preparan ficilmente por trata-
miento de los correspondientes aldehidos aromaticos con ni-

trometano en presencia de metilamina.Son productos generail-
mente amarillos cristalinos y faciles de purificar.las reaccio-

nes que tienen lugar son las siguientes:

. NO _£§Z££L* - «ClI=CH=N
R2- ~CHO + LJZ.CHS = 2— R2 <::> CIlI=CH \02
CO,.L\Q
3 2
Ry Ry
LiA IHI{.

I/ ~CH,-CH, ~NH,

Las aminas se separan de la mezcla de reaccidn como
picratos que posteriormente son descompuestos con acido
clorhidrico concentrado para obtener asi el hidrocloruro de
la correspondiente amina.Bsta forma de purificacidn se ha
encontrado muy satisfactoria para aminas fendlicas,ya que las
aminas libres cristalizan con dificultad y,con ligeras impu-
rezas,lo hacen en forma de aceite.Estos compuestos también

han sido caractcrizados por microandlisis y espectros I.R. ¥y

R.N.M,. . .
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M&todo D:Para la preparacidon de aminas correspondicentes a
n=3 hemos seguido la reaccidn de Knovenagel,utilizando al=~
dehidos aromdticos comerciales elegidos por nosotros y con-
densandolos con la monoamida del acido malbnico en piridina
y en presencia de piperidina.Ll método utilizado ha sido
descrito por Jirskorsky y M.Protiva(39) para la preparacibn
de 3,4-dimetoxifenilpropilamina.Esta amina habia sido pre-
parada anteriormente por Kobayasi(40) por reduccidn del ni- -
trilo correspondiente con amalgama de sodio segln el esque-

ma siguiente:

- - - - __RJ.QJ__Q . - - - - -
HO CHZ CHz‘CN HO CH2 CH2 CH2 NH2

CH_O 7
3 CH3O

Los rendimientos que obtiene por este método son escasos Yy
no es valido para preparar una cantidad estimable de prbduq-
to.

El esquema general de reaccidén para los productos pre-
parados por nosotros siguiendo el método de Jirskorsky y M.

Protiva es el siguiente:

HO- -CHO + NH,-CO-CH,-COOH — HO- ~CH=CH-CO-NH, -
CH,_0 / o
3 | ' CH,0 N
_CH._-CO_NH__LiAlH _ —CH. —CH_—CH. - '
HO- H,~-CH,-CO-NH,—LiAll,, 1o CH,~CH,, ~CH, -NH,,
CH_O. : B
3 CH ;0
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Estos autores realizan la reaccibdn de condensacidn
del aldehido con la monoamida del &cido maldnico calentan-
do en bario de agua durante una hora.ln nuestro caso,partia-
mos de aldehidos con grupos OH libres y los rendimientos que
obteniamos eran escasos siguiendo su mismo procedimiento,
eran del orden del 20%.Sustituyendo la calefaccidn por lar=-
ga estancia a temperatura ambiente,el rendimiento alcanza-
do llegd a ser de un 60%.Para evitar este tiempo de reaccidn
de aproximadamente 10 dias a témperatura ambiente,en las
preparaciones posteriores utiligamos el aldehido de partie-
da con el grupo hidroxilo bencilado.Esto no representa nin-
gan inconveniente ya que el grupo benciloxi se elimina fa-
cilmente por hidrogenadién catalitica.La purificacidn de es=-
tas aminas se lleva a cabo en la misma forma descrita para
las aminas con n=2,aislandolas de la mezcla de reduccibn
con LiAlHQ como picratos y descomponiendo posteriormente es-

tos a hidrocloruros.

Por este mismo método intentamos sintetizar la 3,4-
dihidrdxifenilpropilamina,pero no lo pudinlos lograr,ya que
al intentar aislar la amina de la mezcla de hidrogenacidbn
con LiAlH, la disolucibén se oscurecia rapidamente y no con-

seguimos que se separase el picrato.

Todas las aminas sintetizadas por este método se ca-

racterizaron por microandlisis y espectros I.R. y R.N,M,

Método E: Este método es general para todas las aminas pre=-
paradas que incluyen en su estructura la agrupacidén catecol.
Esencialmente consiste en el tratamiento de las 3-metoxi-
f-hidroxi-arilalquilaminas,preparadas previamente,con 4ci-

do bromhidrico al 48% recientemente destilado.



-28-

HO- -(CH,_,)_~-NH -——EEE——+ HO- -(CH,_,)_ =-NH,_ .BrH
2'n 2 gy ' en 2

CH_O : 1O
3 4

El trabajar en medio &4cido es una gran ventaja por
la mayor estabilidad de estas aminas como sales y también
por la mayor resistencia a la oxidacidn del grupo catecol
en estos medios Acidos.Asi obtenemos hidrobromuros de estas
aminas que podemos recristalizar con relativa facilidad si
la amina sometida a tratamiento con Acido bromhidrico es

suficientemente pura.

Todas las aminas preparadas seglin este método han
sido caracterizadas por microanalisis y espectros I.R. y

R.N.M,

ACILACION DE AMINAS

Los métodos utilizados para la sintesis de N-haloge-

noacetil-arilalquilaminas son fundamentalmente los siguien-

tes:

12) Acilacidén de la amina correspondiente con el cloruro de

&cido(41).

R, - -(gHz)n-M{z + c1cr12-coc1—-_--»( Iiz)n-NH-Qo-CHzcl

o]

Ry

IN

. 1
20) Tratamiento de la amina con anhidrido acético en medio
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acético(42).

H,=CO

‘ 3
Rl- -(cuz)n-NH2 + /o--—q (CHz)n-NH-CO-CH3
CH_=~CO
3
L, ‘ R,
Ry

32) Transacilacidn con esteres activos(43).

00C~-CH X<—————»(CH ) ~NH=-CO-CH, X

Rl- (CH ) -NH +
) /
R,

El primer método ha sido muy utilizado por diversos
autores,Jones y Pyman(4l) han sintetizado por este método .
las N=halogenoacetil-arilalquilaminas derivadas de vainillie-
namina.El Gnico problema que puede presentarse es la forma-
cidn de dimeros,a causa de la reaccionabilidad del grupo al-

guilante terminal de los productos finales.

Rl-<:::>-(CH2)n-NH-CO-CH2-NH-(CHz)n: -Rl

/
R Rz

2
Seghn nuestra esperiencia personal se puede evitar
la formacidn de dimeros si se utiliza un gran esceso de di-
solvente,de modo que los materiales se encuentren muy dilui-
dos en la mezcla de reaccidon.Operando en estas condiciones
y manteniendo la temperatura a OoC.,los'rendimientos conse-

guidos por nosotros son del orden del 90%.

Para la acilacidén de aminas fenbdlicas este método
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presenta algunos inconvenientes.Damos a continuacidn el os=-

quema de reaccidn para estas aminas:

HO- -(CHz)n-NHz + ClCHz-COCI-—»(CHz)n-NH-CO-CHzcl

HO
' OH

Ol

En primer lugar,para llevar a cabo esta acilacidn deben uti=-
lizarse las aminas libres,no protonadas,y el aislamiento
de aminas fenblicas en esta forma resulta dificil o préc-
ticamente imposible,debido a su rApida oxidacidén.Esta difi-
cultad se acentlla muy especialmente en el caso de las cate=-

colaminas.

En segundo lugar,estas aminas que poseen grupos. fe-
nblicos libres presentan problemas de solubilidad en los
disolventes organicos en los que ordinariamente tiene lu-
gar esta reaccibdn.Ya en el caso de las 3-metoxi-4-hidroxi-
arilalquilaminas la reaccidn se lleva a cabo manteniendo la
amina en suspensidn.logicamente en estas condiciones la reac-
cidén resulta lenta,ya que ocurre solamente en 1la superficie
de las particulas.la poca solubilidad de la amida formada
durante la reaccibdn dificulta aln mis el proceso,existien-
do el peligro de precipitacidn sobre las mismas particulas

de amina sb6lida.

El segundo método,valido solamente para preparar
amidas sin halbdgeno terminal,no ha sido utilizado por no-
sotros.Estas amidas han sido preparadas en todos los casos,
segin el método (32),descrito por Bodansky y col(43) para

crear uniones peptidicas.
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- _ND DMF :
Ry (Cly) _-NH,  + 0C-CH—=%— (Cli, )  -NH=CO-CH,
R")
R,
KO, Ry

Estos autores hacen reaccionar los p-nitrofenileste-
res de los aminoAdcidos N-protegidos con esteres de aminoaci=-
dos que tienen sus grupos NH2 libres.Obtienen rendimientos
superiores al 90% en pocas horas y a temperatura ambiente.
Estos esteres tienen la ventaja de que no reaccionan con
grupos =-0OH,como lo demuestra el hecho de que se cristali-
zan de alcohol hirﬁiendo,pero reaccionan magnificamente y en
condiciones suaves con grupos NHZ.Existen otros tipos de

esteres activos:esteres tiofenilicos(Q#),p-nitrotiofenilicosé5)
cianometilicos(46),etc.
De entre todos estos esteres activos,hemos elegido
los p-nitrofenilesteres por ser los mas facilmente asequi=-
bles ‘1los cuales hemos preparado por condensacidn de p-ni-
trofenol con el Acido correSpondiente,en presencia ée dici=-
clohexilcarbodiimida a una temperatura de OOC,segﬁn.el Si=

guiente esquema de reaccidn:

NO_=- -0H + XCH,-COOH ———— NO_= -00C~CH_X
2 2 pce 2 2

X & H,C1

La reaccidén de transacilacién la hemos realizado

segin el esquema siguiente:
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Ester activé‘
HO= (CHz)n-NH > (CHz)n NH=-CO=CH_X

2
DMNMF 2

1o ‘ oH

E1l disolvente utilizado en la reaccibén de transaci-
lacidn es dimetilformamida(DMF),liberando la amina,en el
mismo medio de reaccidn,con una cantidad equimolecular de:
trietilamina.La reaccibén tiene lugar a temperatura ambien-
te y abandonamos la mezcla durante 48 horas'para que se com-
plete la rcecaccidn.Los rendimientos obtenidos por nosotros
son del orden del 70% al 80%.La ventaja de este modo de ope-
rar es que utilizamos directamente el hidrocloruro en lugar
de tener que liberar previamente la amina,cque en el caso de
las fenblicas son de dificil cristalizacibdn y no poseen 1la
estabilidad del hidrocloruro.Para acilacidén de catecolaminas
hemos tenido que 1llevar a cabo la reaccidn en atmdésfera de
nitrbgeno,ya que en presencia de oxigeno y trietilamina,es-
tas aminas se¢ oxidan rapidamente y no conseguimos aislar

ningin producto de acilacidn.

La primera 3,4-dihidroxi-N-halogenoacetil-arilalquil-

amina cque obtuvimos en estado de pureza fué la 3,4-dihidroxi=-

N-cloroacetilbencilamina.Después de ensayar sin éxito una
diversidad de caminos,conseguimos su preparacidn por un mé-

todo fundamentalmente distinto de los métodos generales que

hcmos expuesto,debido a Einhorn y Mauermayer(47) y que ni si=-

cuiera supone acilacidn de la correspondiente amina.Este mé-
todo tiene el gran inconveniente,para nuestros fines concre-
tos,de no poderse anlicar mids que a un solo compuesto ,sien-

do por tanto inaplicable para la preparacidn de series.

‘v
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+ .
1O - + HOCH, -NH=CO-CH,Cl—ty CH,-NH-CO-CH,C1

.

1O

il

En este método se hace reaccionar pirocatecol con
N-hidroximetil-cloroacetamida en medio acuoso fuertenen-
te 4dcido y a temperatura ambiente.Al cabo de una semana se
secparan cristales de amida.Cxisten contradicciones en la
bibliografia sobre la estructura de este producto,apare-
ciendo descrito indistintamente como 2,3~-dihidroxibencil-

amina (48) o como 3,4-dihidroxibencilamina(47).

Posteriormente cuando fuimos capaces de eﬂcontrar
caminos de aplicacidn més general,preparamos ¢l compuesto
anterior por acilacidén de la 35,4-dihidroxibencilamina y
la 3,4-dihidroxi-N-cloroacetilbencilamina asi obtenida re-
sultd ser idéntica a la preparada por el método de Einhorn
y Mauermayer,quedando asi excluida la otra posibilidad pa-

ra la estructura de este compuesto.

La acilacidn de catecolamina§ la hemos llevado a ca=-
bo con cloruro de cloroacetilo en medio acuoso fuertemente
alcalino manteniendo el grupo catecol protegido por for-

macidédn de su complejo con borato.

B, O_Na
- -(CI - l - - -N
HO (cuz)n NH,, 72 : 0 (CHZ)n NH,

\B/
y ' : / \\O//

HO

Este complejo formado es muy estable en medio alcalino pe-

ro se escinde fAcilmente en medio &cido.Teniendo en cuenta



este heého,una ver tecrminada la reaccidn de acilacidn
afiadimos a la mezcla obtenida &cido clorhidrico hasta vi-
raje decl rojo congo con lo cual liberamos el catecol.Es-
te método lo hemos usado repetidas veces en la prepara-

cidén de amidas 3,4-dihidroxisustituidas(ver piginas 65 y 69 ).

INTRODUCCION DE DIFERENTES HALOGENOS

Para la preparacidn de las N-bromo y N-iodoacetil-
arilalguilaminas,no hemos utilizado los métodos de acila-
cibn ya expuestos.Pudiera pnensarse que la acilacidén de ami-
nas transcurriese de forma andloga utilizando los corres-
pondientes bromo o iodo-acetil derivados en lugar del clo-
ruro de cloroacetilo o los halogenoacetatos de p-nitrofenol.
Pero hemos preferido preparar las N-bromo y N-iodoacetil-
arilalquilaminas a portir de las correspondientes N-cloro-
acetilarilalquilaminas,mediante una simple sustitucidn de

“haldgeno.

La sustitucidén de Cl por I se ha logrado,con rendi=-
miento satisfactorio,mediante tratamiento del compuesto
clorado con IK en acetona seca,segin la siguiente reaccidn

general:

IK
R, ~ -(CHz)n-NH-CO-CHZCI —_— (cr12)n-NH-co..CH2I

o

R

Ry

El método va bien con todas las N-iodoacetil-arilalquilaminas



preparadas,si bien en cl caso de las 3,l4-dihidroxi-N-acetil=-
arilalquilaminas sc¢ pierde algo de rendimiento,debido a

que se resinifican por calefaccidn.,
La sustitucidén de I por Br se logra de forma anilo-
ga,tratando el correspondiente compuesto iodado con BrAg

en acetona seca.

_ BrAg ] .
Rl- @ - (Cliz)n-NH-CO-CHzI _— (CHz)n-Nn-co-Cstr

R .
2 M

Este método va bien en todos los casos,excepto en el de las
3,4=dihidroxi-N-bromoacetil-arilalquilaminas,ennegrecien-
dose mucho la disolucidn y no pudiendo- aislarse produc-.
tos cristalinos.Solamente hemos conseguido en estado de pu-

reza la 3,l4-dihidroxi-N-bromoacetilbencilamina.

PROTECCION DEL GRUPO CATECOL

Fué siempre uno de nuestros principales problemas
el mantener el grupo catecol protegido a lo largo de todos
los pasos de sintesis con un grupo que se pueda eliminar

fadcilmente.Han sido ensayados los métodos siguientes:

a) Tratamiento del compuesto catecbdblico de partida con clo-
ruro de bencilo formando asi el grupo dibenciloxi fAcilmente

eliminable por hidrogenacidén catalitica posterior:



G G G
C H_~-CH_-O 0~ 0=
°3 ® H é \B/
27N / Ng”
C6HS-CH2-O 0o ¢
(a) (b) (¢)

b) Partir de compuestos que incluyan en su estructura el

grupo metilendioxi(b).

c) Tratamiento del compuesto catecbdlico de partida con bora-

to para formar el complejo (c).

El méiodo (a) resulta adecuado para proteccidn de gru-
pos OH,sin embargo,en nuestro caso,no podia ser utilizado
ya que al tratar de¢ eliminarlo por hidrogenacidn catalitica

eliminariamos tambidén el grupo alquilante terminal.

Intentamos el segundo camino(b)jutilizando un méto-

do dado por Baker y col.(49) para productos terpénicos.

CH,_ ~CH CH,_-CH
P2T s [a=tis
cH '
0 N PC1 N
ol CH-CH_ 5, 1A -
2 \O / 5 | ’/C\O ~ / 3
CH €1 cil
o~ @
| _ 0
H,C—0 Y
C — —
1=/
. c1
| gifCHS
B C 1os
Aj,‘o /. \
—= 0=C Cli~CH,
\ .
0 7
\saa
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Estos autores tratan el diisosafrol con PCls,re-
fluyendolo en benceno.El producto bruto de rcaccibdn sc¢ vierte
sobre agua Yy se separa la fase bencénica en la cque qucda di-
suelto el éarbonato.Este carbonato en medio debilmente &ci=-
do debe pasar a catecol,si bien estos autores no aislan el
compuesto terpénico con el grupo catecol libre sino que con-

forme van liberando los grupo OH los metilan en el mismo

medio de reacciédn.

El esquema de reaccidn seguido por nosotros es el si-

guiente:
CHZ-NH-CO-CH201 : CHZ-N= -CH2C1 CHZ-NH-CO-CHZCI
-+
PClS N H
0 < ¢ OH
CH /
/ vy
0 2 O\CClz Oil

Hemos partido de piperonal y obtenido la oxima y la
amina correspondiente.la piperonilamina asi prepérada ha si-
do acilada con cloruro de cloroacetilo en medio acuoso fuer-
temente alcalino.Posteriormente la piperonilcloroacetamida
la hemos sometido a tratamiento con PCl5 en benceno anhidro,
La disolucidn bencénica se virtid sobre agua como indican
los autores,si bien nosotros no conseguimos aislar produc-

tos cristalinos.Solo aislamos residuos aceitosos gue no con-

seguimos cristalizar.

A la vista de estos resultados intentamos purificar
el producto de reaccidn por cromatografia preparativa en

placas de gel de silice.Aparecen en las placas tres manchas

r
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claras ademads de otras mas débiles.Las dos primeras manchas
aparecen en pequena cantidad y no han podido ser caracteri-
zados estos productos;de la tercera,mds abundante,sc aislb
un producto éristalino de p.f.?QOC que recristaiizado_de
cloroformo-éter de petrdleo se eleva a 83-84°C.De este pro-
ducto se obtuvo su andlisis elemental y espectros I.R., y

R,N,M, asignandole la estructura:

/0- <::> -CHZ-NH-CO-CHZCI

c1.C
2" g

Los restantes productos aislados no son cristalinos
y registrando los especctros I.R, de estos aceites,se obser-
van en el infrarrojo bandas anchas a la altura de 3300 cm"l
indicando presencia de grupos fendlicos libres,pero a pe-
sar de nuestros esfuerzos estos productos no han podido ser

purificados,

El mejor método cue hemos encontrado para proteccidn
de grupos OH en el caso concreto de los catecoles es la

formacidén de su complejo con borato:

0 R
™ B.0" R N B’,-O\
- 6 7 N
G~ 9]
. | o 0

A

La estabilidad del complejo es grande en medio alca-
lino,cosa muy favorable para nuestros fines concretos ya

que,en este medio,es donde llevamos a cabo la reaccidn de
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acilacidn.Por otra parte,cl complejo se escinde facilmcnte,
en medio Acido,de forma que una vez terminada la reaccién
de acilacidén podemos conseguir dos cosas al adicionar ClH

al medio de reaccidn:

12) Escindir el complejo catecol-borato.

