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PARTE I

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO




OBJETIVOS Y JUSTIFICACICN DEL TRABAJO

El objeto deAeste trabajo es la preparacién de una serie
de dcidos 1-amino-2-aril-ciclopropanocarboxilicos de fdérmula

general (I), y el estudio "in vitro" de su actividad como -

OOH
R (1)

2

sustratos e inhibidores de la descarboxilasa de L-amino4ci-
dos aromdticos (DAA),

Esta enzima interviene en la biosintesis de ciertas amie
nas bidgenas, que se puecen clasificar en tres grupos: cate-
colaminas; histamina y derivadosj; serotonina y afines,

En los siguientes esquemas indicamos las rutas de biosig

tesis mas importantes para dichos grupos de aminas:

a) CATECOLAMINAS

Incluyen esencialmente la dopamina, la noradrenalina o

norepinefrina y la adrenalina o epinefrina, todas producidas
esencialmente a partir del aminodcido L-fenilalanina como -
precursor comun, Por otro parte, todas ellas se metabolizan
e inactivan esencialmente por desaminacién oxidativa a tra-
vés de m-O-metilacién,

El esquema siguiente ilustra sus estructuras y las reac-

ciones implicadas en su biosf{ntesis y metabolismozs

COOH : COOH
NH, —L Qi/\fm 2
2 HO ' 2 H

L-Fenilalanina L-Tirosina L-Dopa

OH



-2‘

OH OH
HO  oH HO  on H oy |
Dopamina Noradrenalina Adrenalina
6 6
OH
CHO
. HO OH

= Fenilalanina hidroxilasa

= Tirosina hidroxilasa

= Descarboxilasa de L-aminodcidos aromd{ticos (DAA)
Dopamina hidroxilasa

= Feniletanolamina N-metiltransferasa

AUt £ W N -
I

= Monoaminooxidasa (MAO)

b) HISTAMINA
Tiene como precursor el aminodcido L-histidina y se me=

taboliza esencialmente por desaminacién oxidativa:

N COOH N N CHO
'kN | fm y T ”\N [ , —Cm QNII
H H H .

L-Histidina Histamina

6
7

Monoaminooxidasa (}MAO)

Histidina descarboxilasa

i



c) SEROTONINA

Se produce a partir del aminodcido L=triptofano y se me=-

taboliza esencialmente por desaminacidn oxidativa o por O-me

tilacidén sobre el OH en C_:

5
COOH
8 - H [ - ‘am 3
H
L-Triptofano L~-5-hidroxi-triptofaneo
HO HO 0
3 | NH,, 6 '
H H
Serotonina

Descarboxilasa de L-aminodcidos aromdaticos

() WAV
non

Monoaminooxidasa (MAO)

o
I

Triptofano 5-hidroxilasa

En estas secuencias de reacciones de biosintesis y de me
tabolismo intervienenesencialmente los siguientes tipos de -
enzimas: en la biosintesis, hidroxilasas y descarboxilasa de
aminodcidos aromdticos; en el metabolismo, aminooxidasa y O=-
-metiltransferasas,

Dentro del grupo de las aminas biégenas, las catecolémi-
nas y la serotonina, de forma y con funciones diferenciales
todavia no claramente delimitadas, actian como neurotrans-—
misores adrenérgicos, de manera similar a como lo hace la a-
cetilcolina en los sistemas colinérgicos. Por esta razdém, la
modulacién de la biosfntesis y del metabolismo de catecolami

nas y de serotonina es de importancia esencial en la regula-



cidn dei sistema nervioso central (SNC) y particularmente en
el control de las actividades psfquica y cardiovascular,

Un nivel elevado de aminas produce estados de histeria,
excitacidn, agitécién, etc...y mientras que un bajo nivel
de las mismas conduce a estados depresivos, apatia, éstupor,
etCees

A la vista de todo esto, se puede prever 1la importancia
de actuar sobre los sistemas enzimdticos que regulan la bio=
sintesis y el metabolismo de las aminas biégenas, As{, ace
tuando sobre la descarboxilasa de forma que se inhiba su ac-~
cidn, se produciré un descenso en el nivel de las bioaminas
ys como consecuencia, un efecto sedante e hipotensor, mien<
tras que la inhibicidn de la aminooxidasa impediria la des-
truccidn de aquellas, produciéndose un efecto estimulante e
hipertensor,

Es, por lo tanto, de gran interés farmacoldgico el estu-
dio de las caracteristicas de la descarboxilasa de aminodci=-
dos aromdticos, asi como su distribucién y su inhibicién por
compuestos selectivos,

As{, por ejemplo, en la terapéutica del parkinsonismo, =
enfermedad del SNC que origina deficiencig de do?amina a ni-
vel de los ganglios basales, esta bioamina no se puede sumi-
nistrar directamente por la dificultad que encuentra para a-
travesar la barrera hematoencefdlica, por lo que se adminis-
tra en forma de su precursor L-Dopa junto con ciertos inhibi
dores de descarboxilasas que impiden su destruccién periféri
ca y le permiten llegar a su objetivo el SNC, donde es des-

carboxiladade, originando la necesaria dopamina,

DE3CARBOXILASA DE AMINOACIDOS AROM. TICOS (1) (2)

La distribucidn de esta enzima en los mam{feros es nuy
amplia, encontrdndose en el intestino, cerebro, corazdén, pul
mones, e¢tC...y pero principalmente en el higzado y el rifidne.

=, . . . 4
En cuanto a su especificidad, es todavia un punto oscuro,



descarboxila un gran nidmero de aminodcidos aromdticos aunque
lo hace en diferentes grados.

El aminodcido L-Dopa es uno de los me jores sustratos, y
algunos autores admiten la diferenciacién de una enzima con
el nombre de L-Dopa descarboxilasa, aunque cada dia esta pos

tura parece menos Jjustificada,

Coenzima

Esta enzima depende del fosfato de piridoxal (P-5'-P) co
mo coenzima. Parte del (P-5'-P) estd fuertemente unido a la
apoenzima (protefna enzimftica) como base de Shiff, mientras

que otra parte es dializable (3).

Mecanismo de accién

A continuacién se da un breve esquema sobre el mecanismo

de descarboxilacién, modificacién del propuesto por Metzler

(4):

Enzima

H 0" ;
unt *NH NH

N\ / /

CH c@ CH

R OH H R OH R OH
e - 51
I R—(¢-C00 J | co, .| Enzima
- et ve 4

\ﬂ Me N"H3 — NN Me Z i Me +NH3

H Sustrato H H

| H H*
Enzima R-C-H ’/’
+ +] .
HN NH
A\ 4
CH HC

H Ny OH R N OH

R-q-H l . —~——— . Enzima
p 7 T '
NH3 N Me Me +NH
H H 3
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primeramente ocurre una transaldiminacidén entre el complejo
enzima=(P-5'-P) y el sustrato, formé4ndose una base de Schiff
entre el (P-5'-P) y el aminodcido; el siguiente paso es 1la
pérdida de 002 para formar un compuesto intermedio, no ais-
lado, que por captacién de un protén del medio, da la base
de Schiff corréSpondiente a la amina procedente del amino-
4cido descarboxilado; por dltimo, la hidrdlisis libera la
amina y recupera el (P-5'-P).

Los experimentos de descarboxilacidén en agua deuterada,
demuestran que el H en A del aminodcido no interviene en la
descarboxilacién, ya que solo se introduce un 4dtomo de deu-
terio en el C en & del producto (5).

La presencia del enlace azometino se demuestra por la -
reduccién del compuesto con BN%Fu (6).

En cuanto a la forma de unirse la coenzima (P-5'-P) a -
la apoenzima, parece ser que tiene lugar a través de tres =~
puntos: grupos fosfato, fendlico y aldehido, este dltimo a
través de la reaccidn con un srupo E-amino de un resto del

aminodcido lisina de la proteina enzimdtica (7).

Sustratos

Una gran variedad de aminodcidos aromdticos sirven como
sustratos de la DAA,

En un trabajo de Lovenberg y col. (8), con preparacio=-
nes de rifién de conejillo de indias, se muestra la activi-
dad relativa de la DAA para diferentes sustratos. La rela-
cidn de sustratos por orden decreciente de actividad es la
siguiente:

L-Dopa >L-o-tirosina >L-m-tirosina > L-5-HTP D L~triptofa
no;)L—fenilalanina:>L-tirosina:>L-d-metildopaj>L-dwmetil-S-
=UTP >L-histidina > L--metiltriptofano >L-A-metil-m~tirosi-
na.

Prestando atencidén a los derivados de fenilalanina, se
notard que,aunque la sustitucién o y m hidroxilica promue-
ven la descarboxilacidn, la p-sustitucién aromdtica la dis-

minuye., También la presencia de un grupo <=metilo en la mo



lécula disminuye la velocidad de descarboxilacidn,

ITnnibidores

Visto el supuesto mecanismo de accidén de la DAA, puede
especularse sobre qué tipos de productos influyen sobre es-
ta enzima, inhibiendo su actividad.,

Los inhibidores pueden actuar, bien bloqueando el fun;
cionamiento de la coenzima, bien por interaccidén con la apo
enzima, o por tipos de interaccién mixta. ‘

No es de sorprender que sustratos de Dopa~D inhiban re-
versiblemente la descarboxilacién de otros sustratos; por =
ejemplo, 5~HTP inhibe la descarboxilacién de Dopa (9).

Ciertos autores encuentran una inhibicidén por exceso de
(P-S'—P), otros observan una inhibicién por exceso de sus=
trato, para cuya explicacién recurren a la formacién de un
derivado de tetrahidroisoquinolefna entre el sustrato y el

(P-5t'-P), tal como muestra el esquema siguiente:

NH
HO 2

. CHO
H_.O.P
395 OCH2 fjiOH
<;> Me
H

Recientemente Corgier y col. (10) han encontrado que 1la
Dil es inhibida por un exceso de (P—S’—P) para bajas concen
trociones de sustrato y por un exceso de sustrato, para pe-
nueitls concentraciones de (P-5'-P), siendo la formacidn de

‘ - « 4 . . . . .
la tetrahidroisocuinoleina insuficiente para explicar dicha



inhibicién, en la cual influyen otros factores, tales como
la formacidén de melaninas o de compuestos intermedios y la
interaccién de (P-5'-P) con grupos lisilos o sulfidrilos,.

La DAA tiene fundamentalmente tres puntos para la intex
accidn con sustratos e inhibidores: un 4rea con considera-
ble afinidad para nidcleos aromdticos, especialmente grupos
fenilos hidroxilados; un drea con afinidad para grupos bd-
sicos; y un 4rea con afinidad para grupos dcidos. As{, com
puestos aromdticos con uno o mas de estos tipos de grupos;
son inhibidores potenciales de descarboxilasas,

Entre la gran variedad de inhibidores de Dopa-D encon=
tramos: quinonas y polifenoles, flavonas, antocianinas, de
rivados de pirivico, 4cidos fenil-acéticos, cinamoilderiva-
dos y otros varios., Los que merecen preferentemente nuestra
atencidn, son los andlogos estructurales de Dopa y en espe-
cial los derivados ck-metilados, como<i-metil—hidracinodopa
(carbidopaL de interéds en el tratamiento del parkinsonismo,
¥y su andlogo el d-metildopa (11% que es lentamente descare
boxilado "in vivo" dando lugar a un falso neurotransmisor
con efectos hipotensores (12)}

Recientemente (13)y se han encontrado unos andlogos rfgi
dos de Dopa conactividad inhibidora similar a la del S-me-
tildopa, siendo critica la disposicién de las funciones OH
en el nidcleo aromdtico y no la rigidez de la molecula "per
se", Asi{, por ejemplo, el compuesto (II)no es inhibidor, =

mientras si lo es el @]]L hecho que sugiere una mayor simie-

-

HOng\

NO§

(11)



litud‘estereoquimica entre receptores dopaminérgicos y el
lugar de actividad catalitica de la DAA.

Atkinson y col, (14) prepararon una serie de derivados
de saligenina anélogos de Dopa y'dwmetildbpa como drogas -
para el tratamiento del parkinsonismo y de la hipertensidn
respectivamente, sin embargo, dichos productos no mostra-
ron ser inhibidores ni sustratos de la DAA,

Winn y col. (15) prepararon una serie de homélogos de
Dopa, oct-metildopa y dopamina, y los ensayaron como poSi-
bles agentes antihipertensores, y dada su analogia con Do
pa v oemetildopa, ensayaron su actividad frente a la DAA
y dopamina-f-hidroxilasa. Solamente resultd activa la homo
dopamina, frente a esta ltima enzima, mientras el d-me=
tilhomodopa no se descarboxilaba "in vivo",

Es bien conocido gque el ct-metildopa es descarboxilado
"in vivo", produciendo A-metil-dopamina, transformacidn de
mostrada por varios autores, habiendo sido determinada‘tag
bién la configuracidn absoluta de la o-metildopamina produ
cida, a fin de establecer la especificidad de la enzima por
el sustrato (16).

Asimismo, muchos de-metil-aminodcidos son descarboxila-
dos por la DAA, originando las correspondientes oc-metilami-
nas.,. )

Un posible mecanismo para la descarboxilacién de la ¢~

metil-m-tirosina es el siguiente (17):

oH




OH H
CH ' CH

TS J—— 1 3

% -p- COOH Cﬂz—qH
NH2 NH2

La enzima A esta representada como una protefna (apoen-
zima) a la cual esta unida firmemente una molécula de (P-
~-5ZP) por enlaces idnicos y de hidrégeno, y un doble enlace
azometinico formado por la unidn del grupo aldehfido prosté-
tico y un grupo amino de la proteina (18).

En B esta representada una molécula del sustrato o in-
hibidor ( d-metil-m~-tirosina en este esquema ). La porcién
arom?Ztica de esta molécula altera la configuracidén de 1la
proteina, de tal manera que el grupo amino del compuesto en
trante se sitde en las proximidades del grupo prostético.

El dltimo paso, representado por Cs; lo constituye la =
formacién de la base de Schiff con el grupo amino del aming
4cido entrante, y la transferencia del grupo carboxilo al
grupo amino de la proteina.

Finalmente, si la descarboxilacién ha tenido lugar, otra
molécula de sustrato entra, desplazando la amina y liberan-
do COZ'

Algunos tipos de inhibidores se enlazan fuertemente con
el crupo aldehfdico del (P-5'-P), resistiéndose al desplaza
miento, por lo gque la accién enzimdticaz desaparece, ,

El cardcter competitivo o no competitivo de la inhibi-
cidén depende de la secuencia de adicidén a la enzima (19) -

del sustrato e inhibidor,
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Lovenberg y col. (8), proponen como mecanismo de inhi-
bicidn por la oJ-metildopa, la formacidn de un complejo ter
nario entre inhibidor, enzima y (P-ﬂ'-P) enlazado a la enzi
ma ,

Por lo que se refiere a la sustitucién del C en < en los

“.-metilaminodcidos por un anillo de ciclopropano, hemos
encontrado escasos antecedentes en la bibliografia.

Pages y Burger (20) (21), describen una sintesis del £-
cido 1-amino-2~(4-imidazolil)~ciclopropanocarboxilico (IV)y
riiden su capacidad de inhibicién sobre la histidina-descag
boxilasa de hfgado de fetos de ratas, comprobando que es del

mismo orden que la de la eo-~-metilhistidina.

N
1. R

2 2
(Iv) (1)

“n una patente belga (22), aparece la sintesis de com=
puestos que correspondena la férmula general (Ily sus apli-
caciones como agentes hipotensores, manifestando ser capa-
ces de liberar y disminuir el nivel de catecolaminas en tg
jidos,

Una posibilidad muy interesante que potencialmente ppé
sentan estos ciclopropilaminodcidos, es que, al igual que
los oSl-metilaminodcidos, puede ocurrir que sean lentamente
descarboxilados "in vivo" y den lugar a ciclopropilaminas
"in situ", las cuales actdan,"in vitro" e "in vivo", como -
potentes inhibidores de MAO (23) (24).

Concretamente, la trans-2-fenilciclopropilamina (V)es -
un potente inhibidor de MAO "in vivo" e "in vitro", utili-

zado en tratamientos clinicos. Su alto grado de actividad
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| Gy

(v) (vi)

se debe posiblemente a su semejanza con la estructura de la
anfetamina (VI) (25). _

Algunos andlogos, homdlogos, isdmeros y derivados de 2-
-fenilciclopropilamina, han sido estudiados como inhibido-
res de la actividad de MAO, As{i, por ejemplo, se ha encontra
do que la sustitucién en el nucleo bencénico tiene poco efec
to en cuanto a la potencia de la inhibicién, siendo los deri
vados p- sustitufidos mds efectivos que los correspondientes
oy m.

Los compuestos de férmula general (I) por los que nos in
teresamos, en vista de todo lo expuesto anteriormente.podrian
actuar, ya como inhibidores de la DAi, ya como sustratos de
la misma,

Si estos ciclopropilaminodcidos sirven de sustratos de -
la DAA, es previsible para los mismos "in vivo" un accidn in
hibidora de la MAO, y en consecuencia efectos psicoestimulan
tes y antidepresivos; Esto, por supuesto, si como ocurre coh
la fenilalanina, la tirosina y el Dopa, son capaces de pene=
trar en el cerebro., Asimismo, sSi meramente son descarboxila-
dos en los tejidos perifédricos son posibles efectos potencia
dores o antagonistas de las catecolaminas, influyendo por lo
tantoyy de modo ahora no previsible, sobre sus efectos car-
diovasculares y reacciones inflamatorias,

Por otr: parte, si tales ciclopropilaminodcidos no sir-
vieran de sustratos de la DAA, la relacidn estructural con
los sustratos de la enzima los hace previsibles inhibidores,

por blogqueo del (P—5'—P) que sirve de coenzima & esta y a -



otras descarboxilasas.

En consecuencia, cabria esperar "in vivo" un bloqueo cen
tral o periférico (o ambos) en la biosintesis de las mencio-
nacias aminas bidgenas,

En otro orden de actividades, y aunque no es una cuestién
que nos ocupa actualmente, estos productos, como andlogos de
aminodcidos naturales que son, podrian tener interéssbien cg
mo antogonistas de aquéllos, produciendo efectos t6xi¢os es-
pecificamente opuestos a los del aminodcido protefnico nor-
mal, o bien interfiriendo en la biosintesis de‘polipéptidos
y -~or lo tanto de proteinas, bien por incorporarse a las mis
mas reemplazando al correspondiente aminodcido natural, bien

inhibiendo su formacidén,

Podemos resumir las razones que nos han llevado a prepa-
rar los compuestos de férmula general (I), de la siguiente -
formas
a)Porque.son previsibles inhibidores de descarbokilasas de -
aminodcidos naturales,
b)Porcue, en el caso que fueran descarboxilados "in vivo",
darfan lugar a ciclopropilaminas, potentes inhibidores de -
MAO "in vitro" e "in vivo",
c)Por su posible interferencia en la biosintesis de protef-
nas,
d)Porque son potencialmente susceptibles de antagonizar a los
aminodcidos naturales en las reacciones en las que €sStos inw

tervienen,
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ANTECEDENTES SOBRE LA SINTESIS DS ACIDOS 1-AMINO-CICLOPROPA
NOCARBOXILICOS.

En una revisiédn bibliogrdfica llevadava cabo acerca de la
sintesis de dcidos 1-amino-ciclopropanocarboxilicos, el md4s
sencillo de ellos aparece preparado por vez primera en una
publicacidn de C. Ingold y col. (26), sobre la influencia -
de sustituyentes en la formacidn de compuestos‘heterociclicos.
Esta es la primera vez que aparece descrito el dcido 1~-amino-
~ciclopropanocarboxilico, el mds sencillo de la serie, no co-
nociendose todavia como aminodcido natural.

Unos afios mds tarde, L. F. Burroughs (27), lo aislé a par
tir de jugo de peras y manzanas por cromatografia en columna
con resinas cambiadoras de iones,y M. L, Vahatulo y A. I. Vir
tanen (28) lo aislaron de bayas de ardndano rojo, confirman~
do ambos que coincidfa con el aminodcido sintetizado por In-
gold, ,

Ingold realiza la sintesis a partir de 1,1-ciclopropandi-
carboxilato de etilo., Este producto ya habia sido sintetizado
por Dox y Yoder (29) a partir de dibromo etileno y malonato
de etilo en presencia de etilato sdédico, basdndose en la sin
tesis ya realizada por Perkin (30), y mejorando el rendimien

to de un 27% a un 40%,

Co_C_H

CH, Br /C02C,H
12 . cB Et0™Na* 0,C,H, NH,
————
CHZBI‘ C02C2H5 02C2H5 S
(vIx)

CO-NH
CONH,, -
o _CONHBr MeO~Na* l
i COVH CONH,, —_— -CO

(vIII) (X) (x)
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El ester etflico del 4cido 1,1=-ciclopropanodicarboxfli
co (VII) se trata con NH3 liquido formando la diamida (VIII),
que con Br, y en presencia de 4lcalis, conduce a la N-=bromo-
diamida (IX), la cual cicla, en presencia de metilato sédico,

a la hidantofna (X).

CO—NH COOH
‘
[: :NH——CO [: :NH-C—NH

(x) (XI)

COOH COOH
HNO [::>< + ':: <
————_—2—-*
N(NO) CONH NH

2 2

(X1I1)

Por dltimo, tratando la hidantofina con dlcalis, propor-
ciona el 4cido hidantdico (XI). Cuando &ste se trata con dci
do nitroso, da lugar a dos compuestos, un nitrosoderivado y

el ciclopropilaminodcido (XII).

Posteriormente, L.F. Burrougha (27) lo obtiene (XII), -
tratando la hidantofna (X) con NaOH 1N a reflujo durante 21 h.
Y mds tarde, T.A. Connors y W.C.J., Ross (31) hidrolizaron -
ia hidantofina con Ba(OH)2 a presién y a la temperatura de =

115%.,

Otro camino posible para la sintesis de 4cidos 1-amino=-
-ciclopropanocarboxflicos, es ¢l que aparece a partir de los
estudios hechos por W.,I., Awad y col. (32) y Mustafd y col, ,
(33) sobre la adicidén de dinzometano a dobles enlaces exocf-

clicos a heterociclos, sobre todo del tipo oxazolonas, ob=
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teniendo.entre otros. los correspondientes ciclopropilderiva-
dos,

Asf, Mustafd y col, (33) llevaron a cabo la hidrélisis
de 1,5-difenil-6-oxa-h-azaspiro-(4,2)hept-b-en-7-ona a 4ci
do 1-beniamido-2-fenilciclopropanocarboxilico sezin muestra

el esquema siguiente:

(~{ /\\, 0 1°) KOH/EtOH 0OH

S N;%/é 2¢) HCl/HZO | NH-CO-06H5
C_H
65

v de la 1,5-difenil-G6-tio~4-azaspiro-(4,2)hept-4-en=~7~ona
2l mismo dcido por hidrdlisis y posterior desulfuracién se-

gin el esqucma siguiente:

N /N

/

h 0 1?) KOH/ZtOH COOH
Or——1 -
N_ S

29) HCL/H,0 NH-CS~CH,
%//" 2

C6H5 ////// A
NO3 g

CcooH
NH-CO--C6H5

En 1949, ya existian antecedentes sobre la adicién de =~
diazometano a 2-fenil-=l4-bencilidén oxazolonas (34), obtenidén
dose un anillo de ciclopropano al adicionarse metileno al dg
ble enlace exociclico. Una vez formada la espirooxazolona,
puede pensa:rse en abrir su anillo para obtener los ciclopro-
pilaminodcidos correspondientes., Las 2-fenil-oxazolonas, que
se obtienen, como verenios mas adelante, por condensacidn de
un aldenido y dcido hipdrico cn presencia de Ac

2O y AclNa -



(sintesis de Erlenmeyer), se hidrolizancon facilidad en pre

sencia de dcidos y 4dlcalis, La adicidén de dizometano a es-

tas oxazolonas puede dar lugar a la formacidén de un metil=

derivaco juntamente con el ciclopropilderivado,

Este dltimo esquema de sintesis es el que han utilizado

R. 4, Pages y A. Burger (20) para la preparacidén del dcido

1--mino=2-(4-imidazolil)~ciclopropanocarboxilico (XVI),

(xvI)

En este trabajo,

CH_,-COOH

g
N - NH-CO-C(H

Ac,0 N—CH=——(0
el R
AcNa N/’ N 0

> A ¥
c6H5
(x11I1)
- CH,N,
/\ GHy
N COo N =—<CO
{L /ﬂ L é + {L d 7 |
. N ~ N~ N~ O
Ac h Ac he
CgH CgH
(XIV) (xv)

tano a la oxazolona (XIII), no solo se obtiene el ciclopro-

2l llevar a cabo la adicidn de diazome-

pilderivado (XIV), sino también el motilderivado (XV) resul-

tante de la insercién de metileno al enlace C-H, haciendo -

que el rendimiento de la reacciédn con respecto a»(XIV)

Sea

mds bajo. Los demds pasos de esta sintesis dan, en general,

buenos rendimientos.,

Posteriormente .  (21) estos mismos autores aplicaron un

procedimiento similar para la preparaciédn de derivados de

tirosina,

Zn 1964, aparece la publicacidn de una patente belga -

[aRe

~~ ]9

sobre una nueva sintesis de dcidos 2-aril-l1-amino-cie

clopropanocarboxilicos, en la que se consigue preparar los
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dos isdémeros cis y trans de estos 4cidos., El primer paso en

esta sintesis, es la condensacidédn de aldehidos aromdticos -
con malonato de etilo, en presencia‘de piperidina y dcido -
benzoico, obteniendose asi el benzalmalonato de etilo (XVII),
después de lo cual se crea el anillo de ciclopropano en la
molécula, mediante yoduro de trimetilsulfoxonio y una base
fuerte como es el hidruro de sdédio. Se obtiene asi, el fenil
ciclopropano dicarboxilato de etilo (XVII). Las reacciones

se pueden esquematizar como sigue:

/CO,C,H, /00202H5
10 + %ﬁ ———»= R CH=C
'CO,C.H CO_.C_H_
2°2°5 (XVII) 2725
+ -
So(CH N
(CHg) 417 /NaH

00202H5

(xvIIT)

A partif de este diester (XVIII), por distintos tratamien
tos, se obtienen los isémeros cis o trans de los dcidos =-
1-amino-2-fenil-ciclopropanocarboxilicos. '

Cuando se quiere obtener el isdémero trans, el monoester,
en forma de sal potdsica, se trata con hidracina, formdndose
la hidracida (XIX). Esta, por accién de 4cido nitroso se trans
forma en la azida (XX), que por calefaccidén y pérdida de N,
da la hidantoina (XXI), que al hidrolizarse en medio alcali;o,
se transforma en el dcido trans—l-amino-2-aril-ciclopropano-

carboxilic. (XXII).
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TN CORR  NHNH, CO:\HNH2 HNO Q— FAN o
R coo™k* cooK* R ﬂooa

(X1X) (xx)
NH~-CO - COOH
__2_4@& X
CO-NH '
R
(XXT) (xx11)

Para obtener el isduero cis, el monoester del dcido (Xx11T)
se transforma en el isocianato (XXV), el cual en presencia de
f{cidos da el ester(XXVI), que por posterior saponificacidn con
duce al dcido cis-l-amino-2-aril-ciclopropanocarboxilico (XXVII),
O bien, el isocianato puede ser tratado directamente con dlca-
lis y dar el dcido cis. A continuacién esquematizaremos las =

reacciones: -

. '\\\

@ / \/C0,Et CyHs000C1 @_&cozm

RN/ cos R c-0-G~0C_H

Et3N g &§ 25
(XXTII) (xx1V)




1)NaN

2;-Né

HO™ /H+

(XxXvII)

Esta sintesis ha sido aplicada, aparentemente, a compues=

tos en que R~ varia muy ampliamente, pero solo se dan datos
y constantes en la mencionadny patente, para aquellos casos -
en que R= H, 3-0H,

Otro posible camino de sintesis de 4cidos 1-amino=-ciclo-
propanocarboxilicos, es el cue parte del ester etilico del -
4cido 1-isocianciclopropanocarboxilico (XXIX) (35).

En primer lugar.se utiliza una reaccién de Corey con -

isocidnoacrilato de etilo (XXVIII).

R, ,N=C 0 R, N=C
C=C (cH.,),S=CH

r/  co.c.u 22 S/ CO.C.H

2 2CoHs R, 2CotHs
(XXVIII) (xx1x)

Esta reaccidn va muy bien, dando una mezcla de estereoi-
sémeros, El estudio de 1la hidrdlisis de estos productos con=-
duce a los siguientes resultados; _ )

En medio dcido etandlico se obtiene (XXX); en una hidré-

lisis bdsica ruerte se origina (XXXI); en una hidrdlisis bd-



sica débil sc obtiene (

aminodcido.

NH. tc1”

co,C_H

(xxx)
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i

{{II). Ninguna de ellas conduce al

R NH-CHO R

3 1

R COOH R

27275 2

(xxx1) (XxXX11)

Nuestro propio grupo de trabajo intenté la sintesis de
los mencionados aminodcidos (36) (37), basdndose en algunos

precedentes de la bibliografia, via oxazolonas y de acuerdo

con el esquema siguiente:

R
R

D)oo -
R

variable

= C6H5; CH,=-;

?HZ-COOH

NH-COR!'

0
Ac O @ —-CH=
——iia-nj‘ll)’ ] —
N _O
Y

R

,0 OH™ _ZC}KCOOH
g > R - ‘NH~COR!

N~
\ET (xxxXTV)
OH™ )i 4
. +
_ZCB¥COOH- I lYHBCI
R NH, R o—~°
(xxxv)
4=3 NO,~
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Sin embargo, la sintesis falld debido a las dificultades
encontradas para hidrolizar las espirooxazolonas (XXXIII) o
los 4cidos 1-benzoilamino-z-aril-ciélopropanocarboxilicos -
(XXXIV). Estos compuestos son extraordinariamente resistene
tes a la hidrélisis bdsica, y su anillo de ciclopropano se
escinde en las hidrélisis 4cidas, originando aminolactonas

(XXXV), como ilustra el esquema anterior,

Posteriormenteqse intenté la preparacidn a través de hi-
dantoinas, que también fracasé, debido a la formacién de -
una mezcla de productos, cﬁyo andlisis por espectroscopfa =
de RMN, muestra la presencia, entre otros productossde pira
zolinas y metilderivados, en lugar de las espirohidantofnas

deseadas, como muestra el esquema siguiente:

e - e Do

HN NH
N HN_ _NH
¢ «
. CH,N,
NS
i Sy CH
\2 7 | 3 o)
~CH—C—0 + Cz ——rt
R | [ R [ ( + otros
HN N HN_  N<
H
N CHs hig CHy
0

Por otra parte, el empleo de metiltiohidantofnas (38condu
jo a las deseadas espiroimidazolonas(XXXVI) pero una vez -
mds fracasé la hidrdlisis de las mismas a los ciclopropila-

ninodcidos, segin se indica en el esquema siguiente:
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0 :—_—Q—: ﬁ o]
CH= —/1( CH. N /
N N N\ < N ~ £

N~ CH ’ HscH
3 N~
Scn (xxxvI1) SCH 3

3
/ NH (1hr.
@ o -cri= —o COOH
R NH-C-NH~CH,,

\ 4 N‘CH (XxXVII) 9

'kOH"

resinas

De nuevo, la hidrdlisis dcida producia una ruptura del -
anillo de ciclopropano, mientras que la hidrélisis alcalina

conducia solamente a resinas intratables,

Recientemente,y también por nuestro grupo de trabajo (39),
el compuesto (XXXVII) ha sido transformado en el 4cido 1-ami
no-2-fenil-ciclopropanocarboxf{lico, a través de un tipo de
degradacidn_que parte del compuesto (XXXVII), y que se for-

mula a continuacidn:

(XXXVIT) 2&_,_ MCOOH e @_A(coon
NH-C~N~CH, N,
NO

No obstante, el rendimiento conseguido hasta el momento

en esta transformacién es muy bajo.

Por Ultimo, mediante un procedimiento muy prometedor, in

troducido por nuestro grupo de trabajo (hO), se ha logrado
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preparar el dcido l-amino=2-aril-ciclopropanocarboxflico,
Segin dicho procedimiento, se condensa benzaldehido con -
bencilditiocarbonilglicina en presencia de anhidrido acéti
co y carbonato potdsico, para dar con rendimiento acepta-
ble 2-benciltio-4-bencilidén-5-(4H)-tiazolona, la cual -
reacciona con diazometano bajo ciertas cbndiciones, dando
entre otros productos el correspondiente ciclopropilderiva
do, el cual hidroliza con alcalis bajo condiciones suaves
para dar el dcido 1-amino-2-fenil-ciclopropanocarboxflico,

segin se expone en el esquema siguiente:

(o]
0o + CH,-COOH Ac..O CH= 4
Oyemo + o, oo (O

NH-C-SCH,~CgH, Q;/S
S SCH,CH

5



LELICCICN DE SUSTITUVILTES Y ESQUEMA GEXSRAL DE SINTESIS

El objetivo fundumental de este trabajo es el de obtener

compuestos que responcan a la férmula general (I):
R éi;‘\,_A(COOH (1)
= NH2

Yy su ensayo como posibles sustratos o inhibidores de la des-
carboxilasa de aminodcidos aromdticos,

En la parte I de esta memoria, se han visto los requeri-
mientos estructurales de un inhibidor de Dopa-descarboxilasa,
cono es, por ejemplo, la existencia de un grupo fendlico en PO
sicidén 3 en el anillo aromftico, favoreciédndose ademds la a-
finidad por la existencia de otro grupo fendlico en posicidén

No obstante, la cquimica de estos compuestos es muy poco
conocida, y estimamos que serfia interesante tener una idea -
lo mdAs amplia posible del efecto que las distintas sustitu~
ciones producirian en las propiedades de la molécula, Tenien-
do en cuenta, pué%, ambos factores, hemos elegido.de una par
te, una variedad de sustituyentes con diversa capacidad elec-
tro-donadora o electro-aceptora como (CHB)ZN’ CHB' CHBO' c1,
NOZ"”’ y de otra, sustituyentes hidroxilados en varias po=-
siciones, con miras a obtencer estructuras que muestren mayor
o menor afinidad por el centro activo de la enzima., Por dl-
timo, se eligié algin radical alifdtico y heterocfclico, con
objeto de explorar el alcance del método y su posible aplica
cidn a la futura preparacidn de andlogos ciclopropdnicos de
aminofcidos alifdticos y heterociclicos,

De acuerdo con lo expuesto, se selecciond una serie de -

20 aldehidos y cetonas, cou las siguientes estructuras:
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TABLA I

l Radicales i

@ CH30 @— CJ@ C-6H5CH20
-0 O O Oy
O =D 20 O

/
CH
HO CH,0 ~2g
— CH .
/ 1/,—\* " 3\ v /\ .
Ho<{ CH N, CH..—CO=CH
N4 3@ P\ 3 3
CHy
CH_O
3
cH o~ c1L O.N CH,,-CH-
37 \— @ 2 O 3T
Ho CHO

ke e e e as. S e e

Estos 20 compuestos han sido condensados con N-bencildi-
tiocarbonilglicina o con N-benciloxitiocarbonilglicina, pa-
ra dar 4-arilidén-5-(L4H)-tiazolonas (XXXVIII), gue por sub-
siguiente adicidén de diazometano dieron lugar a las espiro-
tiazolonas correspondientes (XXXIX), las cuales por hidrdli
sis bdsica conduciran a los compuestos de férmula general -

(I) por los cue nos interesamoS.
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El esquema I ilustra las reacciones que se han llevado a
cabo y que en las partes II y IIT de esta Tesis, Se estudian

en sus aspectos tedricos y experimentales.

Esquema I
R_@—CHO + CH,-COOH Ac.O R =0
|2 | —2 i g
: NH~(C=X~-CH_-C_ H NS
I 2 6 5 . Y
S (XxXXVIII)
x-cn2-06;15
X =0, S CH, N,
COOH - o)
R‘@_& e @.A__/r
NH R
2 NQI/S
(1) (XxXXT1X) -
x-.cnz-c6m5



PARTE II

SINTESIS DE ACIDOS 1-~AMINO=2=ARIL-~CICLOPROPANOCARBOXILICOS

TEORTA Y DISCUSION DE METODOUS Y RESULTADOS
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T, PREPARACION Y PROPIEDADES DD LAS 4—ARTLIDEN-3(4H)~TIAZO-
LONAS '

1.~ Sintesis

El método elegido para la preparacidén de las Learilidén-
-5(4H)-tiazolonas (XXXVIII, esq. I, pg. 27) estd basado en -
el de Erlenmeyer-P1ldch (41) (42) para la sintesis de oxazolo
nas, Segin este método, las oxazolonas se obtienen condensan
do un aldehido aromditico con un N-acilderivado de glicina, -

en presencia de anhidrido acético, tal como sigue:

Ar-CHO  + CH,~COOH — s Ar-CHT-—",O

NH-CO=R NQ;/O

Estudios posteriores de estas reacciones hacen suponer -
que primeramente se forma la oxazolona, la cual condensa con

el aldehido segiin el esquema siguiente:

CH,,~COOH (CH,C0)_,0 CH=—CO Ar-CHO A.r-CH.-.I-——'—CO

__3__2_;...|2é_____€..__

NH-CO-R N
\'/ \/
R R

En nuestro caso, el esquema general de sintesis es total-

mente paralelo:

R@-CHO + ' CH,~COOH ‘@C}I_l

. NH—C—X—CH -C H
3 65
X =0, s x-cn ~CH

2 5

R.= variable
La condensacidén va bien en anhidrido acético-acetato sé-
dico o en anhidrido acético-carbonato potdsico, segin los ca

S50S,
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a) 2=benciltfo-lL-arilidén-5(4H)-tiazolonas

Fueron preparadas por el método'de Cook y Harris (QB), -
usando como producto de partida N-bencilditiocarbonilglicina

(XL), preparada como sigue:

CH,-COOH + S,C _OH" GH,,-C00 CgH ;~CH,,CL
| - ——
NH,, NH-C-S
§
CH,~C00 . ?Hz-COOH (xL)
» S=CH..~C_H
NH-§-3-0H2-06H5 NH-g- ~CH,~CH,

esta dltima condensa con aldehidos aromdticos segin el esque-
ma siguiente:

Esquema IT

s
(xL) (XL1) S=CH_,~C

Los aldehfdos aromdticos empleados fueron los siguientes:
benzaldeh{do; anisaldehfdo; L-nitrobenzaldehfdo; L4-tolualde-
hido; 4-clorobenzaldehido; 3-clorobenzaldehfdo; 4=fluoroben-
zaldehido; piperonalj A4-hidroxibenzaldehfdo; 3-hidroxibenzal
dehidoj vainillinaj; isovainillinaj; protocatecualdehido; l-me
toxibenzaldeh{do; 3-metoxibenzaldehfdo; A4-—benciloxibenzalde-
hido; U-dimetilaminobenzaldehfdo e indolil-3-aldehfdo,

La condensacién se realizé en anhidrido acético-carbona-
to potdsico a temperatura ambiente en unos casos.y en anhi-
drido acético a ebullicidn en otros} as{ por ejemplo, en la
condensacién de un hidroxibenzaldehfdo con N-=bencilditiocar-

bonilglicina se obtuvo el correspondiente (XLI) derivado ace



=30

tilado cuando se hizo en AcZO/COBKz, pero resulté sin aceti-
lar cuando se hizo en ausencia de CO3K§; lo mismo ocurrié -
con el derivado inddlico. h

Usando este método se prepararon las tiazolonmas (XLI) =
descritas en la tabla I de la parte III, todas ellas se des-
criben aqui por primera vez excepto la 2-bencilt{o;4-bencilé
dén-5(4H)=~tiazolona descrita por Cook (XLI, R=H) (43),

Los rendimientos oscilan entre el 40 y el 75%, siendo -
mds bajos en el caso del 4~F (20%) y del l&-OGHz-CsH5 (30%).

La caracterizacidén de estos compuestos se ha llevado a

cabo por técnicas de microanf{lisis y espectroscopfa IR y RMN,

b) 2-benciloxi-l-arilidén-5(4H)=~tiazolonas

Se prepararon de manera similar a las anteriores, usando

N=benciloxitiocarbonilglicina (XLIV) como producto de parti-

da, la cual se obtuvo como se esquematiza a continuacidn:

H
@-CHZOH + Na £ @cmz-or:a S.C
CH.-C-S Na* TCH CH,,~O=C=S~CH
2 g 3 2 s 3

(xL1I1) - (xLIII)

NH,~CH,,~COOH CH,,~0~C~NH-CH,,~COOH
) - @ 27°7g 2

(xL1IV)

Este producto ha sido preparado por primera vez por no-

sotros, y en su sfntesis se obtenfa a veces un isdmero del =
mismo, la N-(benciltfo)-carbonilglicina (XLVI) descrita por
Cook (43), y cuya formacién puede deberse a un reagrupamien-—
to sufrido por el O-bencilxantogenato de sodio (XLII) con el
calor. Este reagrupamiento puede explicarse por un desplaza-
miento nucledfilo a través de un estado de transicién de 4

miembros, para dar el compuesto (XLV).
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/'o'}c;s'Na* Oyg-STNa
/ A [
Ph-CH, (s Ph=CH,~S
(XLIT) (xLv)

De hecho, estaltransposicién puede producirse en el curso
de la sintesis sobre el bencilxantogenato de sodio (XLII), so
bre el bencilxantogenato de metilo (XLIII), o sobre la N-ben-
ciloxitiocarbonilglicina (XLIV), conduciendo en cualquiera de
estos casos a N=(benciltio)carbonilglicina (XLV) como produc-
to final. Reagrupamientos andlogos de grupos tiocarbonilato =

(-C~0-) a carboniltioato (--S«) se encuentran descritos en -
S 0

la bibliograffa (44), y algunos autores (45) describen los -
ditiocarbonatos como forma estable de los xantatos,

Los intentos de ciclaciédn con anhidrido acético de la N=
~-(benciltio)carbonilglicina (XLVI) no condujeron a la corres-
pondiente oxazolona 2-benciltfo-sustitufda, sino a una oxazo-
lona 2-metil-sustitufida, Asiyocurrid que al hacer reaccionmar
el L-hidroxibenzaldehfdo con la N-(benciltio)carbonilglicine
en presencia de anhidrido acético,se obtuvo un compuesto cu-
yo andlisis elemental y espectros IR y RMN concuerdan con la
estructura (XLVb) |

..#..AcO@-CH:C—CO
CHO , |
CH,,~COOH NX
+ | Ac,0 (XLva) S~CH,_~C_H
NH-C=0 ] 2 765
OH [
._,Aco-@mhc——-co
(XLVI) [
. N> O
X
(xLvb) CH

3



R 0 + CH,—-COOH
- ] L
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Esta estructura fué comprobada inequivocamente por sinte
sis directa a partir de acetilglicina y 4~hidroxibenzaldeh{-
do en una reaccidédn similar a las descritas con anterioridad
para estas 2-metiloxazolonas (46). Su formacién se debe posi
blemente a una transacilacidn que sufre la N—(benciltio)car-

bonilglicina en el medio de raaccidn:

?HZ—COOH + (CH3~CO)20 .g_.?Hz-COOH + Ac0.CO.SCH,
NHf§~S-CH2-06H5 NH-g—CHB CgHsg
(XLvI)

Cook, en su trabajo con la N-(benciltio)carbonilglicina
(XLVI) tampoco logra la ciclacién de ésta a la correspondien
te oxazolona en anhidrido acético. No dice si habfa observa-

do dicha transacilacidn.

Las 2-benciloxi-4-arilidén-5(4H)~tiazolonas (XLVIII, esq
III), fueron preparadas por condensacién de la N~-benciloxi-
tiocarbonilglicina (XLVII) con un aldehfdo aromdtico, segin -
el esquema siguiente:

Esquema IIT

NH C—OCH -C
S

65
(XLviI) (XLVIII) OCH =Cetl5

Los aldehfdos aromdticos condensados fueron los siguien-
tes: benzaldehido; anisaldeh{doj 4-nitrobenzaldehfdo; l4~to-
lualdehido; 4~clorobenzaldehfdo; 4-~hidroxibenzaldehfdo; 3-hi
droxibenzaldeh{do; 3,4-dimetoxibenzaldehido; 4=benciloxiben-
zaldehido; indolil-3-aldehido y piridin-b-aldehido,

La condensacién se realizé en anhidrido acético-acetato
sédico o en anhidrido acético-carbonzto potdsico segin los -
casos, empledndose el CO cuando se deseaban obtener los -

3 2

derivados acetilados en el caso de los hidroxiarilaldehfidos.



Usando este método se obtuvieron las tiazolonas (XLVIII)
descritas en la tabla I de la parte III, todas ellas prepara
das por primera vez por nosotros. ‘

Los rendimientos oscilan entre el 40 y el 75% siendo muy
bajo (15%) en el caso del derivado piridfnico,

La caracterizacidén de estos compuéstos se ha llevado a

cabo por técnicas.de microandlisis, espectroscopfa IR y RMN,

c) Intentos de obtencién de las 4—alquilidén-5(4H)~tiazolonas

Las 4-alquilidén-5(4H)~-tiazolonas se intentaron obtener -

utilizando los métodos descritos en los esquemas II (pg. 29)
y III (pge 32), empleando acetona e isobutiraldehfdo en los

dos métodos, no obteniéndose en ningiin caso las tiazolonas -
deseadas, sino una mezcla muy compleja de productos que no =

pudicron ser separados ni caracterizados,

2.~ Zspectros IR de las 4-arilidén-5{4H)-tiazolonas

Todos los espectros IR de las 4-arilidén-5(4H)-tiazolonas
presentan una banda de gran intensidad alrededor de 1700 cm™ ',
debida a la fuerte absorcién carbonilica tipica de X-tiolactg
nas insaturadas (47).

La banda de absorcidén del doble enlace exocfclico la he=
mos determinado por comparacién con los espectros de los co-=
rrespondientes espiroderivados, (en los que esta banda desa-
parece debido a la formacién del puente de metileno) aparecien

do a valores del orden de 1600 cm ™
1

en las benciltiotiazolonas

y algo m{s bajos, hacia 1575 cm ', en las benciloxitiazolonas.
Por otra parte, también se aprecia la absorcidén debida a

la vibracién de los enlaces =C=C-~ del anillo aromdtico conju=-

gado, hacia 1580 cm-1

que también desaparece en los correspon
dientes espiroderivados,

En cuanto a la absorcién del enlace =C=N~, presenta valo=
res diferentes segin que se trate de una benciltio o de una =

benciloxitiazolona, siendo para los primeros del orden de -
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1480 cm™ ! v para los segundos de 1625 cm-1, valores que es-—
tan dentro del margen de absorciones de enlaces ~C=N=- conju
gados ciclicos observados por otros autores (48).

En la tabla II de la parte III se redogen los valores in

dividuales para cada compuesto,

3.- Espectros RMN de las h-arilidén-5(4H)-tiazolonas

Su interpretacién no ofrece grandes dificultades. En la
zona de los protones aromdticos aparecen dos tipos de sefia-
les: un singlete deformado, hacia 5:7.&, correspondiente al
anillo aromdtico no sustitufdo, y dos o tres series de ban-
das debidas al anillo unido al doble enlace y cuyas posicio=

nes dependen del tipo de sustitucién,

El protén vinflico aparece en ambas series como un sine
glete alrededor de 5:7.0jexcepto en el caso del derivado =
indélico que presenta un valor de S=7.3. Estos valores, co=
mo se discutira en el apartado siguiente, estdn de acuerdo =
con una configuracién Z para los compuestos en cuestién,

En cuanto al grupo ~CH_=X=~, aparece como un singlete ha-

cia &=4,5 en la serie en iue X=S, y hacia &=5.5 en la que

X=0, )
En la tabla III de la parte III se dan los valores ine

dividuales de’los desplazamientos quimicos y constantes de

acoplamiento para cada compuesto obtenido.
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L4 ,- Estereoquimica

Como es posible tedricamente a la vista de sus estructu=-
ras, las 4-arilidén-5(4H)-tiazolonas pueden presentarse en =-

dos formas, isémeros geométricos entre si{,E y Z.

l Rl {
R N S N
{gzzr’ -CH -06H \*/

YA : E

El método utilizado por nosotros para preparar las h-ari
lidén-5(4H)~tiazolonas est{ basado en el de Erlemmeyer-Pl3ch
para la sintesis de oxazolonas, La estereoquimica de las oxa
zolonas preparadas por este método ha sido objeto de numero-
sos y conflictivos trabajos, que dltimamente ha quedado bien
establecida por Morgenstern (49) y Brocklehurst (50) al tra-
tar el problema mediante RMN y espectroscopfa de rayos X, =

dando como isémero estable el Z.

H\ =-—_d?0 .
@ ;\I o isémero "estable"
¥ z

06H5

Los dos isémeros E y Z se pueden diferenciar a través de
sus espectros de RMN en los que los protones vinflicos tie-
nen diferentes desplazamientos quimicos, siendo del orden =
de 5:7.2 para el isémero Z y de &=7,5 para el E,

En nuestros dompuestos, el protémn vinflico aparece alre=
dedor de &=7,0, valor que se acerca m4{s a los isémeros Z -
que a los E de las correspondientes oxazolonas,

Por otra parte, en nuestro grupo de trabajo (51) se ha
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estudiado la estereoquimica de una serie de arilidén-oxazolo=-
nas, trabajo en el que se prepararon varios pares de isémeros
E y Z a los que se adicioné diazometano para formar el espiro
derivado en cada caso, abriendo posteriofmente el ndcleo de =
oxazolona para dar E y Z 1-benzamido=-2-aril-ciclopropanocarbo
xilatos de metilo., En el esquema siguiente se resume la serie

de reacciones para el isémero 2Z:

H
\U=' o i /\ coocH,
NH, CO,
O e
CH
675 (XLIX)

Las mismas reacciones se hicieron con el isdmero E,

Nosotros hemos preparado los compuestos (XLIX) cuando R=H

v R=ll--OCH3

pondiente Zcido 1=amino-2-fenil-ciclopropanocarboxilico obte=

por benzoilacién y posterior metilacién del corres

nido a partir de la correspondiente 4-arilidén-5(4H)=tiazolo-
na tal como se describid en el esquema I (pg. 27). Los com =
puestos obtenidos resultaron ser idénticos a los isémeros Z =

obtenidos de las oxazolonas Z.

OOH 1) ¢ H_cocCl H COOCH
NH 2) cg > - 3

5

(XL1x)

Lo cual demuestra que las L4-arilidén=tiazolonas (XXXVIII,

esqe I, pg. 27) preparadas por nosotros, tienen configuracién
Z , pues como se discutird mds tarde (pg.50) la creacién del

anillo de ciclopropano transcurre de modo estereoselectivo.
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II, PREPARACION Y PROPIEDADES DE 1~ARIL=5-BENCILTIO (4 bencil-
0Xi ) mb6=TI0=4~AZA=ESPIRO=(2,4 )HEPT=4~EN~7~0ONAS

1.~ Sintesis del anillo de ciclopropano

Existen varios métodos para la creacién de un anillo de ci
clopropano en una molécula, Fundamentalmente son los siguien=
tes:

- A travéds de una reaccidn intramolecular de Wurtz,
/CHzBr
CH ' Na -
\gCHzBr

- Pordeshidrohalogenacidn intramolecular.

CH, - |
| “CH,-CO-CH, _KOH , [::>~00.0H3
CH,Br |

- Por reaccién de sodio malonato de etilo con dihalogenu~

ros vecinales,

THzBr NaCH(COzEt)z | ?HZ-CH(COZEt)Z
CH,Br CH,Br
NaCH(COZEt)z
COOEt CH,~CNa(CO_Et
- | 2 ( 2 )2
COOEt CH,Br

- A través de la reaccién de Simmons y Smith (52). Segin
estos autores, la reaccidmn transcurre de acuerdo con -

el esquema siguiente:



Zn/Cu + CH,I, —= CH,ZnI, + Cu

252
~c ,ZnI
Y " 1
CH Yoo &t
zan2 + / - \ ,1 2\ :
’ 'S )
,C I

I.2n +

~ Por reaccidén de dobles enlaces con yoduro de trimetile

sulfoxonio y una base fuerte (reaccidén de Corey) (53)

0
hyt -
(cH,) 2-S+-CHBI + NaH _DMSQ

0
It
—_— (CH3)2—S=CH2 + Nal + H,

0
1 \ / B
(CH3)2-S=CH2 + /c:c\ ——— J>( + (CHB)Sz...O

- Adicién de diazometano a ésteres dn-ﬁ—dnsaturados. Es=
ta reaccién, observada por Buchner en 1888 (54), fué em
pleada posteriormente por diversos investigadores y ame

pliamente estudiada en la bibliografia (55).

El método elegido para la formacidn del espiroderivado ha
sido este dltimo, ya que existian antecedentes sobre ello en
la bibliografia para las oxazolonas (20) (32) (33).

El mecanismo por el gue transcurren las reacciones de a-—
dicién de diazometano es muy incierto y no hay ningin criterio
por el que se pueda asegurar que vaya por un determinado cami-

no, A continuacidédn se dan los mds probables:
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a) En algunos casos se han aislado pirazolinas intermedias
que posteriormente por calentamiento o fotdlisis se descom

ponen con desprendimiento de nitrégeno, dando el ciclopro=-

pilderivédo, el metilderivado o una mezcla de productos, =

tal como ocurre en el caso de la 3-acetamido-3-metoxicarbo

nil—h-fenil-lf-pirazolina obtenida en la adicidén de diazome
tano al 4cido o~acetamidocindmico.

Un posible mecanismo serfa el siguiente:

b) En otros casos, no se han detectado pirazolinas interme-
dias. aprecidndose sin embargo desprendimiento de nitrégeno,
lo cual hace suponer un mecanismo de adicién dipolar Michael

(‘ +)
LN,
CH

a un doble enlace?

5o, S, =+ V2N )
c=c—-c=0*’+ CH.=N. — |H—C—C>=c—d
/01 2 2 R
/;(-H
P ,

CH )
o0 N, [HL] ‘V\:CQ N

—C= 2 c—cC ) H—C—C—C*+~
R S A BRER
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Se cree que este mecanismo ocurre preferentemente en fase Li

quida y a temperatura ambiente.

c) En fase gaseosa, muy probablemente, la reaccién transcurre
a través de un carbeno, que se forma a altas temperaturas o =

por accidén de la luz o de ciertos catalizadores,

= W

CH2-NEN h™ a :CH2 + N=N

En nuestro caso es muy dificil establecer un mecanismo de
adicién, dada la diversidad de productos obtenidos en la reac
cién, cuya presencia podria explicarse en principio por varios
tipos de mecanismos, que pueden producirse incluso simultdnea

mente, como veremos a continuacién,

2.= Adicién de diazometano a U~arilidén-5(4H)~tiazolonas

Basdndonos en los antecedentes de adicidén de diazometano
a L-arilidén~oxazolonas y otros sistemas parecidos, intenté-
mos la preparacidn de espirotiazolonas con dicho reactivo.

La adicidén de diazometano en éter a lL-bencilidén-2-bencil
tio-5(4H)~tiazolona dié una mezcla compleja de productos, de
la que espontdneamente se separé una masa cristalina consti-
tuida por dos componentes, uno de los cuales resultd ser el -
espiroderivado deseado (XXXIII) y el otro un compuesto, cuyo -
andlisis elemental mostré ser el producto de reaccién de la -
tiazolona con tres moles de diazometano, con pérdida de dos 4.
moles de nitrégeno, y en cuya molécula aparecfa un anillo de
pirazolina;

A fin de tratar de evitar en lo posible la formacién de -
este dltimo compuesto, ensayamos la adicidén de diazomefano a
m4{s alta temperatura, pensando que asi podria favorecerse la
descomposicidén del anillo de pirazolina, Para ello, y en vis-
ta del bajo punto de ebullicién del &ter, se hizo reaccionar
la tiazolona con diazometano en benceno, a 40-45°C, As{ se ob

tuvo una mezcla de productos, como anteriormente, pero en la
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Coa .

""C‘?
gque solo se detectaron trazas de 1la plrazollna mbnclonada, -

mientras el espiroderivado deseado cristalizd can rendlmxento
aceptable, .

La adicidn de la tiazolona sobre un gran exceso de diazo=-
metano en éter, a 0-2° Cy produjo, como era dQ eSperar, el efec
~to contrario, consiguiéndose aislar ahora, con 65-70% de ren~
dimiento, el producto de adicién de tres moles de diazometano,
mientras el espiroderivado apenas si se hallgygkprgsegte en la
mezcla de reaccidn. f:i"“ i

Por datos espectroanaliticos, que comenf&;emdS'é continua-
cidn, llegamos a la conclusidn de que 1la eSt#ubfura del produc

to de adicidn es la indicada en (L), i e

Los hec@ps m4ds relevantes que condujeron al establécimiqg
to de la estructura de este compuesto diespiféﬁico son los si
guientes: A .

El anéllsls elemental dié una fdérmula molecular 020H19N5082
En el espectro IR se hace notar la ausencia de sefiales signi-
ficativas hacia 1600-1700, as{ como la presencia de una banda
de tensién C=N a 1595 cm™ ', S

En el espectro de TH-RN (ver fig. 1), destacan la existen
cia de un sistema ABX, Sx53.32 (JAX=7.2 Hz , JBX=S;h Hz) -

5A,+B -
na,ademds de dos sistemas AB (protones GD y Q,JF) con seiflales
a SD=2.67 SF=2.85 5E=3.38 y Sb=3.56. Las constantes de a-~.

coplamiento geninales JEF:“12‘5 Hz vy JCD=4.6 Iz corresponden

=4.8 (JAB=-17.6 Hz), asimilable a un anillo de pirazoli-
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perfectamente a las que se hallan en la bibliograffa para ani
llos do seis y tres miembros, respectivamente,

Se observa, ademds, una constante de acoplamiento a larga
distancia, JCE=1.5 Hé. 13 ‘

La observacidn del espectro RMN de ~“C confirma la ausen-
cia de C=0, asi como la presencia de :C:N (159.5 p.p.m).'Apg
recen, entre otras, dos sefiales a 53.2 y 56,0 p.p.m, asignables
a los carbonos del anillo de oxirano,

El espectro de masas didé una falsa masa molecular M+=353,
inferior a la que realmente posee (M+=381), debido a que el -
producto descompone en la cdmara de ionizacidn.

En efecto, si se calienta (L) (pg. 41) hasta su p.f., la
espiropirazolina descompone, con desprendimiento de nitrégeno,
y se obtiene un nuevo compuesto (LI) (pg. 41) , de férmula
molecular 020H19; e . 1
(C:N),y cuyo espectro de masas arroja una masa molecular -

M'=353. | |
El espectro de 1H--RMN (ver fige. 2) muestra una estructura

\IOS2 que mantiene la banda IR hacia 1595 cm~

bdsica anfloga al de (L), con una diferencia a resaltar: la
desaparicidn del sistema ABX del anillo de pirazolina Yy apari
cién de un nuevo sistema ABX, 5X=2.h3 (JAX=7'5’ JBX=9-5)9 -

5A+B=1.41 (JAB=—5.1). Los desplazamientos quimicos Yy en es
pecial los valores de las constantes de acoplamiento, inducen
a pensar en la formacién de un anillo de ciclopropano a par-
tir del de pirazolina, El resto del espectro, es asimilable =
al de (L) (pg. 41) , con variaciones en los desplazamientos
quimicos, manteniéndose prédcticamente iguales las constantes
de acoplamiento,

La Dra, M? Luisa Martinez, del Departamento de Rayos X =
del Instituto Rocasolano, realizd un estudio por rayos«X del
compuesto (LI)(pg. h1) y confirmando la estructura propuesta,
y obteniendo la configuracién que se indica en la férmula (LII)

y una conformacidn de media silla (ver fdérmula (LIII)).
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En solucidn de cloroformo, la constante de acoplamiento a
larga distancia, ya mencionada (JCE=1.5 Hz), igual tanto para
la espiropirazolina como para el espirociclopropano, parece -
sefialar hacia una disposicién en W para dichos protones, ini-
cialmente posible en la conformacidn de media silla, segin se

deduce de la observacidén de los modelos Dreiding.

(L1I1)

Con el fin de tener un panorama m&s completo de la adi-
cidén de diazometano a 4-arilidén-tiazolonas, se aislaron en -
un caso, por cromatografia de capa fina preparativa, todos les
productos que se obtienen en la reaccién. Los resultados se in
dican en el esquema (IV) (pg. 46).

Como podemos observar, la reaccidn da lugar a la adicidn
de un mol de diazometano, (estructuras LIV, LVy LVI); dos moles
de diazemetano (LVII) y tres moles de diazometano (LVIII),

. De ello parece desprenderse que la reaccidén pudiera tener
lugar por una adicién de tipo Michael del diazometano al do=
ble enlace exociclico.