20) Estabilizar el compuesto resultante vya que,la estabili-
dad del grupo catecol es considerablemente mayor en medio
Acido.

Como se ha expuesto anteriormente todos los productos
preparados fueron caracterizados por sus anldlisis elementa-
les Yy por el examen de sus espectros I.R., y R.N/.M,.Los pri-
meros seran detallados para cada caso en la parte experimen-
tal, junto con la descripcibén de sus respectivas preparaciones.
Los datos espectroscbdpicos se resumen en la parte IV ,tablas
I a IX,

Seguidamente incluimos una discusién general de 1las

caracteristicas comunes de los espectros IR y RNM,

DISCUSION GENERAL DE ESTRUCTURAS:ESPECTROS IR Y RNM

I.=-Discusidn de espectros infrarrojos.

Se ha hecho un amplio estudio de los espectros infra-
rrojos junto con los de resonancia magnética nuclear de to-
dos los compuestos sintetizados,como el mejor medio para

caracterizarlos.

A continuacidn comentamos los resultados obtenidos

para este grupo de compuestos de fdérmula general:



«/410=

(CH.) =NH«CO=CH_X
2'n }

2
<::> | R, y R,(iguales o diferentes)s=
R, ‘ -H,-OCHB,-OH ‘
Rl n= 0,1,2 y 3

X= C1,Br,I,H

En la regidén NH todos los compuestos de este grupo
presentan una banda a 3300 cm"1 siendo muy aguda Yy fuerte
en los compuestos sin sustituyentes en el anillo aromatico.
En los compuestos con sustituyentes OH en el anillo aromi-
tico esta banda aparece junto con la de tensidon OH comoc una
banda mAs ensanchada,iniciando su aparicidn hacia 3400 cm-%
En los compuestos catecélicos(R1=R2=-OH)esta banda aparece
todavia mas ensanchada.Entre 1625-1650 cm-l ée registran
en todos los espectros de estos compuestos las bandas de com=

binacibén de tensidén C=N y flexidn NH.

En la regidn carbonilica todas las N-halogenoacetil-
arilalquilaminas presentan bandas de tensibén C=0 entre 1640
y 1660 em™ L .En los compuestos con X=H las bandas carbonili=-
cas aparecen a frecuencias mas altas,hacia 1660 cm-l,dismi-
nuyendo un poco al introducir los diferentes halbgenos,asf
los compuestos en los que la banda de tensién'C=O aparece

mas baja (1640 cmnl)son aquellos en los que X=I.

Las bandas correspondientes a la vibracidén de tensidn
C=C del anillo se observan en todos los espectros de los com-

puestos a una frecuencia comprendida entre 1500 y 1600 cm-l.

En los compuestos con sustituyentes oxigenados en el
anillo aromadtico la banda de tensidén C=0 aparece entre 1210

y 1250 cm"l estando combinada con la de flexibdn OH en los
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compuestos que tienen sustituyentes fenbélicos en el anillo
’ :
aromatico.

Las bandas de monosustitucidn aromdtica aparecen
cntre 690 y 760 em~t para los diferentes compuestos,la ban-
da de 1,4 disustitucidn aromadtica entre 810 y 860 em™1 y las

bandas de 1,3,4 trisustitucién aromidtica entre 815 y 830 cm‘-l

una de ellas y la otra entre 855 y 865 em™L,

Las bandas C-halbgeno aparecen a frecuencias menores
que las que registra el aparato utilizado por nosotros ,por

lo que no han podido ser registradas.

' Todos los espectros IR se registraron en Nujol como
disolvente y pueden consultarse en las Tablas I ayVv de

las plginas 119-140.

IX,~- Discusidn de los espectros de resonancia magnética nu-

clear.

Hemos registrado los espectros de RNM de todas las
N-acetil-arilalquilaminas y de las N-cloroacetil~-arilalquil-
aminas.Los correspondientes a las N-iodoacetil-arilalquil-
aminas y Nebromoacetil-arilalquilaminas no han sido regis-
trados por no considerarlo necesario,ya que estos produc-
tos han sido preparados a partir de las N-cloroacetil-aril-
élquilaminas mediante un cambio de haldgeno y los espectros,
-en cuanto al namero de protones,serfian idénticos.

La férmula general para este grupo de productos es la

siguiente:
(CHz)n-NH-CO-CHZX |
Rl y Rz(iguales o diferentes)=
H,-0CH, ,-0H
R 3
2 n= 0,1,2 y 3.
R j X= C1,I
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Para los compuestos con X=zll los protones CH3-CO apa-
recen a valores de T comprendidos entre 7,87 y 8,25 y 1los
protones CH2X-CO entre 5,80 y 5,96,para los diferentes com=-
puestos.La presencia del halbdgeno rebaja considerablemente

el campo a que aparccen estos protones contiguos al grupo CO,

| La seiial del protdn NH es siempre una sernal ancha y
el intervalo en que aparece en el espectro es muy extenso
variando mucho de unos compuestos a otros.Asi,por ejemplo,
para el compuesto correspondiente a n=2 y R1=R2=H el protdn
NH aparece entre 3,4 y 4,5 (T ) y para el compuesto corres-
pondiente a n=O;Rl=OH y R2=H el protén NH aparece a 0,098

unidades ¢ &

Los protones metilénicos contiguos al NH y al anillo

aromidtico(n=1) dan una seifial entre 5,43 y 5,90 unidades T

. segln el compuesto de que se trate,correspondiendo los valo-

res mids altos a los compuestos en los que X=H y los mas ba-
jos a aquellos en los que X=Cl.LCstos protones aparecen como
un doblete con una constante de acoplamiento J=7c.p.s.Segln

esto cabe pensar o en la existencia de dos formas posibles

para estas aminas:

-N:?-CHZX -N=C-CH2X

OH $H'

o lo que parece que realmente ocurre,en un desdoblamiento

por el protdn NH.

Para. 1los compuestos con n=2 los protones metilénicos
contiguos al grupo NH dan una senal,generalmente muy desdo-
blada,entre 6,45 y 7 unidades T .Los protones metilénicos
contiguos al anillo aromidtico aparecen entre 7,11 y 7,60 uni-

dades .Z .La influencia del halbégeno en la resonancia de estos
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protones e€s muy ¢S%casa.

Por (Gltimo para los compuestos con n=3 los protones

metilénicos contiguos a dos grupos CH, aparecen entre 8,11

2
y 6,28 unidades T ,generalmente muy desdoblados.

Los espectros de RNM de estos productos se registra-
ron en dimetilsulfoxido como disolvente excepto en los pro-

ductos en que X=H que se utilizd Cl1_D.Como patrdn interno

3

se utilizd tetrametilsilano.Pueden consultarse en las Tablas

VI a IX de las paginas 14%-155.



B) PARTE EXPERIMENTAL



bl

ORIGEN COMERCTIAL DE LOS PRODUCTOS Y METODOS GENERALES

Todos los productos comerciales utilizados en la reali-
zacidn de esta parte del trabajo,que corresponde a la sin-
tesis de N-halogenocacetil-arilalquilaminas,son de la casa

Fluka AG.Buchs SG.

Para cromatografia en capa fina,se ha utilizado sfili-
cagel GF254 de la casa B.Merck.Las placas se prepararon
con una papilla formada con 25 gramos de silicagel GF254 y
55 ml de agua,extendiendose a través de un preparador de pla-
cas Shaga y dejandolas secar primero a temperatura ambiente
y activindolas después en estufa a 80°C.Para 1la cromatografia
preparativé en placas y en columna utilizamos silicagel PF254
y silicagel 0,05-0,2 mm,respectivamente,ambas también de la
casa Merck.El tiempo de activacidn para todas las placas fué
de 30 minutos.El revelado de las placas se llevdé a cabo con
una lampara de luz ultravioleta de longitudes de onda 254 y

350 mu y en el caso de las aminas ademds con ninhidrina.

Los espectros IR se registraron disolviendo muestras
totalmente secas en nujol,utilizando un aparato 137-E de 1la
casa Perkin-Elmer.Las frecuencias se dan en cm-l.

Los espectros de RNM se registraron en un aparato
R-10,a 6O Mc,de la casa Perkin-Elmer,con tetrametilsilano
como patrdn interno.las muestras de 50-60 mg en 0,5 ml. de

disolvente se utilizaron bién secas.

Para la determinacidén de los puntos de fusidn de les
productos preparados se utilizd un aparato Gallenkamp.Previa-
mente las muestra se secaron en vacio sobre pentdéxido de fbs-

foro a temperaturas convenientes para no alcanzar la fusidn.
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PREPARACION DE ARILALQUILAMINAS

Z-metoxi-%-hidroxianilina

Ha sido preparada segin el método d@db por Jacobs y

Heidelberger(31l) de la manera siguiente:

a) p-Sulfofenilazoguavacol:

10 gramos de &cido sulfanilico seco,se disuelven en
60 cc.de NaOH N y se diluye la disolucidn con hielo y agua
hasta 250 cc.Se afaden 4,32 gramos de nitrito sddicoj;la diso=-
lucidn se colorea y a continuacidn se afaden lentamente 34,6 cc
de C1H 1:1.La mezcia de reaccidn debe mantenerse en todo mo-
mento a una temperatura de 0°C a SOC.La sal de diazonio for-
mada,de color amarillo claro,se arfiade lentamente sobre una
disolucibén de 7,4 gramos de guayacol en 240 cc de sosa N con-

teniendo trozos de hielo.

Después de 1 hora de agitacidn,se ailaden lentamente
y sin dejar de agitar 131 cc de ClH concentrado.Por estan-
cia en nevera precipita el p-sulfofenilazoguayacol.Se fil-
tra el producto y se lava con ClH 1:1 y acetona,quedando su-

ficientemente puro para la siguiente reaccidn.

b) 3-metoxi-4-hidroxianilina:

24k gramos de p-sulfofenilazoguayacol seco,se disuel-
ven en 240 cc de amonfiaco al 10% y se pasa a través de la
disolucidn una corriente fuerte de Sthasta saturacibén.La
disolucidn se calienta y el color de é&sta cambia de rojo a
amarillo separandose cristales de 5-aminoguayacol.Se reccogen

los cristales por filtracidn,se lavan con agua y sSe Sseécan
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al aire.Cristaliza de agﬁa,como placas de color pardo de
p.£.178-179°C.Rendimiento 79%.Descrito p.f.177-8°C.Rendi-
miento 75%. ‘ :

Anilisis para C7H902N Hallado; C€:60,63% H:6,59% N:10,34%
Tebrico; C:60,43% H:6,47% N:10,07%

Espectro IR: Ver compuesto n?2 1 Tabla II Pag 124
Espectro RNM:Ver " ne 1 " via " 141

3-Metoxi-4-hidroxi-bencilaminahidrocloruro

* Ha sido preparada por reduccidn de la 3-metoxi-4-hi=-

droxibenzaldoxima con sodio y alcohol. .

a) 3-metoxi-i-hidroxibenzaldoxima

Seglin método dado por Nelson (50) para preparar verae . .

traldoximas,
En un matraz de fondo redondo,se disuelven 0,5 moles

de vainillina en 200 cc de alcohol moderadamente caliente

y se atiaden 0,6 moles de clorhidrato de hidroxilamina en 50cc

de agua.Se mezclan a fondo las dos disoluciones.A esta mez-
cla se aiiaden 0,75 moles de NaOH en 40 cc de agua,dejandolo
estar a temperatura ambiente durante dos horas y media.
DeSpués de este tiempo se anaden 250 gramos de hielo picado
Yy se satura la disolucibén con C02.

La aldoxima se separa en forma de aceite,el cual so-

lidifica tratdndolo con hielo picado e induciendo la crista-

lizacibn rascando las paredes del matraz.La oxima cristali-
na se filtra a la trompa,se lava bien con agua y se seca al
aire.Cristales blancos de p.f.122°C.Recristaliza de alcohol-

agua.Rendimiento 90%.Descrito p.f.122°C.Rendimiento 90%. :

AnaAlisis para 08H903N Hallado; C:57,79% H:5,62% N:8,22%

s

Tebrico; C:57,49% H:5,38% N:8,30%

Espectro IR: Ver compuesto mn® 1 Tabla I Pag 119
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b) 3-Metoxi-l-~hidroxibencilamina

Una disolucidn de 2 moles de 3-metoxi=li=hidroxibene
zaldoxima en %4 litros de alcohol absoluto se calienta en.
un matraz de fondo redondo sobre bano de vapor.El matraz lle-
va un condensador de reflujo de tipo Liebig.Tan pronto co-
mo el alcohol empieza a hervir se corta el vapor y se man-
tiene la temperatura del alcohol introduciendo tiras de so-
dio a través del condensador.La cantidad total de sodio usa-
da es de 500 gramos y debe ariadirse lo més rapidamente posi- oy
ble,evitando pérdidas de alcohol.Tan pronto como el sodio
se disuelve ,se enfria el contenido del matraz y se diluye
éon 5 litros de agua.Se evapora el alcohol y la disolucidn
acuosa se extrae con éter para recuperar la oxima inalterada.
A esta disolucidn,libre de oxima,se afiade Clll concentrado,
gota a gota,hasta pH Acido.Hemos observado que por ser este
proceso fuertemente exotérmico,debe mantenefse el hatraz en
bafio de hielo y regular la velocidad de goteo para evitar
una elevacidén de temperatura.Esta elevacidn de temperatura

disminuye considerablemente el rendimiento.

La disolucidn acuosa del clorhidrato de la amina se
evapora a sequedad bajo preéién reducida y el residuo se ex=-
trae con alcohol absoluto a ebullicidn.Se separa el cloruro
sbédico por filtracidn y al concentrar la disqlucién alcohéli-
ca cristaliza el clorhidrato como polvo amarillento de p.f.
220°C,.Recristaliza de alcohol.Rendimiento 61%.Descrito p.f.

222°C.Rendimiento 58%.

1272

Anélisis para CgH,,0,NC1  Hallado; C:50,63% H:6,49% N:7,13%
‘ y Tebrico; C:50,66% H:6,37% N:7,30%

Espectro IR: Ver compuesto n?2 2 Tabla II Pag 124
Espectro RNM: " " ne 2 " VII "o141




3)

-1‘8- ' ’

i

3-Metoxi-4-hidroxi- 8 ~-feniletilamina-hidrocloruro
\}

Ha sido preparada seg@in el método dado por Burger y
Ramirez(37)por reduccién del B-nitroestireno correspondien-

te.

a)3-Metoxi=l4~hidroxi-@-nitroestireno

Una mezcla de 1,5 gramos de hidrocloruro de metil-
amina, 2,2 gramos de carbonato sbédico y 8 ml de metanol se
agita bien,se filtra y se anade el filtrado sobre una diso=
lucidén de 50 gramos de vainillina y 19,5 cc de nitrometano

en 137 cc de metanol.
La disolucidn se deja a temperatura ambiente y en la

oscuridad durante 72 horas y el Q-nitroestireno,que cristali- -

za,se filtra y lava con metanol frio.Agujas amarillas de

P.f.165-166°C ., Rendimiento 80%.Descrito p«f.165-166°C.Rendi=
miento 75%.

Analisis para 09H904N Hallado; C:55,13% H:4,67% N:6,96%
' Tebrico; C:55,38% H:4,61% N:7,17%

b)3-Metoxi-/4-hidroxi-ff -feniletilamina-hidrocloruro
\ - -

12 gramos del @-nitroestireno preparado anteriormente

se reducen con 12 gramos de LiAlHQ por la técnica de extrac-
cidn con Sohxlet.La reduccibén dura 72 horas.A continuaciébn
se enfria el matraz en bano de hielo y se ataden gota a go-
ta y con fuerte agitacidén 650 cc de SO,H, 1,5 N.Aparecen

dos capas clarasjla fase acuosa se separa y se ajusta a pH 6
con carbonato de litio s61ido.El hidréxido de aluminio que

precipita se separa por centrifugacibn.

Al sobrenadante claro y caliente(70°C) se le afiaden

15 gramos de Acido pfcrico,disuelto en la menor cantidad

I

-
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posible de etanol caliente.Se deja estar toda la noche a
temperétura ambiente y cristaliza el picrato en forma de agu-
jas anaranjadas de p.f.195-196°C.Recristaliza de alcohol.
Rendimiento 70%.Descrito p.f.194-195°C.Rendimiento 75%.

Anilisis para C15“16°9N4 Hallado; C:45,50% H:4,27% N:13,80%
Tebrico; C:45,45% H:4,04% N:14,04%

A 16 gramos del picrato en 10 cc de agua hirviendo;se.

anaden 72 cc de ClH concentrado.El Acido picrico que preci-
pita al enfriar se separa por filtracidém y el filtrado se‘
lava primero con nitrobenceno y después con éter.La disolu-
cidn acuosa se evapora a sequedad bajo presidn reducida y
aparecen cristales'blancos de hidrocloruro de 3-metoxi-~i=
hidroxi-@ ~feniletilamina.Recristalizado de alcohol-éter,

se forman cristales blancos de p.f.212-213°C.Rendimiento 60%.,

Descrito p.f.213-214°C.Rendimiento 65%.,

Andlisis para CyH,;,0,NC1  Halladoj; C:52,83% H:6,98% N:6,60%
Tebrico; C:53,08% H:6,87% N:6,87%

Espectro IR: Ver compuesto n? 3 Tabla I1 Pag 125
Espectro RNM: " " ne 3 " VII " 141

3-Metoxi-4-hidroxi- ¥ ~-fenilpropilamina-hidrocloruro

Ha sido preparada segin método descrito para 3,4-di-

me toxi- Y -fenilpropilamina por Jirskorsky y M.Protiva(39).

a)Monoamida del Acido maldnico

A una disolucidén de un mol de dietilmalonato(160 gr.)
en 450 c¢c de metanol,se afiadid con agitacién 28 cc de hi-

drdxido potasico al 20% en metanol(l mol).,

’.
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El precipitado cristalino que se forma se separd por
filtracidén y el filtrado se evapord a sequoedad en vacio«El
résiduo sblido,que es la sal potadsica del monoetilmalona-
to,pesd 132 gramos.Rendimiento 85%.La sal potisica se disol=-
vid en 500 cc de hidrdéxido amdnico concentrado y se abandoné
una semana a temperatura ambiente,Después de este tiempo,la
disolucibdn se evapord a sequedad en vacio y se tratd con
76 cc de ClH concentrado agitando hasta homogeneidad.A la
mezcla se anadieron 275 cc de isopropanol y el precipitado
de ClK se separd por filtracibédn lavandolo con isopropanoi
bara recuperar restos del producto.Ellfiltrado se evapord
&e nuevo a sequedad en vacio quedando un residuo siruposo
que se extrae con isopropanol caliente.Al enfriar se forman

cristales blancos de la amida de p.f.110-115°C.Rendimiento

61%.

Anslisis para C_H_.O_,N Hallado; C:34,84% H:4,80% N:13,34%

3553
Tebrico; C:34,95% H:4,85% N:13,59%

Espectro IR: Ver compuesto n2 11 Tabla I Pag 122

b)3=Metoxi-4-hidroxi- X -fenilpropilamina

20 gramos de vainillina y 35 gramos de monoamida del
4cido malbnico,disueltos en 60 cc de piridina seca y recien=-

temente destilada,se calientan a reflujo y en presencia de

0,15 gramos de piperidina durante dos horas.Después de este

tiempo,se evapora la piridina a sequedad y el residuo se di=
luye con agua.Esta disolucidn se extrae primero con triclo=-
roetileno y después con éter.Después de estas extracciones
al abandonar la disolucidn acuosa en nevera,se forman cris-

tales blancos de amida.Recristalizada de agua alcahza un

p.f. de 150-151°C.Rendimient6 20%.E1 rendimiento es bajo por
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lo que intentamos mejorarlo variando las condiciones de
reaccién.Se logra un resultado satisfactorio sustituyendo
la calefaccidn por la larga permancncia a temperatura am=

biente.Con esto conseguimos elevar el rendimiento al 60%.

Anilisis para C10 11 3N Hallado; €:62,08% H:5,78% N:7, 01%
Tebrico; €C:62,17% H:5,69% N:7,25%

Espectro IR: Ver compuesto n? 9 Tabla I Pag 121

14 gramos del producto preparado anteriormente se °
disuelven en dioxano y se hidrogenan utilizando C/Pd co-
mo catalizador.Rendimiento cuantitativo.Se aislan crista-

les blancos de p.f.102-103°C.E1 producto es lo suficiente~-

mente puro para seguir la sintesis.

12 gramos de este producto se sometieron a reduccibn
con 12 gramos de L1A1Hq por el método de extraccidn con
Sohxlet.Después de 90 horas,se enfria el matraz en bario de
hielo y se ainiade gota a gota y con fuerte agitacidn SOQH
1,5 N hasta que aparecen dos fases claras.Separamos la fase
acuosa,la cual se ajusta a pH 6 con carbonato de litio sb=-
lido.E1l hidrdéxido de aluminio que precipita se separa por fil=
tracibébn.Al filtrado claro y caliente se afiaden 14 gramos de
dcido picrico disueltos en la menor cantidad posible de eta-
nol caliente.Dejando la disolucidén a temperatura ambiente
durante toda la noche,cristaliza el picrato en forma de pre=

ciosas agujas rojas.

10 gramos del picrato se suspenden en 10 cc de agua
hirviendo y se araden 45 cc de ClH concentrado.Al enfriar
precipita el &cido picrico,el cual se separa por filtracidn.
El filtrado se extrae primero con nitrobenceno y deépués
con éter.La disolucidén acuosa se evapora a sequedad en va=-

cio,quedando como residuo cristales blancos de 3-metoxi-i=
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hidroxi- ) ~fenilpropilamina.Cristalizado de alcohol-éter
alcanza un p.f.de 139-140°C.Rendimiento 75%.Descrito(40)
p.f.lQ#-lQSOC.Rendimiento 30%.

Anblisis para C,,H; 0O,NC1 Hallado; C:55,27% H:7,34% N:6,18%

Tebrico; €:55,17% H:7,35% N:6,43%

Espectro IR: Ver compuesto n2 4 Tabla II Pag 125

Espectro RNM: " " ne 4 " VII "oo1h42

4-Hidroxi-bencilamina-hidrocloruro

Ha sido preparada por reduccidn de la L4-hidroxi-benzal-
doxima con sodio y alcohol,siguiendo el mismo método des-

crito por nosotros para preparar 3-metoxi-4-hidroxibencil=-

amina(ver pag 46).

a) 4-Hidroxi-benzaldoxima

Se disuelven 4,4 gramos (0,12 moles) de p~hidroxi-
benzaldehido en 11,5 cc de alcohol moderadamente caliente y
se anaden 4,1 gramos (0,18 moles)de hidrocloruro de hidroxil-
amina en 5,2 cc de agua.Se mezclan a fondo las dbs disolu-
ciones.A continuacibén se afiaden 2,2 gramos de NaOH en 2,7 cc
de agua,dejandolo a temperatura ambiente durante dos horas
y media.Después de este tiempo,se afiaden 19 gramos de hielo
picado y se satura la disolucidn con CO,.E1l liquido color
amarillo rojizo se vuelve claro y precipita directamente
la oxima.Cristalizada de agua alcanza un p.f. de 72-73°C.
Rendimiento 87%.

Andlisis para C,H,0,N Hallado; C:61,28% H:4,93% N:10,51%
Tedrico; C:61,31% H:5,10% N:10,21%

Espectro IR: Ver ¢ompuesto n?2 3 Tabla I Pag 119
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b) 4-Hidroxi-bencilamina hidrocloruro

Una disolucidn de 9,5 gramos de 4~hidroxibenzaldoxi-
ma en 100 cc de alcohol absolqto,se calientan a ebullicidn
en un matraz de fondo redondo sobre bano de vapor.El matraz
lleva adaptado un condensador de reflujo tipo Liebig.Tan
pronto como el alcohol empieza a hervir se corta el vapor
Yy Sse mantiene la temperatura introduciendo tiras de sodio
a través del condensador.la cantidad total de sodio usada

es de 10 gramos y debe aiiadirse lo mis rapidamente posible

~evitando pérdidas de alcohol.Tan pronto como el sodio se

disuelve,se enfria el contenido del matraz y se diluye con

medio litro de agua.La disolucidén acuosa se extrae con éter
para recuperar la .oxima inalterada.A esta disolucibdn libre
de oxima se afiade ClH concentrado hasta pH Acido,manteniendo
el matraz en bano de hielo para evitar el calentamiento de

la mezcla,lo cual conduce a rendimientos bajos.

La disolucién acuosa del clorhidrato de la amina se
evapora a sequedad bajo presidén reducida y el residuo se
extrae con alcohol absoluto a ebullicidén.Se separa el clo=~
ruro sbédico por filtracibdn y al evaporar el alcohol apare-
cen cristales blancos de hidrocloruro de amina.Cristaliza
de alcohol-éter en forma de polvo blanco de p.f.180-181°C
Rendimiento 63%.Descrito(51)p.f. 180°C,Rendimiento 60%.

Andlisis para C_H, ONC1 Hallado; C:52,60% H:6,13% N:8,65%

Tebrico; C:52,66% H:6,26% N:8,77%

Espectro IR: Ver compuesto nQ 5 Tabla II Pag 124

Espectro RNM; " " ne 5 " V1I w142

4-Hidroxi-Kf-fenilpropilamina

Ha sido preparada segin método descrito en pag 49
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para 3-metoxi-4-hidroxi-'K-fenilpropilamina.

a) p-Benciloxicinamamida

16,8 gramos de p-benciloxibenzaldehido y 22,6 gramos
de monoamida del &cido maldnico(descrita en pig 49),disuel-
tos en 48 cc de piridina y en presencia de 1,6 cc de pipe=-
ridina se calientan a reflujo durante ‘dos horas.Al enfriar
precipita la amida.Cristalizada de alcohol se forman cris-
tales blancos de p.f.125°C.Rendimiento 70%.

Andlisis para C;¢H,.0,N Hallado; C:75,28% H:6,51% N:5,25%
: Tebérico; C:75,29% H:6,66% N:5,49%

b)p-Hidroxi¢inamamida .

7 gramos de la amida preparada anteriormente se di-
suelven en dioxano y se reducen por hidrogenacibdn cataliti-
ca utilizando C/Pd como catalizador.Cristalizado de alcohol
aparecen cristales blancos de p.f.l90°C.Rendimiento cuan-
titativo.E1l producto es lo suficientemente puro para pasar

a la siguiente reaccidn.

Espectro IRt Ver compueﬁto' n2e 8 Tabla I Padg 121

e)p-Hidroxi- Y ~-fenilpropilamina
¥

' 7,1 gramos del producto hidrogenado cataliticamente
se someten a una nueva reduccidén con 741 gramos de LiAlHQ ‘
por el método de extraccidn con Shoxlet.Después de 100 horas
se enfria el matraz en baiflo de hielo y con agitacidén fuer-
te se anade SOQH2 1,5 N hasta que se separan dos capas cla=~
ras.Se separa la fase acuosa y se ajusta a pH 6 con carbo-

nato de litio sbélido,la cual se calienta a ebullicibén,sepa=-



7)

rando pbr filtracidén el hidrbéxido de aluminio formado.Al
filtrado claro y caliente se afiaden 9,7 gramos de acido pi-
crico disueltos en la menor cantidad posible de etanol ca=-
liente.Después de permanecer una noche a temperatura ambien-
te cristaliza el picrato en forma de agujas anaranjadas.

7 gramos del picrato se suspenden en 7 cc de agua
hirviendo y se ariaden 31,5 cc de ClH concentrado.El &Acido
picrico que precipita al enfriar se separa por filtracién-

y el filtrado se extrae primero con nitrobenceno y después
con éter.Evaporando la»disolucién acuosa a sequedad apare-
cen cristales blancos de hidrocloruro de p-hidroxi- § -fenil-
éropilamina.Recristalizado de alcohol-éter alcanza un p.f. de

79-80°C,Rendimiento 70%.

Anilisis para C9H140NCI Hallado; C:57,71% H:7,43% N:7,65%
Tebricoj C:57,63% H:7,47% N:7,47%

Espectro IR: Ver compuesto n®? 6 Tabla II  Pag 124

Espectro RNM: " " ng 6 . " ViI " 142

~. ’

3,4=Dihidroxianilina

8,5 gramos de 3-metoxi-h-hidfoxianilina(0,01 moles)
(ver pAg 45) se disuelven en 42 cc de BrH al 48%,reciente=-
mente destilado,y se calienta a reflujo durante 8 horas.
Al concentrar la disolucidn acuosa bajb presibén reducida,
cristaliza el hidrobromuro de 3,h-dihidroxianilina.Cristali-
zado de alcohol-éter se forman unas escamas grises de_p.f.

250°C.Rendimiento 61%.Descrito(31l)p.f. 250°C,Rendimiento 60%,

An&lisis para CcHgO,NBr  Halladoj C:35,01% H:3,86% N:7,05%

Tebérico; C:34,95% H:3,88% N:6,79%

Espectro IR: Ver compuesto n? 7 'Tabla II Pag 125
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Espectro IR: Ver compuesto n2 9 Tabla II Pag 126

«56m=
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Espectro RNM: Ver compuesto ne 7 Tabla VII Pag 143

3 L-Dihidroxibencilamina

A partir de 8 gramos de 3-metoxi-i-hidroxibencilami=
na(ver plg 46) y 60 cc de BrH siguiendo el método anterior
descrito para 3,4=dihidroxianilina.Cristalizado de metanol-
éter se forma un polvo pardo de p.f. lSOOC(descomposici6n).

Rendimiento 59%.Descrito(50)p.f.182°C.Rendimiento 50%., ’

Anilisis para CH, 4O, NBr Hallado; C:38,04% H:4,33% N:6,48%

, Tebdrico; C:38,24% H:4,54% N:6,79%

Espectro IR: Ver compuesto n2 8 Tabla II Pag 126

Espectro RNM: " " n2 8 " VII " 143

3,4-Dihidroxi~ Y ~fenilpropilamina

A parfir de 7 gramos de 3-metoxi-4-hidroxi-3'-fenil-
propilamina(ver pig 49) y 40 cc de BrH siguiendo el método

descrito para 3,4-dihidroxianilina.Cristales blancos que se

-

colorean con el tiempo.Cristalizado de alcohol-éter alcan-

za un p.fe. de 153°C.Rendimiento 62%.

An4lisis para 09H1402NBr Hallado; C:43,32% H:5,54% N:5,79%

Tebdrico; C:43,54% H:5,64% N:5,64%

Espectro RNM: " " ne 9 " VII " 145
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PREPARACION DE N-ACETILARILALQUILAMINAS

Métodos generales de preparacidn

Método I.=Se disuelven dos moles de la correspondiente ami-
na en un volumen tres veces superior de benceno seco,se
enfria la disolucibén en bafio de hielo,y se afiade,con agita=-
cién,un mol de cloruor de acetilo.Una vez terminada la adi-
cidn del cloruro de Acido,se retira el bafio de hielo conti=-
nuando la agitacibédn una hora mads para completar 1la reaccién.
Transcurrido este tiempo se vierte sobre agﬁa y sSe separa

la fase bencénica mediante un embudo de decantacién.Se la=-
va el extracto varias veces con agua y a continuacién se
evapora a sequedad,quedando como residuo un aceite que cua-

ja al enfriar.Los rendimientos oscilan entre el 85% y el 90%.,

Método II.=-Describimos previamente la preparacibdn del ace~
tato de p-nitrofenilo ya que es utilizado en la sintesis

de estos compuestos,.

a) Acetato de p=-nitrofenilo

A una disolucidén de 1,4 gramos de Acido acético en

acetato de etilo,se afiade p-nitrofenol en 20% en exceso

-( 4 gramos).A continuacidén se aifiade la cantidad calculada

. de diciclohexilcarbodiimida(3,4 gramos) a 0°C.Se mantiene

a esta temperatura la mezcla durante media hora y a conti-
nuaciédn se abandona a temperatura ambiente y se deja estar
una hora mas.La diciclohexilurea que precipita se separa
por filtracidén,evaporando a continuacibén el filtrado a se-
quedad El residuo que se separa cristalizado de alcohol ale
canza un p.f. de 96°C.Rendimiento 95% Descrito(SZ)p.f.96 C
Rendimiento 90%.

_,,.-._.-

SN
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Anadlisis para CBH704N Hallado; C:53,09% H:4,16% N:7,72%
' Teéricoj C153,03% H:3,86% N:7,70%

TSR

Espectro IR: Ver compuesto n? 4 Tabla I Pag 119

b) NeAcetil-arilalquilaminas

1 mol del hidrocloruro de la amina correspondiente, ,
se disuelve en dimetilformamida(DMF),afiadiendo a continuacibn /3‘
1l mol de trietilamina y 1 mol de acetato de p-nitrofenilo.
Se abandona la mezcla a temperatura ambiente durante 48 horas, .
filtrando al cabo de este tiempo el hidrocloruro de hidroxil=
anina formado.El filtrado se evapora a sequedad en vadio'y
el residuo,disuelto en alcohol,se purifica por cromatogra-
fia preparativa en placas de gel de silice,utilizando como
disolvente de desarrollo éter sulfirico.Todos los productos
aislados por cromatografia preparativa han sido .cristali-
zados posteriormente.Los rendimientos son del orden del 70%.

Utilizando alguno de estos métodos(I y II) hemos ob-

tenido las siguientes N~acetil-arilalquilaminas.,

N-Acetil-anilina,Acetanilida:

Preparada segin método (I) a partir de 1 gramo de

anilina y 0,4 gramos de cloruro de acetilo.Cristales blan-

‘cos de p.f. 114°C.Cristaliza de agua.Rendimiento 95%.Descri-

to(53)p.£.114°Csrendimiento 95%.

Andlisis para CgH,ON Halladoj; C:70,83% H:6,83% N:10,12%

9
, Tedrico; C:71,11% H:6,66% N:10,37%

Espectro IR: Ver compuesto n2 1 Tabla III Pag 127

Espectro RNM: " " ne 1 " VIII " 14l



2)

3)

4)

N~Acetil=-bencilamina

Preparada segin método (1) por acilacidn de 1 gramo
de bencilamina con 0,35 gramos de cloruro de acetilo.Cris-
tales blancos de p.f.60-61°C.Crista1iza de agua.Rendimienfo
80%.Descrito(54) p.f. 60-61°C.Rendimiento 75%.

Andlisis para C_H..ON Hallado; C€:72,75% ~H:7,42% N:9,21%

911 : :
Tebdrico; C:72,48% H:7,38% N:9,46% Ji

Espectro IR: Ver compuesto ne 2 Tabla III PAg 127
Espectro RNM: " " ne 2 " VIII "Ly
N-Acetil- e-feniletilamina 2

Preparada seglin método (I) a partir de 1 gramo de
@-feniletilamina y 0,32 gramos de cloruro de acetilo.Cris-
tales blancos de p.f.54-55°C.Cristaliza de agua.Rendimiento
85%.Descrito(55) p.f.42-44°C,Rendimiento 70%.

Andlisis para C,oH) ;ON Hallado; C:73,76% H:7,61% N:8,76%

Espectro IR: Ver compuesto n2 3 Tabla III Pag 127

Espectre RNM: " " ne 3 " VIIX " 144

N~Acetil- ¥ -fenilpropilamina

Preparada seg@in método (I) por acilacidén de 1 gramo
de K—fenilpropilamina éon 0,29 gramos de cloruro de acetilo.
Se aisla un liquido siruposo que no cristaliza.Se purifica’
por cromatografia . preparativa en placas de gel de silice,

utilizando éter como disolvente de desarrollo.El aceite que

-aislamos por cromatografia no cristaliza pero en capa fina

presenta una sola mancha.Rendimiento 84%,
’



5)

6)

7)
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Andlisis para C,.H,.ON Hallado; C:74,47% H:8,39% N:7,73%

Tebrico; C:74,57% H:8,47% N:7,90%
Espectro IR: Ver compuesto n2 & Tabla III P&g 127
Espectro RNM: " " ne 4 " VIII "oo144

NeAcetil-4-hidroxianilina

Preparada segln método (II) a partir de 1 gramo de.
p-aminofenol y 1,5 gramos de acetato de p~-nitofenilo.Cris-
tales pardos de p.f.168°C.Cristaliza de alcohol-éter.Rendi~-
miento 75%.

Andlisis para 08H90N Hallado; C:63,81% H:6,07% N:9,00%
: Tebrico; C:63,57% H:5,96% N:9,27%

Espectro IR: Ver compuesto n2 5 Tabla III Pag 128
Espectro RNM: " " ne 5 " VIII " 145

N-Acetil-4-hidroxibencilamina

Preparada segin método (II) a partir de 0,35 gramos'
de hidrocloruro de 4-hidroxibencilamina, O,4 gramos de ace-
tato de p-nitrofenol y 0,22 gramos de trietilaminé.qrista-
liza de agua.Cristales blancos de p.f, 114-115°C.Rendimien-

to 70%.,

Anilisis para 09H1102N Hallado; C€:65,70% H:6,88% N:B;éo%
' Teérico; C:65,44% H:6,66% N:8,48%

Espectro IR: Ver compuesto n2 6 Tabla III Pag 128
Espectro RNM: " " ne 6 " VIIi " 145

N-Acetil-4-hidroxi- @ -feniletilamina

Preparada segin el método (II) a partir de 1 gramo.

!



8)

9)

“ble

i

de hidrocloruro de tiramina, 1,4 gramos de acetato de p-nitro-

fenilo y 0,5 gramos de trietilamina.Cristales blancos de
p.£.125-126°C.Cristaliza de alcohol-&ter.Rendimiento 64%.