Si las condiciones del medio favorecen la estabilizacién
de la betafna (o de la pirazolina formada), tiene 1u§ar la ad-
misién de un segundo mol de diazometano, con expansidn del a-
nillo de tiazolina a 1,3 tiazina, Si en ese momento se destru
ye la betaina (o la pirazolina), formando el anillo de ciclo-
propano, la reaccién se detiene, llegdndose a (LVII). Por ul-
timo, si sigue estabilizada la betaina, se adiciona el tercer

mol de diazometano al C=0 dando lugar a (LVIII).
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Lsquema IV

0
(7
[T N —
[:::Tf_~ OCH,CgH,
(LIv)

ocazcsn5
o (Lv)
"_. CH,N
Illli>==<’ 2N ’_ 0
N= >
O OCH206H5
(LvI) OCH,CgH,
, N
N\(S
ocnzcsn5
(LviI)
Nﬁw
-
NQE/S
CH206H5
(LvIII)

El que esto pudiera tener lugar asi, parece venir apoya-
do por el hecho de que no se ha detectado el compuesto con =
ciclopropano, expansién de tiazolina y oxirano, y el que los
intentos de expansionar el anillo de tiazolina de (LV) con -

di.zometano han resultado siempre infructuosos,
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Se= 1-aril—5—bencilt{o (8 benciloxi)-6-tio—4—aza-eSpird-(2,4)

hept-4—en-7-onas

Como ya hemos mencionado en el apartado anterior, el es-
quema general de sintesis para la obtencidén de estos compues

tos es el siguiente:

Esquema V

= .0 CH_N 0

R = /,
o ==

N X
X=0 (XLVIII) X=0 (LIX)
(XXXVIII) (XxXx1IX)

X=S8 (XLI) X=S (LX)

a) Adicidn de diazometano a las 2-benciloxi-b-arilidén-—5-(4H)-

tiazolonas

La adicidn de diazometano a las 2-benciloxi-U-arilidén-5
(4H)~tiazolonas (XLVIII) en benceno a 45-50°C,en los casos en
que R= Hj h-OCHB; M—NOZ; L_.C1; h-OCOCHB; 3-OCOCH3, condujo a
los correspondientes espiroderivados con rendimientos que os=
cilan entre 25 y 50%,

En el caso del 3,4~dimetoxibenzaldehfdo, de la compleja =
mezcla de reaccidén, no logrd aislarse el espirdderivado.

En el caso de lh-=benciloxibenzaldehido, bajo las condicio-
nes ordinarias de la reaccidn, incluso cuando ésta se realizag
ba a temperaturas algo superiores (unos 6500), se aisld come

producto mayoritario el de adicién de tres moles de diazometa

no.

b) Adicidén de diazometano a las 2-benciltio-h-arilidén-5(4H)-

tiazolonas

La adicidn de diazometano a las 2-benciltio-b-arilidén-3
(4H)~tiazolonas (XLI),en las que R= Hj u-ocuj; 3-0CH,; L-NoO,
L~CH ;4-Cl; 3=Cl; L4-F; 3,u-o-cnz-o-; h-ococHB; B-OCOCHB;
3,4=0COCH,, vy h—OCHZC6H5, condujo a los correspondientes espi

3
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roderivados con rendimientos que oscilan entre hO—SO%; mien=
tras que cuando R=1+--N(CH3)2 se aislé como producto Unico el
metilderivado, de estructura similar a la del compuesto (LIV)
(esq. IV, pg. L46). : |

En general los rendimientos de espiroderivados son mejores
para los benciltio-~ que para los benciloxiderivados, encon-
trdndose en las dos series los rendimientos mayores cuando el

anillo aromitico porta un grupo acetoxi.

c) De la adicién de diazometano a las tiazolonas ((XXXVIII),
esq. V, pg. 47) en las que el nidcleo bencénico ha sido sustiw
tuido por uno heterociclico (indélico o piridfnico)y el espiro
derivado correspondiente se obtiene con muy bajo rendimiento
(del 2% para el derivado indélico, y del 1% para el piridini-
co), por lo que éste no se considera método preparativo para

el tipo de compuestos que se quieren obtener,

Todos los ciclopropilderivados ((XXXIX), esq. V, pg. 47)
han sido identificados por técnicas de andlisis elemental, es
pectros IR y RMN y sus propiedades se resumen en la tabla IX

de la parte IIT,

4,- Espectros IR de las 1-aril-=5-benciltio (8 benciloxi)=—6~

~tio-l-aza-espiro=(2,4)hept-b~en-7-onas

Lo m#&s caracteristicos de los espectros IR de estos compues
tos es la desaparicidén de la banda correspondiente al doble -
enlace exociclico que presentaban las l4-arilidén-tiazolonas,

.. La absorcidén carbonilica para los espiroderivados es del -
orden de 1720 cm_1, tanto en el caso de los benciloxi como en

el de los benciltfoderivados, valor ligeramente superior al -
presentado por las L-arilidén-tiazolonas de 1700 cm-l, debido

posiblemente a la desaparicién de la conjugacién con el doble

enlace exociclico. |

La absorcidn del enlace C=N aparece a valores entre 1620~
-1630 cm™ ] para los benciloxiderivados y hacia 1550 em™1 para
los benciltioderivados, valores muy parecidos a los presenta-

dos por las correspondientes 4-—arilidén-tiazolonas en el caso
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de los benciloxi, y ligeramente superiores en el caso de los
beciltioderivados,
Los valores individuales para cada compuesto se resumen

en la tabla X de la parte III.

5.,= Espectros RMN de las j-aril-3-benciltfo (6 benciloxi)—=6-

~tio=l~aza-espiro—=(2,4)hept-b-en-7-onas

Hyp
Hy CO-S

R. N= C-X~-CH,~CH,

Lo mds caracteristico de estos compuestos es el sistema =
que forman los tres protones del anillo de ciclopropano, Ted-
ricamente deberfa de resultar un complejo sistema ABX ya que
el protén X estd desdoblado con valores de J distintos por =
los protones A y B, y los protones A y B lo estdn por el X ¥y
entre s{i, v

En los benciltioderivados los tres protones del anillo de
ciclopropane se resuelven, en efecto, como un sistema ABX, a-
pareciendo la parte AB como un multiplete (seis u ocho picos)
hacia valores de S=2.3, y el protén X como un multiplete =
(cuatro sefiales) hacia &=3.2, En algunos casos (R= 3-Cl} -
4-01; LoF; 3,&-0CH20—; 3-OCH3)en los que la parte AB no es in
terferida por los desplazamientos quimicos de algin otro gru-—-
po de la molécula, (grupos CH, de los acetoxilos), el sistema
se resalsié tedricamente, encontrdindose unos valores para las
constantes de acoplamiento del orden de =4 Hz para la geminal
y de 8.5 y 10 Hz para las vecinales, JBX Yy JAX respectivamen-
te, Los valores encontrados concuerdan con los descritos para

ciclopropanos (356).
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En los benciloxiderivados el sistema ABX se resuelve
de una manera aparentemente mds sencilla, estando los dos
multipletes, que tedricamente deberian de presentar los -
protones A y B,éolapsados en un doblete deformado hacia =

é;=2.2 mientras que el protén X aparece como un triplete
hacia S=3 o1

En cuanto a los dos protones del sistema CH2-X cuane
do X=S aparecen, en la mayor parte de los casos, como dos
dobletes correspondientes a un sistema AB, con unos des-
plazamientos quimicos del orden de S=4,3 y 4.1, y una cons
tante de acoplamiento de -14Hz; apareciendo, sin embargo,
como un singlete a S:ﬂWB cuando el anillo bencénico posee
un grupo acetoxilo en la posicidén 3.

En el caso de los benciloxiderivados, en algunos com
puestos (R= H; 4=NO
po CH2
que en otros (R= L4-OCH

X

3-OCOCH3), los dos protones del gru
~0 aparecen como un singlete hacia 5=5.3, mientras

3$

sistema AB, presentando unos desplazamientos quimicos de

L.C1; 4—OCOCH3)~aparecen.como un

§;=5.4 y S=5.1, y una constante de acoplamiento de -12Hz,
Los valores individuales de los desplazamientos qui-
micos y constantes de acoplamiento, para cada compuesto,

se recogen en la tabla XI de la parte IIT,

6.- Estereoquimica

En la pdgina 35 hemos discutido la estereoquimica de
los Learilidéntiazolonas, aportando pruebas de una configu
racidén Z para aquéllas, es decir)con una orientacidn trans
referida a los sustituyentes arilo y C=0, La adicién del =

grupo =CH_-~ con diazometano al doble enlace puede o no =

2
transcurrir con retencidn de la configuracidn, de modo que,
ain partiendo delisémero Z de 1lds 4~arilidéntiazolonas es

posible obtener dos espirotiazolonas isdmeras A y B, segin

el esquema siguiente:



C
sd) N (4)
- Ar N=
\::: < CHZNZ
AT N= Ar C-
(B)
N=

En el caso A hay retencidn de la cofiguracidn; en el ca
so B hay inversidén, Esta inversidn se puede producir, si en
el curso de la insercidn del grupo metileno hay tiempo sufi
ciente para que se produzca un giro sobre el enlace C~Cy =
que inicialmente era doble., Que esta inversidn ocurra o no
depende del mecanismo de la reaccién que, como se ha discu-
tido en la pdgina 39, no estd aclarado.

No obstante, el hecho experimental en oxnzolonas (51),
como ya anotamos en la pag. 36, es que la reaccidn transcu-
rre estereoselectivamente., y da lugar a muy escasa inver-—
sidn. | .

Por todos los datos que poscemos, esto parece ser tani-
bién lo que ocurre en el cuso de las tiazolonas.

Por comodidad y a fin de conservar la nomenclatura Z y
E, propuesta inicialmente para derivados de etileno (83),
para el caso de los espiroderivados, hemos generalizado la
nomenclatura Z2 y E a compuestos ciclicos, Esta generaliza-
cién no sabemos que haya sido utilizada anteriormente, pe-
ro creemos que es complet:mente vdlida, sin mds que tomar
ahora como planc de referencia el plano que contiene el ani
llo, en este caso de ciclopropano. Asf puds, y respetando
todas las demds reglas, los productos de configuracién A ob
tenidos por insercién del metileno en las L-arilidéntiazolo
nas de configuracidn Z y con retencidn de la configuracidn
(trans arilo y C=0) se denominan de ahora en adelante espi-

roderivados de configuracidn Z, Légicamente, a los isdneros
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B (_c_:_}_g,_ arilo y C=0) les corresponde la configuracién E,
Los espectros R}MN de las ciclopropiltizzolonas Z y E -
obtenidas a partir de la (Z)-h-bencilidéntiazolona presen=-
tan diferencias minimas, Los espectros son prdcticamente -
idénticos, con la Unica diferencia de que el isdmero Z pre

senta los protones del 06H como un singlete a 5=7.25 Yy -

5
el isdmero E a5=7.42. Asf{mismo, el protén X del ciclopropa

no aparece a S=3.1 (z) v S=3.4 (E).
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IXI. REAGCIONES DE HIDROLISIS B..SICA DE LAS 1=ARIL=S5~BENCIL-
OXI (8 benciltfo)=6-TIO-4—~AZA~ESPIRO~(2,4)HEPT=4=EN=7=
~ONAS )

1e= Hidrdlisis bdsica de las 2-aril—=5-benciloxi-6-tio=4-aza-

~espiro=(2,4)hept-4=en-7-onas

a) Hidrélisis parcial.- Apertura del anillo de tiazolona

En una hidrdlisis a temperatura ambiente con potasa etand-
lica o acuosa de los benciloxiespiroderivados (LIX) se obtiene
un producto, que segin su andlisis elemental y espectro de RMN,
parece que se trata de una mezcla de los dos 4cidos resultan-
tes de la apertura del anillo de tiazolona por las uniones 1=5

Yy 1=2, tal como muestra el esquema siguiente:

Esquema VI ' o)
o4

NH-{~OCH,~C H
f-0%H,=Ce

5

NH-g—OCHZ-CGH5

- (LXII)

En algunos casos, cuando la reaccidén se hace con etanol-
-potasa, se obtiene mezcla de los §steres etilicos de los com
puestos (LXI) y (LXII),

Dado que esta mezcla de productos no fué poéible Separar-
la por los métodos usuales, y que en los espectros IR de la -
misma estan un tanto oscuros en cuanto a su interpretacién, =
se hizo la desulfuracidén de la misma, con el fin de obtener -

un dnico producto, segin el esquema siguiente:



Esquema VII

Nt NH-éJ—OCHz-C6H5

(LXI) |
Ag.0 COOH
_&cson R N"H-g-‘-OCHz-CGHs
N’H-C-OCH »=Cgls - (IXIII)
(LXI1I)

Un antecedente para estas reacciones de desulfuracidn lo
encontramos en los trabajos de Mustafd y col, (33) Y cuyo es
quema se did en la pg. 16,

La apertura del anillo de tiazolona con metéxido sédicoe
-metanol conduce a una mezcla de los ésteres metflicos de los
dcidos (LXI) y (LXII) que también fué desulfurada con Ag,0 re
sultando el &ster metilico del 4cido (LXIII),

El mecanismo de hidrélisis serfa el siguiente:

Ruptura 1-5:

(5% _on~ |
Ol o gl
N, .S <§§}£§

R R

9 +
0 COOH
R— @A—c-on H _A(
¢ NH-C=S
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; | z? . ‘iii} !4!§q ?

> - S
Cfﬁgg;;.-on >

= R
0
_l£§><8-é* it COSH
N\('\ O- NH- (|3=O
i
R R

b) Hidrdlisis total

En una hidrélisis mds enérgica, con potasa etandlica a re
flujo durante 1 hora, tiene lugar la pérdida del grupo bencil
oxi formdndose una disal,que descompone espontdneamente en me
dio 4cido dando lugar al aminodcido (I), el cu:l cristaliza en
medio neutro (punto isoeléctrico) tal como muestra el esquema
siguiente:

Esquema VIIT

x n

C-0H C-0K

NH-C-OCH_-C_H NH-C=Y
iy 2 765 i

OK

X=0, Y=S (LX1V)

X=S, ¥=0 + COOH

H R + C=0=X

() 2

c) Preparacién de los Zcidos ]—amino=2-aril=-ciclopropanocarbom

xflicos via benciloxiespiroderivados

La hidrdlisis bdsica a fondo, con potasé etanélica a reflu
jo durante 1 hora, de las 1—aril-S—benciloxi-6-tio-h-aza-espi—
ro=-(2,4)hept-lt~en~7-onas, conduce a los aminodcidos de férmula
general (I) en los casos en que R= H; h-OCHB;h-Cl, con rendi-
mientos que oscilan entre el 20 y 40%. Cuando R=h-N02, la hi-
drdédlisis lleva a la obtencidén de residuos negruzcos intratables,
v algo parecido ocurre cuando el sustituyente es un grupo hi-

droxilo, dada la susceptibilidad a la oxidacién de dicho grue
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po en medio alcalino y temperaturas elevadas,

En el caso de R:h-OCH206H5, no logré llegarse al aminofci
do final, resultando una mezcla de los productos (LXI) y (LXIT)
(R:h-OCHZCGHB
dose el correspondiente £cido (LXIII) (esq. VII)., Todos los =~

s ©sq. VII), que se desulfuré con Ag,0 obteniéne

intentos de eliminar el resto benciloxicarbonilo resultaron -

infructuosos,

2.~ Hidré8lisis bdsica de las 2-aril-5-benciltiof6-tio-h-aza-es- :
piro=(2,4)hept-4-en=7~onas

a) Hidrdélisis total

El anillo de tiazolona que soporta un grupo benciltfo es
sensiblemente mds 14bil a la hidrélisis bdsica que el que so=
porta un grupo benciloxi. Asf{, Tton una hidrélisis suave con -
potasa etandlica a temperatura ambiente, se llega a la disal
potdsica del 4cido carbimico correspondiente al aminodcido, el
cual se forma y descompone espontdneamente al acidular, dando

el aninodcido (I) tal como muestra el esquema siguientes

n
Kot R@A{H .
. S
SK :

Ysquema IX

O

é)
|
) N

SCH . LXT
2=ClHls (LxT)
X=0 '} Y=S
X=S, Y=0
+ . COOH
H » R + S=C=
sz
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b) Hidrélisis parcial: apertura del anillo de tiazolona

En algdn caso aislado, cuando la hidrélisis se realiza en
medio etandlico, la reaccidn se detiene con la apertura del =
anillo de tiazolona, por insolubilidad de los productos forma
dos en el medio de reacciédn. Segin su andlisis elemental y es
pectros IR y RMN, la composicién de la mezcla obtenida en es
ta apertura del anillo de tiazolona es la qﬁe se da en el es=
quema X, aunque como se discutird posteriormente, la supuesta

mezcla podria ser un dnico producto con la estructura siguien

te: R COOEt
NH-S~SCH2—C6H5
S
Esquema X

@A<CO0Et |
R P NH~C-SCH,~C cH
L é KOH :j (LXVI)
N
Y EtOH +

- ' (LXvII)

5

CSOEt

NH_g-SCH2-06H5

La formacién de estos compuestos se ha abservado en la hie
drélisis con tampén bérico-borato a pH=12 del compuesto (LX)
‘R=H) en medio etandlico, realizada con objeto de pomer a punto
un método para la obtencidén de aminosdidos de estructura cate-
célica (ver pg.59). También se observd cuando se hacia la hi=-
drélisis a 0°C del compuesto (LX)(R:B-OH) Su formacidén se evi
ta cuando la reaccidén se lleva a cabo en medio dioxano-agua,

Los espectros IR y RMN de estos compuestos (R:H), concuer
dan con los de los productos obtenidos al abrir el anillo de
tiazolona de (LX)(R:H)con metdxido sdédico en metanol, en expe
riencias paralelas realizadas por nuestro grupo de trabajo =

(57).
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c) Preparacidn de los dcidos l-amino~2-aril-ciclopropanccar=

boxflicos via hidrélisis de los benciltioderivados

La hidrélisis bgsica con potasa-etanélica (1 hora, a tem
peratura'ambiente) de los benciltio=-espiroderivados conduce
a los aminodcidos de férmula general (1) (esqe IX, Pge 55)y =
con rendimienios mejores que en la correspondiente serie de =
los benciloxiderivados, De este modo se obtuvieron los aminoé
cidos de férmula general (I) en los que R= H; 4-OCH,; 3-0CH3;

3
4-CH, ; 4~Cl; 3-Cl; 4-F; 2,3-0CH,0; con rendimientos que osci

lan 2ntre el 25 y el 75%. 2

~ Cuando R=4-OCHZC6H5, el supuesto aminodcido (I) presenta
una anomalia en cuanto se refiere a sus espectros RMN y masas,
ademds de no formar el correspondiente hidrocloruro, Estas ano
malfas se discutirdn mds adelante,

La estructura de los aminodcidos obtenidos se determiné =
fundamentalmente por técnicas de IR y RMN, no pudiendo obtener
se en casi ninglin caso andlisis elementales satisfactorios, -
por retener cantidades variables de agua, que no fué posible
eliminar por prolongados secados a vacio con P205, resul tando,
sin embargo,correctos los andlisis de los correspondientes hi
drocloruros,

Al igual que en las hidrélisis de los benciloxiespiroderi-
vados, los compuestos de férmula general (I) en los que R es
al menos un grupo OH no lograron prepararse segin el método =
empleado para los dem{s aminodcidos de la serie, obténiendose
én este caso productos negruzcos intratables, por lo que hubo

que recurrir a métodos que se discuten a continuacidn,

d) Preparacidn de los dcidos 1-amino-2-aril-ciclopropanocarbo=

xilicos con algin grupo hidroxilo en el nidcleo bencénico

Debido a la facilidad de oxidacidén que en medio bdsico pre
scentaban los aminodcidos con algin sustituyente hidroxilo en =
¢l ndcleo aromdtico, se pensé en prepararlos por desmetilacidn
de los &cidos l1-amino-2-metoxifenilciclopropanocarboxilicos =

que se obtenian sin dificultad.,.
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Dado que el anillo de ciclopropano, en los aminodcidos =
ya obtenidos, resistfa un medio 4cido fuerte, como era el em
plecado en la formacién de sus hidrocloruros, se utilizdé BrH=
-AcH e2n caliente coﬁo agente desmetilante (57a), resul tando
infructuosos los intentos de desmetilacidén. Se utilizé enton
ces el BrBB, un potente agente desmetilante, que actua a ba=
jas temperaturas (-80°C), y que ha sido utilizado con éxito
por algunos autores (72) para eliminar grupos protectores de
"la tiroxina y otros aminodc¢idosj pero que al emplearlo frene
te a nuestros compuestos, si bien se logrdé la desmetilacidén
deseada, también se fompid el anillo de ciclopropano, resule=
tando X-butirolactonas, cuya estructura se discutird en la
parte de hidrélisis Zcidas (pg.72).

A la vista de los resultados obtenidos, se volvid sobre -
las hidrélisis bdsicas de los.;;piroderivados (LX) (esq. IX,
P& 56) en los que R es un grupo acetoxilo,

Las hidrdlisis se hicieron ahora en fuerte corriente de =
nitrégeno, para evitar en lo posible la oxidacidén de los hi-
droxiderivados formados, acidulando posteriormente el medio =
de reaccidén y separando el hidrocloruro formado por extraccidn
con etanol,

Sezin este método, se obtuviéron los hidrocloruros de 1los
aminodcidos de férmula general (I) (esa. IX, pg. 55) en los =
que R= 3=0H; 4-OH; 3-0H,h-ocn3; 4-0H,3focn3, productos todos
ellos muy higroscédpicos y de f4cil oxidacidn al aire,

Los rendimientos en la obtencidn de estos compuestos son
del orden del 50% para los 4-~hidroxiderivados, pero son meno-
res, del orden del‘30%, para los 3-hidroxiderivadbs. Este mc-
nor rendimiento se debe a 1la formacién,en el caso de los 3~hi
droxiderivados,de unos compuestos secundarios de estructura -
isoquinolefinica (LXVIII). producidos por ciclacidn, como se ha
demostrado por técnicas de RMN, IR, masas y andlisis elemental.,
La formacidn de estos compuestos es debida probablemente a la
activacidn de la posicidn 4 del anillo bencénico nor el grupo

hidroxilo en la posicién 3.
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Un ejemplo caracteristico es el que se da en el esquema =
siguientey

Esquema XT

AcO COOH ) cod™
g —COH,
RS-c” rstc”
i1 )
s d
0 od™ b cod™
-HSR

J A ,
ris” & s

(LXVIII)

e) Intentos de obtencidn del 4cido 1-amino—2—(3,h-dihidrox;fe-

nil)-ciclopropanocarboxflico

Dada la gran susceptibilidad a la oxidacidén que los gru-
ros hidroxilo del anillo bencénico en las posiciones 3 y 4 -
confieren a la molécula, éste aminodcido de estructura catecd
lica no ha logrado obtenerse por el método usado para la pre-
paracién de los hidrocloruros de les hidroxiaril-ciclopropil-
aminodcidoss Si bicn, en una ocasidn, en la hidrdlisis bdsica
del correspondiente diacetoxiespiroderivado y bajo fuerte coe
rriente de nitrégenoylogré detectarse su aparente presencia,
por medio de su espectro de RMN, pero no disponemos de datos
suficientes que nos permitan demostrar fehacientemente su es-
tructura.

Por ello, se pensd en la protecciédn frente al medio bdsico
fuerte, Dado que en la hidrélisis de la 1-fenil-5-bencilt{o=~6-
~tio=l4-aza-espiro-(2,4)hept-4~en=7-ona con tampén bérico-bora
to a pH=12 en medio dioxano-agua, se obtuvo el correspondien-
te amino4cido ((I), R=H), se intenté hacer lo mismo con la =-
1=-(3,4-diacetoxifenill5-benciltfo~6~-tio-l~aza-espiro-(2,4)hept
-li-en-7-ona, en cuya hidrdélisis tedric,mente deberia de formar

se un producto intermedio de boro (70) que protegeria al cate=
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col frente a la oxidacidén en medio bdsico y que se destruiria

al acidular:

CH oco.{ :> / \ 0 (1) /\j COONa
37 T — Nao-B’O o
CH,0C0 N < ,
(1) =Na B, 0; .10H,0, pii=12 HO@_A(:;O?
HO 3

Sin embargo, el éxito no acompafi§ estos intentos,

También se intenté la preparacidén de dicho aminodcido a
partir del 3,h—metilendioxi-fézil-ciclopropilaminoécidd, hi-
drolizando el éter metilénico con BrH-AcH, En esta ocasidén =
se rompié el anillo de ciclopropano, manteniéndose, sin embax
go, intacto el grupo éter,

El tratamiento con BrBB, abordado con el mismo objeto de
desmetilacién, condujo a residuos negruzcos intratables, de=

bidos posiblemente a la oxidacién del catecol libre,

3e=.Hidrocloruros de los dcidos 1-amino-Z-aril-ciélopropano-

carboxflicos

Los hidrocloruros de los ciclopropilaminoécidos Se prepa=
faron sin dificultad, por tratamiento de los mismos con etanol
~clorh{drico, o directamente acidulando la disal potésica -
((Lx1V), esq. VIII, pg. 54, 6§ (ILXV), esq. IX, pgs 55), obteni
da en la hidrélisis bdsica de los espiroderivados,

En el caso del compuesto (I) en el que R=4=OCH C6H5’ no lo
gré obtenerse el correspondiente hidrocloruro por ningin métg
do, resultando el supuesto aminodcido extremadamente insoluble
en medio 4cido; anomalia ésta que nos hizo pensar en otra posj
ble estructura distinta a la de (I), pero que no se pudo cone

firmar ni a través del estudio de su espectro RMiJ, ni del de
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masas comparado con el de otros ‘compuestos de la serie,

Todos los hidrocloruros obtenidos, son solubles en agua =
fria excepto el 4~Cl, que lo es muy poco en fr{o, pero total-
mente en caliente, Esta solubilidad en agﬁa a temperatura am-
biente es de gran importancia para nosotros, pues evita come=
plicaciones a la hora de medir la actividad bioldgica de es=
tos compuestos frente a la descarboxilasa de amino4cidos aromi
ticosy como se veré en la parte IV de esta memoria,

La descripcién de estos compuestos se da en la tabla IX de
la parte experimental III y sus estructuras fueron demostradas

por técnicas de an{lisis elemental, espectros IR y RMN,

4,- Espectros IR de los &4cidos 1-amino-2—aril—cicldproganocQE:

boxflicos v de sus correspondientes hidrocloruros

Los espectros IR de los aminodcidos libres, presentan las
tipicas bandas anchas, entre 3500-3000 cm™ ! y entre 1600-1500

cm ', correspondientes a los grupos amino y carboxilo del ami

nodcido en su forma zwiteridnical

Sin embargo, en los hidrocloruros desaparece la banda anw
cha entre 1600~1500 cm-1, correspondiente al grupo carbox{lo
ionizado de los amino4dcidos, apareciendo una clara banda de =
absorcidn carbonflica hacia 1750 em™?,

Los valores individuales para estos compuestos se dan en
las tablas VII y X para los aminodcidos y sus hidrocloruros =

respectivamente,

5.= Espectros RMN de los dcidos le~amino-2-aril-ciclopropanocar

boxflicos v de sus correspondientes hidrocloruros

En los aminodcidos libres, los tres protones del anillo de
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ciclopropano se resuelven como un sistema ABX en el que a ca-~
da protén le corresponde un claro cuadriplete, siendo los des
plazamientos qufmicos del orden de &=2,6-2.7 para el protén
X, €=1.6-1.7 para el protén A y de S=1.2-1.3 para el B. Las
constantes de acoplamiento no varian apreciablemente con el -
tipo de sustituyente R, siendo del orden de G.,3 Hz para JBX’
de 7.3 Hz para JAX y de =5,3 Hz para la geminal,

Zn el caso de R=h-OCH206H5, hay unaznomalia en cuanto al
desplazamiento quimico del protén B, que aparece a £=0.91 ~
mientras que en los demds aminodcidos de la serie aparecia ha-
cia S=1.3.

En los hidrocloruros de los aminodcidos, los tres protones
del anillo de ciclopropano se resuelven como un sistema ABX, -
apareciendo la parte AB como un multiplete entre S=1.9 y 2.0,
v el protén X como un triplete hacia S=3.2. El sistema se ha
resuelto tedricamente para algin caso, resultando unas constan
tes de acoplamiento del orden de 6.6 Hz para la geminal y de
9.7 v 8.8 Hz para las vecinales,

Los valores individuales de los desplazamientos quimicos
y constantes de acoplamiento para los aminodcidos y sus hidro

cloruros se dan en las tablas VIII y IX respectivamente,

6.~ LEstereoquimica

La estereoquimica de los 4cidos 1-amino-2-aril-ciclopropa-
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nocarboxf{lico se ha demostrado como Z de forma inequivoca pa=-
ra dos de los productos preparados, El camino para ello fué -
el siguiente: Trabajos en curso en nuestros laboratorios han
permitido obtener inequfﬁocamente y via oxazolonas los éste=
res metilicos de los 4cidos Z y E 1-benzamido-2-ari1-ciclop:g
panocarbox{ilicos, de férmulas (XLIX) y (XLIXa) respectivamen-

te:

H 0OMe R . COOMe
-CO-C_H -CO-
. 6Hls H ” NH qo CeHy
(XL1X) (XL1Xa)
isémero 2 isémero E

Cuando dos de los aminofcidos obtenidos por’ndsoﬁros(R=H y R=
=h-OCH3) se sometieron sucesivamente a benzoiiaéiﬁn'y poste;
rior esterificacidn, dieron exactamente los mismos productos
is8meros Z, que los obtenidos por el método inequivocq antee
riormente comentado, Esto prueba sin lugarka;dudas-su confi-
guracidén Z (trans arilo-carbometoxilo). (ver pgs. 35 y 50).
Por otra parte, ya comentamos en pdginas anteriores que en
la hidrélisi§ de 3-acetoxifenil-espiroderivados para obtener
el 3-(hidroxifenil)-ciclopropilaminoécido, juntO’coﬁ el PIow=
ducto deseado se obtenf{a un derivado de isoquinoleina (esq. XI
PE. 59), de estructura bien demostrada, y cuya formacidn solo
es explicable sobre la base de una configqraci6n Z para 1los =
productos., Esto constituye una prueba qufmica indirecta de qué
los productos que veniamos obteniendo tienen éohfiguracién z,
No se nos escapa, no obstante, la posibilidad aunque.remo-
ta de que este dltimo caso se tratase de una mezcla de iséme-
ros 2 yv E, vy de cuya mezcla, el isdémero Z,en 1la hidrélisis,dig
se el producto ciclico de estructura isoqﬁinole{nica (Lviiz),
mientras que el isdémero E,incapaz de sufrir aquella ciclacién,

diese lugar al ciclopropilaminodcido obtenido., No obstante, =
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esta posibilidad es descartable pues los espectros RMN,en -

particular de los intermediarios de la sintesis, no dejan -

lugar a dudas de que en cada caso se esta trabajando con un

solo isémero, que por todo lo dicho hasta aqui es el Z,

7+~ Espectros de masas de los fcidos l1-amino=2-aril-ciclopropa

nocarboxflicos

Con el fin de explicar la estructura del supuesto aminod=
cido (I) R-.-.l;-OCHzCGHS, ’
espectroscopfia de IR y RMN, se llevdé a cabo un estudio de su

Y no siendo concluyentésllos datos de

espectro de masas comparado con el de otros aminodcidos de la
serie, escogiéndose para ello, unovsin sustituir en el ndcleo
bencénico y otro 4-sustituido (h-OCHB).