Andlisis para 011H1302N Hallado;

Tebrico;

C:66,90% H:7,55% N:8,04%
C:67,03% H:7,26% N:7,82%

Espectro IR: Ver compuesto n? 7 Tabla IIf . Pig 128

Espectro RNM: " " ne 7

NeAcetil-3-metoxi-4-hidroxianilina

" . VIIX

" llfs

Preparada seg(in método (II) a partir de 0,7 gramos de

3-metoxi-h-hidroxianfﬁina(ver paAg 45) y 0,9 gramos de acetato

de p-nitrofenol.Cristales blancos de p.f.54-55°C.Cristaliza

de benceno.Rendimiento 70%.,Descrito(31) p.f.111-113°C.Ren-

dimiento 70%,

Andlisis para C9H1103N Hallado;

€C:59,39%

H:6,37% N:8,02%

Tebrico; - C:59,66% H:6,07% N:7,73%

Espectro IR: Ver compuesto n2 8

Espectro RNM: " " ne 8

Tabla III
" VIII

NeAcetil-3-metoxi-4-hidroxibencilamina

P&g 129
" 146

Preparada segOin método (II) a partir de 1,04 gramos

de hidrocloruro de 3-metoxi-k-hidroxibencilamina, 1 gramo

de acetato de p-nitrofenilo y 0,5 gramos de trietilamina.

Cristales blancos de p.f. 91-92°C.Cristaliza de benceno.Ren-
dimiento 70%.Descrito(36)p.f. 84-85°C.Rendimiento 70%

101373

Analisis para C, H, _O_N Hallado;

‘ Tebrico;

C:61,29%
C:63,15%

Espectro IR:Ver compuesto n? 9 Tabla III

Espectro RNM: " " n2 9

.

VIII

P&
"

H:6,80% N:7,10%
H:7,17% N:6,69%
g 129

146
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10) NeAcetil=-3~metoxi=l-hidroxi- f-feniletilamina

Preparada scgfin método (II) a partir de 0,5 gramos
de hidrocloruro de 3-metoxi-li-hidroxi-f§ ~feniletilamina(ver
pag 48). 0,5 gramos de acetato de p-nitrofenilo y 0,25 gra=
mos de trietilamina.Se’'aisla liquido. siruposo que no crista=

liza.Rendimiento G65%.

Anélisis para C,,H; O.N Hallado; C:62,82% H:7,22% N:7,00%
Tebrico; C:63,1S% H:7,17% N:6,69%

Espectro IR: Ver compuesto n? 10 Tabla III  Pag 129 '

i

»

PREPARACION DE N—CLOROACETIL-ARILALQUILAMINAS

Describimos a continuacibén los métodos generales de

p;eparacién utilizados en la sifitesis de estos compuestos.

Método I.=-

a) Preparacibén de cloruro de cloroacetilo(56)

A un matraz de fondo redondo aifiadimos 0,25 moles de
4cido cloroacético(100 gramos) y 0,375 moles de cloruro de
benzoilo.Adaptamos al matraz un sistema de destilacibn y
calentamos la mezcla en bano de silicona.la fraccibén que des=-
-tila a 95°C se recoge para destilarla de nuevo.Este clorurou:

de cloroacetilo mds puro destila a 98°c,

b) N=-Cloroacetil-arilalquilaminas

En un erlemmeyer se pesan dos moles de amina y se di=~
suelven en un volumen tres veces superior de éter seco,enfrian=
{ do la disolucibn en bafio de hielo.Una vez que la disolucidn

- de la amina ha alcanzado la temperé&tura de 0°C,se ariade go=-



‘
ta a gota y con agitacién 1 mol de cloruro de cloroacetilo.
Terminada la adicibén del cloruro de &cido,se retira el ba=-

iio de hielo,continuando la agitacidén una hora mads para que

se complete la reaccibén.Se forma un precipitado blanco de
hidrocloruro de amina.Después de este tiempo,se vierte el
contenido del matraz en agua fria y se separa la fase eté-
rea en un embudé de decantacidn, lavandola tres veces con
agua para eliminar el hidrocloruro de amina formado.Una vez
bien lavada con agua la fase etérea se evapora a presibdn re-z J-

ducida,quedando como residuo un aceite que cuaja al enfriar.

Los rendimientos oscilan entre el 80% y el 95%.
"®

»

Método 1II.-

a) Cloroacetato de p-nitrofenilo

A una disolucidn de 1 gramo de acido.cloroacético
en acetato de etilo,se afiade p=-nitrofenol en 20% en exceso
(2 gramos).A continuacibén se afiade la cantidad calculada
de diciclohexilcarbodiimida(2,2 gramos) a 0°C.Se mantiene
a esta temperatura la mezcla durante media hora y a contie=
nuacidén se abandona a temperatura ambiente y se deja estar
una hora més.La diciclohexilurea que precipita se separa por
filtracidn,evaporando a continuacibn el filtrado a sequedad.,
El residuo que se separa cristalizado de alcphol alcanza
un p.f. de 93-94°C.Rendimiento 95%.Descrito(52)p.f.93-94°C.

‘Rendimiento 90%,

Anilisis para CgH O,NC1 | Hallado; C:44,43% H:2,75% N:6,41%
Tebrico; C:4k4,55% H:2,78% N:6,49%

Espectro IR: Ver compuesto n? 5 Tabla I Pag 120

b)N-Cloroacetil-arilalquilaminas

Siguiendo el mismo método descrito en pAg 58 para
N-acetil-arilalquilaminas utilizando cloroacetato de p~ni=-

trofenilo en lugar de acetato de p=nitrofenilo.

orsvamempree S e,
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Método III.-Este método solo es valido para preparar la

3,4-dihidroxi-N=-cloroacetilbencilamina.En esencia consis-
te en hacer reaccionar N-hidroximetil-cloroacetamida y pi=

rocatecol en medio acido(47) . ' .

a) N-Hidroximetil-cloroacetamida

A 2 gramos de monocloroacetamida se afiaden 2 gra=
mos de formaldehido al 40% y 0,5 gramos de ClH concentrado. ,
Se digiere en bafio de agua hasta disolucidn total y se deja
enfriar.Después de 4 horas,se aflade acetato sbédico hasta neu=
tralizacion del acido mineral,se evapors en vacio a sequedad
Y queda un residuo siruposo que se extrae con acetona.Con-
centrando el extracto se obtiene la N-hidroximetil-cloroace- -
tamida en forma de aceite espeso el cual solidifica poco a

poco.Cristaliza de acetona como prismas incoloros de pef.87-
88°C.Rendimiento 83%

" Andlisis para c3H602nc1 Hallado; C€:29,05% H:4,80% N:11,27%
Tedrico; C:29,14% H:4,85% N:11,33%

€

Espectro IR: Ver compuesto n? 10 Tabla I Pag 122

b) N=Cloroacetil-3,4-dihidroxibencilamina

Sobre una disolucidn de 26 gramos de pirocatecol y
30 gramos de N-~hidroximetil-cloroacetamida en 100 cc de
agua se anaden,enfriando,10 cc de ClH concentrado y se aban-
dona la disolucidn.Al primero o segundo dia empiezan a se-
pararse los productos de reaccidn,los cuales se: separan por
filtracibén a los cuatro o cinco dias.Por evaporacidn del
filtrado a vacio se obtiene una cantidad adicional de pro-
ducto.Cristales blancos de p.f.l&h-ihSOC.Cristaliza de agua.

Rendimiento 60%.,
El producto asf obtenido resulta ser idéntico al pre-
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parado por el método (IV) que describimos a continuacidn.

Método.IV.=- 0,02 moles de hidrocloruro o-hidrobromuro de 1la
amina correspondiente,se disuelven en disolucidn acuosa sa=
turada de borato sbédico en agua,afiadiendo un exceso de di="
solucibdn de borato para que el medio tenga un pH fuertemen~
te alcalino.Una vez disuelto el hidrocloruro,enfriamos en

bano de hielo y afiadimos gota a gota con agitacibén cloruro

!
‘-

de cloroacetilo (0,01 mol).Una vez que se ha afiadido el clo- J-
ruro de cloroacetilo,se continua agitando una hora mis pa-

ra que se complete la reaccidén y a continuacibdn se ariade

ClH concentrado hasta’viraje del rojo congo.Seguidamente eva=
poramos la disolucibdn a sequedad y extraemos el residuo con
alcohol.Para aislar la amida de esta disolucidn alcohéblica,
se utilizbé la cromatografia preparativa en placas de gel de
sflice,con ter como disolvente de desarrollo.Los productos
una vez puros se pueden cristalizar,aunque algunos de ellos

lo hacen con bastante dificultad.

Utilizando alguno de estos métodos (I a IV) se han

obtenido las siguientes N-cloroacetil-arilalquilaminas:

11) N-Cloroacetil-anilina

Preparada §eg6n método (I) a partir de 1 gramo de
anilina y 0,4 gramos de cloruro de cloroacetilo.Cristales
blancos de aspecto escamoso de p.f.134-135°C.Cristaliza de
agua.Rendimiento 95%.Descrito(53)p.f.134-135%C.Rendimiento
90%. ‘ |
Analisis para CgHgONC1 Hallado; C€:56,43% H:4,67% N:7,97%

i , Tebrico; C€:56,63% H:4,73% N:8,26%
- Espectrdo IR: Ver compuesto n2 11 Tabla IV Pag 130
Espectro RNM: " S ne 11" IX "o147




12)

13)

14)
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N-Cloroacetil-bencilamina

Preparada segin método (I) por acilacibén de 5 gramos
de bencilamina con 1,5 gramos de cloruro de cloroacetilo.

Cristaliza de agua en forma de cristales blancos de pefe9l-

' 95°C,Rendimiento 95%.Descrito(54) p.f 93,5-94,5.Rendimiento

90% .
Andlisis para C,H, ONC1 Hallado; C:59,08% H:5,68% N:7,84%

91
Tebdrico; C:58,89% H:5,44% N:7,62%
Espectro IR: Ver compuesto n2 12 Tabla IV Pag 130
Espectro RNM: " “ ne 12 " IX "o 147

N-Cloroacetil- @ -feniletilamina

Preparada seg(in método (I) a partir de hvgramos de
f«feniletilamina y l,86lgramos de cloruro de cloroacetilo.
Cristales blancos de p.f.66-67°C.Cristaliza de agua.Rendi=-
miento 80%.Descrito(55)p.f.67°C.Rendimiento 85%.

Andlisis para C;oH ,ONCl Halladoj C:61,20% H:6,12% N:7,08%
‘ Tebrico; C:61,18% H:6,35% N:7,35%

Espectro IR: Ver compuesto n29 13 Tabla IV Pag 130
Espectro RNM: " " ne 13 " ‘IX w147

[}

N-Cloroacetil- ¥y =fenilpropilamina

Preparada segin método (I) a partir de 5 gramos de
¥ -fenilpropilamina y 2,09 gramos de cloruro de cloroacetilo.
Cristaliza de alcohol-agua.Agujas blancas de p.f.58-59°C.
Rendimiento 95%. ‘

Anélisis para C;;H,,ONC1 Halladoj C:62,41% H:6,76% N:6,91%
' : Tebrico; C:62,71% H:6,63% N:6,63%

Espectro IR: Ver compuesto n? 14 Tabla IV P4g 130

i '




15)

16)

17)
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Espectro RNM: Ver compuesto n? 14 Tabla IX Pag 148
. \

N-Cloroacetil-h-hidroxiani;ina

Preparada seglin método (II) a partir de 1 gramo de
p-aminofenol y 2 gramos de cloroacetato de p-nitrofenilo.
Cristales blancos de p.f.139-1400C.Cristaliza de alcohol-
éter .Rendimiento 80%.Descrito p.f.139°C,Rendimiento 75%(56)

Anadlisis para CgHgoO0,NCl Hallado; C:52,02% H:k4,44% N:7,47%
LTS 8872
Tebdrico; C:51,75% H:4,31% N:7,54%

Espectro IR: Ver compuesto n2 15 Tabla IV Padg 131
Espectro RNM: " " ne ‘15 " IX " 148

N-Cloroacetil-4-hidroxibencilamina

Preparada segin método (II) a partir de 1 gramo de
hidrocloruro de k-hidroxibencilamina, 1,3 gramos de cloro-
acetato de p-nitrofenilo y 0,5 gramos de trietilamina.Agu-
jas blancas de p.f.l123- 124°C.Cristaliza de agua.Rendlmlento
75%.Descr1to(5?)p £.123-124°C.Rendimiento 70%.

Andlisis para 09H1002NC1 Hallado; C:54,84% H:5,32% N:7,28%
Tebrico; C:54,63% H:5,06% N:7,01%

Espectro IR: Ver compuesto n2 16 Tabla IV Pag 131
Espectro RNM: " " ne 16 " IX " 149

N-Cloroacetil-4 hidroxi-(} ~feniletilamina

Preparada seglin método (II) a partir de 1 gramo de
hidrocloruro de tiramina, 1,2 gramos de cloroacetato de p=-
nitrofenilo y 0,5 gramos de trietilamina.Cristales blancos
de p.f£.108-109°C.Cristaliza de alcohol-&ter.Rendimiento 70%.
Descrito(58)p.£.108-109°C ,Rendimiento 70%.

!

e

J
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Espectro IR: Ver compuesto n2 17 Tabla IV Pag 131
Espectro RNM: " " ne 17 " IX " 149

18) N-Cloroacetil=3-metoxi-4-hidroxianilina

Preparada segiin método (II) a partir de 0,5 gramos de
3-metoxi-&-hidroxiqnilina y 0,75 gramos de cloroacetato de
p-nitrofenilo.Cristales ligeramente pardos de p.f. 115-11600.
Cristaliza de benceno.Rendimiento 70%.Pescrito(59)p.f. 113-
114°C.Rendimiento 60%.

i

Andlisis para c9 10 3NCl Hallado; C:50,38% H:4,90% N:6,19%
Tebérico; C:50,11% H:4,66% N:6,49%

Espectro IR: Ver compuesto n2 18 Tabla IV  Pig 132

Espectro RNM: " " n2 18 " IX " 150

19) N-Cloroacetil-B-metoxi-Q-hidroxibenci1amina

Preparada segf{in método (II) a partir de 1 gramo de
hidrocloruro de vainillinamina, 1,13 gramos de acetato de

p-nitrofenilo y 0,53 gramos de trietilamina.Rendimiento 75%.

Descrito(50)p.f¢119-122°C,Rendimiento 70%. )

Andlisis para C10H1205NC1  Halladoj; C:52,37% H:5,19% N:6,27%
Tebrico; C:52,28% H:5,22% N:6,10%

Espectro IR: Ver compuesto n2 19 Tabla IV Pag 1532
Espectro RNM: " " n2 19 " IX " 150

20) N-Cloroacetil-%-metoxi-4-hidroxi- g -feniletilamina

Preparada seg(in método (II) a partir de 1,6 gramos
de hidroclorurO‘deA3-metoxi-4~hidroxi-'ﬁ-feniletilamina, 1,7
gramos de cloroacetato de p-nitrofenilo y 0,5 gramos de

trietiiamina.Cristales blancos de p.f.100-101°C.Cristaliza

P
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de alcohol-éter.Rendimiento 70%. '

Anédlisis para °11H14°3N°1 Hallado; C:54,28% H:5,82% N:5,40%
Tebrico; C:54,08% H:5,74% N:5,74%

Espectro IR: Ver compuesto n2 20 Tabla IV " Pag 152

Espectro RNM: " " n? 20 " IX " 151

21) N-Cloroacetil-3-metoxi-4-hidroxi= X -fenilpropilamina

Preparada ;egﬁn el método (II) a partir de 1 gramo.
de hidrocloruro de 3-metoxi=-i-hidroxie- ¥ -fenilpropilamina,
1 gramo de cloroacetato de p-nitrofenilo y 0'49 gramos de
trietilamina.Cristales blancos de p.f. 54-55 C.Cristaliza de
alcohol- éter.Rendlmlento 70%.
Anllisis para C12H160 NC1 Halladoj; C:55,93% H:6,20% N:5,47%
Tebrico; €:55,92% H:6,46% N:5,65%

Espectro IR: Ver compuesto n® 21 Tabla IV Pag 133
Espectro RNM: " " ne 21 " IX " 151

22) N-Cloroacetil-3,4-dihidroxianilina

Preparada segin el método (IV) a partir de 3 gramos
de hidrobromuro de 3,4-dihidroxianilina y 1,6 gramos de clo-
ruro de cloroacetilo.Aislamos cristales blancos de p.f.155=

156°cC. Cristaliza de agua.Rendimiento 70%.

AnallSls para 08H80 NC1 Hallado; C:47,90% H:3,99% N:7,11%

3
Tebrico; C:47,64% Hi3,97% N:6,94%
Espectro IR: Ver compuesto n2 22 Tabla IV Pag 133
Espectro RNM: " " ne 22 " IX " 152

33) . N-Cloroacetil=3,4-dihidroxibencilamina

'Preparada seghn el método (IV) a partir de 3 gramos
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de hidrocloruro de 3,4-dihidroxibencilamina y 0,77 gramos de

cloruro de cloroacetilo.Cristales blancos de p.f.139-140°c.

Cristaliza de agua.Rendimiento 60%.

Anilisis para C9H1003N01 Hallado; C:50,35% 1I:4,47% N:6,74%
Tedrico; C:50,11% H:4,64% N:6,49%

Espectro IR: Ver compuesto n2 23 Tabla IV Pag 1373
Espectro RNM: " " no 23 " IX " 153

N-Cloroacetil-=3,4-dihidroxi- 3 =feniletilamina

Preparada seglin el método (IV) a partir de 2 gramos
de hidrocloruro de B,Q-dihidroxi-‘3-feniletilamina y 1,6 gra=
mos de cloruro de cloroacetilo.Aislamos un aceite que trata-
do varias veces con éter seco,cristaliza.Cristales blancos
de p.f.85-86°C.Rendimiento 58%.
Anilisis para 010H1203NC1 Hallado; C:52,29% H:6,36% N:5,28%
Tebrico; €:52,28% H:6,10% N:5,22%

Espectro IR: Ver compuesto n2 24 Tabla IV Pag 135

Espectro RNM: " " no 24 " IX " 153

PREPARACION DE N-IODOACETIL-ARILALQUILAMINAS

Método general.

En un matraz de fondo redondo,se disuelve 1 mol de
la correspondiente N-cloroacetil-arilalquilamina en aceto-
na seca y se anaden 5 moles de IK finamente pulverizado.
Con agitacibn se«calienta en barno de agua,a reflujo,durante
8 horas.Al cabo de este tiempo se separa por filtracibn la
fase sblida compuesta por IK y ClK y se evapora la acetona

a presidn reducida.Al eliminar la acetona quedan como resi-
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duos aceites amarillentos.Estos aceites pueden cristalizarse
algunas veces de alcohol-agua,sin embargo otras veces es ne-

cesario purificarlos previamente por cromatografia.

25) N-Iodoacetil-anilina

A partir de 0,5 gramos de N=cloroacetil-anilina y
2,4 gramos de IK.Cristales blancos de p.f.141-142°C.Rendi-
miento 90%.Descrito(53)p.f.143-144°C.Rendimiento 80%.