Los picos principales que aparecen en les aminodcidos con
R=H y R=h-OCH3, son los correspondientes a la pérdida de CO2
v COZH, seguidos en orden de intensidad por los iones A,para
R=H y B para R=1+-0CH3
M+-18 correspondiente a la pérdida de agua por el idén molecu-

s apareciendo con menos intensidad el =

lar,

O [0 1
m/e=115 ‘ m/e=146
b
@-10}12 o COOH
'NH

En el caso de R=h-OCHZC6H5, aparece como pico mds intenso

el correspondiente al fragmento de la ruptura por a, m/e=91 -

(idn tropilio), encontrandose también el correspondiente a la

ruptura por b, Los picos correspondientes a la pérdida de 002,
CO,H, y H,0 por el ién molecular también aparecen en este ca-

so, nunque con muy poca intensidad, Lo mds sorprendente es la
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presencia de un pico m/e=146 muy intenso, que si tratamos
de relacionarlo con los demds elementos de la serie corres
ponderfa al ién B, estando la carga en este caso sobre el
grupo metoxilo debiao a la pérdida del grupo fenilo, de -
donde se deduce que su formacidén tuvo que transcurrir por
un camino diferente al de los aminodcidos en que R=H y =
R=h-OCH3, y para el cual nosotros no encontramos explica=

cién.

8.~ Discusién de los espectros IR de los productos de a

ertura del anillo de tiazolona de sus derivados de=
sulfurados

X

C-0R'
R NH-C~Z-CH_-C_H
v 0T 2T 5

Y

En los espectros IR de los productos desulfurados de
los compuestos de apertura del anillo de tiazolona en la
serie de los benciloxi-espiroderivados (X=Y=Z=0) (ver PEe
52) aparecen claramente dos absorciones carbonf{licas, una
debida al C=0 de 4cido hacia 1710 em~! o de éster hacia -
1740 cm™ ! y otra debida al enlace Ce0 amidico hacia 1665=
=1700 cm-l; Otra banda caracteristica d: estos compuestos

Inexplicablemente, los espectros IR de las supuestas -
mezclas de productos (2Z=S 6 Z=0, X=0 Y=S, X=S Y=0), a que
hicimos referencia en las pgs. 52 y 56, presentan una uni
ca banda de absorcién carbonflica hacia 1720 cm-‘, apare;
ciendo por otro lado la tensidn del enlace N-H hacia 3220
em~t,

A este hecho, en abierta contradiccidén con lo que se -
deduce de los espectros de RMN, como luego veremos, no he-

mos encontrado explicacidén plausible, a no ser que se die-
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ra la poca probable coincidencia de que ambas absorciones

carbonilicas a y b ocurrieran a la misma frecuencia.

»
o

co- CS-
-<NH-C- R -<NH-'C.—

N}

No hemos hallado antecedentes bibliogrdficos que jus-

tifiguen estos hechos,

9.~ Discusién de los espectros RMN de los productos de aw

pertura del anillo de tiazolona vy de los corresSpon=

dientes derivados desulfurados

En los benciloxiderivados (Z=0) el espectro de RMN es
muy complicado, apareciendo: dos tipos de O-CH2, que nos
hace pensar en una mezcla —CO-OCH2 y -CS-OCHz; un comple=
jo sistema ABX, presentando la parte AB 16 bandas, lo =
cual parece apuntar a dos tipos de sistemas ABX; cuando
2-CH3) aparecen dos ti
pos de grupos etilo o metilo con unos desplazamientos quf
micos muy parecidosy lo que corresponderf{a a una mezcla -
CO-OR' y CS=OR',

En los benciloxiderivados (2=0) desulfurados (X=Y=0),
el espectro se simplifica enormemente, dando una banda G~
nica para los protones del grupo CHZ-O; un dnico tipo de
R' y un sistema ABX muy sencillo para los tres protones =

del anillo de ciclopropano,similar al presentado por los
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espiroderivados,

En el espectro RMN de los benciltioderivados (Z=S), el
sistema ABX formado por los tres protones del anillo de cji
clopropano, se resuelve como un sistema AMX, similar al pre
sentado por los aminodcidos, cuyos multipletes, mal resuel
tos y de bandas redondeadas, asi como la anchura del pico =
correspondiente a los protones del grupa-CHz-S, nos hace -
pensar que se trata de una mezcla de CO-S--GH2 y CS‘S‘CH2°

Los valores individuales para cada compuesto se dan en
la tabla XIV de la Parte III,

10.~ Discusidn de los espectros de masas de los productos -

de apertura del anillo de tiazolona,

Dado que el espectro IR de la supuesta mezcla de produc
tos ((XxxXxXIX) + (Xr), esq. VI pg. 52 6 (XLIV) + (XLV), esq.
IX pg. 56), resultaba incompatible con la misma, se escogié
uno de ellos para estudiar su espectro de masas, el éster =
etflico de ((XxXXIX) + (XL)), por ser la que presentaba un -
espectro RMN mds complejo,.

En el espectro de masas de la mezcla elegida no aparece
el ién molecular, sino un pico de m/e=26h que corresponde a
la pérdida del grupo -CH 6 5 9 lo que queda confirmado por
la aparicidn en el espectro de otro pico de gran intensidad
a m/e=91 (ién tropilio).

En el supuesto de que existiera la mezcla como tal, se

formar{an los dos iones A y B:

D f\_\ CSOCH,,CH,, * @_A(coocn cH, *
V‘H—C-—O' —-C=0"

(4) (B)
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Para ver los picos que provendr{an de claras transpo-
siciones o claros reagrupamientos, se registré el espec-
tro a 60eV, Los picos mds importaﬁtes que aparecieron fue
ron los siguientes:
m/e=247 (264=0H) confirmado por m*=230,8
m/e=204 (264=CSO) confirmado por mE157.6
m/e=174 (247-72) confirmado por m*=122 § 125
m/e=175 (20#-02H5) confirmado por m*=149
Esta dltima pérdida de 02H5
et{licos, pero esta descrito para un compuesto similar -
como es el &ster etilico de la fenilalanina (67).

A través de la presencia de estos picos, se puede de=-

es poco corriente en ésteres

cir que existe el ién B, pero no asi el A,

Cuando el espectro se reg;str6 a 10eV, aparecieron, a-
demds de los picos que podria explicar la estructura B, =
otros de menor intensidad que podrian explicar la A, tales
como:
m/e=232 (264~8) confirmado por m*=202 § 205
m/e=188 (26&-002) confirmado por m*=152
m/e=187 (232-002H)

A la vista de estos espectros, no podemos sacar datos
concluyentes, sobre todo, si tenemos en cuenta que este =
tipo de compuestos sufre fdcilmente transposiciones del -
grupo‘-CS-O- a =-CO-S~, en cuyo caso la interpretacién de

los picos seria errénea,

11.~ Espectros IR de los 4cidos 1-tiocarbonil=3,lU-metilén-

~tetrahidroisoquinolefn-3=carboxflicos

Los espectros IR de estos compuestos presentan una ban

1

da muy intensa hacia 1700 cm = debida a una absorcién car-

m” =pico metaestable
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bonilica., Hacia 3280 em™ ) aparece una banda debida a la

tensién del enlace N-H tioamfdico. En la zona comprendi=
da entre 1450-1600 cm ' aparecen varias bandas muy inten
sas, de las cuales alguna podria corresponder a absorcién

del grupo «~CS=NHw,

12,=~ Espectros RMN de los 4cidos 1=tiocarbonil=3,l4-meti-
lén-tetrahidroisoquinolefn =3-carboxflicos

La formacién de estos compuestos de ciclacidn, se de-
muestra claramente por la desaparicién del protén en p -
con respecto al OH, simplificdndose la zona de los proto=

nes aromdticos; asf{, cuando R=0OCH,, aparecen dos single=

3
tes, uno por cada protén aromdtico; y en el caso de R=H
aparece un doblete a §;=8.58,correspondiente al protén H1,

que se encuentra desdoblado por el vecinal con una cons-

- tante de acoplamiento de 8,6Hz, el cual a su vez aparece

como un cuartete a 5:6.83, desdoblado por el H, con una

constante de 8,6Hz y por el Hh con una J=3Hz, 1
El sistema de protones del anillo de ciclopropano a=
parece aquf resuelto como un sistema AMX, similar al de
los aminodcidos libres, Lbs protones X y A aparecen a vae
lores de 5:3.0 y S=2.0 respectivamente, mientras que el
protén B aparece a «S:O.?, valor mds bajo que el presenta

do por los aminodcidos 1libres, posiblemente debido a la
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influencia del grupo C=S y sobreé todo a la corriente de a=-
nillo del ndcleo aromdtico.

Las constantes de acoplamient6 par: este sistema, son
del orden de =4,6 Hz para la geminal y de 6.6=9,6 para las
vecinales,

Los valores individuales de S y J para cada compuesto,

se dan en la parte III (pgs.115¥117).
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IV, TRATAMIENTO CON ACIDOS DE LAS 2-ARIL~5-BENCILOXI(S ben-
Cilt{0) =6=TI0=leAZA=ESPIRO=(2,4) HEPT-4~N=7-ONAS Y DE
LOS ACIDOS 1=-AMINO~2-ARIL-CICLOPROPANCCARBOXILICOS

En el anillo de ciclopropano la facilidad de ruptura -
de un enlace C=C por el ataque electréfilo de un 4cido, de
pende de los sﬁstituyentes sobre el anillo,

El ataque por reactivos electréfilos tiene lugar, bien
con inversiénso con retencién de la configuracidn del 4to
mo de carbono al cual ataca el electréfilo, siendo el me-

canismo m{s sencillo el siguiente (58):

R R
H
R H R R R
. 6 H>c\ ..... d< H +
ey ., H E H
3 E
Qe
H
R
R
H . RYH H
E II
R R R R
H -, H H
i E H

En nuestros compuestos es muy distinta la labilidad =
del anillo de ciclopropano frcnte a los 4dcidos en los ami-
" nodcidos libres y en los demds espiroderivados, As{, mien-
tras el anillode ciclopropano se mantiene intacto cuando =
se trata el dcido 1-amino-2-fenil-ciclopropanocarboxilico
con HCl caliente, en la 2—fenil—5-benciltio-G-tio—h—azé-
—espiro-(2,#)hept-4-en-7—ona en el mismo tratamiento el =~
anillo de ciclopropano se abre,

La ruptura puede ocurrir entre los Ztomos C1 v 02 O ene=

tre C1 y 03’

segln el esquena siguiente:
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/T \\ 1/\\ co C -C Aﬁgzij>' NH-CS-SCH,=CH,
\g;;z/ L H /H o} e gzo ,
N

~ S H~-0~
SCH,~CH,
+
C‘-f3 -H | H,0
H, 0 (H")
H
O 1 ‘A
H e R c NH+
A\C\‘HB - N
/ ~
R@“’"\frﬂr No—clo ¥
NH§ —
(Lxx) | (Lx1X)

La decisién entre ambas alternativas se llevd a cabo
por el estudio RMN de 1los productoé obtenidos; Comparané
do las dos estructuras (LXIX) y (LXX), se ve claramente
que los protones X, A y B han de tener valores de C di-
ferentes en una y otra, ya que los grupos vecinales en ca
da una de ellas son distintos, Los desplazamientos quimi-
cos para el compuesto obtenido, coinciden con los calcula
dos para la estructura (LXIX), y coincide exactamente con
el compuesto obtenido anteriormente en nuestro grupo de
trabajo en la hidrdlisis dcida de la 1-fenil-ciclopropano-
~l1-espiro=4-(2-fenil-oxazolona) como ya se ha comentado =

en la pdgina 21 (36);

1e= Tratamiento con BrH/AcH de los 4cidos 1-amino=2=aril-

~ciclopropanocarboxflicos

Como ya expusimos en lu pdgina 58, este tratamiento se



hizo con el objeto de obtener informacidén sobre la esta-
bilidad de estas estructuras frente al reactivo BrH/AcH,
con el fin de poder aplicarlo a los metoxiderivados, y
obtener por desmetilacidén los compuestos hidroxiarilde=-
rivados,

Cuando se trataba el 1-amino-~2-fenil-ciclopropilami-
nodcido con BrH/AcH el anillo de ciclopropano se mantenia
intacto, lo mismo ocurrfa cuando el anillo bencénico te=
nfa en 3 un grupo metoxilo, pero no ocurria asf{ cuando el
grupo metoxilo estaba en la posicidn 4 o cuando en las Po
siciones 3,4 habfa un grupo metiléndioxi en cuyo caso se
rompia el anillo de ciclopropano, resultando estructuras

del tipo (LXIX), como se muestra en el esquema siguiente:

COOH
) NHZBrH

R=

Cc
R=3-0CH .& O0H
R A<COOH | NH,BrH
- Br/AcH CH_O
NH
2
NH, BrH
R=4~-OCH CH.O 2
~Co
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» Estas diferencias en cuanto a la labilidad del anillo

de ciclopropano segin el sustituyénte sobre un nicleo ben
cénico, han sido tqmbién encontradas pof otros autores, -
sobre éstructuras diferentes a las consideradas por noso-
tros, y parecen estar relacionadas con la facilidad para

protonarse el anillo de ciclopropano (59).

2,~ Tratamiento con Br.B de los 4cidos l1-amino-2-aril-—-ci-
4

clopropanocarboxflicos

Al igual que el tratamiento con BrH/AcH, este se abor
dé con el propdsito de desmetilar los aminodcidos con sus
tituyentes metoxilo en el niicleo bencénico, En este caso,"
se logré la desmetilacidn, pero también se abrié el ani=-
1lo de ciclopropano, no pudiendo llegarse a los ciclopro-
pilaminodcidos con grupos OH en el nidcleo bencénico, como
era deseable, Los resultados obtenidos se resumen en el -
esquema XIIT

EZsquema XTII

NH5BrH

R=3-0C
_"—"——I"{j’ 0—CO

HO
SN COOH

NH2 : NHéBrH
R=4-ch;. HO_<§;2>_<{ ‘
' 0—CO :

Las X—butirolactonas de estructura (LXIX) habfan si-
do descritas por nuestro grupo de trabajo (36), siendo nue
vas aquellas en las que R= 4-0H; 3-~OHj; 3,4-OCH20—. Sus es
tructuras se han determinado por las técnicas usuales de

andlisis elemental y espectros RMN e IR,
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3.- Espectros IR de los hidrocloruros de 2-amino-h-ari1-x2

~butirolactonas

B + -
NH.,Cl1
<L
0—-CO

En estos compuestos lo mds caracteristico es la absoxr
ciédn del enlace C=0 lactdénico que aparece como una banda
intensa hacia 1800 ch-i, en algunos casos desdoblada en =
dos,a 1800 y 1785 cm-1; debido posiblemente a dos modos de
vibracidén distintos del enlace C=0,

‘Las vibraciones de tensién del grupo amonio aparecen
como dos bandas anchas entre.-2390-3100 <:m-1 y entre 3400-
-3500 cm™ ',

Los valores individuales para cada compuesto se dan en

la tabla XVI de la parte III,

4,~ Espectros RMN de los hidrocloruros de 2-amino-l4-aril-

:X-butirolactonas

H, NH;ClH
W2

/C\——C\
O
Hy Y»—co

En estos productos, los protones X e Y aparecen como
cuartetes, ya que estan desdoblados por sus protones veci~-
nales A y B, siendo los desplazamientos quimicos del or=-
den de &=5.6 para el X vy de &=4,6 para el Y,

Los protones A y B'aparecen éomo multipletes, ya que
cnda uno de ellos esta desdoblado por el otro y por los

protones X e Y, Los desplazamientos quimicos son del orden
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de S::B.O para el protén A y de 5=2.5 para el B,

Las constantes de acoplamiento se han calculado en al
20 ¥
SO, ya que la sefial del agua enmascaraba al protén Y,
=10,6 Hz}; Jxp=5e3

gin caso; para lo que hubo que hacer el espectro en D
(0D;) 50
encontrandose los siguientes wvaloresg

Hz JY'B=12 Hz JY =8,6 Hz} JAB=-13 Hz,

Los valores individuales de los desplazamientos quimie=

IxB

cos y constantes para cada caso se dan en la tabla XVII de
la parte III,
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V. CONDEIS.CTION DEL HIDROCLORURO DE 1<AMINO=2-(3-HIDROXI-
FENIL)-CICLOPROPANOCARBOXILICO CON FOSFATO DE PIRIDO-
XAL )

Es conocido que durante el proceso de catdlisis por -
enzimas dependientes de fosfato de piridoxal (P-5!'=P) se
forman las bases de Schiff por condensacién de aminodci-
dos y (P-5'-P) como productos de una reaccién covalente
intermedia en dicho proceso (60) (61).

Nosotros, con el fin de poder explicar el meganismo -
por el que transcurria el proceso de inhibicién enzim£ti-
ca (vedse pg.238, parte IV) decidimos estudiar los produc
tos que se formaban en la condensacidén de los aril-ciclo=
propilamino4{cidos con el (P-5'-P), para lo cual escogimos
el hidrocloruro de 1-amino-2-(3-hidroxifenil)-ciclopropa=-
nocarboxflico, por ser el que utilizamos en las experien-
cias enziméficas,(para las experiencias en detalle ver pd
ginas 230, 231 y 232).

Con el fin de obtener la posible base de Schiff,.lle—
vamos a cabo la condensacién del aminodcido indicado y =
(P=5'~P) en medio etandlico a temperatura ambiente con la
cantidad estequiométrica de potasa; Los resultados se es-
gquematizan a continuacidn:

Esquema XIV

CHO ; _ZKE&<COOH
HO (~) CH OPO H NHéClH

CH N
’ /
COOH COOH

HO :
(:) " NH
h
ch - Hc
oPO
HO (—> CH20P03H2 HO (”) CH2 P 3H2
7
CH., N
CH3 N 3

(Lx<I) (Lxx11)
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En esta reaccién se obtuvieron dos productos: la su=
puesta base de Schiff (LXXI) y otro en muy pecuefia propoxr
cién (LXXII)., A la vista de su confuso espectro RMN, mez-
cla de (IXXI) y (LXXII), pensamos que este segundo compues
to podria ser un andlogo al formado en la ciclacién espon=-
tdnea de la 3-hidroxitirosina con (P-5'-P), descrito por
varios autores (62), y cuya sf{ntesis también estaba descri
ta; as{ pues, hicimos lo mismo en nuestro caso,

Llevamos a cabo la reaccidn a pH=7 en medio acuoso en
caliente, obteniendo como producto dnico el 4cido 1~(h'-pi
ridoxil-S'-fosfato)-B,h—metilén-(6-hidroxi-tetrghidroi$o—
quinolein)=-3-carboxflico (LXXII), cuya estructura se ha -
determinado por el estudio de su espectro de RMN en el cual
aparece un sistema AMX similar al presentado por los amino-
dcidos libres con unos desplazamientos quimicos y constane
tes de acoplamiento muy parecidos, por lo cual concluimos
que se conserva el anillo de ciclopropano, :

El valor para el desplazamiento quimico del protdn C
a g=6.h concuerda con el de compuestos similares descritos
en la bibliograffa (52).

La estructura de la supuesta base de Schiff (LXXI) es
muy dif{cil de determinar, utilizando las técnicas normal=
mente empleadas por nosotros, ya que continuamente se estd
transformando en el producto cfclico (LXXII) por una parte,
e hidrolizandose por otra a los productos de partida. Su -
presencia se demuestra por la desaparicién del prot6n ale-
dehidico del (P-5'-P) y la aparicidén a & =8,0 de la seifial
correspondiente a Ha; .

Las estructuras de estos productos de condensacién con
(P-S'-P) solo se ofrecen como probables, ya que carecemos
de datos concluyentes que nos permitan unavidentificaci6n
inequivoca., Por otra parte, en esta fase del trabajo, nos
interesa fundamentalmente saber si de alguna forma (rever-

sible o irreversiblemente) nuestros productos interaccio-
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nan con el (P-=5'~P), , v ,
De todos modos, estos productos serdn objeto de un =

mds detallado estudio en trabajos posteriores,



PARTE III

SINTEZSIS DE ACIDOS 1-AMINO-2-ARIL~-CICLOPROPANOCARBOXILICOS

Y DERIVADOS o=




TECNICAS GENERALES

Los puntos de fusién se han determinado en tubo capilar
en un bloque Gallenkamp (Inglaterra) b4 estan corregidos,

Los andlisis se refieren a microandlisis realizados so=
bre muestras secas a vacio (0.1-1 mmHg) durante 2«3 horas
sobre pentéxido de fésforo, a 60-80°C salvo fusién o des-
composicién a temperatura mds baja.

Los espectros IR se registraron en un aparato Perkin-
Elmer 137E en pastilla de BrK, y las frecuencias se dan en
cm™!, Abreviaturas: f=fuerte; m=mediaj d=debil; b.a.=banda
anchajv.b=varias bandas.

Los espectros RMN se registraron en un aparato Perkin-
~Elmer R-12 (60Mc) con TMS o DDS como referencia interma,
seglin que el producto se registre disuelto en cloroformo
o agua,respectivamente. Las muestras fueron de unos 60 mg
de producto seco por 0.6 ml de disolvente., Algunos espec=
tros se registraron en un aparato Varian XL 100 con TMS -
como referencia interna. Abreviaturas: s=singletej; d=doble
te; t=tripletej; c=cuartete; m=multiplete; Sa=seﬁal ancha:
s.d.=singlete deformado; d.,d,=doblete deformado; t.d.=tri-
plete defoymado; c.d.=cuartete deformado,

Los espectros de masas se registraron en un aparato Perxr
kin-Elmer modelo RMU-6MG,

En las experiencias cromatogrdficas se empleo gel de sé
Clice GF254 para la cromatografia en capa fina y gel de s{=-
lice 60 PF254 para la cromatografia en capa preparativa.
Las placas finas se prepararon sobre placas de vidrio con
una papilla de 235 g de gel de s{lice y 55 ml de agua, con
un preparador Desaga y se secaron durante 30 minutos a 80°C.
Las preparativas se hicieron sobre placas de vidrio con una
papilla de 25 g de gel de silice y 250 ml de agua, también
con un prepdarador Desaga y se secaron al aire, Las placas,

re
después de desarrollada la cromatografia como se indicara
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I. PREPARACION DE 2~BENCILTIO(S benciloxi)~b=ARILIDEN=-
-5(4H) -TIAZOLONAS ‘

1.= N-bencilditiocarbonilglicina (43)

A 23.3 g (0.41 moles) de KOH, disueltos en 50 ml de =
agua se afiaden 15 g (0.2 moles) de glicina. Se enfria 1la
solucidén y se agita con 15,2 g (0.2 moles) de CS,, hasta
que se obtiene una disolucién homogénea (unas 2.5 horas)
de color rojo vinoso, Se afiaden de una vez 25 g (0,2 mo=-
les) de cloruro de bencilo y se continda la agitacidén has
ta nueva homogeneidad (45-90 min., mf£s), Se acidula con 4-
cido clorhidrico concentrado, y se deja en refrigerador.
El precipitado obtenido, una vez filtrado y lavado con =
agua, se purifica disolviéndolo en una solucidn de NaHCOB,
se filtra, y la solucidén de color ligeramente amarillo, se
extrae dos veces con éter de petrdleo y se acidula de nue
vo con dcido clorhidrico. E1 4cido que precipita se filtra,
lava con agua y se seca., El producto es lo suficientemente
puro para utilizarlo en los pasos siguientes, Rendimiento
(producto bruto) 30 g (62%). Puede recristalizarse de al=-
cohol isopropflico. Agujas blancas, p.f.=163-4°C (descri-
to 164°C).” |

2.~ 2-benciltfo-b-arilidén-5-(L4H)-tiazolonas

Procedimientos generales:

Procedimiento A

0.05 moles de N-=bencilditiocarbonilglicina, 0,05 moles
del correspondiente aldehido aromdtico y 30-50 ml de anhi-
drido acético, se calientan en bafio de agua durante 15-20
min,, Por eafriamiento, previa concentracidn a vacio, si =
es preciso, de la mezcla de reaccidén, cristaliza el arili-
dénderivado, que se filtra y se lava primero con un poco -
de éter y luego con etanol, y se recristaliza de un disol-

vente apropiado,
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Los rendimientos totales oscilan entre el 60 y el 30%,

Procedimiento B

0,052 moles del aldehfido aromdtico, 0,05 moles de N=
~bencilditiocarbonilglicina y 0.05 moles de K‘2003 anhidro
se mezclan intimamente. A la mezcla,colocada en un vaso =

de precipitado de 500 ml, se adicionan 30=50 ml de anhidqi

do acético. A los pocos minutos la masa se calienta, se =
hincha y colorea'(entre rojo y amarillo).Se deja estar to
da la noche. Al dia siguiente se filtra y se lava primero
con un poco de éter y luego con agua, El sélido residual
se recristaliza de un disolvente apropiado. Diluyendo con
agua las aguas madres es posible obtener mds producto,

Los rendimientos totales oscilan entre el 50-60%.,

Por alguno de estos prodé&imientos se han obtenido los

compuestos siguientes:

2-benciltfo=l-bencilidén-5(4H)~tiazolona (43)

Obtenido a partir de benzaldehido por el procedimiene-

to Ae El color del producto varia entre amarillo y verde,
Puro es amarillo muy pdlido. Recristalizado de alcohol ispg
propilico con un poco de dioxano, p.f.=121-2°C (descrito -
120-1°Cc), Rdt. 60%.

Andlisis tabla I n? 1, Espectro IR, tabla II n?1, Espec
tro RMN, tabla IITI n?1,

~2=benciltio=l=(l-nitrobencilidén)-S(4H)=tiazolona

Preparado a partir de 4-nitrobenzaldehido por el proce=
dimiento A, Agujas amarillas, Recristalizado de dioxano, =
p.f.=177-8°C. RdAt 73%,

Andlisis, tabla I n?3, Espectro IR, tablall n93, Espeg
tro RMN, tabla III n?3,

2-benciltio=b=(l4-metoxibencilidén)=-5(4H)~tiazolona

Obtenido a partir de anisaldehido por el procedimiento

A, Producto amarillo canario. Recristalizado de isopropa-—

nol, p.f.=124-5°C. Rdt 52%,
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Andlisis, tabla I n22. Espectro IR, tabla II n?%2, Es-
pectro RMN, tabla III n? 2,

2-benciltfo=l=(4-metilbencilidén)-5(4H)-tiazolona
Preparado a partir de L4-tolualdehido por el procedi-

miento A, Producto verde, Recristalizadofde isopropanol ,
p.f.=104-5°C, Rdt 45%, |

Andlisis, tabla I n%4, Espectro IR tabla II n?4, Es=-
pectro RMN, tabla III n24,

2-benciltio-h-jh-clorobencilidén)-5(#H)-tiazolcna

Preparado a partir de l4-clorobenzaldehido por el proce

dimiento A. Producto verde claro., Recristalizado de etanol-
~dioxano, p.f.=127-8°C, Rdt LO%, v

Andlisis, tabla I n?5., Espectro IR, tabla II n?%5, Es-
pectro RMN, tabla III n?3,

2-benciltio=lb={(3=clorobencilidén)-5(4H)-tiazolona

Preparado a partir de 3-clorobenzaldehfdo por el procg
dimiento A, Agujas amarillcs, Recristalizado de una mezcla
de etanol-dioxano, p.f.=124-6°C, RAt 37%. .

Andlisis, tabla I n%6, Espectro IR, tabla II n?%6, Es=-
pectro RMN, tabla III n96,

2-benciltio-b=(l4=Ffluorobenciliden)-5(4H)=tiazolona

Preparado a partir de L4=fluorobenzaldehido por el pro=
cedimiento A, Producto amarillo verdoso, Recristalizado de
_ isopropanol, p.f.=125-6°C. Rdt 20%.

An{lisis, tabla I n?7,., Espectro IR, tabla II n?7, Es=
pectro RMN, tabla III n?7.

2-benciltio=l=(3,4=metiléndioxibencilidén)~5(4H)=tiazolona

Preparado a partir de piperonal por el procedimiento B,

Producto verde. Recristalizado de etanol-dioxano, p.f.=162-
-4°c, Rdt 50%.

Andlisis, tabla I n?%8, Espectro IR, tabla II n?%8, Es-
pectro RMN, tabla III n@8,



2-benciltio=l~(4-acetoxibencilidén)=5(4H)=tiazolona
Prepérado a partir de 4-hidroxibenzaldehido por el pro
cedimiento B. Producto amurillo vérdoso. Recristalizado de
isopropanol-diexano., p.f.=138-9°C. Rdt 50%.
Andlisis, tabla I n?9, Espectro IR, tabla II n¢9, Es=
pectro RMN, tabla III n?9,

2-benciltfo=b=(U4-hidroxibencilidén)=5(4H)=-tiazolona
Preparado a partir de 4-hidroxibenzaldehido por el pro
cedimiento A, Producto verde oscuro. Recristalizado de isg
propanol-dioxano,p.f.=189-90°C. |
Anfdlisis, tabla I n?29, Espcctro IR, tabla II n929,

2-benciltfo=l=(3=acetoxibencilidén)=5(4H)~tiazolona
Preparado a partir del 3-hidroxibenzaldehido por el pPro

cedimiento B, Agujas amarillas, Recristalizado de etanol-
—dioxano, p.f.=134-5°C, Rdt 53%,

Andlisis, tabla I n?10, Espectro IR, tabla II n?10, Es
pectro RMN, tabla III n?10,

2-benciltio-4-{3-acetoxi-b-metoxibencilidén)=5(4H)~tiaza-
lona |

Preparado a partir de isovainillina por el procedimiene
to B, Producto amarillo verdoso, Recristalizado de dioxano,
p.f.=163-4°C, Rdt 47%.

Anflisis, tabla I n?%11, Espectro IR, tabla II n?11, Es-
pectro RMN, tabla III n?11,

2-benciltio-h-§g-metoxi-hacetoxibencilidén2-5‘hH!-tiazolona

Preparado a partir de vainillina por el procedimiento B,
Producto amarillo verdoso., Recristalizado de etanol-dioxano,
p.f.=103-4°C, Rdt 60%,

An{lisis, tabla I n?12, Espectro IR, tabla II n?%12, Es=-
pectro RMN, tabla III n?%12,
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2-benciltio-l-(3,4=diacetoxibencilidén)=5-(4H)~tiazolona

Preparado a partir de protocatecualdehido por el procg
dimiento B. Producto amarillo venioso. Recristalizado de =
isopropanol-dioxano, p.f.=139-40°C, Rdt L46%

Andlisis, tabla I n?i3. Espectro IR, tabla II n?13, Es
pectro RMN, tabla III n213.

2-bencilt{o=l4=(3-metoxibencilidén)-5(4H)-tiazolona

Preparado a partir de 3-metoxibenzaldehido por el pro-
cedimiento A, Producto amarillo, Recrisatalizado de isopro-
panol, p.f.=90-1°C, Rdt 48%

Anflisis, tabla I n?14, Espectro IR, tabla II n?%14, Es
pectro RMN, tabla III no14

2-benciltio-lb-(l4=benciloxibencilidén)-5(4H)-tiazolona
Obtenido a partir de 4-benciloxibenzaldehido (53). Pro

ducto amarillo, Recristalizado de isopropanol-dioxano, -
p.f.=122-3°C, Rdt 30% ‘

Andlisis, tabla I n%13. Espectro IR, tabla II n%t5, Es
pectro RMN, tabla III n?215,

2-benciltio—h-(1—acetil-indolil—}-metilén)-B(4H)-tiazolona

Preparado a partir del indol-=3-aldehido por el procedi=
miento B, En este caso, parx: evitar la desacetilacidn, en =
vez de lavar con agua, se extrae el producto con clorofor=
mo, Producto amarillo. Recristalizado de isopropanol-dioxa
no, p.f.=137-8°C. Rdt 43% | |

Andlisis, tabla I n?17. Espectro IR, tabla II n?17, Es
pectro RMN, tabla III n®17

2-benciltio=l-indolild-metilén)=5(4H)~tiazolona

Preparado a partir de indol-=3-aldehido por el procedi=-
miento A, Producto naranja. Recristalizado de isopropanol-
~dioxano, p.f.=206-7°C.

Andlisis, tabla I n?30. Espectro IR, tabla II n?30,
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2-bcnciltio-h-(h-dimetilaminqbéncilidén)gs(hH)-tiazolona

Preparado a partir de 4-dimetilaminobenzaldehfdo por
el procedimiento A, Cristales par&os. Recristalizado de
isopropanol~dioxano, p.f.=150-1°C. Rdt 4o%

Andlisis, tabla I n?%16. Espectro IR, tabla II n?16, Es
pectro RMN, tabla III n916,

3+~ N~benciloxitiocarbonilgslicina

a) O=bencil-xantogenato de sodio y S-bencil-xantogenato de

sodio (45)
En un matraz de tres bocas de 1 1 provisto de agita=

cidn mecdnica, refrigerante de reflujo (terminado con tubo
de cloruro cdlcico anhidro) y embudo de llave, se colocan
150 ml de éter seco y 11.5 g%10.5 moles) de sodio limpio y
en trozos pequefios. En el embudo de llave, se colocan 108 g
(1 mol) de alcohol bencflico. Se va adicionando alcohol -
bencilico, lentamente al principio, de forma que se manten
ga un reflujo suave, Cuando la reaccidén se modera, se ca=-
lienta suavemente hasta que todo el sodio desaparezca, se
enfria la solucién y se afinden poco a poco y con agitacidn
42 g (0.6 moles) de s,

La reaccidén es exotérmica, asi que hay que adicionar lenta

C disueltos en 50 ml de éter seco.

mente y, en caso necesario enfriar exteriormente con hielo,.
Terminada la adicidén se deja a temperatura ambiente, se fil
tra y lava con éter, Se obtienen 89 g de O-bencil-xantoge=
" nato de sodio, como un sélido blanco amarillento maloliente.
RAt 87%.

RMN (D,0-DDS)

— 5=7.5 s 5H aromdticos
/ !/H’-\Z\\_ - - _ - + <'—
Y CH2 0 g S Na c=5.6 s 2H CH2-0
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Ocz:ionalmente, cucndo el CSZ'se adicionaba demasiado
aprisa y la mezcla de reaccidédn se‘calentaba por ello excg
sivamence, no se obtenia el producto deseado, sino un isé
mero producido por transposicidn del grupo bencilo del O
al S carbonilico (ver pg. 31) y cuya estructura, demostra
da por el espectro RMN, corresponde a la de S-bencil-xane
togenato de sodio, La misma transposicidén se producfa tam
bién cu:ndo el O=bencil-xantogenato de sodio obtenido co=
mo se indicé anteriormente, se abandonaba sélido y envasa
do largo tiempo en el laboratorio,

Espectro RMN (D20-DDS)

- $=7.26 s 5H aromdticos
<C::>“CH2'S'§'S Na §=4.57 s 2H CH,

b) O-bencilxantogenato de metilo

Prcharacidén basada en el método de Purres (63) para la
prepar~cifdn de metil xantatos, '

Se suspenden 31 g (0.15 moles) de bencil=-xantogenato -
de sodio recien preparado en unos 60 ml de etanol absolu-
to., A la suspensidén se le afiaden cuidadosamente y bajo agi

tacién, 35 g (0.175 moles) de ICH, disueltos en 25 ml de =

etanol absoluto, Se deja a tempergtura ambiente 0.5 hora,
se enfria,se agrega éter seco (unos 60 ml) y se filtra. Se
reunen los extractos etéreos, se secan con 012Ca Y se eli=

" mina el disolvente a vacfo (a unos 50-60°C), El aceite re-
sidual (34 g, del 60-90% de pureza) se utiliza en la etapa
siguiente, La pureza del compuesto bruto obtenido se dedu=
ce cdémodamente por las intensidades relativas de las sefia-
les deil espectro RMN,

Esn.ctro RMN (Cl,CD-TMS)

3
§=7.39 s 5H aromdticos
<(:>>~CHG—O-C—SCH
20 3 8=6.1 s 2H 0-CH

2
&=2.53 s 3d CH3
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c) N-benciloxitiocarbonilglicina

Preparacidn basada en el método de Davies (63).

Se utiliza el bencil-xantogenafo de metilo bruto obte-
nido en el paso anterior, 20 g de bencilxantogenato de me=
tilo (64 g, del 60% de pureza) se adicionan a una disolu-
cidn de 8.5 g de glicina y 13 g de KOH en 50 ml de agua. A
la mezcla, agitada mecdnicamente, se afiaden de 15 a 20 ml
de etanol absoluto, Se agita durante unas 24 horas. En una
vitrina que tenga buen tiro, se extrae la mezcla tres veces
con &ter (50 ml cada vez). Se descartan los extractos eté-
reos, ¥y la fase acuosa se acidula con HCl conc, afiadido en
porciones, Se desprende una gran cantidad de gases malolien
tes, y precipita un aceite que se extrae dos veces con éter.
La fase etérea se seca con Na2§ph anhidro, y se elimina el
disolvente a vacio., El aceite residual se agita con agua, =
coil 1o que la masa cuaja a un sélido blanco que recristali-
za de benceno., Se obtuvieron 10 g de un sélido blanco, de =
olor desagradable de p.f.=98-9°C.
1OH1103NS
Calculado: 53,33% C; 4.92% H; 6,22% N; 14,204 S
Hallado : 53.59% C; 5.16% H; 5.93% N; 14.17% S

Andlisis para C

Espectro IR (BrK)

3250 cm-1, tensién NH (m); 1715 cm™ ! (£), tensién C=0
£cidoj 1540 cm"'1 (f), combinacién flexién N-H y tensién =
C-N.

Espectro RMN ((CDB)ZSO-TMS)
§=9.53 t J=6.5 Hz 1 H (NH)

CHz"O"E-NH-cHz-COOH $=7.42 s.d 5 H arom,
S §=5.49 s 2 E (0-cH,)

&=4,18 d J=6,5 Hz 2 H (NH—CHz)

La sefial a 5=9.53 desaparece al agitar la muestra con D,O,

2
y la seiial a 8=4.18 colapsa en un singlete.
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d) N=(benciltfo) carbonilglicina (43)

Se preparé de modo andlogo a la N-benciloxitiocarbonil-

glicina, utilizando S-bencil-xantogénato de sodio en vez de
O-bencil-xontogenato de sodio. Sélido amarillo, p.f.=143-uoc
Descrito p.f.=146-7°C (43).

Andlisis para C1OH1103NS

Calculado: 53.33% C; 4.92% H; 6.22% N; 14,209 S
Hallado : 53.24% C; 4.,95% H; 6.20% N; 14.,43% S

Espectro IR (Brk)
3290 cm™ (m) tensidén N-H; 1735 em™? (f) tensién C=0 -
4cido; 1635 cm™! (f) tensién C=0 amida; 1535 cm™' (m) combi

nacién flexidn N-H y tensidn C=N; 710 cm"1 (m) monosustitu-

cién aromdtica.

Espectro RMN ((CD3)230-TMS)

$=8.60 t J=6.5 Hz 1 H (NH)
S

| ey
<:::>-CH2_s-q-NH-CHZ-COOH §=7.48
b 8:4.121

5 H arom,

s 2 H (s=cil,)
8$=3.88 4 J=6.5 Hz 2 H (NH-CHZ)

Y ,= 2=benciloxi-b-arilidén-5(4H)=-tiazolonas

Procedimientos generales:

Procedimiento A

0.052 moles del aldehido aromdtico, 0.05 moles de N-ben

éiloxitiocarbonilglicina vy 0.05 moles de acetato sédico an-
hidro, se suspenden en 50 ml de anhidrido acético. La mez-

cla se calienta a ebuliicidn (5-10 min.). Se deja enfriar, -
con lo quec cristaliza la 2-beaciloxi-L-arilidén-5(4H)=-tiazo-
lona, Se filtra y lava con un poco de éter y luego con agua
para eliminar el acetato sddico., Se recristaliza de un di-’

solvente apropiado, Los rendimicntos totales oscilan entre -

30 y 50%,
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Procedimiento B
0.052 moles del aldehido aromdtico, 0.05 moles de N-
-benciloxitiocarbonilglicina y 0.05 moles de K2003 anhie-

dro se mezclan Ifntimamente., A la mezcla, colocada en un
vaso de precipitado de 500 ml, se adicionan 60 ml de ane
hidrido acético., A los pocos minutos, la masa se calienta,
se hincha y colorea. Se deja estar toda la noche, Al dia
siguiente se filtra el sélido, se lava primero con un poe
co de éter y luego con agua para eliminar el acetato sé=-
dico, Se recristaliza de un disolvente apropiado. Los ren
dimientos totales oscilan entre el 50 y el 70%. Diluyendo
las aguas madres es posible obtener una cantidad adicio=

nal de producto.

Por alguno de estos procedimientos, se han obtenido 1las

tiazolonas que se especifican a continuacidn:

2-benciloxi=U-bencilidén-5(4H)-tiazolona

Obtenida a partir del benzaldehido segtn el procedi-

miento B, Producto rosdceo (agujas). Recristalizado de al-
cohol isopropilico, p.f.=111-2°C. Rt 75%

Andlisis, tabla I n?18, Espectro IR, tabla II n?18, Es
pectro RMN, tabla III n?18,

2-benciloxi-b-(4-metoxibencilidén)=5(4H)=tiazolona

Obtenida a partir de anisaldehido segin el procedimien-
to A. Producto amarillo p4lido (agujas). Recristalizado de
' isopropanol, p.f.=112¥3°C. Rdt 50%

AndIisis, tabla I n®19, Espectro IR, tabla II n?19, Es
pectro RMN, tabla III n?t19,

2-benciloxi-lU-(4=nitrobencilidén)=5(4H)=tiazolona

Preparada a partir de 4-nitrobenzaldehido segin el pro-
cedimiento B, Producto amarillo brillante (escamas). Récrig
talizado de dioxano, p.f.=184-5°C. Rdt 53%

Andlisis, tabla I n?20, Espectro IR, tabla II n2%20, Es
pectro RMN, tabla IITI n?220,
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2-benciloxi~l-(4-metilbencilidén)~3{4H)=tiazolona

Obtenida a partir de 4-tolualdehido por el procedimien
to B, Producto amarillo tostaco, Recristalizado de metanol,
p.f.=84=-5°C,

Andlisis, tabla I n?21, Espectro RMN, tabla III n?®
21.

2-benciloxi—f=(h=-clorobencilidén)=5(4H)=tiazolona

Obtenida a partir de l4-clorobenzaldehido por el proce-
dimiento B, Producto de color crema. Recristalizado de eta
nol, p.f.=137-8°C. Rdt 53%.

Anélisis, tabla I n?22, Espectro IR, tabla II n%22, Es
pectro RMN, tabla III n?222,

2-benciloxi=l~(b-acetoxiboncilidén)=5(4H)=tiazolona

Obtenida a partir de 4-=hidroxibenzaldehido por el pro=
cedimiento B, Producto blanco amarillento. Recristalizado
de etanol, p.f.=121-2°C,

Andlisis, tabla I n923, Espectro IR, tabla II n?23, Es
pectro RMV, tabla IITI n2%23,

2-benciloxi-h—(Beacetoxibencilidén)-5(hH)-tiazolona

Obtenida a partir de 3-hidroxibenzaldehido por el pro=
cedimiento B, Producto de color crema, Recristalizado de =
isopropanol, p.f.=102=-3°C., Rdt 48%

Andlisis, tabla I n?24, Espcctro IR, tabla II n?%24, Es
pectro RMN, tabla III n9%24,

2-benciloxi-h-(3,h-dimetoxibencilidén)ej(hH)-tiazoloné
Obtenida a partir de 3,4-dimetoxibenzaldehido por el =

procedimiento A, Producto amérillo. Recristalizado de iso-
propanol,p.f.=112—4°C. Rdt 30%

Andlisis, tabla I n?226, Espectro>IR, tabla II n?26, Es
pectro RMN, tabla III n926.
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Zfbenciloxi-h—(M-benciloxibencilidén)—5(&H)-tiazolona

Obtenida a partir del 4=benciloxibenzaldehido por el
procedimiento A, P:oducto rosdceo, Recristalizado de iso-
propanél—dioxano,p.f.=115—6°C. Rdt 50%

Andlisis, tabla I n%27, Espectro IR, tabla II n?27, Es
pectro RMN, tabla III n227,

-tiazolona

2=-benciloxi=4=(1-acetil—=indolil=3-metilén)-
Obtenida a partir de indol-3—éldehido por el procedie=
miento B, en este caso calentando a unos 60° Y con agita-
cién durante tres horas., Producto amarillo, Recristaliza-
do de isopropanol, p.f.=131-2°C., Rdt 50%
Andlisis, tabla I n?28, Espectro IR, tabla II n228, Es
pectro RMN, tabla III n228,

2-benciloxi=b=(4-piridin-metilén)-5(4H)=tiazolona

Obtenida a partir de piridin-f4—-aldehido por 2l procedi-
miento B, Producto marrén, Recristalizado de alcohol amfli
coy p.f.=99-100°C, Rdt 14%

Andlisis, tabla I n?29, Espectro IR, tabla II n?29, Es
npectro RMN, tabla III n?29,

2—metil=lb-(4-acetoxibencilidén)-5(4H)=tiazolona

Producto obtenido en la condensacidn de 0.052 moles de
L-hidroxibenzaldehido con 0,05 moles de N-(benciltfo) car-
bonilglicina en presencia de 0,05 moles‘de acetato sédico
y 50 ml de anhidrido acético, segin el procedimiento gene-
"ral A, Producto amarillo; Recristalizado de etanol, p.f.=
=132-3%c.

Andlisis para C13H110uN

Calculado: 63,60% C; 4,40% H; 5.70% N;

Hallado : 63.34% C; 4.26% H; 5.59% N

Espectro IR (Nujol)

1770 em™! (f) tensidén C=0; 1640 em™! (f) tensidn C=N
y C=C, '

Espectro RMN (Cl

CD=-TMS)

3



5:8.16 d J=9,0 2 H arom,

fa 9 -
CHBOCO-C=‘-——'( 8§=7.17 s , 1 H (Ha)

S
NQ?/O u_2.42 s 3 H (OCOCHB)
CH, $=2,33 s 3 H (CHB)

La estructura fué confirmada por la preparacidén de es-
te compuesto segin el método de Pyman (46) a partir de ace
tilglicina (65) y 4-hidrobenzaldeh{do tal como sigue:

3,1 g de 4-hidroxibenzaldehido, 2.9 g de acetilglicina,
2,2 g de acetato sédico anhidro y 25 ml de anhidrido acéti
co se calientan en un bafio de agua hasta total disolucidn,
Se refluye durante 1/4 h y se deja enfriar. La masa sélida
se trata con agua-~hielo, se filtra y seca al aire, Se ob-
tiene un sélido amarillo que recristaliza de isopropanol,
p.f.=132—3°C, y cuyas caracteristicas espectroscopicas =

coinciden con las descritas anteriormente,

5.= Intentos de obtencidn de 2-benciltio (4§ benciloxi)-=4-

~alquilidén-5(4H)-tiazolonas

En la condensacidén de acetona e isobutiraldehido con
N-benciloxitiocarbonilglicina o con N-ditiocarbobenciloxi-
glicina en presencia de cnhidrido acético segin los méto-
dos generales B descritos en las pgs. 80 y 88, se obtuvie
~ron aceites amarillos, mezclas complejas de productos que
no lograron separarse por ninguno de los métodos habitua=-

les,
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II. REACCIONES DE ADICION DE DIAZOMETANO A 2-BENCILTIO (4
benciloexdi )=4=ARILIDEN-5(4H)~-TIAZOLONAS

1+~ Preparacién de diazometano
a) Acetil-metilurea (66) v

A una disolucidn de 59 g (1 mol) de acetamida en 88 g
(0.055 moles) de Br,
gota a gota y agitando a mano una disolucidn de 40 g (1 -

en un erlenmeyer de 4 1, se agrega -

'mol) de NaOH en 160 ml de agua., La mezcla de reaccidén re-=

sultante se calienta en baifio maria hasta que comience la
efervescencia (hay que tener cuidado porque a veces la =
reaccidn puede ser violenta y salir 15 mezcla disparada),
Se corta la calefaccidn hasta que 1la efervescencia haya -
pasado, después de lo cucl se continla calentando 2 § 3
min, mds, La cristalizacidn del producto a partir de ia

disolucidn amarilla o roja suele comenzar inmediatamente
y se completa enfriando cen bafio de hielo durante 1 h, El
peso de la acetil-metilurea obtenida por {filtraccidén y -~
secado al aire es de 49 g a 52 g (Rdt 84%) p.f.=169-70%C,

b) Nitrosometilurea (66)
Una mezcla de 49 g de acetil-metilurea y 50 ml de HCl

conc. se calientan agitando husta que aparentemente no se
. ’ . . 4 . ”
disuelva mds sélido, se continua la calefaccidn dos o tres

minutos, después de lo cual se diluye con un volumen igual

-de agua y se enfria por debajo de 10°C con un bafio de hie-

lo. Se agrega lentamente y con agitacidn una solucién satuy
rada y fria de 38 g de N02

se deja en bafio de hielo durante varios minutos, Se filtra

Na en 55 ml de agua, La mezcla =

la nitrosometilurea y se lava con unos 10 ml de agua hela-
dn. Se seca al aire y se obtiene de 33 a 36 g de producto

con p.f.=123-4°C.



c) Diazometano (67)

10,3 g de nitrosometilurea se agregan en porciones sobre
100 ml de benceno, que forma una capa sobre 30 ml de una dispg
lucidn de KOH al 40% enfriada con hielo, La reaccién se efec-
tda en vitrina (el diazometano es téxico y explosivo) ale jado
de todo tipo de fuego y con agitacidn continua. La temperatu-
ra se suele mantener alrededor de 5°C. Cuando la solucidn ese
ta clara, se decanta la fase orgdnica de color amarillo, La =
fase acuosa se lava dos veces con 15 mlvde benceno, decantan-—
do cada vez, La fase organica se seca con lentejas de KOH, La
'solucidén conviene mantenerla a baja temperatura. La solucién
as{ preparada, contiene aproximadamente 2.6 g de diazometano
(0.06 moles),

2.,= Preparacidén de 1-aril-3-benciloxi(8 benciltio)=6=tio=l-

—aza-espiro(2,4)hept-4-en-7-onas

Procedimiento general

0.025 moles de la correspondiente 2-benciltio(d bencil=
oxi)-h-arilidén-S(hH)-tiazolona, suspendidos en 100 ml de ben
ceno, en un erlenmeyer de boca ancha, se calientan en baiio de
agua a unos 40—5000. Se agita la mezcla mecdnicamente y se va
adicionando en porciones la solucidn bencénica de diazometano,
no afiadiendo una porcidén hasta que haya cesado el desprendi-
miento de nitrégeno., Se aflade una porcidén mds, se agita duran
te 1/2 h mds a 40-50°C, y se deja estar la mezcla toda la no-
che a temperatura ambiente, Al dia siguiente se destruye el
exceso de diazometano con unas gotas de dcido acético, se eli
mina el disolvente a vacio, se diluye con éter y vuelve a eli
minar a vacio, y se afiaden unos mls mds de éter, Por enfria-
miento cristaliza el espiroderivado, que se riltra y se recris
taliza de un disolvente apropiado,

Se suele utilizar el diazometano obtenido a partir de un

peso de nitrosometilurea doble del peso del arilidén derivado
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que va a utilizarse en la reaccion,
La reaccidén se sigue bien por cromatografia de capa fi-

na sobre silicagel GF con benceno como eluyente . Ambos,

b
producto de partida yzgioducto de reaccién,tienen el mismo -
Rf, con la diferencia de que el arilidén derivado fluoresce a
350 mv 4, y el ciclopropilderivado no,

En algunos casos el ciclopropilderivado no cristalizé =
en el medio etéreo, por lo que se hizo necesario separar un
poco de producto de la mezcla en placa preparativa sobre Sie
licagel, utilizando benceno como disolvente de desarrollo y
una mezcla de benceno-acetato de etilo 1:4 (v/v) para eluir
el producto, con el fin de obtener unos cristales con los que
sembrar la solucidén etérea, De este modo se favorecidé la cris

talizacidén del producto,

Siguiendo este método general se aislaron y caracteriza

ron los siguientes compuestos:

Ao~ Productos de adicidn de diazometano a las 2-benciloxi=li=

-bencilidén-5(4H)=-tiazolonas:

1-fenil-5-benciloxi-6-tio=l-aza-espiro={(2,4)hept-b-en-7-ona

Preparado por adicidén de diazometano a la 2-benciloxi-
~4=fenil-5(4H) tiazolona segin el método general, Producto -
blanco, Recristalizado de isopropanol, p.f.=77-8°C. Rdt 33%

Anf{lisis, tabla IV n?17, Espectro IR, tabla V n?%17, Es
pectro RMN, tabla VI n?17,

1-(h-metoxifenillgjebenciloxi-6-tio-h-aza-espiro—(2,h)hégt—

~limen-7-ona

Prenarado a partir de 2-benciloxi-l4=-(4-metoxibencilidén)=-
~5(4H)=tiazolona, Producto amarillo p4lido. Recristalizado =
de isopropanol, p.f.=68-9°C, Rdt 229

Andlisis, tabla IV n?18., Espectro IR, tabla V n?18, Es
pectro RMN, tabla VI n?%18., | '
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1-(h-nitgofenil)-5-benciloxi-6—tio-h-aza-espiro-(2,4)hept-

~ljmen=7-ona

Preparado a partir de 2-benciloki-4-(h-nitrobencilidén)-
~-5-(4H)=tiazolona, Producto amarillento., Recristalizado de =
acetato de etilo, p.f.=125-6°C, Rdt 30% '

Andlisis, tabla IV n%19, Espectro IR, tabla V n?19, Es
pectro RMN, tabla VI n?19,

1=(4=clorofenil)-5=-benciloxi-6-tio=l-aza~espiro=-(2,4)-hept=~

=lj~en=7-0na

Preparado a partir de 2-benciloxi-i-(l4~clorobencilidén)=-
-5(4H)=-tiazolona. Agujas blancas., Recristalizado de etanol,
p.f.=95-6°C, RAt LO%

Andlisis, tabla IV n220, Espectro IR, tabla V n?20, Es
pectro RMN, tabla VI n220,

1=(b-acetoxifenil)=5-benciloxi-6=-tio-l—aza—espiro=(2,4)hept=

-l—en=7-ona

Preparzdo a partir de 2—benciloxi-h-(h—acetoxibencilidén)-
-5(4H)-tiazolona. Cristales blancos. Recristalizado de isopro
panol, p.f.=117-8°C. RAt 389

Andlisis, tabla IV n?21. Espectro IR, tabla V n%21, Es
pectro RMN, tabla VI n?%21,

1=(3-acetoxifenil)~5~benciloxi=-6-tio=b4—aza—espiro=(2,4)hept=

~4—~en~7-ona

Preparado a partir de 2-benciloxi-h-(B-acetoxibencilidén)-
-S(hH)-tiazolona. Cristales blancos. Recristalizado de isoprg
panol, p.f.=102-3°C, Rdt 48%

Andlisis, tablalV n?22, Espectro IR, tabla V n?22, Esa=
pectro RM, tabla VI n?22,

Adicidn de diazometano a 2-benciloxi-i4=(3,4-dimetoxibencili-
dén)=5(4H)-tiazolona ’

Se procedid segiin el métocdo gzgeneral, obteniendose un si-

rupo amarillo, mezcla de varios productos, que no pudieron se

parnrse por los métodos habituales,
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Adicidn de diazometano a 2-benci10xi-h-£§-benciloxibehcilidén)-

-3{4H)=tiazolona

Se adiciond diazometano segin el método general, crista-
lizando de la solucidn etérea fraccionadamente dos. productos:
a) 5-(l4-benciloxifenil)=7-benciloxi-11-0xa=8=tia~2,3,6=triaza-

—diespiro=(4,4,2,0)dodeca-2,6=dieno

Producto blanco, Recristalizado de isopropanol-dioxano,

p.f.=148-9°C, Rdt 9%

-1 i H N.S
Analisis para 027 25O3 3

Calculado: 68,77% C; 5.34% H; 8.91% N; 6.78% S

Hallado : 68.89% C; 5.07% H; 9.07% N; 6.75% S
Espectro IR (Brk)

1635 cm™! tensidén N=Nj 1520 cm™! tensidén C=N y C=C aro=

mdtico; 1255 crn-1 tensidén C-03-740, 700 cm"'1 monosustitucidn
aromdtica; 850, 800 cm™'
Espectro RMN (C1,CD-TMS, 100 MHz)

1,4-disustitucidén aromdtica,

3

N=724,0 m 10 H arom,
gc ¥=691.0 d J=10 Hz 2 H arom.
EE Y=671.4 d J=10 Hz 2 H arom.
Hp V¥=573.5 s 2 H -OCH,,-
Y =483.5 d J..,=12 Hz
C_H_CH.O 0-3 Yz 2 H (Y+2)
675 OCH,,CH v =498 4 J, =12 Hz
VF.-.263.9 d  Jpp=12.75 Hz
vc=285.6 d JCD=h.5 Hz

VE=338.2 c JED=1‘5; JEF=12.75 Hz
QD=355.7 (+] JDC=A05; JDE=1 05 I-Iz

Sistema ABX:\?X=321.5,VA=492.04. vB=457.47, Japg==1745, JAX=

=80581 JBX=6.92 HZ.
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b) 1=(4-benciloxibencilidén)=5-benciloxi-6=tio=b-aza-espiro=

~(2,4)hept=b-en-7—ona

Cristales blancos. Recristalizado de isopropanol, p.f.=
=77-8°Cc. Rdt 8%.

Andlisis, tabla IV n?23, Espectro IR, tabla V n?23, Es«
pectro RMN, tabla VI n?23,

Adicién de diazometano a 2-benciloxi-l-
-(4H)-tiazolona

Se adicioné diazometano segin el método general, obtenien

dose una mezcla de prodﬁctos muy compleja, de los cuales uno
de ellos parece ser segin su espectro RMN el 1-(4-piridin)=5-

~benciloxi-6-tio=-k-aza=-espiro=(2,4)hept=ti-en-7=ona,

Espectro RMN (ClBCD—TMS)
HA HB $=8.62 m 2 H arom.
N@A——’CO &$=7.33 s+m 7 H arom,
|
Hy NS &=5.28 s 2 H -OCH,-
- &=3.,02 t 1 H (X
CH - C gH 3 (x)

8§=2.20 4 2 H (A+B)
Espectro no fiable devido a las impurezas de la muestra,
de la cual se obtuvo tan poca cantidad (Rdt 1%) que no se pu=

dieron obtener mds datos que confirmaran esta estructura,

B.- Productos de adicidén de diazometano a las 2-benciltio~ie

-bencilidén-5(4H)-tiazolonasz:

]=fenil=5-bencilt{o-6-tio=l-aza-espiro-(2,4)hept-b-en=T=ona
Preparado a partir de 2-benciltio-4-bencilidén-5(L4H)=tia=-

zolona, Agujas blancas., Recristalizado de isopropanol, p.f.=
=91-2°C, Rdt U2%

Anflisis, tabla IV n?%1, Espectro IR, tabla V n%1. Espec-
tro RN, tabla VI n®1,

1=(4-metoxifenil)-35-benciltio-6-tio-4-aza-espiro={2,4)hept-

~i—en=7-ona

Preparado a prrtir de 2-benciltio-l-(4-metoxibencilidén)-

~-5{4I)~tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de iso-—



propanol, p.f.=90-1°C. Rdt 45% |
Andlisis, tabla IV n92, Espectro IR, tabla V n?2, Espec
tro RMN, tabla VI no2, ' |

1={(h=nitrofenil)=5=bencilt{o=6~tio=b-aza=espiro=(2,4)hept-

-f4~on-7-o0na

Preparado a partir de 2-benciltio=l4-(U4-nitrobencilidén)=-
~5(4H)=tiazolona, Cristales amarillo pdlido. Recristalizado
de acetato de etilo, p.f.=110-2°C. Rdt 35% L

Andlisis, tabla IV n?3, Espectro IR,tabla V n?3, Espec=
tro RMN, tabla VI n?3, | - -

1—(l4~tolil)=5-benciltio—6~tio-k-aza-espiro=(2,4)hept-b—en-7~

—-ona

Preparado a partir de 2-benciltio=i-(4-metilbencilidén)=
-5(4H)~-tiazolona, Cristales blancos. Recristalizado de isopro
panol, p.f.=95-6°C. Rdt 45%

Andlisis, tabla IV n?%, Espectro IR, tabla V n?%4. Espec
tro RMN, tabla VI nol4,

1-(h4=clorofenil)-5-benciltio=-6-tio~li-aza-espiro={2,4)hept=Lli=

-en—i =ona

Preparado a partir de 2-benciltfo-4-(4-clorobencilidén)-

-5(4H)~-tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de isopro
panol, p.f.=88-9°C, Rdt 37%

Anflisis, tabla IV n?5, Espectro IR, tabla V n?5, Espec
tro RMN tabla VI n?5. |

1=(3=clorofenil)=5-benciltio=6~tio=b=aza~espiro=(2,4)hept=l=

—en-~T7-ona
Preparado a partir de 2-ben¢iltio-h-(3-clorobencilidén)—

5(4H)~tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de isopro=-
panaol, p.f.=72—3°C. Rdt 29%

Andlisis tabla IV n?%6, Espectro IR, tabla V n?6, Espec~
tro RMN, tabla VI no6.