Anilisis para CgHgONI Hallado; C:36,51% H:3,09% N:5,09%
Tebrico; C:36,78% H:3,07% N:5,36%

Espectro IR: Ver compuesto n2 25 Tabla V Pag 134

26) N-Iodoacetil-bencilamina

A partir de 2,2 gramos de N-cloroacetil-bencilamina
y 8 gramos de IK.Cristaliza de alcohol-agua.Cristales blan-
.cos de p.£.131-1329C.Descrito(54) p.f.131-132°C,Rendimiento
90%.,
Andlisis para 09H100NI Hallado; C€:39,28% H:3,65% .N:5,10%
Tebrico; C€:39,27% H:3,63% N:5,09%

Espectro IR: Ver compuesto ne 26 : Tabla V Pag 154

27) N-Iodoacetil-( -feniletilamina

Por tratamiento de 0,8 gramos de N-cloroacetil- @ -fe=~
niletilamina con 3,3 gramos de IK.Cristaliza de agua.Cris-

tales blancos de p,f.84-85°C.Rendimiento 90%.,

Andlisis para C oH ,ONI Halladoj C:41,9% H:4,04% N:5,01%
Tebrico; C:41,69% H:4,16% N:4,80%

Espectro IR: Ver compuesto n2 27 .Tabla V PAag 134




28)

29)

30)

31)

N-Iodoacetil- ¥ -fenilpropilamina

A partir de 1 gramo de N-cloroacetil- § ~fenilpropil-
amina y 3,9 gramos de IK.Cristaliza de alcohol-agua.Agujas

blancas de p.f.55-56°C.Rendimiento 95%.

Andlisis para C,,H;,ONI Halladoj; C:43,89% H:4,82% N:4,88%
Tebrico; C:43,89% H:4,62% N:4,62%

Espectro IR: Ver compuesto n2 28 Tabla V Pag 134

N-Iodoacetil-k-hidroxianilina

A partir de 0,9 gramos de N-cloroacetil-/i-hidroxiani=
lina y 3 gramos de IK.Cristales blancos que con el tiempo

toman color amarillo de p.f.153°C.Rendimiento 75%.

Analisis para CgHgO,NI Hallado; C:34,79% H:3,07% N:5,13%
Tebrico; C:34,66% H:2,88% N:5,05%

Espectro IR: Ver compuesto n2 29 Tabla V Pag 155

N-Todoacetil-4~-hidroxibencilamina

Por tratamiento de 0,5 gramos de N-cloroacetil=4-hi=-
droxibencilamina con 3,3 gramos de IK.Cristales blancos de

p.f.99-100°C.Cristaliza dé agua.Rendimiento 89%.,

Andlisis para 09H1002NI Hallado; C:37,38% H:3,48% N:5,04%

Teérico; C:37,11% H:3,78% N:4&,81%

Espectro IR: Ver compuesto n? 30 Tabla V Pag 155

N-ISdoacetil-&-hidroxi-@ -feniletilamina

A partir de 0,5 gramos de Nycloroacetil-Q-hidroxi~p -
feniletilamina y 3,5 gramos de IK.Cristales blancos de p.f.
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33)
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114-115°C.Cristaliza de alcohol-é&ter.Rendimiento 88%

Andlisis para C. . H._, O NI Hallado; C€:39,62% H:4,11% N:4,80%

1071272
Tebrico; C€:39,34% H:3,93% N:4,59%

Espectro IR: Ver compuesto n? 31 Tabla V Pag 135

N-Iodoacetil-3-metoxi-4-hidroxianilina

A partir de 0,4 gramos de N-cloroacetil-3-metoxi~4-
hidroxianilina y 1,5 gramos de IK.Cristales ligeramente ama-
rillos de p.f.134°C.Cristaliza de alcohol-éter.Rendimiento

79%.

Anilisis para C9H1003NI Hallado; C:35,36% H:3,52% N:4,29%
Tebrico; €:35,17% H:3,25% N:4,56%

.

Espectro IR: Ver compuesto mn2 32 Tabla V Pag . 1356

N-Todoacetil-3-metoxi~4-hidroxibencilamina ,

A partir de 1,9 gramos de N-cloroacetil-3-metoxi=-i-
hidroxibencilamina y 6,9 gramos de IK.Cristales blancos de
p+£+99-100°C.Cristaliza de alcohol-éter.Rendimiento 82%.Des-
crito(50)p.f.104°C.,Rendimiento 70%.

Andlisis para C10H1203NI Hallado; C:37,38% H:3,78% N:4,23%
' Tebrico; C:37,38% H:3,73% N:k4,36%

Espectro IR: Ver compuesto n2 33 Tabla V Pag 136

N-Iodoacetil-S-metoxi-#-hidroxin@ ~feniletilamina

A partir de 0,5 gramos de N-cloroacetil-3-metoxi-li-
hidroxi-‘3-feniletilamina y 2 gramos de IK.Cristales blan-
cos que con el tiempo toman color ligeramente amarilio de

p.£.109-110°C.Cristaliza de alcohol-&ter.Rendimiento 90%

\“{((A
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Andlisis para Cy1H3405NT  Hallado; C:62,82% H:7,22% N:7,00%
Tebrico; C:63,15% H:7,17% N:6,69%

Espectro IR: Ver compuesto n? 34 Tabla V Pig 136

»

N-Iodoacetil-3-metoxi-4-hidroxi-  ~fenilpropilamina

A partir de 0,5 gramos de N-cloroacetil-3~metoxi-l=-
hidroxi-b’-fenilpropilamina y 1,9 gramos de IK.Cristales
blancos de p.f.84~85°C.Cristaliza de alcohol-éter.Rendimien-
to 70%.

An&lisis para C1oH;05NI Hallado; C:hl,53% H:lb,74% N:b,21%
Tebrico; C:41,26% H:4,58% N:4,01%

Espectro IR: Ver cdmpuesto ne 35 Tabla V Pag 1536

N-Todoacetil=3,4~dihidroxianilina

A partir de 0,5 gramos de N-cloroacetil-3,4-dihidroxi=-
anilina y 2 gramos de IK.Por cromatografia preparativa en
placas de gel de silice y utilizando éter como disolvente de
desarrollo,se aisla un polvo amarillo de p.f.177-178°C.Cris-

taliza de alcohol-éter.Rendimiento 60%.

Andlisis para CBH803NI Hallado; €:32,78% H:2,91% N:4,43%
Tebrico; C:32,66% H:2,73% N:4,77%

Espectro IR: Ver compuesto n2 36 Tabla ' Pag 137

N-Iodoacetil-jJQ-dihidroxibencilamina

A partir de 0,5 gramos de N-cloroacetil-3,4-dihidroxi-
bencilamina y 1,9 gramos de IK.Por cromatografia preparativa
en placas de gel de silice y utilizando éter como disolven-
te de desarrollo se aisla un aceite que cristaliza de éter
con dlflcultad Crlstales ligeramente amarlllos de pef 119~

120°C.Rendimiento 58%
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Andlisis para 09H1003NI Hallado; C:35,17% H:3,25% N:4,56%
Tebrico; C:35,06% H:3,43% N:4,77%

Espectro IR: Ver compuesto n2 37 Tabla V Pag 157

N-JIodoacetil-3,4~dihidroxi~ (3 ~-feniletilamina

A partir de 0,2 gramos de N-cloroacetil-3,4-dihidroxi=-
@-feniletilamina y 1,5 gramos de IK.Por cromatografia pre-
parativa en placas de gel de silice y utilizando éter como
disolvente de desarrollo se aisla un aceite,que cristaliza
con dificultad de alcohol-éter.Cristales blancos de p.f.93=-
94°C.Rendimiento 55%.

Andlisis para C;,H,,0,NI Hallado; C:39,59% H:3,91% N:4,64%
Tebrico; €C:39,86% H:3,98% N:4,65%

Espectro IR: Ver compuesto n2 38 Tabla V Pag 157

PREPARACION DE N~BROMOACETIL-ARILALQUILAMINAS

Método general.

En un matraz de fondo redondo se disuelve en acetona
seca 1 mol de la correspondiente N-iodoacetil-arilalquil-
amina y se anaden 5 moles de BrAg finamente pulverizado.

Con agitacibén se calienta la mezcla a reflujo durante 8 ho-
ras,procurando mantener el matraz fuera de la accidén direc-
ta de la luz.Al cabo de este tiempo se filtra el sdlido y
la acetona se evapora a presidn reducida.Al eliminar la ace-
tona quedan residuos aceitosos que,a veces,para conseguir
cristalizarlos hay que purificarlos previamente por cromato=-

grafia preparativa.

,/47
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N-Bromoacetil-anilina

A partir de 0,5 gramos de N-iodoacetil-anilina y 1,7

gramos de BrAg.Cristaliza de agua.Cristales blancos de p.f. \\

137-138°C.ﬁendimiento 91%.Descrito(53)p.£.136°C.Rendimiento

90%.,

An&lisis para CgHgaONBr Hallado; C:44,55% H:3,64% N:6,46%
Tebérico; C:44,85% H:3,73% N:6,54%

Espectro IR: Ver compuesto n? 39 Tabla VI Pag 158

N-Bromoacetil-bencilamina

A partir de. 0,5 gramos de N~iodoacetil-bencilamina
y 1,7 gramos de BrAg.Cristaliza de agua.Cristales blancos

de p.f£.102-103°C.Rendimiento 93%.Descrito(54)p.f.102-103°C,

Rendimiento 90%,

Andlisis para C9H100NBr Halladoj; C:47,58% H:4,45% N:6,17%

Tebrico; C:47,36% H:4,39% N:6,14%

Espectro IR: Ver compuesto n2 40 Tabla VI Pag 130

N-Bromo&cetil-@ ~-feniletilamina

A partir de 0,5 gramos de N—iodoacetil—@ ~feniletilami=-
na y 1,6 gramos de BrAg.Cristaliza de agua.Cristales blan-

cos de p.f.74=-75°C.Rendimiento 90%.

Anédlisis para C, H ,ONBr Halladoj; C:49,69% H:5,16% N:5,98%
Tebérico; C:49,58% H:4,95% N:5,78%

Espectro IR: Ver compuesto n2 41 Tabla VI Pdg 138

N-Bromoacetil~ Y ~fenilpropilamina ,
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A partir de 1 gramo de N-iodoacetil- ¥ -fenilpropil-
amina y 3,08 gramos de BrAg.Cristaliza de alcohol-agua.

Cristales blancos de p.f.40-41°C,Rendimiento 95%.

AnAdlisis para C11H140NBr Halladoj; C:51,78% H:5,63% N:5,52%
Tebrico; C:51,56% H:5,46% N:5,46%

Espectro IR: Ver compuesto n2 42 Tabla VI Pag 138

N-Bromoacetil-/i=hidroxianilina

A partir de 0,7 gramos de N-iodoacetil-4-hidroxiani=-
lina y 2 gramos de BrAg.Cristales ligeramente pardos de

p.f.144°C.Cristaliza de alcohol-éter.Rendimiento 85%.

Anilisis para C8H802NBr Hallado; C:41,92% H:3,73% N:6,34%
Tedrico; C:41,73% H:3,47% N:6,08%

Espectro IR: Ver compuesto n2 43 Tabla VI Padg 139

N-Bromoacetil-4-hidroxibencilamina

A partir de 0,5 gramos de N-iodoacetil-/i-hidroxiben-

cilamina y 1,6 gramos de BrAg.Cristales blancos de p.f.93°C.

Cristaliza de alcohol-&ter.Rendimiento 78%

Anilisis para 09H1002NBr Hallado; C:44,53% H:4,18% N:5,56%
Tebrico; C:44,26% H:4,09% N:5,73%

‘Espectro IR: Ver compuesto n¢ 44 Tabla VI Pag 139

N-Bromoacetil-#-hidroxi-(3—feniletilamina

A partir de 0,7 gramos de N-iodoacetil-&—hidroxi-‘3-
feniletilamina y 2 gramos de BrAg.Cristales blancos de p.f.
90—91°C.Cristaliza de &ter.Rendimiento 70%. ’
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Andlisis para C, H,,0,NBr Hallado; C:46,80% H:k,80% N:5,34%
Tebrico; C:46,51% H:4,65% N:5,42%

Espectro IR: Ver compuesto n? 45 Tabla VI Pag 139

46) N-Bromoacetil-3-metoxi-lk-hidroxianilina

Por tratamiento de 0,3 gramos de N-iodoacetil-=3-meto~
xi=4-hidroxianilina con 1 gramo de BrAg.Cristales ligera=-
mente pardos de p.f.106-107°C.Cristaliza de alcohol-éter.
Rendimiento 80%. |
Anilisis para C9H1003NBr Hallado; C:41,83% H:4,04% N:5,16%

Tebrico; C:41,56% H:3,84% N:5,38%

Espectro IR: Ver compuesto n2 46 Tabla VI Pag 139

47) N-Bromoacetil-3-metoxi-4-hidroxibencilamina

A partir de 1,5 gramos de N=iodoacetil=3-metoxi-l=-
hidroxibencilamina y 3 gramos de BrAg.Crisﬁales blancos de
p.f.lOQ-lOSOC.Cristaliza de alcohol-éter.Rendimiento 70%. .
Descrito(50)p.f.94=-95°C.Rendimiento 65%.

Andlisis para CyoH,,ONBr Hallado; C:44,07% H:k,39% N:k,81%
Tebrico; C:43,79% H:4,37% N:5,10%

Espectro IR: Ver compuesto n2 47 Tabla VI Pag 140

48) N-Bromoacetil-3-metoxi-l4-hidroxi-{ -feniletilamina

A partir de 0,4 gramos de N-iodoacetil-3-metoxi-l-
hidroxi-‘?-feniletilamina y 1,1 gramos de BrAg.Cristales
blancos de p.f.64-65°C.Cristaliza de alcohol-éter.Rendimien-

to 91%0
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Anidlisis para C11H1403NBr Hallado; C:45,80% H:4,80% N:4,73%
Tebrico; C:45,83% H:4,86% N:4,86%

Espectro IR: Ver compuesto n? 48 Talhla VI P4g 140

N—Bromoacetil-B,4~dihidroxibéncilamina

A partir de 0,5 gramos de N-iodoacetil-3,4-dihidroxi=
bencilamina y 1,5 gramos de BrAg.Se aislan cristales blan-

cos de p.f.lOQ-lOSOC.Rendimiento 60%.

Andlisis para C9H1003NBr Hallado; C:41,43% H:3,95% N:5,29%
: Tedrico; C:41,53% H:3,84% N:5,38%

Espectro IR: Ver compuesto ne 49 Tabla VI P4g 10

s



PARTE III

ESTUDIOS SOBRE INHIBICION DE CATECOL-O-METILTRANSFERASA

POR N-HALOGENOACETIL-ARILALQUILAMINAS Y COMPUESTOS RELA-

CIONADOS.
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El objeto de esta Parte III es detallar nuestras ex-
periencias sobre ensayos de todos los productos preparados
y descritos en la Parte II,como inhibidores de Catecol=-O-
metiltransferasa y obtener la informacién oportuna acerca
de si su mecanismo de accidn responde a las hipdtesis for-
muladas en la introduccibén de esta Tesis. '

 E1 capitulo incluye una revisidn critica de los mé-
todos disponibles para la determinacidn de la actividad en-
zimdtica y la justificacidén de la eleccidén del método colo-
rimétrico con pirocatecolftaleina como sustrato.Se detallan
las experiencias de inhibicidén y los resultados y se some=

/’ . 0
ten estos a discusibn.

METODOS DE DETERMINACION DE COMT

a).-Métodos fluorométricos

Representan los primeros métodos que se emplearon
para determinacion enzimadtica de actividad de COMT y,ba-
sicamente,constituyen variaciones del método descrito. por
Axelrod, (19) descubridor de la enzima,quien realiza las pri-
meras medidas de actividad.Se basan en una determinacidn
fluorométrica del sustrato metilado por la accidn cataliti-
ca de la enzima.Para esta se realiza una extraccidn previa
del producto mediante disolventes organicos,la cual puede
ir seguida,o0 no,de una reextraccidn de la fase organica con
un disolvente acuoso &cido.

El principal inconveniente que presentan estos méto-
dos es el tener que extraer de la disolucidn el producto me-
tilado para poder realizar después las medidas fluorométricas.

En primer lugar,las extracciones no son cuantitativas y el
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introducir blancos para corregir este error supone un gran
namero de manipulaciones.En segundo lugar,hay que tener en
cucnta la selectividad que se logre en las extracciones ya
gue hemos de extraer el producto metilado de un catecol en
presencia de un gran exceso de este catecol.Esta secrie de
inconvenientes,seglin nuestra opinién,hacen a los métodos .
fluorométricos tediosos,lentos y no de mucha garantia.

La diferencia entre los métodos utilizados por los
distintos autores consiste en la utilizacibdn de diversos
sustratoso de distintos disolventes para la extraccidn del
producto transformado.Pueden diferir también en que lleven
a cabo una extraccidén con disolventes organicos seguida de
una reextraccidn de la fase orgdnica con medios acuosos Acie
dos o bien supriman esta reextraccidn acuosa.

Axelrod, (60) utiliza epinefrina como sustrato y para
extraer la metanefrina formada,realiza una extraccidn,en
presencia de borato con dicloroetileno que lleva un 2% de
alcohol isocamilico,seguida de una reextraccidn de la fase
organica con C1lII O0,1N.Realiza experiencias de recuperaciodn
de metanefrina pura con objeto de poder introducir la opor-
tuna correccidn.

Belleau y Burba(6l) siguen el mismo procedimiento de
Axelrod,pero utilizan norepinefrina como'sustrato.También
siguen el mismo procedimiento de Axelrod,e incluso utilizan
el mismo sustrato,Abbs y col.(62),pero introducen la varia-
cidn de realizar tres extracciones sucesivas de cada muestra
con el disolvente orglnico y dos extracciones de la fase or-
ganica con C1lH O0,1N.Sin embargo necesitan también introducir
correcciones para el porcentaje de recuperacidn.

Hattori y col(63),utilizan un procedimiento andlogo

al de Axelrod,pero emplecando como disolvente organico alcohol

»
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isoamilico.Estos autores introducen también la modificacidn
de que no determinan la metanefrina por una fluorimetria
directa,sino cue utilizan el método del trihidroxiindol de
Betler y col.(64) que supone una oxidacidn de la metancfrina
con iodo y tautomerizacidn por una mezcla de &cido ascbdrbico
al 2% y NaOH 5N (1:9),realizando inmediatamente después la

determinaciébn fluorométrica.

b).-Empleo de isbdtopos radiactivos

La introduccibdn de los isbdtopos radiactivos por

Axelrod(65)para determinacidn de actividad enzimitica de CCMT

supuso el desplazamiento casi total de los métodos fluoro-
métricos.Precisamente su introduccidon fué una consecuencia
de la palpable necesidad de encontrar otros métodos que eli-
minasen las deficiencias de los métodos fluorométricos.lPode-
mos dividir estos en dos grupos:Los que emplean sustratos
marcados y los que emplean S-Adenosilmetionina marcada en
su grupo metilo transferible.