1= (4~Ffluorofenil)=5-bencil tio=6-tio-b-aza-espiro-(2,4)hept~-

-4~en-7=-ona

Preparado a partir de 2-benciltfo=l=(4=Ffluorobencilidén)~
-5(4H)=tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de isopro=
panol, p.f.=67-9°C. Rdt 31%

Andlisis, tabla IV n?7, Espectro IR, tabla V n?7 ., Espec
tro RMN, tabla VI n?7.

1-(3,h-metilendioxifenil)-5-benciltio-6-tio-4-aza-espiro-!2,&!

hept-4-~en-7-ona

Preparado a partir de 2-benciltfo-4-(3,4-metilendioxiben-~
cilidén)-5(4H)~tiazolona., Producto blanco. Recristalizado de
isopropanol-éter, p.f.=83=-4°C, RAt 35%

Andlisis, tgqbla IV n?8, Espectro IR, tabla V n?8, Espec=
tro RMN, tabla VI n?28.

1=(4-acetoxifenil)=5-benciltio=6~tio=l-aza-espiro-(2,4)hepte=

-4-en=7-ona

Preparado a partir de 2—benci1tio-h—(h—acetoiibencilidén)-
~5(4H)~-tiazolona, Agujas blancas, Recristalizado de isopropa-
nol. p.f.=77-8°C. Rat 37%

Andlisis, tabla IV n?9, Espectro IR, tabla V n?9, Espec=-
tro RMN, tabla VI n99,

1-(3-acetoxifenil)-5-benciltio=6-tio=b—aza—espiro=(2,4)hept=~

~lj-en-7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-l~(3-acetoxibencilidén)-
-5(4H)~tiazolona., Agujas blancas. Recristalizado de isopropa=-
nol,p.f.=85-6°C., Rdt 38%

Andlisis, tabla IV n%10, Espectro IR, tabla V n?%10, Es-
pectro RMN, takla VI n?10,

1-(3-acetoxi-b-metoxifenil)=5-benciltio~6-tio=lb-aza-espiro-

~(2,4)hept-bi-en-7—ona

Preparado a partir de 2-benciltio=l~(3-acetoxi-b-metoxi=-

bencilidén)~5(4H)~tiazolona, Agujas blancas. Recristalizado de

acetato de etilo (muy poco) primero y luego de isopropanol,
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p.f.=112-3%C, Rdt L40%
Andlisis, tabla IV n?11, Espectro IR, tabla V n211, Es-
pectro RMN, tabla VI n911,

1-(B-metoxi—h-acetoxifenil)-5-benciltio-6-tio-h-aza-espiro-
-(2,4)hept-i-en-7-ona

Preparado a partir de 2—benciltio—4—(3-metoxi-&-acetoxi?

bencilidén)-5(4H)-tiazolona. Producto blanco. Recristalizado
de acetato de etilo, p.f.=108-10°C. Rdt 50%

Andlisis, tabla IV n%12, Espectro IR, tabla V n?%12, Esw
pectro RMN, tabla VI n212,

1-(3,4-diacetoxifenil)-5-benciltio=6-tio-b-aza-espiro-(2,4)

hept=-4-en~7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-l4~(3,4~diacetoxibenci-
1idén)=-5(4H)~tiazolona., Cristales blancos. Recristalizado de
etanol, p.f.=115-7°C. Rdt 51%

Andlisis, tabla IV n?13, Espectro IR, tabla V n?13, Es=-
pectro RMN, tabla VI n913, '

1-(B—metoxifenil)-S-benciltio-6—tio-h-aza-espiro-(2,h)henta

~4-en-7-ona

Preparado a partir de 2-bencilt{o-=4-(3-metoxibencilidén)-
~-5(L4H)-tiazolona, Cristales blancos. Recristalizado de etanol,
p.f.=64-5°C, RAthlL%

Andlisis,tablalVn214, Espectro IR, tabla V n?14, Ese
pectro RMN, tabla VI n214,

1-(h-benciloxifenil)-S-benciltio-6;tio-4-aza-espiro-(2,h)hqgﬁ

~f—-en-7-~ona

Preparado a partir de 2-benciltio-li=(4-benciloxibencili-
dén)-5(4H)-tiazolona. Cristales blancos, Recristalizado de -
isopropanol, p.f.=75-6°C.

Andlisis, tabla IV n?15, Espectro IR, tabla V n?15, Es-
pectro RMN, tabla VI n915,
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2-benciltio=b=(4-dimetilaminofenil-l—-etilidén)-5(4H)-tiazolona
Obtenido a partir de 2-benciltio-4-(l-dimetilaminobenci-
lidén)=-5(4H)~tiazolona., Producto rojo, p.f.=81-3°C. Rdt 75%.

Analisis para C20H200N282

Calculado: 65.20% C; 5.47% H; 7.60% N;

Hallado : 65.24% C; 5.59% H; 7.34% N

Espectgp IR (BrK)

1720 om™) (f), tensidn C=0 tiazolonaj 1620 cm
sién C=C; 1555 cm™

tico; 740, 700 cm™! (m), monosustitucidén aromdtica; 840 cm

=1 (d) ten~

v 1520 cm™) (m), tensidén C=N y C=C aronif=—
| -1

(m), 1,4=disustitucién aromdtica.

Espectro RMN (cc1,D-1MS)
S=7.72 4 J=9.3 2H aromdticos
S=7.37 s 5H aromdticos
/ @ CO S§=6.62 d J=9.3 2H aromdticos
§=4.48 s 2H S-CH,
scn 2=CgHs §=3,05 s 6H (CH3)2-N
&§=2.67 s 3H,-CH3

(1-acetil=indolil~3)=3-benciltio=6-tio-4-aza-esniro=(2,4)hept

-4-en~7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-4-(1-acetil-indolil-3)-
-metilén-5(4H) ~tiazolona. Producto blanco. Recristalizado de
isopropanol, p. f.-118—20 C. Rdt 2%

Andlisis, tabla IV n?%16, Espectro IR, tabla V n216, Es-
pectro RMN, tabla VI n?16,

3.~ Separacidn v estudio de la mezcla de productos formada en

la adicidén de diazometano a la 2-benciloxi-4-bencilidén-

-5={4H)~tiazolona

A una disolucidn de 0,025 moles de 2-benciloxi-4-benci-
lidén-5(4H)-tiazolona en benceno, se adiciona una sclucidén =

. . o .
bencénica de diazometano a 40-50C, tal como se describe en
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el método general anteriormente ﬁencionado (ver PE. 93). Del
aceite residual obtenido después de'eliminar el benceno a va
cio, se separaron seis productos pof cromatografia en capa =
fina preparativa sobre silicagel GFZS#’ con benceno como di-
solvente yunamezcla benceno~acetato de etilo 1:4 (v/v) como
eluyente para las fracciones del frente y 1:1 (v/v) para las
fracciones mds prdximas al origen,

Los productos separados se describen a continuacidn:

Compuesto 1.~ Se identificd como 2-benciloxi-h-(1-feniletil£
dé@fS(hH)-tiazolona. Producto blanco, con Rf=~0,45. Recrista
lizado de metanol-acetato de etilo, p.f.=55-6°C.

Andlisis para C18 150 NS

Calculado: 69,.89% C; 4.88% H; 4.52% N; 10,35% S
Hallado : 69.14% C; 4.72% H; 4.45% N; 10,00% S

Espectro RMN (CClBD-TMS)
S=7.4 s+m 10 H arom,
..c_ §=5.35 s 2 H -OCH,~
N\‘ s 8§=2.58 s 3 H CHy

0@12—061‘15

Compuesto 2.~ Se identifica como la (Z;1-fenil=5=benciloxi—6-

~tio=k-aza-espiro-(2,4)hept-4-en~-7-ona. Producto blanco, con
Rf ~0,40, Recristalizado de isopropanol, p.f.=77-8°C. Rdt 33%

El compuesto es ideéntico al descrito en la pdgina 94,

Compuesto 3.~ Identificado como (Ex1=fenil-5=benciloxi=6~tio=

-4-aza~espiro~(2,4)hept~b~en~7-ona, Producto blanco, con Rf:=
0.28, p.f.=84-5°C,
Andlisis para C, H,_O oNS

18715
Calculado: 69.89% C; 4.59% H; 4.69% N; 10.63% S
Hallado : 69.89% C; 4.88% H; 4,52% N; 10,34% S

Espectro RMN (CCl.D~TMS)

3
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H, Hp
A
$=7,42 s 5 H arom.
§=7.30 s 5 H arom.,
co }
[ §=5.42 s 2 H -OCH,-
x N\ S S=3.4 m 1 H (X)
oc112-c6H5 §=2,22 m 2 H (A+B)

Compuesto 4.~ Provisionalmente se le asigna una estructura =

de 2-fenil-5-benciloxi-6-tio-l4-aza-espiro-(2,5)oct=4~en-8~ona

Producto blanco con Rf= 0.14, Recristalizado de metanol, p.f.
=66-7°C.

1185

. 7
cion

Andlisis para C19H1702NS

Calculado: 70.59% C; 5.26% H; 4.33% N; 9.91% S
Hallado : 69.73% C; 4.91% H; 4.327 N; 9.39% S
Espectro IR (BrK)

1685 cm™ (f), tensidén C=0; 1635 cm
cm-1 (f), tensidn C-0; 760, 700 cm'-1

1 (f), tension C=Nj;

(m), monosustitu-

aromdtica.

Espectro RMN (CClBD-TMS)
H, Hy 2 =7.31 s 10 H arom,
= .8 = .
o . 4,89 d J,y=11.3 HZ}Z H (1+2)
@ \F C §=h.52 d Jy,=11.3 Hz
Hy £=3.69 4 J_=14,6 Hz
Hy S ‘ e~ 2 H (C+D
0-0\—© Sx=3‘25 t JXA=8.6; Jyp=J3 Hz
Hy =2,30 ¢ J5,=8.6; J,=-5.3 Hz
8,=1.92 ¢ J,y=9.35 J,p=-5.3 Hz

Compuesto 5.~ Identificado como 5-fenil-7-benciloxi-1l-oxa-

-8-tia=2,3,6~-triaza-diespiro(4,4,2,0)dodeca~2,6~dieno. Pro=-

ducto blanco, con Rf 20.,05. Recristalizado de isopropanol-

~dioxano, p.f.=163-4°C (c.d)

Andlisis para C

2OH19N3028
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Calculado: 65.75% C; 5.20% H; 11,30% N; 8.76% S
"Hallado : 65.56% C; 5.15% H; 11.,48% N; 8,67% S
Espectro RMN (100 Mz) (ClBCD-TMS)

N=725 m 10 H arom,

N=470 d . Jyy=-12 Hz

y=488.7 d JYX§-12 Hz

¥=348 ¢ Jpe= 4.5 Hz, Jy=1.5Hz
¥=335.5 ¢ Jgn= 1.5 Hz, Jpp=125Hz
V¥=280.8 d Jg= 4.5 Hz

V=261.5 d Jpp= 12,5 Hz

Sistema ABX:
'vx=322.5, Vk=“92"' w%=465.3, J,p=—17.5 Hz, JXA=8.7 Hz, JXB=
=6.,3 Hz.
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ITI.- REACCIONES DE HIDROLISIS DE LAS ESPIROTTAZOLONAS

1.~Hidrdlisis bdsica parcial, Apertura del anillo de tiazolona

a) Hidrdlisis parcial de 1-fenil-5-benciloxi=6=tio=l4-aza-espi-

ro=(2,4)hept-b=en=7-ona.

Método A

1 g del espiroderivado se adiciona a una solucion etandli
ca de potasa (1 g en 15 ml) y la mezcla se agita durante unas
3 hrs. a temperatura ambiente., Se separa un precipitado blanco
por filtracién ., y se lava primero con un poco de etanol y des
pues con éter, Este precipitado se extrae con agua, en la que
es parcialmente soluble,

La parte insoluble en agua es un sélido blanco que recris
taliza de etanol con p.f.=81-2°C, ¥y que se identificé por es-
pectroscopias IR y RMN y andlisis, como una mezcla de 1-bencil
oxicarbonilamino-2-fenil-ciclopropanocarboniltioato de etilo y
su isdémero i=benciloxitiocarbonilamino-2-fenil-ciclopropanecar
boxilato de etilo (ver pg. 52). Andlisis, tabla XII n®1, Espec
tro IR, tabla XIITI n%4, Espectro RMN, tabla XIV n?%6,

La solucidén acuosa se aciduld con 4cido clorhidrico dilui
do hasta pH=3, con lo que precipitd un sélido blanco que se -
recristalizé-de benceno-éter de petrdéleo, con p.f.=128-9°C. E1l
producto se identificd, por andlisis elemental (tabla XII n22),
espectro IR (tabla XIII n?3), espectro RMN (tabla XIV n28), y
por desulfuracién con Ag,0 (ver pg.106) como una mezcla forma-
da por los dos dcidos correspondientes a los dos esteres et{li

cos citados anteriormente y de estructuras (LXI) y (LXII) (ver
pg. 52).

Método B ;

1 g del espiroderivado se suspende en una disolucidn acuo
sa de potasa (1 g en 15 ml). A la mezcla se le van afiadiendo -
gotas de dioxano o de tetrahidrofurano hasta disolucidn comple

ta, y se abandona agitando varias horas. Se elimina el disol=
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vente orgdnico a vacio, ¥y se acidula la solucidn acuosa con
HC1l diluido. Precipita un sdélido blanco, que se recristali-
za de benceno, de p.£.=128-9°C, y cdyos andlisis elemental

y espectros IR y RMN coinciden con los de 1los correspondien

tes a la mezcla de los dos dcidos del apartado a) anterior.

b) Desulfuracidén de la mezcla de 4cidos originada en la hiw

drélisis parcial de 1-fenil-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espi-

ro=-{(2,4)hept-b-en=7~ona

Método A (Basado en (68))

Se disuelven 1,7 g de la mezcla de dcidos obtenida en
el apartado a) en una disolucidén de 1.75 g de N'azCO3 en 30
ml de agua. Se afiade agitando una disolucidén de 1.8 g de =~
AgNO3
toda la noche. Se separa el AgZS por filtracidmn y se aci-

en 15 ml de agua, Se agita durante 1 h y deja estar

dula la disolucidn, con lo que precipita un producto blan-
co que recristaliza de benceno de p.f.=158—9°C. Se identi-
ficé como el dcido 1-benciloxicarbonilamino-2-fenil-ciclo=-
propanocarboxilico., Andlisis, tabla XII n9?3. Espectro IR,
tabla XIII n?%1. Espectro RMN, tabla XIV n?1,

Método B (Basado en (69))

A una disolucidn en éter de 1 g de la mezcla de dci-
dos obtenida segiin el apartado a) precedente en la hidré-
lisis parcial de 1~-fenil-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espiro-
(2,4)hept=-b-en~7-ona, se afiade un exceso de Ag,0. Se deja
agitar toda la noche, El Ag20 en exceso y el_Ag28 formado
se separan por filtraccién. Se elimina el disolvente orgd
nico a vacio. El residuo es un sdlido blanco de p.f.=158~
—9°C, y cuyo andlisis elemental y espectros IR y RMN coin
ciden con los del producto obtenido por el método A para
el dcido 1-benciloxicarbonilamino—z—fenil-ciclopropanocqg

boxilico.



c) Metanolisis de 1-fenil-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espiro-

(2,&)hept—h—en-7-qna

A una disolucidn de 1 g del espiroderivado en 2 ml de
metanoi caliente, se afiade una cantidad catalitica de meto
xido sédico (media lenteja de sodio en 5 ml de metanol), -
Se agita durante 0.5 h., Se elimina el disolvente a vacio y
se obtiene un sdélido rosdceo, que recristaliza de isopropa
nol, de p.f.=91-2°C. El producto obtenido se identificd -
por andlisis (tabla XII n2%4), espectro IR (tabla XIII n96)
y espectro RMN (tabla XIV n97))como una mezcla de los es=
téres metilicos correspondientes a los dcidos 1-benciloxi
carbonilamino-2-fenil-ciclopropanocarboniltidlico y 1-ben
ciloxitiocarbonilamino-2-fenil-ciclopropanocarboxilato de
etilo (ver férmulas (LXI) y (LXII) en la pg. 52).

d) Desulfuracidn de la mezcla de esteres obtenida en la -

metanolisis de 1=fenil-3-benciloxi-6-tio=-4-aza-espiro-
-(2,4)hept-4-en-7-ona

Una disolucidn en éter de 1.5 g de la mezcla de este
res metilicos originada segiin el apartado c), se trata con
un exceso de Ag20, segiin el método general B descrito en
la pg., 106, Se obtiene un sdélido blanco, que se recristali
za de metanéi—agua, con p.f.=65-6°C, y se identifica como
1-benciloxicarbonilamino-2-fenil~ciclopropanocarboxilato
de metilo., Andlisis, tabla XII n?5, Espectro IR, tabla XIII
n?2, Espectro RMN, tabla XIV n@2,

2.~ Hidrdlisis basica total. Acidos 1-amino-2-aril-ciclo=-

propanocarboxilicos

a) Hidrdlisis de 1-aril-3>-benciltio-6-tio-l-aza-espiro-

(2,4)hept-4-en-7-onas

Procedimiento general

A una disolucidn de KOH en etanol (1.5 g en 50 ml) se
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agregan 2 g del correspondiente ésbiroderivado. Se agita a
unos hO-SOOC durante unos minutos. El producto se disuelve
ripidamente ¥y, tras corto tiempo, coéienza a cristalizar -
una nueva sustahcia. Se deja a temperatura ambiente duran-
te 1 h y despuéds en refrigerador toda la noche, Al dia si-
guiente, se filtra el producto, se lava con éter y se seca
répidamente. Se disuelve en poca agua (unos 20 ml) y 1la so
lucidn se acidula con HCl conc. hasta pH 1. Se desprende =
un gas maloliente y precipita una sustancia que se redisuel
ve a medida que baja el pH. Quedan unos pequefios residuos
sin disolverj la disolucidn se trata con carbdén activo y =
se filtra., E1 pH se lleva a 6.,5-7 por adicidén de una diso-
lucidén concentrada de K2003 e Por rascado de las paredes y
enfriamiento (y a veces espontineamente) cristaliza el co=-
rrespondiente aminodcido, que se filtra y se recristaliza,

1o mayor parte de lzs veces de agua,

b) Hidrélisis de las l1-aril-S5-benciloxi-6-tio-4-aza-espiro-

-(2,4)hept-4-en-7-onas

Procedimiento general

A una disolucidn de KOH en ctanol (1 g de KOH en 15 ml
de etanol), se agrega 1 g del correspondiente espiroderiva-
do. Se mantiene a reflujo durante .1 h., Por enfriamiento =
cristaliza un sdélido blanco que se filtra y se lava con un
poco de alcohol y después con éter, Ll precipitado se di=-
suelve en agua, y se lleva con HC1l al 50% hasta pH 1-2, la
disolucidén se trata con carbén activo y se filtra, E1 pH -
se lleva a 6.5-7 por adicidn de una disolucidén concentrada

de K,CO con lo que precipita el aminodcido.

39
Utilizando uno de estos procedimientos =y en ocasiones

ambos— se han preparado los siguientes aminodcidos:
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Acido 1-amino-z-fenil—ciclopropahocarboxilico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-fenil-5-«bene
ciltio-6-tio-h-aza-espiro-(2,h)hept;h—en-7~ona y de 1a 1-fe
nil-5-benciloxi-6-tio~4=aza-espiro-(2,4)hept-4b-en-7-ona. -
Cristales blancos. Recristalizado de agua, p.f.=156-7°C. =
Rdt 60%.

Andlisis Para C1OH1102N

Calculados: 67.95% C; 6.38% H; 7.67% N
"Hallado : 67.77% C; 6.25% H; 7.90% N
Espectro IR, tabla VII n¢1. Espectro RMN, tabla VIII -

n‘-"l o

Acido 1=amino-2-(4-metoxifenil)-ciclopropanocarboxilico

Preparado por hidrélisis alcalina de la 1-(4-metoxife=
nil)-5-benciltio~6-tio-4-aza-espiro-(2,4)hept-b-en-7-ona y
de la 1-(4-metoxifenil)-5-benciloxi-6~tio-b-aza~espiro=(2,4)
hept-4-en-7-ona, Cristales blancos, Recrlstallzado de agua,
P f.-186~7 C. RAt 73%.

Espectro IR, tabla VII n¢2, Espectro RMN, tabla VIII =

n?2,

-Acido 1-amino-2-(4-tolil)-ciclopropanocarboxilico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1={4-tolil)-5-
-benciltio-6-tio=l4-aza-espiro-(2,4)hept-4=-en-7-ona. Produc-
to blanco., Recristalizado de agua, p.f.=179-80°C, Rdt 35%.

Espectro IR, tabla VII n?3, Espectro RMN, tabla VII -

nes3,

Acido 1-amino-2-(h—clorofenil)-ciclonropanocarboxilico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(4—clorofe—
nil)-5-benciltio=-6-tio-4-aza-espiro~-(2,4)hept-b-en-7-ona y
de la 1-(4-clorofenil)-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espiro=(2,4)
hept-b4-en-7-ona, Producto blanco., Recristalizado de agua, -
p.f.=175-6°C, Rdt 45% en el caso del benciltioespiroderivado
y 13% en el caso del benciloxiespirnderivado.

Espectro IR, tabla VII n?4, Espectro RMN, tabla VIII -

nh,
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Acido 1-amino-2-(3—clorofenil)-ciclqpropanocarboxilico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(3-clorofe-
nil)-5-benciltio-6=tio=-4-aza-espiro-(2,4)hept-4~en~7~ona.
Cristales blancos, Récristalizado de agua, p.f.=148=9°C,

RAt 40%,

Espectro IR, tabla VII n?5. Espectro RMN, tabla VII =

—-ciclopropanocarboxi=-

Acido 1-amino-2- hemetildndioxifenil

lico
Preparado por hidrélisis alcalina de la 1-(3,4-metilén
dioxifenil)-5-benciltio-6-tio-4~aza-espiro-(2,4)-hept-l-en-
-7-ona, Laminas brillantes. Recristalizado de agua, p.f.=
=158-9°c, Rdt 75%.
Espectro IR, tabla VII n%6, Espectro RMN, tabla VIII -

n?6,

Acido 1—-amino-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-ciclopropanocarbo-
xilico »

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(3-acetoxi-li-
-metoxifenil)=-5-benciltio~6-tio-~4~aza-espiro{2,4)hept-L-en=
-7-ona. En este caso l- hidrdlisis se hace alrededor de 0°C
y bajo corriente de nitrdgeno. Al cabo de 5 h de. agitacidn
de la mezcla, se evapora el etanol a vacio hasta sequedad -
sin calentar. El residuo se disuelveen agua (solucidén amari
lla). La solucidén se lleva a pH=1 con HCl conc. Se trata con
carbdn activo. Se extraen con éter impurezas de color amari
llo., Se lleva a pH 7 por adicidén de una sclucidén concentrada
de K2003?y por enfriamiento cristaliza un producto blanco =
que se {iltra y se seca. Se recristaliza de agua, p.f.=169=
-70°C. Rdt 33%.

Espectro IR, tabla VII n?7, Espectro RMN, tabla VII =

n"7c
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Acido 1-amino-2g13—metoxifenil)-ciclqproggnocarboxilico

Preparzdo por hidrdlisis alcalina de la 1-(3-metoxife-
nil)=5-benciltio-6~tio-k-aza-espiro-(2,4)hept-Lk-en~-7-ona.
Producfo blanco, Recristalizado de agua, p.f.=149-50?C; Rdt
35%

Espectro IR, tabla VII n?%8, Espectro RMN, tabla VIII -

n?8,

Hidrdlisis bdsica de 1-(l4-benciloxifenil)-5-benciltio=6=tio=

-h-aza—eSpiro-(zjtheptéh—en—Zgona

La hidrdlisis se hace segtn el método general (pg. 107),
precipitando en medio dcido un sélido blanco que no se redi=-
suelve al bajar el pH.Este producto se filtra, se lava con =
etanol y después con éter y se recristaliza de dimetilforma-
mida, p.f.,=187-9°C. Rdt 71%

Espectro IR (BrK)

3000-2750 cm™! (b.a.), tensién N-H; 1620 cm™' (f), banda
I; 1575 cm~' (f), deformaciones del N-H; 1520 cm™' (f), gru-
po carboxilato ionizado; 1545 cm"1 (f), tensidén C-0; 740, 690

cm-1 (m), monosustitucidén aromdticaj; 830 cm-1 (a), 1y4~disus
titucidn aromdtica.
Espectro RMN ((D20 + KOH)~DDS)
- $-6.88 s 5 H arom,

1y Hy &§=6.7 m 3 H arom.
Ol CH,0 COOH &=4,49 s 2 H 0-CH,
i NH,, $=2.5 t.d Jy,=9.3 Jyp=7.3 1 H (X)

8=1.6 ¢ J,4=9.3 J,p=-5.3 1 H (4)
§=0.91 ¢ Jpx=7+3 Jpa==5.3 1 H (B)

Espectro de masas: m/e=283 (M'); m/e=265 (M*=18)3m/e=91

Hidrdlisis alcalina de 1-(4-benciloxifenil)-5-benciloxi-6-tio=

-4—aza-espiro~(2,4)hept-b-en-7-ona

La hidrélisis se hace segun el método general (pg.108),
precipitando en medio acido un sélido blanco que no se redi-
suelve al disminuir el pH, Lste producto se filtra, se lava

repetidas veces con agua y se seca. Recristalizado de bence
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no-éter de petrdleo. p.f.=142-3°C, Rdt 86%,

Andlisis, tabla XII n96, Los espectros IR y RMN del =
producto, sugieren que sc trata de una mezcla de los 4cidos
isdémeros posibles por simple apertura del anillo de tiazolg
na: los 4cidos 1-(benciloxitiocarbonilamino )-2-(4-bcncilo=
xifenil)=ciclopropanocarboxilico y 1-(benciloxicarbonilami-
no)=2~(4-benciloxifenil)=~ciclopropanocarbotioico. Que esto
era asi, se confirmd desulfurando la mezcla con Ag20 segun
el método A (pg. 106), lo gue condujo a un prqducto blanco

nuevo, con p.f.=182-4°C (de benceno), que se identificé co- .

J
mo dcido l1=benciloxicarbonilamino-2-(4-benciloxifenil)-ci-
clopropanocarboxilico., Analisis, tabla XII n?7., Espectro IR

tabla XIII n923, Espectro RMN, tabla XIV n?3,

Hidrdlisis alcalina de 1-(4-nitrofenil)-5-benciloxi-6-tio=-

-4-aza-espiro-{2,4)hept=Lb-en-7-ona

La hidrdlisis se realizd por el procedimiento general
para los benciloxiderivados (ver pg. 108), pero el precipi-
tado obtenido en la precipitacidn isoeléctrica, resultd ser

un producto negruzco intratable, que se abandond,

Hidrdlisis alcalina de 1-(3 6 L-acetoxifenil)=5-benciltio=-

-6-tio=4-aza-espiro-(2,4)hept-4-en-7-onas

Se hizo segiin el procedimiento general de hidrdlisis -
para los benciltioderivados (pg, 107). En el proceso de hi-
drélisis, la solucidn se colored de amarillo intenso, no ob
teniendose ningidn precipitado de la misma., Se evaporo el di
solvente a vacio hasta sequedad y se obtuvo un producto os-

curo resinoso intratable, que se abandond.

Hidrdlisis alcalina de 1-(3 6 L-acetoxifenil)-5-benciloxi-

~6-tio-4—aza-espiro-(2,4)hept-4-en-7—-onas

Se realizdé segin el método general de hidrélisis para
los benciloxiderivados (pg. 108). Al calentar la solucidn ba
sica, tomo color oscuro. Al enfriar precipitd un sélido ama

rillo que,una vez filtrado, se disolvio en agua, pero que no
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reprecipito hacia pH=6.5. Se evapord el disolvente hasta se
quedad y se obtuvo un residuo negruzco intratable que se a-

bandond.

c) Hidrélisis bdsica de las 1-(acetoxifenil)~5-benciltio-6=

"mtio=mlb-aza-espiro-(2,4)hept-b-en-7-onas: Hidrocloruros =

de los dcidos 1-amino—2—(hidroxifenil)-cicloprqpanocarbo-

xilicos

Método A

A una disolucién de KOH en agua (3 g en 20 ml) se agre
gan 2 g del correspondiente ciclopropilderivado disuelto en
la minima cantidad de dioxano. La mezcla se mantiene agitan
do a temperatura ambiente y bajo corriente de nitrégeno., Al
cabo de 2 h, se elimina el disolvente orgdnico por evapora=
cidén en una bomba de vacio,y el agua por liofilizacidén, E1
residuo se disuelve en la minima cantidad de agua, y se aci
dula con HCl conc. Se agita con carbdn activo y se filtra.
La solucidén se extrae repetidas veces con éter, se recoge =
la fase acuosa y se evapora el agu:x hasta sequedad. El resi

- ’
duo se extrac repetidas veces con etanol, se evapora este a

vacio hasta sequedad y se obtiene el hidrocloruro del corres_

pondiente amfinodcido., Estos hidrocloruros no suelen crista-
lizar bien y son normalmente higroscdpicos, por lo cual no

pudieron obtenerse andlisis elementales satisfactorios,

Método B

A una disolucidén de KOH en etanol (3 g en 20 ml) se a-
gregan 2 g del correspondiente espiroderivado disueltos en
20 ml de etanol. La mezcla se tiene agitando durante 4-5 h
a una temperatura no superior a 20°C, y bajo corriente de =
nitrégeno. La solucidn se acidula con HCl conc. (unos 4 ml)
y el ClK formado se elimina por filtracién . Se evapora el-
disolvente a vacio, y el residuo se disuelve en agua, La fa

se acuosa se extrae renetidamentc con éter, reuniendo los -
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extractos etereos. La fase acuosa se evapora a sequedad con
ayuda de una mezcla de etanol-benceno, obteniendose como re
siduo el hidrocloruro del ciclopropilaminoécido correspon-
diente,

De la fase etérea, después de eliminar a vacio casi to
do el disolvente, cristaliza,;segin los casos;el producto de
hidrélisis parcial, el producto de ciclacidn, o ambos, que se

detallaran en cada caso.