Estos métodos poseen la ventaja de tener una sensi-
bilidad mayor que los métodos fluorométricos,con lo cual
se¢ pueden reducir considerablemente las cantidades de enzi-
ma y S-Adenosilmetionina empleadas.Tienen la ventaja de cli-
minar las interferencias producidas por los componentes de

los extractos de tejidos cuando se realizan determinaciones

‘fluorométricas pero no eliminan el inconveniente de tener

que extraer de la mezcla de reaccidn el producto metilado.
Axelrod, (66)utiliza adrenalina—?-BH Yy extrae la me-
tanefrina utilizando el mismo método de extraccidn ya em-
pleado en el método fluorométrico con la diferencia de que
la determinacidn de metanefrina en el extracto no se realiza

’ . : . P .
fluorometricamente sino por medida de actividad en un conta=-
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dor de centelleo liquido.El mismo procedimiento e¢s utiliza-
do por Maitre(67) que utiliza adrenalina como sustrato.Ross
y col.(68)tanmbién siguen el mismo procedimiento de Axelrod.

El empleo de SAM marcada en su grupo metilo transfe=
rible,es el método preferido en los Gltimos tiempos.Cn es-
tas condiciones solo muestra actividad el sustrato trans-
formado enzimaticamente.Estos métodos tampoco eliminan el
inconveniente que representa en estas determinaciones las ex-
tracciones con disolventes.

El marcaje del grupo metilo de SAM con 3H ha sido utie-
lizado por Assicot y col.(69).Sin embargo la mayoria de los
investigadores parecen preferir el marcaje de la SAM con Cc.
Asi Mann y co0l.(70)1lo utilizan para estudiar la metilacién
enzimdtica de la norbelladina;Gugler y col.(71)utilizan el
mismo método usando L-epinefrina como sustrato y Nikodijevic
y col.(72)emplean también esta modificacidén,pero extraen el
producto con una mezcla de tolueno y alcohol isoamilico,tam=

bién en medio &cido y sin utilizar borato.

c).-Métodos colorimétricos

Solamente hemos encontrado tres métodos de este tipo
los cuales son,por otra parte,blsicamente distintos entre si.

Uno de ellos decbido a Belleau y col.(73) utiliza nor=-
.epinefrina como sustrato y no ofrece ninguna ventaja respecto
a los métodods fluorométricos al menos en lo que respecta
al numero y tipo de manipulaciones.El producto metilado no
sc determina fluorometricamente sino colorimetricamente se=
gin el método de Udenfriend y col.(74).

Los otros dos métodos tienen la ventaja de eliminar
las extracciones con disolventes,pero uno de ellos original

de Abdel-Latif(75) tiene el gran inconveniente de no medir
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sustrato transformado sino sustrato residual no transfore
mado.

El tercero de estos métodos desarroliado por Anderson y
col.(76)reune la ventaja de eliminar las extracciones con
disolventes con la de medir en la misma mezcla de reaccibn
el sustrato enzimdticamente metilado.Se basa en el empleo de
pirocatecolftaleina como sustrato crombégeno que,una vez me=-
tilado,presenta un miximo de absorcidén éptica en la zona Vvi=
sible del espectfo.Esta absorcidn sc midé directamente en
la mezcla de reaccidn en presencia de borato.El inconvenicne
te de este método es-que se limita a un solo’ sustrato y,no
es utilizable,por tanto,para el estudio comparativo de di-

versos sustratos.

Eleccidbn de un método de medida de actividad

Al revisar los métodos existentes para la medida de
actividad de COMT,hemos comentado ya sus posibilidades,li-
mitaciones e inconvenientes.En nuestro caso particular y por
las caracteristicas de nuestro trabajo nos enfrentamos comn
el problema de tener que realizar un gran namero de medidas.

En primer lugar,pretendemos medir el poder inhibidor
de muchos compuestos frente a la enzima y,obligadamente,de-

ben medirse simultaneamente las actividades de la enzima no

inhibida pero sometida a idénticas condiciones experimenta-

les.Si a esto se anade la conveniencia de realizar medidas
por duplicado o de repetir experielcias en casovnecesario,
surge la necesidad de disponer de un método de medida que se
ajuste a las necesidades prActicas.Por esta razdén pretende-
mos elegir un método que se aproxime lo mas posible a las
caracteristicas ideales exigidas por nosotros.

-Desechamos,en primer lugar,todos los métodos basados

.
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en la determinacidn de sustrato residual no transformado,en
los que el sustrato enzimaticamente transformado se mide
por diferencia.

Entre los métodos basados en la determinacidn direc-
ta de sustrato enzimAticamente transformado,eludimos los méto-
d6és que implican un previo aislamiento del producto a par-
tir de la mezcla de reaccibdn.Este aislamiento se realiza en
todos los casos mediante extracciones con disolventes y a
nuestro juicio esto es un gran inconveniente,

' La valoracidén del sustrato enzimdticamente transfor-
mado realizada directamente en la mezcla de reaccidén y con
un equipo fAcilmente asequible,resulta especialmente atrace
tiva.Esta posibilidad se ofrece en el método propuesto por
Anderson y D'Idrio(76) que emplea un sustrato crombgeno y
reduce la valoracidn a una lectura espectrofotométrica.En
consecuencia y por las razones expuestas,adoptaremos este
método,que responde mejor que ningin otro a las caracteris~
ticas que necesitamos.

Las determinaciones son razonablemente répidas y el
equipo necesario es corriente en los laboratorios.El mate-
rial de vidrio se reduce a tubos de centrifuga y pipetas.El
Gnico inconveniente de este método es que se limita al uso

de un solo sustrato.

DETERMINACION DE CATECOL-C-MLTILTRANSFERASA CON PIROCATECOL-
FTALEINA COMO SUSTRATO CROMOGENICO,

Este método,descrito inicialmente por Anderson y col.
(76) ha sido recientementc revisado y estudiado detallada-

mente por LElorriaga,Montuenga y Fern&ndez Alvarez(77)y es

~actualmente el método de rutina de nuestro laboratorio.



Complejan con borato

No complejan con borato
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Como sustrato cromogénico se utiliza la pirocatccol=-
ftaleina.Esta conscrva su cardcter de indicador Acido-base
presentando un color amarillo en su forma no disociada Yy
un color azul al disociarse en medio alcalino,con aparicidn

de una forma quinoidea resonante.
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Este color azul es extraordinariamente intenso ain en diso=-

luciones diluidas y presenta un maximo de absorcibdn optica



-87=

a 650 mu.

Por ser sustrato de la COMT es metilado por la enzi-
ma en posicidn 3.La guayacolftaleina resultante conserva la
capacidad de producir una forma quinoidea en medio alcalino
y desarrollar un color violeta que presenta un maximo de ab-
sorcidén a 595 mp.Esta posibilidad existe mientras el OH fe-
ndélico en posicidn 4 exista como tal.Un bloqueo de este gru=-
po fenblico en posicidn 4 tendria como consecuencia la im-
posibilidad de formacidédn de la forma quinoidea responsable
del color.El sustrato enzimAticamente metilado puede deter-
minarse espectrofotometricamente por medida-de su absorcidn
a 595 mu. ‘

Aunque los colores producidos por el sustfato meti-
lado y por el sustrato no metilado poseen distintos miximos
de absorcidn Optica,resulta mds conveniente eliminar el co-
lor azul del sustrato no metilado.Csto puede conseguirse

complejando el catecol con borato.

- -
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o

En estas condiciones no existe posibilidad de aparicidn de
la forma quinoidea azul de la pirocatecolftaleina y se evita

por tanto su interferencia en las determinaciones colorimé-

tricas.,
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Sin embargo,la guayacolftaleina formada en la reaccidn
enzimatica,no es capaz de complejarse con borato por no po=-
seer la agrupacidn catecol y en consecuencia,adquicre su
forma duinoidea alin en presencia de borato,con la consiguien-
te aparicidén del color violeta.

Si dcspués de finalizada la reaccidn enzimAtica,se
alcaliniza el medio de reaccidn con borato sbddico,solamen-
te el sustrato enzimdticamente transformado desarrolla un
color caracteristico.El sustrato residual queda complejado

con borato y no desarrolla color. :



PARTE EXPERIMENTAL
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MATERIAL UTILIZADO

Preparacidn de tampones

12 ,~Tampbdn de fosf~to 0,5 M pH 7,9(78)

Se pesan 68,07 gramos dec KHzPOl1 Yy se¢ disuelven en
1 litro de agua destilada(solucibén A) y 87,09 gramos de
KzHP94 y se disuelven también en 1 litro de agua(soluciébén B).
Para preparar el tampdn de fosfato del pH deseado se mezclan \;

7 ml, de la solucidén A con 93 ml. de la solucidn B,

20 ,-Tampbdn de fosfato 0,001 M pH 7

La solucidn A se prepara disolviendo 0,136 gramos
de KHZPOQ en 1 litro de agua y la solucidén B se prepara di-
solviendo 0,174 gramos de K,HPO, en 1 litro de agua.Para .
alcanzar el pH deseado se mezclan 39 ml. de la solucidn A

con 63 ml. de la solucidn B.

3Q,~-Tampbdn Borax~-NaOH 0,5 M pH 10

47,7 gramos de BQO7Na2.1OH20 se disuelven en la me-
nor cantidad posible de agua y sc¢ anade gota a gota NaOH 2M
hasta alcanzar el pH deseado.Finalmente se enrasa con agua

hasta 1 litro comprobando de ndevo el pH.

Métodos generales

La homogeneizacidn de tejidos se realizd en un apa-
rato Sorvall Omni Mixer a una velocidad correspondiente a
9 en la escala del aparato,durante 15 minutos,en periodos

de medio minuto,para evitar el calentamiento de la mezcla.

»
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La separacidn de los precipitados sc llevd a cabo por cen-
trifugacidén,utiliz:ndo centrifugas MSE de alta velocidad
y supercentrifugas.

El ajuste de pH de las disoluciones se llevd a cabo
con un medidor de pH Metrohm Herisau E353B.Por (Gltimo,las
medidas de absorcidn se realizaron en un aparato Hitachi

139 de la casa Perkin Elmer.

PREPARACION DE PINROCATECOLFTALEINA

Ha sido preparada segiin un método descrito por Bayer
y Kochendoerfer(79)introduciendo algunas modificaciones en
cuanto a la purificacidn del producto con respecto al mé-
todo que utilizan estos autores

Tres partes de anhidrido ftalico se calientan duran-
te 3-4 horas en bafio de aceite a 140-150°C con dos partes
de pirocatecol y tres partes de cloruro de zinc.Al enfriar=-
se el liguido sec transforma en una masa dura de color par-
do rojizo.Esta masa se disuelve en agua caliente y se fil=-
tra.Al filtrado se afiade sosa muy diluida hasta que el 1li-
quido se colorea débilmente de azul,con lo cual se neutra-
liza el acido ftilico en exceso.

El liquido se extrae varias veces con &ter y al eva=-
porar el éter se obtiene la ftaleina en forma de una masa
‘parda aceitosa.Para purificar esta pirocatecolftaleina,se
disuelve en agua caliente,se hierve durante media hora apré-
ximadamente con un poco de carbdn animal,se filtra y,dcspués
de enfriada la disolucidén se extrae con éter.Al eliminar el
éter,queda la pirocatecolftaleina en forma de una masa ama-
rilla,la cual no se logra cristalizar a pesar de diversos

ensayos.
" Esta masa amarilla, como . pudimos comprobar,estaba im-
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purificada por diversas sustancias ya cque originaba hasta

seis manchas distintas en capa fina.Dos de ellas se identi-

"ficaron como debidas a pirocatecol y a la propia pirocateccol=-

ftaleina,aunque no llegamos a esclarecer la naturaleza de

las restantes manchas.El producto se purificd por cromatogra-

fia en capa fina preparativa,empleando placas de Silicagel
GFZSQ como absorvente ,y como eluyente la mezcla que damos

a continuacidn:

Eter..ceeesssee 40 partes en volumen
Ciclohexano.... 20 partes en volumen

Acido acético.. 6 partes en volumen

Una vez desarrolladas las placas,se revelaron mediante una
lidmpara de luz ultravioleta a 260 mu y la mancha correspon-
diente a la pirocatecolftaleina se recogio y eluyd con la

misma mezcla que desarrollamos las placas.

Al eliminar los disolventes queda un polvo amarillen-
to que no pudimos cristalizar pero que sin embargo ya es
puro.

Anilisis para Coot14% Hallado; C:68,35% H:4,22%
- Tebrico; C:68,57% H:4,00%

El espectro IR del producto presenta las ‘bandas caracteris-
ticas de grupos OH a. 3300 cm’l y de 1lactona d-g no satura-

~da a 1740 cm-l.

PREPARACION DE CATECOL-O~METILTRANSFERASA:

Material necesario:

ClK isotdnico,preparado disolviendo 21,02 gramos de ClK en
1 litro de agua destilada.
Tampbén de fosfato 0,001 M; pH=7(ver preparacidn en pagina 89)



Método:
La COMT se extrajo y purificé parcialmeﬁte siguien=

do el método descrito por Axelrod y Tomchick(20).

Se sacrificaron cuatro ratas adultas,las cuales a cone-
tinuacidén se desangraron e immediatamente se separaron los
higados (24,2 gramos) y se enfriaron a 0°C.A partir de este
momento se mgntuvo una temperatura entre O-SOC a través de
todos los procesos delextraccién y purificacién.E1 tejido
hepAdtico se homogeneizbé con 96,8 ml.de ClK isotdénico y el
homogeneizado se centrifugd durante 30 minutos a 78000 g,dése=~
chandose el sedimento.

El sobrenadante se liberd de una parte de las protei-
nas inactivas mediante precipitacidén por cambio de pH,el
cual se ajustd a un valor 5,0 con Acido acético 1M.E1l pre-
cipitado se €limind por centrifugacidn y el sobrenadante ob-

tenido se sometid a fraccionamiento con sulfato amdénico.Se

-

precipitan 94 ml. de sobrenadante con 16,2 gramos de SOQ(NHQ
(30% de saturacibn),se deja estar el conjunto durante 20 mi=-
nutos a 0°C para que la precipitacidén sea completa y el pre-
cipitado se aglomere y se elimina el precipitado por centri-
fugacién.Se desechd el precipitado inactivo y el sobrenadan-
te se precipitd con 10,6 gramos de SOQ(NH4)2 para alcanzar
un 50% de saturacibén final.Después de dejar el conjunto a
0°C durante 20 minutos,se recoje el precipitado por centri-
‘fugacidén y se desecha el sobrenadante.

El precipitado,que representa la fraccidédn que preci=-
pita entre 30% y 50% de saturacibén con SOQ(NHQ)z,se disol=-
vié en 8 ml. de agua y la disolucidn obtenida se dializé
durante seis horas contra tampdn de fosfato 0,001 M,Duran-

te la dildlisis precipitan cierta cantidad de proteinas inac-

tivas,las cuales se eliminan por centrifugacidn.la preparacidn



dializada y centrifugada tiene un volumen de 11,5 ml.La di-
solucibdn es limpia,transparente y tiene un ligéro color ama=-
rillo.

Esta preparacién concenirada puede almacenarse en
nevera durante tres meses con poca pérdida de aétividad.Pa-
ra realizar medidas de inhibicibn la preparacibén concentra-
da se diluyd diez veces,lo que permite tener lecturas es-
pectrofotométricas de alrededor de ‘0% - siguiendo el mé-

todo estandard de ensayo que detallamos posteriormente.

PREPARACION DEL IODURO DE S-ADENOSILMETIONINA

Material necesario:

Cleg.Gﬂzo €0 eeccscssssensscvene 0’429 gramos

Clzca R EEE RN 0,143 gramos
SOQMn.ZHZO 00000000000 cs e 0,087 gramos
soqzn N N N N I R A RS R AT 0.080 gramos

Citrato S8diCO eeseeesscecssee 1,428 gramos

(NH4)2504 cscscessescscsccses 2,857 gramos

KH, PO, ctesecsscssssessesee 1,428 gramos

Glucosa anhidra eseecsscessecese’35,71 gramos

L-Metionina ceseeceosecsessesss-1,008 gramos

Levadura fresca de panadero... 65 gramos

C10,H 1,5 N |

Acido fosfowolframico al 50% (50 gramos de &cido en 100 cc de
agua)

Toduro de trietilamonio 1M

\

Método:

La preparacidn se llevd a cabo cultivando levadura

en presencia de metionina y activando el metabolismo de las

’.
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células mediante aireacibn y suministro de glucosa(SO).

Se empled un matraz de tres ﬁocas provisto de un ta-
pdén con dos orificios,uno de los cuales se conectd a la
trompa de vacio,utilizéndose el otro para introducir en el
matraz un aireador provisto de filtro y a su vez se conectd
el sistema a tres frascos lavadores,el de entrada contenien~
do SOI*H2 y los otros dos agua.El primer par de productos
(C12M3.6H20;012Ca) se disolvid en 400 cc de agua y los otros
tres pares restantes en 200 cc de agua cada par.Las cuatro
soluciones se anadieron al matraz de tres litros,enjuagando
los recipientes,sin que se observara turbidez alguna.Segui-
damente se anadid una solucidn conteniendo 21,42 gramos de
glucosa anﬁidra y 6,7 milimoles (1,008 gramos) de L-metioni-‘
na para dar un volumen final de 1430 cc y por Gltimo 65 gra=-
mos de levadura fresca de panadero,adquirida en el comercio.
El matraz de cultivo se agitd hasta que la levadura presen-
tase un aspecto pulverulento y se conectd el sistema de va=
cio,descrito anteriormente,con lo ,que se consiguid una in-‘
tensa aireacibn,que se interrumpid a las siete horas para
afiadir una cantidad de 14,29 gramos de glucosa.La aireacidn
se prosiguid entonces hasta el dia siguiente con una dura-
cién global de 24-25 horas.Durante este tiempo el matraz se
mantuvo en termostato a 26°c,

La levadura se separd del medio de cultivo por cen-
Vtrifugacién,lavéndose el sedimento dos veces con un volumen
de agua helada tres veces superior al del propio sedimento.
La levadura volvidé a aislarse por centrifugacidn y seguida=-
mente se extrajo con 4 vol(menes de C104H 1,5N dejando el
extracto una hora a temperatura ambiente con agitacidn fre=
cuente.El residuo de levadura se separd por centrifugaciédn
y el sobrenadante percldérico se dejd en nevera durante to=-

da la noche.Este sobrenadante mantenido toda la noche en ne-

\/({(
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vera es amarillo turbio y en el se observa un ligéro preci-
pitado blanco.Se filtrd dos veces en placa de poro fino pa=-
ra:eliminar el precipitado.

El filtrado se precipitd con 95 cc de una disolucién
de &cddo fosfowolframico al 50%.Con esta cantidad se obser=-
vd que el producto precipitaba totalmente.Se mantuvo duran-
te dos horas en nevera y a continuacidn se centrifugbd para
separar el precipitado. .

Lavados del precipitado:

1) Se lavd dos veces con agua destilada helada,hasta conse=
guir un pH 5 en el agua de lavado.El precipitado se decantd
por centrifugacidn. ‘

2)Se llevan a cabo seis lavados con alcohol frio del 96% se-
parando el precipitado de la misma forma que en el apartado
anterior.