Siguiendo. uno de estos métodos generales (o ambos), se

prepararon los siguientes compuestoss

Hidrocloruro del dcido 1-amino-2-(4-hidroxifenil)-ciclopro=

panocarboxilico

Preparado a partir de la 1-(l4-acetoxifenil)-5-bencil-
tio=6-tio-l~aza-espiro-(2,4)hept-4-en-7-ona por los métodos
A y B. Producto amarillo anaranjado, Recristalizado de eta=-
nol-éter., Su p.f. no se pudo determinar por ser muy higros=-
copico. Rdis: 64%, método A; 35% método B, .

Andlisis, tabla IX n?10; Espectro IR, tabla X n%7, Es-
pectro RMN, tabla XI n98,.

Hidrocloruro del dcido 1-amind=2-(3-metoxi-4-hidroxifenil )

~ciclopropanocarboxilico

Preparado a partir de 1-(B-metoxi—h-acetoxifenil)-5-bqg
ciltio=G-tio-4-aza-espiro~(2,4)hept-4-en-7-ona por los méto=
dos A y B, Producto amarillo crema. Recristalizado de aceto=
nitrilo con unas gotas de etanol, p.f.=189-90°C. Rdts: 50%
método A; 22% método B,

Andlisis, tabla IX n?8, Espectro IR, tabla X n?9, LEs-
pectro RN, tabla XI n911,

Hidrdlisis bdsica de 1-(3-acetoxifenil)—=3-benciltio=6-—tio=l-

—aza-espiro-(z,h)-hept-h-en~7—ona

En la hidrélisis bdsica de este ciclopropilderiv~-do se

gun los métodos generales A y B se obtiene, ademds del hidro
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cloruro del dcido 1-amino~-2-(3~hidroxifenil)-ciclopropano=
carbox{lico, otro producto identificado como el dcido (t-tig
carbonil-3,4-metilén-(6~hidroxitetrahidroisoquinolein))=3=-
—carboxilico, Cuando la reaccidn de hidrdélisis se reaiiza -
en medio etandlico (segin el método general B) y a baja tem
peratura, resulta en gran proporcidn el ester etilico del
dcido formado al abrirse el anillo de tiazolona del ciclopro
pilderivado que se trata de hidrolizar. Las caracteristicas

y propiedades de estos compuestos se resumen a continuacidn:

a) Hidrocloruro del dcido 1-amino-2-(3-hidroxifenil)~ciclo=

propanocarboxilico

Producto amarillento. Su p.f. no se pudo déterminar por
ser muy higroscopico., Rdts: 40% método A; 15% método B,
Espectro IR, tabla X n?11, Espectro RMN, tabla XI n99,

b) Acido 1~tiocarbonil=3,4-metilén- 6-hidroxitetrahidroiso=

quinolein -3-carboxilico

Producto cue cristaliza de los extractos etéreos resul-
tantes de lavar la solucidn acuosa dcida en la que se encuen
tra el hidrocloruro, al seguir los métodos generales A é B,

Sélido amarillo, que recristaliza de etanol; con p.f.=
=195-6°C. Rdt 25% |

Analisis para C11H903NS

Calculado: 56.17% C; 3.85% H; 5.95% N
Hallado : 55.93% C; 4,08% H; 5.77% N

Espectro RMN ((CD3)2so-..ms)
H, Hy $=10.13 s 1 H (CooH) ‘
HL;IEX $=28.58 d Jyp, =8.6 Hz 1 H‘(Hl)
HO COOH 12
H ;/NH $=6.98 d J, . =3.02 Hz 1 H (H,)
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$=6.83 c J, , =2.6Hz, J, . =8.6 Hz 1 H (H,)

. HH, HH,
=2,99 ¢ J =9,6 Hz, J =6.6 Hz 1 H (H,)
HyHy © THHy - "x

§=2.07 ¢ J, . =9.6 Hz, J.. ., ==4.6 Hz 1 H (H,)
H,H, ' JH H A

S-0.68 ¢ J, . =6.6 Hz, J .. ==b,6 Hz 1 H (H,)
HpHy HgH), B

c) De los extractos etéreos de lavado de la solucién acuo-
sa (método general B), se separa un producto blanco con un

Rdt del 30% y que recristalizado de etanol da p.f.=116-9°C,
Segin su andlisis (tabla XII n? 9), espectro IR (tabla XIII
n? 8), espectro RMN (tabla XIV n? 5) el producto parece ser
una mezcla de los estéres et{licos de los dcidos 1=bencil-

tiocarbonilamino-2—(3-hidroxifenil)-ciclopropanocarboniltié
lico y 1-bencilditiocarbonilamino-Z-(B—hidroxifenil)-ciclo-

propanocarboxilico.

Hidrélisis bdsica de 1-(3-acetoxi-l-metoxifenil)-5-benciltfo~

-6-tio=b-aza-espiro=(2,4)hept-b-en-7-ona

En la hidrdlisis de este conpuesto segin el método gene~
ral B, se obtienen fundamentalmente los dos productos que a

continuacidén se describen:

a) Hidrocloruro del gcido 1=amino=2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-

~ciclopronanocarboxilico

Producto naranja. Su p.f., no se pudo determinar por ser
muy higroscépico. Rdt 25%.
Espectro IR, tabla X n? 12, Espectro RMN, tabla XI n¢? 10,

b) Acido 1-tiocarbonil=3,4-metilén~(6-hidroxi-7-metoxi-tetra-

hidroisocuinolefn)=3-carboxilico

Producto que cristaliza de los extractos etéreos resultan
tes de lavar la solucidn acuosa dcida en la que se encuentra
el hidrocloruro., Producto blanco amarillento., Recristalizade

de etanol, p.f.=225°C. Rdt 30%.
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Andlisis para C12H11OhNa

Calculado: 34.34% C; 4.18% 1; 5.28% N3 12,06% S
Hallado : 3L4.14% C; 4.249 H; 4.98% N3 11,525 S
Espectro IR (BrkK)

3280 em™] (bea.), tensidén N-H; 16985 cm'-1 (£), tensién
C=0; 1580 cm~! (f), deformacién N-H,

Espectro RMN ((CDB)ZSO-TMS)

§=10.2 s 1 H (COOH)
&=7.27 s 1H (H1)
§=7.02 s 1 H (4)

&=3.85 s 3 H (ocH,)
S =2.96 ¢ Jyp=9.6 1z, J,n=6.6 Hz 1 H (HX)

S=2,02 ¢ J,=9.6 iz, J, =-b4.6 Hz 1 H (H,)

ADB

5:0.58 c JBX=6‘6 Hz, J A=-l4.6 Hz 1 H (H

B n)

Espectro de masas
m/e: 266 (M%); 221 (MT=coOH); 194; 178; 162 (194~S); -
150 (194~cCS)

Hidrdlisis de 1-fenil-5-benciltio—-6-tio-l-aza-espiro~(2,4)

hept-l4-en-7-ona con tampdén BOBQQZNaOH (70, 71)
)

Método A

1 g del espiroderivado se afiade sobre una mezcla de 20
ml de tampén BOBHB/NaOH (0.15 M, pH=12) y 10 ml de etanol -
absoluto. Se tiene dos dfas agitando. En todo momento hay -
un sélido en suspensidn que se filtra y recristaliza de eta
nol, p.f.=112-7°C. Segtin su andlisis (tabla XII n? 8), espec
tro IR (tabla XIII n? 7) y espectro RMN (tabla XIV n? 4), -
el producto parece ser una mezcla de los ésteres etilicos -
de los dcidos 1-benciltiocarbonilamino-2-fenil-ciclopropano
carboniltidlico ¥y 1-bencilditiocarbonilamino—Zefenil~ciclo—

nropanocarboxilico,
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Método B

A una disolucién de 1 g del ciclopropilderivado en 25
ml de dioxano se agregan 25 ml de tampdn BO,H,/NaOH (0.15M,
pH=12), La mezcla se mantiene bajo agitacidn durante tres
dias, Se evapora el disolvente orgdnico a vacio, Se filtra
algin resto insoluble, y la <isolucidn se lleva a pH=1 con
HCl al 50%, Se evapora el disolvente a vacio, y el residuo
se extrae con etanol., Se elimina nuevamente el disolvente
a vacio y el residuo se extra repetidas veces con acetato
de etilo y con éter, hasta eliminar el dcido bérico. El re
siduo sélido se extrae con etanol caliente y se filtra el
resto sdlido que se desecha, Se elimina el etanol y el re=
siduo se recristaliza de etanol-éter para dar cristales de
p.f.=207-8°C de hidrocloruro del dcido 1-amino-2-fenil-ci-
clopropanocarboxilico, idénticos a los obtenidos por otro
procedimiento (ver pg.120),

El curso de la hidrdlisis se puede seguir, tomando mues
tras alicuotas de la mezcla de reaccidn con el tiempo, y a-
nalizando colorimétricamente la formacidn de srupos amino

con ninhidrina por cromatografia en papel.

Intentos de obtener el hidrocloruro del Acido 1~amino-2-

-(3,4—dihidroxifenil)-ciclopropanocarboxilico

a) 1 g de 1=(3,4-diacetoxifenil)=-5-benciltio=6-tio=l-aza~
-espiro-(2,4)hept-4-en-7-ona se sometio a hidrdlisis con

tampén de borato-dioxano, segiin el método B descrito ante-
riormente para la hidrélisis del andlogo fen{lice. El1 re-
siduo obtenido al final, después de eliminar el etanol)éra

una tierra negruzca que hubo gque descartar,

b) 1 g de 1-(3,4-diacetoxifenil)-3-benciltio~6-tio~l—aza~
espiro-(2,b)hept-h—en—?—ona, en cada caso, se sometid a hi
drdlisis con KOH segiin el método general A (pg. 113) o con

potasa en etanol, segun el método general B (pg. 113).
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En una de las experiencias por el método A, se obtuvo
un 21% de rendimiento de un producto oscuro y muy higros-
copico, cuyo espectro RMN (tabla XI, n913) sugeria que se
trataba del hidrocloruro del aminodcido deseado. No obstan
tey, reiterados intentos de fepetir la preparacidén fueron

infructuosos, conduciendo a tierras negras intratables,

3= Hidrdlisis dcida de 1-fenil-%5-benciloxi-6-tio-4-aza-—

—espiro-(2,4)hept-i4-en-7-ona: hidrocloruro de la 2-a-—

mino=4=fenil- Y ~butirolactona

2 g del eSpiré;derivado se suspenden en 20 ml de HCl 2N
Se afiade etanol hasta disolucidn completa del espiroderiva-
do. La disolucidén se refluye durante dos horas. Se elimina
todo el disolvente a vacio y el residuo se recristaliza de
etanol, para dar cristales blancos con p.f.=2h3-h°C.

Andlisis, tabla XV n?21, Espectro IR, tabla XVI n?1, Es
pectro RMN, tabla XVII n?1,
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IV, TRATLMIZNTO CON .CIDOS INORG....ICOS DL LOS ACIDOS 1-AMI-
NO=2~ARIL-CICLOP:20P.:NOC..RBOXILICOS

1.~ Hidrocloruros de los 4cidos 1-amino-2—aril—ciclopropanof

carboxilicos

Método general

0.5 g del aminodcido correspondiente suspendidos en unos
20 ml de una solucidén etanol-clorhidrico (30%), se calientan
a ebullicidn hasta disolucidn total, La solucidén se filtra y
se evapora el disolvenfe a vacio. El residuo se recristaliza

de un disolvente apropiado,

Segin este método general se han preparado los siguien~

tes hidrocloruros:

{idrocloruro del dcido 1-anino-2-fenil—-ciclopropanocarboxi-

lico
Preparado a partir del dcido 1-amino-!-fenil-ciclopropa-
nocarboxilico. Producto blanco, Recristaliza de etanoi-éter,
p.f.=207-8°C,
Anéliéis, tabla IX n®1, Espectro IR, tabla X n?%1, Espec-
tro RMN, tablaXI n?1.

Hidrocloruro del écido'1—amino-z-(j—metoxifenil)—cicloprqpa-

nocarboxflico

Preparado a partir del dcido 1—amino~2—(B-metoxifenil)-

—~ciclopropanocarboxilico. Producto blanco. Recristalizado de

etanol-éter, p.f.=176-7°C.
Analisis, tabla IX n?9., Espectro IR, table X n?10. Espec
tro RMN, tabla XI n9%12,

Hidrocloruro del dcido 1—amino-2-(&-metoxifehil)-cicloprona—

nocarboxilico

Preparado a partir del dcido 1-amino-2-(l4-metoxifenil)-

-ciclopropanocarboxilico, segun el método general., Producto
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blanco. Recristalizado de etanol, p.f.=198-9°C.
Analisis, tabla IX n?%2., Cspectro IR, tabla X n¢2, Es=-

pectro RMN, tabla XI n92.

Hidrocloruro del dcido 1—amino-Zfiﬁ-tolil)—ciclopronano-

carboxilico

Preparado a partir del dcido l-amino-2-(4-tolil)-ciclo=
propanocarboxilico, Producto blanco. Recristalizado de eta-
nol-éter, p.f.=191-2°C.

Andlisis, tabla IX n?%3, Espectro IR, tabla X n?%3, Espec
tro RMN, tabla XI n?3. '

Hidrocloruro del acido 1-amino-2-(4-clorofenil)-ciclopropa=

nocarboxilico

Preparado a partir del dcido 1-amino-2-(4-clorofenil)-
-ciclopropanocarboxilico, Agujas blancas. Recristalizado de
etanol-éter, p.f.=190-1°C.

Andlisis, tabla IX n%4, Espectro IR, tabla X n%4, Espec-~
tro RMN, tabla XI noh, '

Hidrocloruro del dcido 1—amino-2-(l—clorofenil)-ci010propa-

nocarboxilico

Preparado a partir del dcido l1-amino=2-(3-clorofenil).
-ciclopropanocarboxilico., Agujas blancas. Recristalizado de
etanol-éter, p.f.=172=5°C, .

Andlisis, tabla IX n?%5., Espectro IR, tabla X n?%5, Espec-
tro RMN, tabla XI n?%5,

Hidrocloruro del 4cido 1-amino-2-(4-fluorofenil)-ciclopropa-

nocarboxilico

Preparado a partir del écido 1-amino-2- (4-fluorofenil)-
~ciclopropanocarboxilico, Producto blanco,., Recristalizado de
etanol-éter, p.f.=212-3°C,

Andlisis, tabla IX n?5., Espectro IR, tabla X n%6, Zspec—
tro RMN, tabla XI n96,
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Hidroclorurq del Acido 1-amino-2-(3,4-metiléndioxifenil)-

ciclopropanocarboxflico

Preparado a partir del 4cido 1-émino-Z-(B,thetiléndi;
oxifenil)=-ciclopropanocarboxflico. Producto amarillo claro.
Recristalizado de acetonitrilo con uhas gotas de agua; -
p.f.=197-8°C. |

Anilisis, tabla IX n?7. Espectro IR, tabla X n?6, Es-
pectro RMN tabla XI n®7,

Tratamiento con etanol-clorhidrico de 1=-amino-2-(4-bencil-

oxifenil)=ciclopropanocarboxf{lico

Se procedidé segin el método general, no consiguiendo en
este caso la disolucidén del aminodcido en medio 4cido, no
pudiendo obtenerse el correspondiente hidrocloruro.

2.- Resistencia a los dcidos inorgdnicos del d4cido 1-amine-

2-fenil-ciclopropanocarboxilico

a) Una suspensidn de 0.5 g de 1-amino-1—carboxi-Z;fenil-ci-
clopropanoc en 15 ml de HCl al 50% se refluye durante 45 mi-
nutos. Cuando el precipitado se ha disuelto totalmente, se
filtra y elimina el dJdisolvente a vacf{o. El residuo se re-

cristaliza de etanol-éter. Producto blanco de p.f.=207-8°C.
Su espectro IR coincide con el del hidrocloruro de 1-amino-

-tcarboxi-2-fenil-ciclopropano descrito en la pg. 120,

b) Una suspensién de 0.5 g de l1-amino-ti=-carboxi-2-fenil-ci-
clopropano en 15 ml de una disolucidén BrH/AcH al 40% se re-
fluye durante 1 h. El producto no se llega a disolver total
mente. Se deja toda la noche en el refrigerador, cristaliza
un producto blanco que se lava con éter repetidas veces, -
p.f.=214-6°C, y que se identifica como el hidrobromuro del
4dcido 1-amino-2-fenil-ciclopropanocarbox{lico.

Andlisis para 010H1202NBr

Calculado: 46.51% C; 4.68% H; 5.42% N
Hallado : U46.53% C; 4,63% H; 5.52% N



-123=-

Espectro IR

3100-2860 (b.a.) cm-1, tensién N-H; 1730 cm™ ! (f£), ten-
sién C=0; 1585 em™ ! (m), tensién C=C y deformacién N-H; =
1180 (£) cm™', tensién C-0.

Espectro RMN

Coincide con el del hidrocloruro del miswmo aminodcido.

(tabla XI n21).
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V. TRAT.AMIENTO DE LOS ACIDOS 1-AMINO-2-METOXTIARIL-CICLOPRO-
PANOCARBOXILICOS CON AGENTLS DESHETILANTES

T1e- Tratdmiento con BrH/AcH

Método general

Una suspensidén de 0.5 g del correspondiente &cido 1-5-
mino=-2-aril-ciclopropanocarboxfilico en 20 ml de BrH/AcH al
40% se calienta en baiio de agua durante 1 h y bajo corrien-
te de nitrégeno. Por enfriamiento cristaliza un producto =
blanco que se filtra, lava con §ter y caracteriza en cada -

CasOe

Siguiendo este método general se han obteuido los siguien

tes compuestos:

Hidrobromuro de 2-amino-h-(Q-m;¥oxifenil)-X’fbutirolactona

oy

Obtenido en la reaccidn del 4cido 1-amino-2-(4-metoxie=
-fenil)=-ciclopropanocarboxf{lico con BrH/AcH, Agujas blancas
Recristalizado de etaunol, p.f.=193-4°C,

Anilisis, tabla XV n?2, Espectro IR, tabla XVI n?2, Es=-
pectro RMN, tabla XVII n?z2,

Hidrobromuro de 2-amino-4=-(3,4-metildndioxifenil)- X -butiro-

lactona
Obtenido en la reaccién del 4cido 1=-amino-2-(3,4-meti-
lendioxifenil)=-ciclopropanocarboxflico con BrH/AcH a tempe-
ratura ambiente durante 24 h. Producto blanco. Recristaliza
do de etanol, p.f.=205-6°C. |
Andlisis, tabla XV n?3. Espectro IR, tabla XVI n?4, Es-.
pectro RMN, tabla XVII n?5,.

Reaccidn del Acido 1-amino-2-(3-metoxifenil)-ciclopropanocar
boxilico con BrH/AcH

Se procede segin el método geueral. En este caso, en la

solucidn una vez enfriada,no aparece precipitado alguno. Se
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evapora el disolvente a sequedad, obteniendose un residuo
que se identificé a través de su espectfo RMN, identico al
de el hidrocloruro del &cido 1-amino-2-(3-metoxifenil)=ci-
clopropanocarboxflico (ver pg. 120 y tabla XI n®12), Nuevo
trataniento de este producto con BrH/AcH durante dos horas
a reflujo, condujo a un compuesto que se identificé por su
espectro RMN como el hidrobromuro del 4cido 1-amino-2-(3-
-hidroxifenil)-ciclopropanocarboxflico, idéntico al del hi
drocloruro del mismo amino&cido (ver pg. 115 y tabla XI -
n?9),

2.~ Tratamiento con Br3§

Método general. Basado en (72)

0.5 g del 4cido 1-amino-2-aril-ciclopropanocarboxilicoo

se suspeirden en 30 ml de ClZCHZ' A la suspensidn, enfriada
a =-10°C (nieve carbdnica-acetona), se afiaden gota a gota,
con agitacidn y bajo corriente de nitrdégeno, 3 ml de BrBB
disueltos en 10 ml de Clchz. Se agita durante 1t h a -10%c
y 2 h mds a 25°C. Se afiaden 40 ml de agua, gota a gota y =
sin dejar de agitar. Se recoge la fase acuosa (parte supe-
rior) ¥y la fase orgdnica se lava repetidas veces con agua,
recogiendose los extractos acuosos que se unen a los ante-
riores. La solucidn acuosa se lleva a sequedad a vacio;o
mejor liofilizdndola. El1 residuo s&lido se extrae repetida
mente con acetato de etilo para eliminar el 4cido bérico -
formado en la reaccién y el sélido residual se recristali-

za del disolvente apropiado.
De este modo se han obtenido los compuestos siguientés:

Hidrobromuro de 2=-amino-4-(4-hidroxifenil)-X -butirolactona

Obtenido en la reaccidédn del 4cido 1-amino-2-(4- metoxi-
fenil)~ciclopropanocarboxflico., Producto blanco,. Recristali

zado de etanol-&ter.
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Espectro IR, tabla XVI n?3, Espectro RMN,. tabla XVII =

n?3,

Hidrobromuro de 2-amino=-4-(3= metoxifenill—l’-butirolactona

Obtenido en la reaccién del 4cido 1-amino-2-(3~hidroxi-
fenil)=-ciclopropanocarboxflico con BrBB. Identificado por
su espectro RMN, (tabla VII n%4),

Reaccidn del &cido 1-amino-2-(3,4-metilendioxifenil)=-ciclo-

propanocarboxflico con Br.B
0.5 g del 4cido 1-amino-2—(B,Q-metilendioxifenil)-ciclg

propanocarboxflico se trataron con 3 ml de Ber tal como se

describié en el método general. El residuo obtenido después
de finalizar la reaccidén, resultdé ser un producto negruzeco

intratable que se desechd,
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VI. PREPARACION DE LOS BENZOILDERIVADOS DE LOS ESTERES 'MEe
TILICOS DE LOS ACIDOS 1=AMINQ-2-ARIL-CICLOPROPANOCAR-
BOXILICOS ' ‘

Método general

a) Acidos 1-benzamido-2-aril-ciclopropanocarboxflicos

Se afiaden 0.27 g de cloruro de benzoilo sobre 0.5 g del
correspondiente 4cido 1-amino-2-aril-ciclopropanocarboxili-
co, disueltos en una solucién de bicarbonato sédico (1.5 g
en 13 ml de H20). La mezcla se agita endrgicamente en un ma
traz abierto, hasta que solamente quede un ligero olor a =
cloruro de benzoflo. Se filtra la disolucién, se acidifica
con HCl1l conc. y se enfria. El producto que precipita se re-
coge por filtracién , se lava bien con agua y se recristali
za de etanol, Los productos brutos obtenidos se utilizan -

sin m4s en el paso siguiente (b),

b) Esteres metilicos de los &cidos 1-benzamido=-2-aril-ciclo=

propanocarboxflicos

A una suspensidén en éter del derivado benzoilado obteni
do en a) se afiade, bajo agitacién, solucidén etérea de diazo
metano, hasta que cesa el desprendimiento de nitrégeno y =
persista el color amarillo, El ester metilico formado sue-
le ser insoluble y precipita o se recupera eliminando el §

ter. El producto bruto obtenido se recristaliza de metanol,

Siguiendo este método se han preparado los siguientes =

compuestos:

(Z=1=-benzamido-2~fenil=ciclopropanocarboxilato de metilo

Obtenido a partir del 4cido 1-amino-2=fenil-ciclopropa-
nocarboxflico segin el método general. Producto blanco de =
p.f.=164-5°c. Los datos espectroandliticos coinciden con los
de una muestra autentica obtenida de (Z)-1-benzoilamino=-2-fe-
nil-ciclopropainocarboxilato de metilo, obtenida (51) por -

metanolisis de la (Z)-4-bencilidén-2-feniloxazolona,
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Andlisis, tabla XVIII n%?1. Espectro IR, tabla XIX n?t,
Espectro RMN, tabla XX n?1,

-ciclopropanocarboxilato de

L-metoxifenil

(2)-1=benzamido=2-
metilo
Obtenido a partir del £cido 1-amino-2-(l4-metoxifenil)-
~ciclopropanocarboxflico. Producto blanco de p.f.=174-5°C.
Andlisis, tabla XVIII n?2, Espectro IR, tabla XIX n22, =-
Espectro RMN, tabla XX n?2, Todos estos datos coinciden con
los de una muestra auténtica de Z-1-benzoilamino=2<{4=-meto~
xifenil)-ciclopropanocarboxilato de metilo, obtenida por me

tanolisis de la (2}-4-(4-metoxibencilidén)=2-feniloxazolona. =~

(51),
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VII. CONDENSACION DEL HIJROCLORURO DE 1=AMINQ=-2-(3=-HIDROXI-
FENIL)-CICLOPROPANOCARBOXILICO CON FOSFATO DE PIXTIDOXAL

Se disuelven 0,139 g (0.6 mM) del hidrocloruro del &£ci=-
do 1-amino-2-(3-hidroxifenil)=-ciclopropanocarboxflico en =
10-15 ml de etanol absoluto, A la solucién se afiaden 2.4 mM
de KOH (0.24 ml de KOH 10 M), Se agita a temperatura ambien
te y se filtra para eliminar el ClK formado. A la disolucidn
se afiaden 0.159 g (0.6 mM) de piridoxal=-5'-fosfato monohidra
tado, la cual toma un color amarillo fuerte, Se agita a tem
peratura ambiente y enseguida se disuelve en su totalidad.
Pronto aparece una suspensién de particulas blancas en el =-
medio. Se agita todavia una hora mds. Se recoge el sélido -
por filtracidn 1y la solucidn se evapora a sequedad. El pre=-
cipitado es un sélido blanco (60 mg) de p.f.=225°C Y que de
acuerdo con su espectro de RMN se identifica como el 4cido =
1=(4'=piridoxil=5"'-fosfato)=3,4-metilén=-(6-hidroxi-tetrahi=-
droisoquinolefn)-3-carboxflico (sal tripotdsica).,

Espectro RMN (D20 + KOH y (CD3)2SO)

0 $=7.78 s 1 H (H,)
$=6.98 m 1 H arom.
$=6.42 m 2 H arom,
$=5.,65 s 1H (Hc)
5=5.0 s
2 H (CH,-0PO_ H
8:4089 -] ( 2 3 2)

"
N
oot

«8 qd Jxs=10 Hz, Jxp=6.6 Hz (Hy)

S
§=1.3 od J.=6.6 Hz, J ,=-5.3 Hz 1 H (Hp)
S

=2.03 cd J, =10 Hz, J,=-5.3 Hz 1 H (HA)

AB™
El residuo de evaporar el etanol a sequedad, (200 mg), -

es un sdélido amarillo higroscépico cuyo espectro RMN indica

que se trata de una mezcla en la que predomina la base de =

Schiff impurificada por el producto anterior y por restos =
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de piridoxal-«5'-fosfato,
El espectro RMN (Dzo)‘de la mezcla

es muy complejo, pero se distingue

coo™ 5 claramente un singlete a $ =8.0 co

N rrespondiente al protdén Ha de la =~

Q,Hé base de Schiff. Los intentos de py

HO (_) 20P03: rificar esta base de Schiff errﬁ?'
o infructuosos, porque hidroliza fa-

3 cilmente y a su vez cicla al deri-
' - vado de tetrahidroisoquinoleina, -

antes mencionado.

Acido 1=(4'=piridoxil-5'=fosfato)=3,4-metilén- 6~hidroxi=

-tetrahidroisoquinolein =3=carboxflico

Preparacién basada en (73)_para la m-tirosina.

Se disuelven 0,139 g (0.6 mM) del hidrocloruro de 1-a=
mino=-2=-(3-hidroxifenil)=~-ciclopropanocarboxflico en una mf-
nima cantidad de agua. Se afiaden 1,2 mM de KOH (0.12 ml de
KOH 10 M). La solucidn se ajusta a pH=7 y se filtra. Se di
suelven 0.265 mgs de piridoxal=5'-fosfato monohidratado en
la minima cantidad de agua y se le afiaden 1,2 mM de KOH, -
La solucidn se filtra y se vierte sobre la solucién del hi
drocloruro. La solucidén clara (amarilla) se calienta en ba
fio de agua durante una hora., La mezcla se oscurece. Se de=-
ja enfriar y se acidula con HCl hasta pH=3, con lo que =~
precipita un sdlido blanco que se filtra y se purifica por
&isolucidn en medio bdsico y reprecipitacién en medio 4ci-
do, p.f.=225°C. Este compuesto se identificd a través de =
su espectro de RMN idéntico al descrito en la pigina ante=

riore.



B- TABLAS DI
IR Y RMN

PARTE IIX

RESULTADOS ANALITICOS Y DATOS ESPECTROSCOPICOS
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PARTE IV

ACTIVIDADES DE LOS ACIDOS 1-AMINO-2-ARIL~CICLOPROPANOCARBO-
XILICOS COMO SUSTRATOS Y COMO INHIBIDORES DE LA DESCARBOXI~
LASA DE L-AMINOACIDOS AROMATICOS
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N TRODUCCION

El objeto de este capitulo es fecogef y comentar los
resultadds de las exﬁeriencias efectuadas a fin de evaluar
el comportamiento de los d4cidos 1-amino-2-aril-ciclopropano
carboxilicos obtenidos y caracterizados como se ha descrito
en las Partes II y III de esta Memoria, como sustratos e in
hibidores de la descarboxilasa de L-aminodcidos arométicas,
con el fin de poder valorar su posible interds bioldégico y
potencialmente farmacoldgico, de acuerdo con los plantea=-
mientos hechos en la Parte I de esta Memoria.

Con este fin,se precisa ahora un método adecuado paré
ia determinacién de la descarboxilasa de L-aminodcidos aro-
midticos. Por ello, comentames seguidamente los métodos mds
usuales y las razones que nos Iievaron a la eleccidén del -

mds cldsico entre ellos, el método manométrico,

Comentario a los métodos de determinacidn de la descarboxi-

lasa de L-aminodcidos aromdticos (1) (2) (74)

Ordinariamente, esta enzima se determina por unos de los
tres procedimientos siguientes: a) método manométrico} b) mé
todo espectrométrico; c) método radiométrico.

El método manométrico, que es cldsico en este sentido
y en la determinacidn de cualquier descarboxilasa, se basa
en la determinacidn del volumen de CO2 producido en la reac-
cidn de descarboxilacién (75) (76) (77). Por esta razém, el
método es rélativamente poco sensible, pero tiene la enorme
ventaja de ser de aplicacidn general a cualquier sustrato y
de iuy cdémoda aplicacidn en cualquier laboratorio familiari
zado con las técnicas manométricas.