3)A continuacidén se lava dos veces con alcohol absoluto frio
en las mismas condiciones que en los apartados anteriores.
L)Por Gil1timo se lleva a cabo un solo lavado con &ter seco

en las mismas condiciones .

Después de los lavados el precipitado se secd en un
desecador y, una vez seco,lo extraemos con 144k cc de acetona
en seis veces sucesivas.,El fosfowolframato de SAM,en disolu-
cidén acetdnica, se descompone con (CZHS)&NI M (14 cc) ana-
diendo después 160 cc de agua helada.Centrifugamos para ais-
"lar el precipitado,el cual se desecha y,ajustamos el sobre~
nadante a pH 5,8 con'NH40H IM.Lo dejamos ‘reposar una hora
y centrifugamos de nuevo para separar el precipitado.El so-
brenadante 1lo eVapordmos a sequedad a una temperatura de
24-2900 quedando un residuo blanco amarillento.

Este residuo se lava tres veces con alcohol para se-

carlo bien,operando siempre a la temperatura de 0°c.E1 pro-
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ducto se lava también diez veces con alcohol absoluto y una
vez con éter seco sobre sbddio.Después de estos lavados ob-
tuvimos 165 miligramos de producto que resultd ser activo

como donador biolbgico de grupo metilo.

DETERMINACION DE CATECOL~-O-METILTRANSFERASA Y ENSAYO DE IN-
HIBIDORES.

Precparacidn de soluciones y reactivos. .

Tampd4n de fosfato 0,75M (ver preparacidn en pigina 89)

Cleg 0,1M preparado disolviendo 10,1 gramos del producto

en 500 cc de agua.

Ioduro de S-Adenosilmetionina 5:1073M?préparad6fdisolviendo
2,32 miligramos del producto en 1 cc de agua
Preparacidn enzimética_parcialmente purificada segin se des-

cribe en la pagina(91)

.

Inhibidor 1,8.10‘2M.Para preparar las disoluciones de inhi;
bidor utilizamos como‘disolvente acetonitrilo,pesando la
cantidad necesaria de cada producto para preparar disolucio-
nes de la concentracidn deseada.

Sustrato 1,333 M preparado pesando 4,66mgramos de pirocate=
colftaleina y disolviendolos en 10 ml. de tampdn de fosfa=-

to O,ISM.

Tampdn de borato pH 10 (ver preparacidn en pagina 89)

. Método operatorio.-

En un tubo de céntrifuga se colocan las siguientes

disoluciones:
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Volumen Concentracibdn final
Tampdén de fosfato 0,75 M +40040,06 mleseesO,15M(en 0,5 ml.)
012Mg Oyl Meveorosooososeaossoness0,05 ",,,,,0,01M( " " )
Ioduro de SAM.s.lo‘,"’.'M.........o,os " .....5.10"4M(en 0,5 mk)
Preparacidn enzimidtica.ieseeeee0412 " sttt eriererevosoceonne
Inhibidor 1,_8.10"2M...........o,oz " ...7,25.10'L‘M(en 0,% ml.)
SUSErato 1,333 Meeeseeonseness0,2 " o.0.5%.10 (o " )

Tampé4n de borato pH 10........0,25 "

La mezcla en ausencia de tampdn de borato se incuba
a 37°C durante un tiempo prefijado.La reaccibén puede iniciare
se por adicidn de la enzima,por adicidn del sustrato o pof
adicidn de la SAM.Para las medidas de inhibicidn hemos ini=-
ciado las reacciones por adicibdn del sustrato,precalentan-
do los reactivos a la temperatura de reaccibén.El momento de
la adicidn se toma como tiempo cero para la medida del tiem-
po de reaccion.

El final de la reaccidn se logra por adicidn de 0,25ml.
de tampdn de borato 0,5 M;pH 10.,E1 medio alcalino logrado -
‘por adicidn del tampdn de borato,produce una immediata des-
naturalizacidén de la enzima y por otra parte elimina del sis=
tema el sustrato al complejar su grupo catecol.Inmediatamen-
te y por efecto de la alcalinidad del medio aparece el color
violeta caracteristico de la forma quinoidea del sustrato
‘enzimAticamente transformado.El sustrato residual no desa=-
rrolla color en estas condiciones por las razones expuestase.

Una vez finalizada la reaccidn enzimitica,se deja la
mezcla de reaccidn en reposo durante 20 minutos para que se
aglomere el precipitado de proteina desnaturalizada y se eli=-
mina el precipitado por centrifugacidén en el mismo tubo.E1l
sobrenadante limpio se pasa a ﬁﬂa cubeta 6ptica’ y se deter=

..

mina su absorcibén a 595 mp,
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La lectura obtenida debe corregirse restando la ab-
sorcidén de un blanco desarrollado en las mismas condiciones,
pero en el que la SAM (donador de grupos metilo) se ha sus-
tituido por un volumen igual de agua destilada.La absorcidn
de este blanco representa cualquier pequefia absorcidn que
puedan presentar los reactivos.La sustracibdn del blanco se
realiza automAticamente si el sistema completo se lee con-
tra su correspondiente blanco,cuya transmisidn se toma como

100%.,

Incorporacibdn del inhibidor a la mezcla de reaccidn

El estudio de los inhibidores preparados presenta
el inconveniente de su insolubilidad en medios acuosos.Su
solubilizacidn puede lograrse mediante disolventes orgédnicos
mixcibles con el agua.Si el inhibidor,disuelto en un disolven-
te orgdnico,se arnade sobre un medio acuoso,se logra su solu-
bilizacidn con una pequeifia concentracibén final de disolvente
orgénico.

El problema de este modo de operar es que estos disol-
ventes pueden tener una accidén sobre la enzima.Por esta ra-
z6n realizamos un estudio previo de la accidn de diversos di-
solventes sobre la actividad enzimAtica.A este fin estudiamos
el efecto de dioxano,dimetilformamida,tetrahidrofurano y ace-
tonitrilo.En cada caso se ensayan una serie de concentracio=

nes de disolventes en la mezcla de reaccidn enzimitica.

Disolvente Concentracion en la mezcla Actividad resi-
de_reaccibén % duval %
Dioxano 2,75 170
5ok 79 _
Acctonitrilo 2,7 103
5,4 100
TIIF 2,7 100
5,k : 54
DMF 2,7 95
5, 90
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La tabla aaterior mueétra los resultados obtenidos con los
disolventes ensayados.Estos resultados muestran que el ace-=
tonitrilo no afecta apreciahlemente a la actividad enzimiti-
ca a concentraciones inferiores al 5%,

Después de esta observacidén,preparamos disoluciones
1,8.10-2M de cada inhibidor en acetonitrilo y afiadimos 0,02
ml. a la mezcla de reaccibdn.De esta manera la concentracidbn
de disolvente en la mezcla de reaccidn es del k',

Cuando se mide actividad en ausencia de inhibidor, se
afiade a la mezcla de reaccibdn el mismo volumen de acetonitri-
lo puro,en vez de ariadir la disolucibén de inhibidor.Si se de=
secan otras concentraciones de inhibidor,se preparan disolu-
ciones del inhibidor en acetonitrilo con la concentracibn
adecuada,pero se ainade siempre el mismo volumen de disolu=
cién sobre la mezcla de reaccibn.

Las Tablas I a V,que se dan a continuacidn, resumen
los resultados obtenidos.En cada Tabla se han resumido los
productos mis afines y,junto a la estructura para cada caso,
se da la actividad enzimitica residual,expresada en % de la
actividad total,bajo las condiciones de ensayo standard da-
das anteriormente,sin y con preincubacidén de la solucibén en-

zimitica con el inhibidor 20 minutos,en ausencia de sustrato.
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TABLA I

Resultados de las medidas de inhibicidn expresados en j de
actividad residual)obtenidos para los productos de la si-

guiente férmula gencral:

<(:::>_(CH2)H.NH.CO.CH2X

Actividad sin Actividad con 20 nmi-
Producto n¢ n - X preincubacidn nutos de preincubacidn
1 0 H 98 ¢
11 0 (o3 100,8 79,6 .
39 0 Br 73 18,2 \
25 0 I 48 ' 14,6 ‘
2 1 H 100 90
12 1 Cl 100 &9
Lo 1 Br 100 ‘ 57
26 1 I 100 53 .
3 2 H 100 ; 1C0
13 2 Cl 100 &89
Ly 2 Br 100 57
27 2 I 10¢ 55
4 3 I 1C0 98
14 3 Cl 100 90,9
42 3 Br 100 59
28 3 I . 100 54
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TABLA II

Resultados de las mecdidas de inhibicibn exnresadas en % de
actividad residual obtenidos para los productos de la si-

guiente fdrmula general:

HO- -(CH2 )n.NH.CO .cnzx

_ Actividad sin Actividad con 2C mi-
Producto n¢2 n X preincubacidn nutos de preincubacibn
5 Y H 97 95
15 0 C1 86 80
43 0 Br 79 , 31
29 0 I 61 4 15
6 1 H 100 97
16 1 Cl 95 93,1
Ity 1 - Br 100 7,2
30 1 I 95 36
7 2 H . . 96 98,3
17 2 Cl 101 a0
45 2 Br 96 52
51 2 I 100 b1,1
!




TABLA TIX

Resultados de las medidas de inhibicidn expresados en % de

actividad residual obtenidos para los productos de la si=-

guiente f6rmpla general:

I{

_(CHZ)n.NH.CO.CHZX

CH,O
3
Actividad sin Actividad con 20 mi=-
Producto no n X preincubacidn nutos de preincubacibn

8 0 I 62 6h

18 o C1 52 C

46 0 Br 26 0

32 0 I 15 0

9 1 H 100 29,3

19 1 Cl 100 69,3

L7 1 Br 100 45

33 1 I 100 - 5h 4

10 2 o 1C0 v 99
20. ) c1i 90,1 78

43 2 Br 96,6 50

3k 2 I 95,9 59
21 3 C1 88,7 66
55 3 I 97 50,4

1
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TABLA IV

guiente férmula ceneral:

Resultados de las medidas de inbibicibn expresados en ) do -

actividad residual obtenidos para los productos de 1la Si-

HO- -(cH,) .NH.CO.CII X
HO'
. Actividad sin Actividad con 20 ni=-
Producto no n X preincubacidn nutos de preincubacidn

22 0 Cl 24 C

36 o] I 5 0

23 1 C1 48 3

kg 1 Br ks 6

37 1 I 25 4
{24 2 C1 Lo, 7 17,6

38 2 I 29,5 10
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RIESULTADOS OBTENINDOS Y DISCUSION

Este apartado tiene por objeto comentar los resultados
de inhibicidn,realizados como se ha expuesto en pdginas an-
teriores, y discutir los mecanismos a través de los cuales
creemos que tiene lugar la accidn inhibidora en cada caso.

Los resultados de los ensayos,bajo condiciones stan-
dard,para todos los productos estudiados,a concentracidn
S.IO-QM,sin pfeincubacién previa del inhibidor con la enzima,
0 con preincubacidén previa del inhibidor con la enzima,en
ausencia del sustrato,vienen resumidos en las Tablas I a V,’
junto con la estructura de cada producto.Los resultados es-
tan expresados en % de la actividad que conserva la enzima
después del tratamiento con el inhibidor y tomando como 100%
la actividad de la enzima libre,es decir en ausencia de cual=-
quier inhibidor.La agrupacidén de los productos en distintas
tablas,seghn sus caracteristicas estructurales nos facilita-
r4d la discusidn.

Puesto que la enzima(catecol-O-metiltransferasa) es:
especifica pararla O<metilacidén de catecoles con S-Adcnosil=-
metionina como donador de grupo metilo,admitimos el esque-
ma mecanistico propuesto por Axelrod(22),y que implica un
centro receptor del sustrato(catecol),un centro receptor de
la coenzima(S-Adenosilmetionina)y un centro catalitico en el
que,a través de quelacidn del sustrato con la ,coenzima con la
Aintervencién de un metal(Mg2+) como puente,tiene lugar la
transferencia del grupo metilo al sustrato.Estg'esquema se
mostrd en la pagina 10,

En principio,presumimos que los productos con estruc-
tura catecbdlica o estructura afin a esta pueden establecer

interaccidén con el centro receptor del sustrato y servir co-

s
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mo inhibidores competitivos respecto al sustrato Yy reversi-
bles.

En efecto,la Tabla V (compuestos 59 a 62),muestra
los resultados con fenol,catecol,monometiléter de catecol y
dimetiléter de catecol.El fenol y el dimetiléter del catecol
no inhiben,ni con ni sin preincubacién,porqug no complejan
0 lo hacen muy débilmente con el centro receptor del catecol.
El monometiléter inhibe muy débilmente y el catecol mas fuer-
temente.En ambos casos Ja inhibicibn es la misma con que sin
preincubacién.La inhibicidn seguramente es competitiva con
el sustrato y reversible. .

Con este preambulo,clasificamos todos los demds pro-

ductos en los tres grupos siguientes:

1 2

R. = ~(CH,.) «NH=-CO-CH_X.
2'n

Ry

R,y Rz(iguales o diferentes)= -H,-OCHS,-OH
n= 0,1,2 y 3

X

Ci,Br,I,H

GRUPO I.,=-Compuestos sin afinidad para el centro receptor del

catecol:

Subgrupo A{ R1=R2 = H. o | R, = QH i R,
R

Subgrupo B: R1=R2 = OCHB; 1 Rz = CH2

GRUPO II.-Compuestos cuya afinidad por el centro receptor
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1
[

del catécol prevemos débil o no existente.

R = «OCH H R2 = «OH

GRUPO III,.,-Compuestos con afinidad para el centro receptor

del catecol.

GRUPO 1IV,-Compuestos diversos.

Discutimos ahora para cada grupo el efecto de variar

- el pardmetro n que. define la longitud de la cadena lateral,

de los sustituyentes §(H,Cl,Br,I) y de la preincubacidn o no

de la enzima.

COMPUESTOS DEL GRUPO I

Nos referimos en primer término al Subgrupo A.La Ta=-

bla I resume los resultados para compuestos de fodérmula:

R, - - (CH,) -NH-CO~CH,X | n =0,1,2,3
‘X = C1,Br,I,H
R = H,-OH

Los compuestos de este tipo,al carecer de estructura
catecol,no deben mostrar afinidad para la enzima y,en princi-
pio,no deberian inhibir,de acuerdo con la hipbtesis de tra-
bajo.Asi ocurre con todos los productos en los que X=H,inde=-
pendientemente del valor de n (ver compuestos 1,2,3 y 4 de
la Tabla I).Estos compuestos no inhiben ni con ni sin prein-

cubacibn. : .



-108=-" :

La situacidn cambia cuando X=haldgeno(Cl1l,Br,I).El

compuesto ahora,aunque no ticne afinidad para la enzima,pucde

servir como agente alquilante al azar,sobre algin grupo al-
quilable de la proteina enzimldtica(o de su cofactor).Que es-
to es asi lo confirma el hecho de que todos los compuestos
de la Tabla I en que X=haldgeno,independientemente del valor
de n por ahora,inhiben més al preincubar la enzima con el
inhibidor que al no preincubar.Ademés,para un valor de n da-
do(0,1,2,3)el poder inhibidor y el poder alquilante también

varian en el orden:
I) Br ) Clpym

Asi,p.e.,cuando n = O se tiene para la inhibicidn: %

I Br Cl H
Inhibicidn sin
preincubacidn . 52 27 o 0
Inhibicibén con
preincubacidn 85,4 81,2 20,4 1

Por il1timo es muy interesante observar lo que ocurre
al mantener fijo el resto de la estructura y variar n,como
se muestrs en la tabla que damos a continuacidnyreferida a
datos de inhibicidn % con preincubacidn y cuyos datos son

deducidos de la Tabla I.

Compuesto n  C1 Br I H
1 0 20,4 81,2 85,4 1
39 1 11 473 47 2
3 2 11 43 . 47 0]
4 3 9,1 41 46 2

\
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.

s decir,el poder inhibidor es independientc de n pa-
ra aquellos compuecstos con n=1,2 o 3,pero para acuellos cofi=-
puestos con n=0 varia siendo,en cada caso,respectivamente,
mis activos.Puesto que todos estos productos deben inhibir
por alquilacidn al azar de uno o mas grupos de la enzima y
no hay razones para suponer que el nﬁmero,tipo Yy naturaleza
del grupo alquilado varie de un caso a otro,la Unica inter-
pretacibén que se¢ nos ocurre por ahora es un mayor poder elec-
trofilo de los compuestos en que n=0,que aumentaria la velo~-

cidad de la reaccibn:

(E)™ + R=X — (E)-R + X

Este efecto podria ser consecuencia de una accidn donadora
de carga gléctrica por el anillo bencénico,la cual se veria
muy disminuida o anulada al intercalar una cadena (CHz)n con
n>0 ,

Que esto podria ser asi,al menos en parte,lo sugiere
el observar los datos de 1la Tabia II,que hacen referencia a
compuestos idénticos a los comentados hasta aqui,en los que

se ha introducido un grupo OH(donador de electrones)en posi=~

cidn para,

. n= 0’1’2,3
HO- ~(CH,) -NH-CO-CH,X X= C1,Br,I,H

t

"Todo lo dicho anteriormente para lg serie de compues-

tos sin OH es igualmente aplicable aqui.En efecto y resumicn-

A

do:
a) Estos compuestos no tienen afinidad para el centro acti=-

vo de la enzima.El fenol no era inhibidor ni con ni sin prein-

’.
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cubacibdn y los compuestos con X=H(Tabla II,compuestos 5,6,7)

tampoco.

b) Cuando hay inhibicién(X=Cl,Br,I)esta c¢s mayor con prein-
cubacibén que sin ella.Los compuestos deben actuar por alqui=-
lacibén al azar de algin grupo funcional nuclebéfilo de 1la en-
zima(o de su cofactor).De acuerdo con ello,el poder
inhibidor crece en el sentido del poder alquilante,I) Br) Cl)

H.

¢) La mixima inhibicidén para un sustituyente X dado(Cl,Br,I)

sc obtiene con n=0 y es practicamente constante con n=1,2,.

Es decir el poder inhibidor es ‘tanto mayor cuanto menor es n.
Si ahora comparamos compuestos de las Tablas I y II

se observa que .la introduccibén del OH en para no ha tenido

otro efecto que aumentar muy ligeramente,en cualquier caso,

el podcr alquilante,y como consecuencia la inhibicidén.Csio
no se observa bien cuando n=0 pero si en los compuestos en

que n=1 o 2.,Por ejemplo,cuando n=l resulta(ver Tablas I y II):

A- - (Cli, ) -NH-CO-CH, X
A H Cl Br I
H ° 0 } Sin preincubacibn
HO 0 5 o 5 '
H 2 11 43 47} Con preincubacidn
HO 3 7 53 64

Parece existir un pequefio efecto favorable a la inhi-

bicidn por introduccidén del grupo OH en posicidn para,aunque

.
5.
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no esti claro se decba a su accidn donadora de clecirones.

Consideremos ahora los compuestos del Subgrupo

B.So-

lamente se han estudiado cuatro compuestos de cste tipo ¥y

se mucstran con sus resultados en la Tabla V(55,56,57 y 58).

A causa de que el grupo catecol estd blogucado como &teres

metilénicos o dimetilénicos,estos compuestos no tienen afi-

nidad para la enzima.AGn siendo alquilantes(X=C1,I),sin prein=

cubacidn no inhiben,como tampoco inhibia ni con ni sin prein-

cubacidén el dimetiléter del catecol(Tabla V,compuesto

Por su accidn alquilante,que debe tener lugar al azar,

62).

inhi-

ben apreciablemente con preincubacidn y el poder inhibidor

es comparable a sus anilogos estructurales del Subgrupo A

ya comentado.

El efecto donador de electrones del grupo metoxi- o

del grupo metilendioxi- sobre el anillo bencénico,que
aumentar el poder inhibidor de los compuestos de este
no se aprecia claramente y,si tal efecto influye,debe

muy débilmente,como ocurria,aunque en mayor grado,con

en posicidn para.

COMPUESTOS DEL GRUPO II

podra
tipo,
ser

el OH

Nos referimos a compuestos cuyos datos sobre inhibi-

cidn se muestran en la Tabla III y referibles a la estruc-

tura general:

HO~ -(CH_,) =NH=-CO-CH_.X
2'n 2 X

CH,O
3

n= 0,1,3 y 3
C1,Br,I,H

Consideramos primero productos en los que X=H y que

por tanto,no deben actuar como alquilantes(nGmeros 8,9 y 10)

\
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Que esto es asi,lo prucba el hecho de que inhiben igualmente
. 3 L 4 4 .

con que sin preincubacidn,como ocurria con el monometiléter

del catecol(Tabla V,compuesto 61).Sin embargo,una vez mas

observamos que la inhibicidn disminuye al aumentar n.Las mi-

ximas inhibiciones se obtienen con n=0,Estos compuestos de-~

ben poseer una afinidad ligera o media por el centro receptor

del catecol en la enzima y,en ausencia de poder alquilante
(X=II) ,comportarse de modo andlogo al compuesto con su estruc-

tura bAse,el monometiléter del catecol.Asi ocurre en cfecto.

No encontramos explicacidn al hecho de que el compues=-

to n?2 8,con n=0,sea el mids activo entre los que tienen X=H,

pués un supuesto impedimento estérico por la cadena supondria

que el monometiléter del catecol debfa ser mds activo que el
compuesto n2 8 y las cosas ocurren al revés.Pero es claro en

ésta como en series precedentes gue una cadena con n=0 es la

mids favorable.
Por lo demis,la introduccidn de X=halbgeno(Cl1l,Br,I),

al introducir un grupo alquilante,hace que la inhibicidn con
preincubacibn sea mayor que sin ella siempre.Ll efecto de 1la
naturaleza del halbgeno es el esperado y observado en series
anteriores,y el poder inhibidor por alquilacidn,para un va-

lor fijo de n,aumenta en el orden:

I> Br> C1> H

La figura(3 ) que damos en la pagina siguiente ilus-
tra esto muy claramente para los tres compuestos con n=0 y

X=C1,Br,I.La inhibicibén con los tres compuestos es progresi-

\

va con el tiempo de preincubacibén y la velocidad de la reaccidn

mayor con el ioduro que con el bromuro y mayor que este con

el cloruro.
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100 v a —
X = H
90 71
\ - [1,CO.CH X
go 1\
W
-0 - x\ 0cn3
Wy
N OH
60 4 V..

\\\ \*’\’\‘____A———"
N X = Cl1

l&O 7] X = Br
30 X= I !
20
10 A
0 T - T T T T T T .1 L]
5 10 15 20 25 30

Tiempo preincubacibn

----0

v

(minutos)
Figura(3)

E1l efecto inhibidor mds potente de estos compuestos,

comparados con los del Grupo I,es consecuencia de su mayor

afinidad para el centro activo introducida por el agrupamien-

to monometiléter de catecol y este efecto aumenta atin mis
(ver Tabla VI,pAgina 116 )en los compuestos con grupo cate=

col que comentamos seguidamente

COMPUESTOS DEL GRUPO III,

Los datos experimentales de ;nhibici6n para este tipo
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de compuestos aparecen en la Tabla IV.Son todos ollos reforie

bles a la férmula general:

HO - -(CHz)n-NH-CO-Cﬁzx
. X.—. Cl,Br,I

HO

Toda la discusidn y conclusjiones obtenidas hasta aqui,
son validas para esta serie de productos,que son los inhibi-
dores mis potentes preparados por nosotros.

En ellos,la estructura de catecol aumenta su afinidad
para el centro receptor del sustrato catecol en la enzima,y
estc anclaje del compuesto sobre el centro activo orienta al
grupo alquilante(XlH)para llevar a cabo una reaccidn de al-
quilacién sobre un grupo no identificado de la enzima con' la
consiguiente inhibicidn,scguramente irreversible de la misma.

Su mecanismo de accibdn seguramente puede ser represen-

tado como sigue:

HO _ HOL OH
R-X + E&—=2E;--R-X —— E-R + X
HO~ HO” OH

Esto es,cada compuesto compleja con el centro activo,
probablemente de modo reversible,como ocurre con el catecol
mismo,cuya inhibicibén no depende de si hay o no preincubaciébn.
Este complejo evoluciona seguidamente y de modo irreversible
a otro en que la estructura base del inhibidor ha quedado aso-
ciada a la enzima de modo muy sdélido.Es posible,y dificil de

probar, que el grupo catecol asociado del modo indicado a la
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enzima pueda ser metilado por la coenzima segin la reaccidn:

QH OH ,
E-R + SAM ——— E=R + AHC
OH OCH

3

SAM= S~Adenosilmetionina

AHC= Adenosilhomocisteina

pero en cualquier caso la enzima ha quedado irreversiblemente

bloqueada a través de un cenlace covalente con uno de los gru-

pos: ) '\
_ OH -
-CHz-CO-NH- (01{2) - O ~-OH
OCH
3
-CH2-CO-NH-(CH2)n- -OH

que a su vez se mantienen unidos al centro activo y de modo

reversible por los agrupamientos de catecol o dc¢ monometil-

éter.
La observacidon de los datos de la Tabla I indican

que la interpretacidn dada es compatible y seguramente no equi=

vocada en relacidn con los resultados
Como era de esperar después de cuanto se ha discutido

y comentado hasta aqui,el compuesto mids activo dcbiera sor

y es el siguiente:

HO- -NH-CO-CHzi Tabla IV, ne 36

HO

Poco inferior en su poder inhibidor es su andlogo clorado
(Tabla IV,n2 22).
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TADBLA VI

Inhibicidn de¢ COMT,con y sin preincubacidn por compucstos

de fbérmula general:

A
\Z§§i§>-NH-CO-CH2X sy X = H,C1,Br,I

(Datos de las Tablas I,II,III y IV)

A H Cl Br I
H 2 0 27 52
- L .
p=OH 3 1% 21 ‘ 39 Sin preincubacidn
3=MeO~l=-0H 28 68 74 8s
3 ,4-di-OH - 76 - .95
H 1 20 80 : 85
p=-OH 5 20 69 85 Con preincubacidbn
3=MeO=4=0H 34 100 100 100

'3, 4=di-0OH - 100 - 100
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La figura( 4 ) ecs ilustrativa de la inhibicidn dc la
enzima por el derivado iodado.l’ara una concentracibén dada,
la inhibicibn es progresiva con cl tiempo,como sc ilustrd en
la figura(3) para sus andlogos estructurales.Para un tiempo
fijo 15 inhibicidn aumenta con la concentracibn.

100 '
90 | * NH.COLCH,T

80
Ol

70 OH

60
50
40
30

20

10

T T T T Al L
0 1 2 3 4 5 6 7 (x10°H

Concentracidn de inhibidor Figura(4)

La Tabla VI,a titulo de resumen y para las series de
compuestos con n=0,ilustra la variacién gradual en poder in-
hibidor,expresado en % a medida que aumenta la‘reactividad
del grupo alquilante(1> Br> C1> H)y a medidavque se aumenta
la afinidad para el centro activo de la enzima.Tablas simi-
laresyque reflejan lo mismo,pueden confeccionarse con los

datos de las Tablas I a IV,para compuestos con n=1,2 o 3.

“/45”
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COMPUESTOS DEL GRUPQ IV

Aparte de los resultados comentados hasta aquil,la
Tabla V(ver pigina 104)incluye datos sobre inhibicibn de
COMT para algunos otros productos preparados como interme-
diarios de sintesis Y que fueron también objeto de cnsayo.
Entre ellos los compuecstos 50 a 54 no han sido comentados has=

ta ahora.De ellos solamente muestran inhibicidén a concentra=-

cibén 5.10-4N los dos productos siguientes:
HO~ <::> —CH:CH-,-CO-NH2 ne 50
HO
HO- -CH,,-CH,-CO-NH,, ne 53

HO

La inhibicidén por ambos es la misma con que sin preine-
cubacibn y resulta explicable en funcidén de su estructura de
derivados de catecol,que los hace afines para la enzima.Lo
que no resulta claro es porqué el compuesto 50 es mcjor in=-
hibidor que el 53,cuando solo difieren en el doble enlace de
la cadena,mientras que el compuesto 51l,que también presenta

la insaturacidén en la cadena como el nimero 50,no es inhi=

bidor.Esta cuestidn requiere posterior investigacidn con se-

ries mis amplias de productos.

Independientemente,la confirmacibén definitiva del me=
canismo de inhibiqibn de la enzima por 1los égentcs alquilan-
tes que hemos estudiado exige un estudio cinético de inhibi-
cibn como continuacidén légica al trabajo descrito por noso-
tros en esta memoria.Este estudio cinético y mecanistico se

encuentra ahora en curso de realizacibn,
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Compuesto n®° Ry I, n X fbsorcidn cm™t
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- OH 100:w (o) Cl 2700-3350
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780
300-850
-0 IOOEW 1 Cl 700-3100
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~ .
Y

tensibdn NH

flexidn NI

tensidn ZEW y OH

-5%2T-

flexibn Zzw antisimétrica
tensibn C~0 y flexidn Ol
1,4 disustitucibdn aromitica

rocking rut

3
tensidn zmm y OH
" C-N y fléxidn NH
" C-0 y flexidn CH
rocking ZZW

1,2, trisustitucidn aromitica
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VDOSUMEN Y CONCLOSTCI TS .

Bl trabajo experimental que sc desc.ibe en esta memo-
ria como Tesis Doctoral es una contribucidén al trabajo glo-
bal que desde hace algunos aiios se viene recalizando cn 1a
Seccidén de Enzimoquimica,Departamento de Productos Naturales,
del Instituto de Quimica Orginica Gencral,sobre sintesis y
estudio de nuevos inhibidores de las enzimas que catalizan
la inactivacidén de las aminas bidgenas y que pudicran tener
alguna‘aplicacién en clinica.los resultados que aqui se ex=—
ponen son los primeros en relacidn con la Catecol-O-metil-

transferasa(COMT) .
El objeto de ‘esta memoria es exponer los resultados

obtenidos por el Doctorando acecrca de la sintesis,caracteri-
zacidn y estudios in vitro como inhibidores de COMT de una
serie de N~halogenoacetil-arilalquilaminas y conpuestos rc;
lacionados.la cleccibn deo ostas estructuras como objeto de

nuestro trabajo se justifica por los dos puntos siguientes:

a) El1 interés potencial de los inhibidores de COMT como

agentes de bloqueo mctabdlico de catecolaminas.

b) La no existencia de inhibidores de COMT de tipo irrever-
sible y como consecuencia la falta de interés terapéutico de

los inhibidores conocidos.

Hemos preparado una serie de aril-alquilaminas como produc-
tos de partida en la sintesis de N-halogenoacetil-arilalquil-
aminas con distintas longitudes de la cadena lateral(n=0,1,2

y 3).La sintesis de 'estos productos,que ha seguido cursos

diferentes seglin las caracteristicas de las cadenas laterales,

se detalla en las conclusiones siguientes.
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Para las aminas con n=0 hemos seguido un método descrito en
la bibliografia que consiste en hacer reaccionar guayacol con
4cido sulfanilico diazotado previamente y posterior ruptura
del azoderivado formado con SH2 en medio amoniacal.los rendi-

mientos obtenidos son del orden del 70%. ‘

’
.

Las aminas con n=1 han sido preparadas por reduccidn de las
oximas correspondientes con Na y alcohol.Los rendimientos

obtenidos en ‘estas réducciones nunca han sido mayores del 65%,

Las aminas con n=2‘se han sintetizado por reduccidén de los
6-nitroestirenos ,previamentewpreparados por nosotros ,con
LiA1H4 y aisléndola; de 1la mezéla de reaccidén como picratos,
que posteriormente gemos transformado en hidroclorurog me-

diante tratamiento con acido cldrhidrico.Los hidrocloruros

se obtienen asi en estado de alta pureza y con rendimientos

del orden del 70%.

Las aminas con n=3 se han preparado por reduccidn de las co-

rrespondientes cinamamidas preparadas previamente por nosotros,

con LiAlHQ.El procedimiento seguido para su purificacidn es
el mismo que se describe en 1aqconclusién precedente para las

aminas con n=2,

Las catecolaminas se han sintetizado por desmetilacion de
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los compucstos h-hidroxi-3-metoxi sustituidos con BrH‘al

48%.Sevhan aislado como hidrobromuros y los rendimientos va-
rian mucho de unos cémpuestos a otros.Se han estudiado dife-
rentes métodos de proteccidn del grupo catecol,encontréndo-

se como mAs satisfactorio la formacidn de su complejo con

borato.

La acilacion de las aminas sin sustituyentes OH en el ani-
llo aromdtico se ha llevado a cabo con cloruro de cloroace=-
tilo en benceno,a una temperatura de O°C,en soluciones muy
diluidas para evitar la formacidn de dimeros.Los rendimientos

son del orden del 90%.

La acilacidén de las aminas con.sustituyentes OH en el ani-
llo aromdtico se ha llevado a éabo mediante el empleo de es-
teres4activos,concretamente esteres p-nitrofenilicos.Estos
esteres han dado muy buenos resultados como agentes de aci-
lacidén,ya que reaccionan muy bien con grupos NH2 y no.lo ha-

cen con grupos OH.Los rendimientos obtenidos han sido del

‘orden del 70%.

Las N-iodoacetil~arilalquilaminas han sido preparadas a par=-
tir de las N=-cloroacetil-arilalquilaminas correspondientes,
calentadas a reflujo con ‘' IK; en acetona seca.Esta reaccidn

ha resultado satisfactoria para todos los productos prepara-
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dos,aunque los que poscen la estructura catecol se obtienen
con rendimientos mAs bajos,ya que se resinifican algo por

calefaccidn.

Las N-bromoacetil-arilalquilaminas han sido preparadas a
partir de las N-jiodoacetil-arilalquilaminas correspondieﬁtes,
calentadas con BrAg en acetona seca.Esta reaccidén ha resul-
tado satisfactoria para todos los productos preparados,si’ bien
los que incluyen en su estructura la agrupacion catecol se

obtienen con rendimientos bajos.

Todas las N-halogenocacetil-arilalquilaminas han sido obtenidas
en forma pura,con andlisis elemental correcto y caracteriza-
das por el estudio de sus espectros de infrarrojo y de reso-

nancia magnética nuclear que se reunen en Tablas I a IX y

se discuten en el texto.

Todas las N-halogenoacetil-arilalquilaminas y élgunos pro-
ductos intermediarios en su éinfesis han sido sometidas a
estudio in vitro como inhibidores de COMT extraida de higado
de rata.Como método de ensayo para la medida de actividad
enzimdtica hemos utilizado uno descrito por Anderson y DIorio

que utiliza pirocatecolftaleina como sustrato cromdgeno y

S-Adenosilmetionina como donadqr de grupo metilo.Cada pro-
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N . - -4
ducto se ensayd sistematicamente a concentraci%n 5.10 M sin
preincubacidn previa de la enzima con el inhibidor o con 20
minutos de preincubacidn.Esto ha supuesto la puesta a punto

previa de la técnica de ensayo.

Los productos ensayados como inhibidores de esta enzima los

hemos clasificado en cuatro grupos:

I.-Compuestos sin afinidad para el centro receptor del catecol,

con y sin poder alquilante.

II.,-Compuestos cuya afinidad por el centro receptor del ca-
tecollprevemos débil o no existente,con y sin poder alqui-
lante.

IIT.~-Compuestos con afinidad para el centro receptor del ca-
tecol,con y sin poder alquilante.

IV,.,-Conmpuestos diversos.

Los compuestos del @Grupo I,que no poseen poder alquilante,
no inhiben la actividad de la enzima ni con ni sin preincu-
bacién.Los compuestos pertenecientes a este érupo que tienen
poder alquilante inhiben més al preincubar la enzima con el °
inhibidor que al no preincubar,variando el poder inhibidor
en el orden: I>Br> C1>>H

Las mejores inhibiciones son para longitud de cadena n=0,

Los compuestos no alquilantes del Grupo II presentan algo
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de inhibicidn pero esta no aumenta al preincubar previa-
menta la enzima con el inhibidor.La introduccidn del gru-
po alquilante aumenta el poder inhibidor de estos compues-

tos y hace que la inhibicidn sea siempre mayor con preine-

cubacidon cue sin ella.También varia en el orden: I>Br>C1l®»H

El efecto inhibidor mas potente de estos compuestos,
comparados con los del Grupo I,es consecuencia de su mayor
afinidad por el centro activo introducida por el agrupamien-~
to mononetiléter de catecol y este efecto aumenta alin més
en los compuestos que incluyen en su estructura la agrupa-~

cidén catecol que comentamos seguidamente.

Los compuestos que presentan en su estructura la agrupacidn
catecol, (Grupo III) de acuerdo con lo esperado,han resulta-
do ser los mejoreé inhibidores de COMT.De igual forna que
en los productos comentados anteriormente,la inhibicidn no
aumenta con la preincubacidn en los compuestos no alquilan=
tes y para los compuestos alquilantes la inhibicidn aumen-
ta con el tiemn»ro de ~irceinicubacidn variando en el orden:
I>Br>Cl.La maxima inhibicidn se obtiene con N~iodoacetil~

3,4-dihidroxibencilamina.

En el Grupo IV,hemos incluido productos diversos,eunsayvados
como inhibidores de COMT y que no pertenecen a ninguno de
los grupos expuestos anteriormente.De este gruno los (mi--
cos que han resultado interesantes son la 3,4-dihidroxici=-
namamida y la 3,k-dihidroxi-[{-fenilpropionamida.Los dos in-
hiben lo mismo con que sin preincubacién,pero no resulta
explicable porqué es mejor inhibidor el primero cuando solo

difieren en un doble enlace

Los resultados descritos en esta memoria y la interpreta-
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cibn dec los miSMOs'sugierc la prescencia oen ¢l centro acti-
vo de COMT o contiguo al mismo de un grupo nucledfilo al-
quilable de modo irreversible por halogenoacetil-arilalquil-
aminas con afinidad para ¢l centro activo.Los resultados
obtenidos establecen la linea a seguir para la sintesis de
inhibidores especificos e irreversibles de la enzima,diri-
gidos al centro activo y de posible interés terapéutico.
Asimismo,este tipo de compuestos son de interés para estu-

dios sobre caracteristicas del centro activo de la enzima.
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