Los métodos espectrométricos , se basan en la determi-
nacién de la.amina formada en la reaccidn y en particular los
espcctrofluoromimétricos (8) (78), son mucho mds sensibles

4 3 y 3 . L3 3
que acuel, pero ticnen dos incovenientes. En primer término,
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exigen una elaboracidén especifica para cada sustrato a uti-
lizar, es decir son especi{ficos para cada sustrato y de a-
plicacidén no general; en segundo lugar, la amina formada =
en la reaccidn, antes de poder scr evaluada de forma colori
métrica, espectrofotométrica, espectrofluorimétrica o por =
cualquier otro procedimiento, debe ser separada del exceso
de sustrato, lo cual exige técnicas refinadas y no siempre
cuantitativas, dando origen a la introduccidén de factores =
de correccidn no siempre reproducibles,

Finalmenté, los métodos radiométricos se basan en el =
empleo de sustratos marcados con isé8topos radioactivos, Aun
que se han descrito métodos muy elaborados, p. eje. con 1L-Dé

14 o H3, no en el grupo -COOH, lo gue

pa (79) marcado con C
da origen a la formacidn y posterior determinacidén de dopa=—
mina (C!'Ll o HB), el método radiométrico mds comin y de uso
general se basa en el empleo de sustratos marcados con C1h
en el grupo -COOH del aminodcido. Este procedimiento produ-

ce 14C

02 (gas), que se absorbe por una base —-generalmente
KOH o hyamina- y se somete a contaje por centelleo en solu-
cién (10) (80). Este es un método completamente general y -
quizés el wds sensible y preciso de todos. La dnica exigen-—
cia es disponer del aminodcido a utilizar como sustrato, =
marcado con C1h en su -COOH,

Puesto que nuestro propdsito es el ensayo de los dcidos
1-amino~2~aril—~ciclopropanocarboxilicos, como sustratos, por
una parte,de la descarboxilasa de aminodcidos aromdticos,y
como inhibidores, por otra parte, de la descarboxilacidn de
L-Dopa por la misma enzima, es evidente que el método mé§ -
adecuado, general y simpleyes el método manométrico, pese a
su relativamente baja sensibilidad., Por otra parte, nuestro
objetivo es ahora esencialmente exploratorio y los resulta-—

dos dirdn si para un estudio mds detallado es conveniente -~

el uso de otro método,.



~209-

Independientemente, las técnicas manométricas son fami
liares en el laboratorio en que se hadesarrollado nuestro =
trabajo, disponiendb del equipo ¥y agesoramiento necesarios,
lo cual hizo muy f4cil familiarizarnos con ellos, y aplicar

los en nuestro trabajo,



=210~

PARTE IXPIRIMIMTAL Y RESULTADOS

1= Preparacidén de Dopa descarboxilésa de rifiédn de cerdo

Se ha seguido el método de Schales (76) con pequefias =
modificaciones, |

Rifiones de cerdo frescos (120 g), adquiridos en el mer
cado, se trocean en pequeﬁos'fragmentos con un cuchillo, se

3

suspenden en un volumen en cm” alrededor de tres veces su =
peso en gramos (360 cm3) de tampén frio de fosfato sédico -

M/15, pH=6.8 y la suspensién se homogeniza en un homogeniza

‘dor Sorvall (o en una batidora‘Tunmix), enfriando con hielo,

durante 4 intervalos de -1 min., con descansos de 1 min.,
de modo que la temperatura se mantenga alrededoxr de 2-#00.

El homogeneizado obtenido se centrifuga en la cdmara =
frfa (0-2°C) en una centrifuga Sorvall SS-3, rotor SS-34, =
durante 20-25 min, a 15000 RPM (::ZOOOOg) y el sedimento ob
tenido se descarta. Con el sobrenadante se repite la centri
fugacidn en las mismas condiciones, descartando de nuevo el
sedimento., Se obtiene un sobrenadante de color rojizo y lim
pio (V~400 cm ).

La solucidén anterior se fracciona por adicidn de sulfa
to amdnico sdlido, manteniendo la solucidén fria y a pH«~6.8
por adicién cuidadosa, si es necesario, de hidréxido amdnie
co diluido 1:1 (v/v). A este fin se sumerge en la solucidén
el electrodo de un medidor de pH. La solucidén se lleva pri-
mero al 15% (p/v) en SOM(NHh)z por adicidn lenta y bajo sua
ve agitacién de 15 g de soh(NHl‘)2 sélido a 100 cm’

cién (total 60 g). La suspensidn obtenida se centrifuga co=-

de solu

no antes a 20000g y el sedimento se descarta. Al sobrenadan
te se afiade ahora mds SOA(NHA)Q hasta llevarlo al 30% (p/v)
(60 g de sou(NHu)2/1oo cm> de solucidn inicial), mediante -

la adicidn gradual y con suave agitacidén de otros 60 g de -
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SOL}(NHA)2 . La suspensidén obtenida se contrifuga como antes
a 200C0g, el sobrenadante limpio se descarta y el precipita
do obtenido entre 15530% (p/v) de SOQ(NHh)Z se suSpende en
75 cm> de tampén de fosfato sdédico, M/15, pH=6.8.

La solucién enzimdtica obtenida se dializa contra un -
gran volumen de tampdn de fosfato sdédico, en la cdmara frfa,
durante unas 24 h,con 3 cambios de las aguas de didlisis, -
La solucidn dializada se clarifica por centrifugacidn duran
te 1/2-3/4 h en la centrifuga Sorvall, a 15000 RPM, y el se
dimento se descarta. Se tieme una solucidén enzimftica (v
150=-160 cm3), prdcticamente incoiora, que contiene alrededor
de 85-90% de la actividad del homogeneizado inicial y alre-
dedor de 28 mg prote]’.na/cm3 (microbiuret),

1160+
Actividad inicinal

ticu (mmJ €O, )
et
=
©

1201
= 1001
5 o
;
2 201

5 10 15 20 35 30 35 4o
% (P/V) de S0, (NH, ),
Fig,1 Fraccionamiento con SOA(NHH)2 de solugiones de Dopa

descarboxilasa
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La solucidén pierde gradualmente actividad cuando se con
serva a 0-2°C. Se conserva mucho me jor congelada, Para ello,
la solucidén obtenida se distribuyd en tubos con 10-150m3 que
se sometieron a congelacidn y sc conservaron alrededor de -
-10°c.
| El método seguido en el fraccionamiento con Soh(NHh)2 -
estd basado en experiencias propias y previas a la adopcidn
del método descrito, que se ilustran en la figura 1, de la

que se deduce precipitacién optima de la enzima entre 15-30%
(p/v) de SO, (NH,),.

2.~ Determinacidn manométrica de Dopa-descarboxilasa

Se ha empleado una adaptacién del método descrito pbr
Schales y col. (76), (77), utilizando un respirdmetro de -
Warburg comercializado por B, Braum, Melsungen (Alemania) -
equipado con 14 mandmetros y utilizando vasitos de reaccidén
de 20 cm3, provistos de dos ramas laterales. Los manémetres,
previo calibrado con el correspondiente vasitosse cargaron -
con solucidén Brodie (Brodie's solution, Type TF II, A-Th, -
B. Braun, Melsungen) de densidad 1.033 a 25°C.

Todos los vasitos de reaccidn y mandﬁetrés se calibra-
ron volumétricamente con mercurio bidestilado y a temperatu-
ra ambiente, segin las descripciones publiéadas a este fin -
(75).

Con los datos volumétricos obtenidos se calcularon para

cada pareja mandmetro-vaso de reaccién, las correspondientes

constantes K.g (75), dadas por la férmula:
0, .
Vg e 273/T + ol » Ve
K.\ =
002 p

-0
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V.= Volumen total de la mezcla de reaccidn en cada vasito=

=4.,75 cm3

V_= Volumen total de la fase gaseosé.:V-Vf

V = Volumen total de cada pareja manédmetro-vasito de reaccién
determinado por calibrado con mercurio bidestilado,

T = Temperatura a la que se realizan las experiencias en °K=
=310°K

ch= Coeficiente de solubilidad del 002 en £cido sulfirico =
0.2 N a 37°C=0.567 cm3 de gas/ml solucién

P = Valor equivalente de 1 atm. (760 mm Hg) en altura de 1f

quido Brodie (d=1.033)=10000 mm.

Con todos estos datos y calculados los valores de laé

constantes Kbo para cada pareja manédmetro-vasito a 3790, -
2
en cada experiencia se calcula el volumen de 002 producido

por la mezcla de reaccidn a partir de los cambios de presién
manométrica (A h) por la férmula (75).
\'4 (coz)= Ky » O
2
a) Determinacidn de la actividad enzimdtica (76) (77)

corr.

Cada vaso de reaccidn problema contenia las siguientes

disoluciones:

Vasito .
1e= 2,75 cm3 de tampén de fosfato sédico M/15, pH=6,8
2,=- 1,00 cm3 de solucién enzimdtica en tampén de fosfato
Fe= 0.25 cm3 de solucidn de piridoxal=5'=fosfato (sal disédica)
lateral ’

.~ 0.50 cm° de solucién de L-Dopa 2+25.10" M

Tubo_ lateral 2 ’
5= 0,25 cm3 de 4cido sulfdirico 2.5 N

V = 4,75 cm3 = Volumen total final de fase lfquida
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Cada vaso de reaccién-blanco contenfa la misma mezcla, ex=-

3

cepto que los 1.00 cm” de solucién enzimdtica eran sustituf
dos por 1,00 cm3 de'tampén de fosfato sédico, M/15, pH=6.8,

Todos los experimentos se realizaron por duplicado, ¥y
utilizando un termobarémetro co:io blanco corrector de los
cambios de presién ambiental,

Cada vaso de reaccién era colocado en el bafio termostd
tico del respirédmetro Warburg, equilibrado a 37°C, y desalo-
jado el aire del mismo mediante paso de corriente de Nz(ﬁ)'
durante 10-15 min, Seguidamente se cerraban las vdlvulas de
los vasos de reaccidén y, una vez estabilizadas las presio=-
nes interiores de los mismos, se progedfa al vertido a la
mezcla de reaccidn del sustrato desde el correspondiente tu-
bo lateral, En cada caso, la reaccién enzimdtica se dejé pro
ceder durante 15 min, transcurridos los cuales se cortaba =
por adicidn del dcido sulfdrico desde su correspondiente tu
bo lateral, con lo cual se produce el desprendimiento de‘Coz.
Los vasos de reaccidn se mantuvieron bajo agitacién continua,
hasta que las lecturas de cambios de presidn se estabilizan,
para efectuar la lectura final y deducir Ah, Esto precisa -
una espera de 15«20 min, Finalmente, se procedia a calcular
v (CO2) para cada caso, previa las oportunas correcciones =

de Lh por blancos o cambios de presidédn ambiente medidos por

el termabardémetro (75).

En todas las experiencias los componentes 1,4 y 5 de =
la mezcla de reaccidén fueron invariablemente los indicados,
Por tanto, la concentracién de tampdn fosfato en el medio

fué 0.055 M, y la concentracién de sustrato 2.5.10—3M, 1a

(*). El operar en atmdsfera inerte de N2 tiene por objeto =
evitar que se puedan falsear las medidas por consumo de oxi
geno en reaccidn enzimdtica catalizada por monoaminooxidasas,
ordinariamente presentes en la preparacidén enzimdtica, al ac

tuar sobre la amina producida por la descarboxilasa,



cual es sobradamente saturante para la enzima, pues Kﬁ=1.9.
-4
-10

la mezcla de reaccidédn (enzima y piridoxal=5'=-fosfato) fue

M (74). La concentracidn. de los demds componentes de

variable segin la experiencia, como se indicard en cada ca-
so. |
Experiencias de comprobacién general y puesta a punto,
indicaron, en nuestras manos,que la desviacién media para -
medidas formalmente idénticas es, generalmente del 5% y

excepcionalmente hasta el 10%,

b) Efecto de la concentracidn de enzima

Con el fin de determinar que cantidad de enzima debe =
de utilizarse como mdximo en cada experiencia, a fin de es-
tar seguros de medir velocidades iniciales de reaccidén, en
condiciones en que la cindtica de la reaccidn sea de orden
cero respecto a (S) y de primer orden respecto a (E), se =
efectuaron experiencias a concentracidn de enzima varia-
ble y concentracién de fosfato de 5'=piridoxal de 8,10 °M
en el medio de reaccidén (esta concentracién , como se vera
despuds, es saturante), Por lo demds, la composicidén del -
medio de reaccidn fue siempre la descrita en el apartado a).
Con este fin se prepararon diluciones de la solucidn enzi-
mitica, en tampdn de fosfato sdédico M/15, pH=6.8 y en las
siguientes proporciones: 1/2; 1/3; 1/4s 1/5; 1/105; 1/15; -
1/203 1/25; y 1/30 y seguidamente se determind en cada caso
la actividad enzimdtica, como se describié en el apartado a).
La fig. 2 ilustra los resultados, ‘

Los resultados denmuestran que, bajo las condiciones ex-
perimentales utilizadas, la produccidn de 002 por la mezcla
de reaccidn y por lo tanto la velocidad de la reacciédn es =
proporcional a la concentracidn de enzima (E) independien=
te de (S), al menos hasta 180»1 002. A partir de este momen
to se pierde la linearidad en la fig. 2, probablemente por-

que la concentracidn residual de sustrato deja ya de ser
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Tice 2 4

cidn de enzina.
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0.033 30 16.5
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saturante para la enzima, Un cdlculo aproximado también lo

~demuestra, In efecto, suponiendo que la enzima estd prdcti-

camente saturada de sustrato cuandou(S);;6 K (1o cual su-~
pone que V~0.9 Vﬁ), la variacidén de la velocidad de reac=
cidén puede empezar a dejar de ser lineal respecto a la con-

centracidn de enzima, para (8)5;6 « 1.9 & 10-4= 1.1 10-uM.
moles -

Cuando esto ocurre, se han descarboxilado 6.3 . 1073
de sustrato, para producir 164 pl 002, medidos a temperatu~
ra y presidén ambientes (25°C, 710 mmHg ). Esta cifra estd -
en concordancia con la experimental,

En conclusién, bajo las condiéiones experimentales uti
lizadas, las medidas de velocidad de reaccidén son proporcib-
nales a la concentracién de enzima y representan velocidades
iniciales de reaccién para producciones £ 180yl CO,. También
es evidente que para ampliar la zona de linearidad de la =
fig. 2, bastarfa emplear concentraciones de sustrato mds al
tas, a no ser que haya inhibicidén por altas concentraciones

de sustrato. Este valor mdximo de produccidn‘de 002 es nmuy

adecuado para nuestro trabajo.

c) Dependencia de la velocidad de reaccidn de la concentra—

cidn de Tosfato de 5'-~piridoxal

La Dopa descarboxilasa contiene fosfato de 5'-piridoxal
como coenzima y se activa por el mismo e inhibe por altas =
concentraciones (10). A fin de fijar su concentracidén 6pti-
ma, se efectuaron experiencias a concentracidén variable, =
siendo las demds condiciones experimentales las descritas =
en el apartado a).

Los resultados de diversas experiencias, efectuadas en
diferentes fechas y con diferentes preparaciones de enzima

se resumen en la fig. 3
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Tiz. 3. Activacidén de Dopa=~descarboxilasa por piridoxal-3t-

fosfato.

% Actividad

A
10Q4 A 2. & g O
x/' . FaY
801
g
60RO
Y
P

20f

/i /.
P S T ar waw & s e &Y -
[p-svp].105

O; @; O; &, ‘;* = Resultados de diferentes experiencias,

En efecto, la enzima se activa pof fosfato de 5'-piri-
doxal, Para concentraciones de éste de 2.10-5M en el medio,
se alcanza un mdximo de activaciédn y la velocidad de reac—~
cidn prdcticamente se duplica respecto a la obtenida sin -
adicién de coenzima, La velocidad se mantiine mdxima para

adiciones de coenzima de 2.10 °M a 2,7 10 M. Algunas ex-

periencias adicionales mostraron que concentraciones mfs -
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altas producen inhibicidn (10). En consecuencia, en las de=-
teminaciones de rutina y salvo que se indique lo contrario,
se incorpord al medio de reaccidn fosfato de 5'=-piridoxal é
concentracidn 8.10-5M.

La fig. h,‘muestra que esta activacidn por fosfafo de
5t-piridoxal sigue una cinética de tipo michaeliano (81), -
puesto que al representar 1/&002 producido frente a 1/(P=5!'=-
-P) segin un diagrama de Lineweaver-Burk (81) se obtiene una

linea recta:

4 -
“5 31
~
o
3
32 g
<
A/
° -
1.
2 4 6 " 10

8
(1/P-5'-p).1079

Fig, 4 Diagrama de Lineweaver-Burk para la activacidn de -

Dopa descarboxilasa per fosfato de 35'-piridoxal,
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3.~ Ensavo de productos como sustratoe de Dopa descarboxilasa

Los 4cidos 1-amino-2-aril-ciclqpropanocarboxilicos, pre
parados  como se describi6 en las Partes IT y III de esta lMe
moria se ensayaron, bajo condiciones patrén, como posibles
sustratos de la Dopa descarboxilasa., Las condiciones experi-
mentales fueron las mismas detalladas en el apartado 2a), -
con los siguientes detalles: a) concentracidn de piridoxal=
-5'—?:8.10-5M; b) 0.50 cm3 de solucién del compuesto en tam
pén fosfato M/15 pH=6.8, 2.25.107°M, colocados en el tubo -
lateral 1, en éustituci6n del L-Dopaj asi puéé, en el medio
de reaccién cada producto ensayado como sustrato queda a con
centracidén de 2.5.10-3M.

En cada caso se utilizé un vaso de reaccién como blan=
co en el que se ponfa 1.00 cmj_de tampén de fosfato M/15, =
3

pH=6.8, en vez de 1,00 cm”~ de solucién enzimdtica, Estos =
blancos siempre dieron, tras su correccidn con el termobaqé.
metro Zshcorr.=0. Es decir, en ningin caso hubo descarboxi-
lacidén espontdnea, Asimismo, todas las lecturas manométricas
fueron corregidas en relacidn con los cambios de presién am-
biente por medio de un termobardémetro., Las experiencias se ‘
realizaron por duplicado, y el tiempo de reaccidn fue 30 min.
La tabla 1 resume con un ejemplo 1la disposicidén de los
resultados de las medidas para los cdlculos, La tabla 2 re-

sume los resultados.

Los resultados mostrados en la tabla 2 sugieren que =
ninguno de los d4cidos 1-amino-z-aril-ciClopropanocarbpxili;
cos ensayados sirve como sustrato a la Dopa descarboxilasa, .

al menos si se comparan con el L-dopa.,

Los valores de producci6n de 002 con estos compuestos =
son < 6% del producido con L-Dopa, y caen dentro de los erro

res experimentales del método de ensavyo.
P
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Tabla 1. Disposicién de cdlculos con resultados experimen-

tales.

Termoba Coripuesto 1: L-Dopa:

rénetro 2.5 1075M 2.5 1075
Lectura a t=0 156,0 158.0] 159.5 159.5 ] 160,0
Lectura a t=30 min.| 157.0 158,0} 162.5 | 215.0 | 224,0
Ah -1,0 0.0 3.0 5545 '64.03
oh (corr.) —_— 1.0 4,0 56.5| 65.0
Koo _ 1.7) 1.72 1.88}) 1.76
M 002 1.7 6.9 106 115
P COz(media) 4.3 110
Actividad 6. 3.9 100

Mota. Se han omitido de la tabla los datos para los vasos de

reaccidn-blanco que median la descarboxilacidn espontd

nea (0 enzimdtica) . Estos blancos, corregidos por el

termobardmetro sicripre dieron Ah(corr.)=0.
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Tabla 2, Resultados de los ensayos como sustratos de L-Dopa
descarboxilasa de los compuestos que se indican, y

comparacidén con L-Dopa.

OOH
4 -
Cl
3
) ; ’
N R )q co, % Actividad
Experiencia 1
o L-Dopa 110.3 100,0
1 R=H 4.3 3.9
2 R=4-metoxi 2.4 2.1
3 R=3-metoxi L4.,3 3.8
L R=3,4-metiléndioxi 1.3 1.2
Experiencia 2
0 L-Dopa 119,7 100.0
5 R=l4-cloro 5e1 4.2
6 R=3~cloro ~0.h4 -0.3
7 R=b4-fluor -0.1 -0.1
8 R'—'h‘metil 304 2.8
Experiencia 3
L-Dopa , 106.7 ' 100.0
9 R=4~hidroxi 3.4 3.2
10 R=3-hidroxi 0.9 0.8
11 R=3-hidroxi-4-metoxi 5.8 5.4
12 R=3~-metoxi-4-hidroxi 5.8 564




Péraexcluir la posibilidad de su .comportamiento como =
malos sustratos, pero que al fin pudieran ser muy lentamen=-
te descarboxilados, se repitieron experiencias por duplica=-
do con los compuestos 10 y 1 de la tabla 2, con largos tiem
pos de incubacidn, bajo las mismas condiciones experimenta=

les, Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3 Incubacién a largo tiempo de los compuestos 1 y 10
con Dopa descarboxilasa (ver tabla 2) ‘

Ne R : Ja CO2 producidos
1h 3h 16 h

1 R=H 0.2 0.1 0.1

10 R=3=hidroxi- 0.3 0.1 0.0

Los resultados indican qﬁ;-los compuestos no sirven co
mo sustratos de la L-Dopa descarboxilasa, dentro de los li-

mites de error del método de ensayo.

L4,- Ensayo de productos como inhibidores de la descarboxilae

cidn de L-Dopa por Dona descarboxilasa

Los compuestos 1 a 12,cuyas estructuras se muestran en
la tabla 2, se ensayaron a concentracidn 2.5.10h3M como posi
bles inhibidores de la descarboxilacién de L-Dopa (2.5.10‘3M)
por la Dopa descarboxilasa. El sistema de ensayo fue similar

al detallado en el apartado 2a), con la siguiente disposicidn:

fasito
1e= 2.25 cm3 tampén fosfato sédico M/15, pH=6.8
2,~ 1,00 em> solucidn enzimdtica en el mismo tampdn

3.- 0.25 cm’ solucién de (P=5'=P) 1.4.107N, para quedar en

el medio 8.10-5M
4,~- 0,50 cm3 solucidén del compuesto de ensayo como inhibidor
en tampdn fosfato para Quedar en el medio 2,5
10™3M

V = 4,00 cm” (volumen total del vasito)
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Tabla I, Resultados de las experiencias de inhibicidn de la
descarboxila¢idén de L-Dopa por Dopa-descarboxilasa

por los compuestos indicadoss

H QOH
R N, e
Ne R | % Actividad | ¥ Inhibicidn|
o L-Dopa : 100 o
1 R=H 105 -5
2 R=l4-metoxi - 93 %
3 R=3-metoxi 107 -7
4 R=3, 4-metiléndioxi 106 -6
5 R=li=cloro 103 -3
5 R=3=cloro 103 -3
7 R=l4~fluoro 82 13
8 R=l-metil 98 2
9 R=h4=hidroxi 25 | 75
~10 R=3-~hidroxi 27 73
11 R=3-hidroxi-l-metoxi 14 ‘ 86
12 R=3=metoxi~-t~hidrox | 25 75
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V = 4,00 cm> (volumen total del vasito)
Tubo lateral 1
Se= O.5O_cm3 soluci&n de L-Dona 2.25.10-2N, para quedar en
ol medio 2,5.10 M
Tubo lateral 2
Ge= 0,25 cm3 de £cido sulfdrico 2.5 N

4,75 cm3 (volumen total final de fase liquida)

<
n

En cada caso se uso un blanco en el que la soluciédn en-
zimética se sustituia por tampén, Estos blancos siempre die-
ron Ah nulos o despreciables, En cada caso, antes de afladir
el sustrato L=Dopa desde el tubo lateral 1 al medio de reac-
cidn, las mezclas de los vasitos Se incubaron 20«30 min, a =
37°C. Es dec¢ir, los ensayos se efectuaron con 20-~30 min, de
preincubacién de la enzima y del fosfato de piriddxal con el
supuesto inhibidor, en ausencia de L-Dopa. Todos los experi-
mentos se hicieron al m:nos por duplicado.

Los c{lculos se efectuaron de modo similar a como se =
" ilustréd en la tabla 1. Los resultados finales se resumen en
la tabla &,

Los resultados de la tabla 4 muestran que los compueSe
tos 1 a 8,0 no son inhibidores, o muestran grados de inhibi-
cidén pequefios. No ocurre lo mismo con los compuestos 9. a 12 ,
que muestran inhibiciones del 73-85%, bajd las condiciones =
de ensayo., De todos modos, dada la concentracidén (2.5.10-3M)
a que han sido ensayados, aln estas inhibiciones son modes=

tas,

5.=- Dependencia del grado de inhibicién de la concentracidn
del inhibidor

Para confirmar los resultados de la tabla 4 y analizar

el comportamiento a concentracidn de inhibidor variable, se
realizaron experiencias mds detalladas con el compuesto 10,

. . . ’ . . .
La disnosicidén de los ensayos fue la misma indicada en el -



cala 5. Insayos de inliibhicidn ce Dopa-~descarboxilaca,con -
L=Dopa como sustratoypor el compuesto 10 a concen-

tracidn variable.,

(1) P co, cActividad [Inhibicidn | 1/<Actividad
) 66.2 100 0 1.00 10~%
w07t | s7.7 89 11 1.12 1072

5 10~y 51.3 78 22 1.29 16"2 ‘
1073 | 27.2 41 59 2,43 10”2
2.5 107M | 12.9 20 - 80 5.12 10™2

fig., 5, Diagrama de Dixon para la inhibicidén de la Dopa—des

carboxilasa por el compuesto 10,

8 1 -

b
.107
(8 )

"

(14u1'c02)
&
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apartado Q,pero variando (I). Las experiencias se realiza=
ron por duﬁlicado. Los resultados se muestran en la tabla 3,
Como era de esperar, la inhibicidén crece con (I). Si -
los resultados de la tabla 5 se representan segin un diagra
ma de Dixon (81), esto es, 1/( p1 co, ) frente a (I), co=
mo muestra la fig. 5, se obtiene claramente una li{nea recta.
Esto demuestra que la cinética de inhibicidn es de tipo mi=-
chaeliano, pero desgraciadamente no se ha podido hacer un -
estudio del tipo de inhibicidn (competitiva, no competitiva
o mixta) ni evaluar las constantes de inhibicién, puesto que
esto exige variar (S), empleando (S) no saturantes para la
enzima, lo cual no nos lo permite la sensibilidad del método
manométrico utilizado para las medidas. No obstante, queda
aqui constancia del hecho, pendiente de un estudio cinético
de detalle, a efectuar con un método mds sensible de determi

nacidn de la enzima.

6.~ Efecto de la concentracidédn de piridoxal-5'-fosfato sobre

el grado de inhibicidn de la descarboxilacidén de L-Dopa

por Dopa descarboxilasa en presencia del compuesto 10

Puesto que la L-Dopa descarboxilasa usa piridoxal=5'-
~fosfato como coenzima, y este compuesto era uno de los com
ponentes del medio de reaccidn, se estimé necesario estudiar
la posible dependencia de la inhibicidén por el compuesto 10,
como representativo de la serie en estudio, de la concentra-
cién de piridoxal-5<fosfato, a fin de poder detectar cuale
quier posible causa de inhibicidn por reaccidn entre ambos,

Las condiciones generales de los ensayos fueron las de
talladas en el apartado 4, con concentracién de piridoxal-
-5'~fosfato variable, [Dopa] = [compuesto 10]}= 2.5.10-3M. La
tabla 6 resume los resultados de tres experiencias indepen=
dientes de las medidas hechas en este sentido. Aunque hay =

ciertas diferencias cuantitativas entre las tres experiencias,



=228~

Tebla 6, Depenxiencia de la inhibicidn de Dopa-descarboxilasa
por el compuesto 10,de la concentracidén de pirido--

xal-=-5'=-fosfato.

[p-5'-P] | g1 co, |p co, $Inhibicién
(1)=0 (1)=2.5 1073

- 10”6M 23.2 765 67.0
a
o 5.10‘6M L7.6 11,2 76.4
=
3 1079y 57 .4 8ol 86.2
Q
& 9.10™ 21 80.2 19.1 76.2
3

0 21.5 13.1 39
. -5
o 10”7 73.8 13.5 81
a3
B 5.10“5n 148.0 20.6 86
- 1072 170.0 29.2 83
& 9.1072x 105.0 36.1 66
3
. 0 13.2 9.9 25
(oY P
8 5.107 i 87.9 9.9 89
§ 1070 5k, 0 12.3 ‘ 87
3 9.10”7:1 55.1 24,0 63
A 27,1071 48.8 23,2 53




Fig, 6. Dependencia de la inhibicidn de Dona-cescarboxilasa
por el corpuesto 10 de la concentracidn de pirido-—e

xal-!'=-{osfato,

100 1

o
0
o
0
=
=
=
40 1 0 Exper.l
g Exper.2
Pay Exper.3
20 _
v v T - T Y Y Y :A// T v
2 5 10 /7 27

|P=5'~P|.10°
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cuyas causas ignoramos, las tres experiencias arrojan unas
mismas conclusiones generales, Los resultados de las tres
experiencias se refieren a fechas diferentes,.con cantidae
des de enzima diferentes y envejecimiento de ésta diferente,
aungue no alcanzamos a explicar como estos factores pueden:
influir en los resultados,

Para su interpretacién, los datos de la tabla 6, se han
representado en la fig; 6. Tanto en la tabla como en la fig.
6 se observa claramente que el % de inhibicién obtenido por
el compuesto 10, varia con (P=5'«P), Para muy bajas'concen-
traciones de (P~5'=P) (0 a 10-6M), la inhibicidén crece con
la concentracién para alcanzar un valor mdximo a concentra=
cidn de 5.10-6 a 1077, Por dltimo, altas concentraciones dis
minuyen el % de inhibicién, o lo que es lo mismo, estabilizan

el sistema frente a la inhibicién por el compuesto 10,

7 .=~ Ensayos de inhibicidn de Dopna descarboxilasa por los pro-

ductos de reaccidn del compuesto 10 con (P-3'-P)

Por reaccidn del compuesto 10 con piridoxal=5'-fosfato
se han obtenido dos compuestos, una base de Schiff y un pro=-
ducto de ciclacidn, cuya preparaci6n y caracterizacidén se =
han descrito en las Partes II y IITI de esta Memoria. Aqui se
describen los resultados de su ensayo como inhibidores de la
Dopa descarboxilasa., Las experiencias se efectuaron como se
detalld en el apartado 4,

Los reSultados medios de una experiencia por duplicado
se nmuestran en la tabla 7., Es evidente que ambos compuestos
inhiben (76 y 66% respectivamente) y a la misma concentracién
(2.5.10-3M) en el mismo grado que lo hace el compuesto 10 =
(73%, tabla 4),

Por otra parte, en la tabla 8 se pﬁede observar como la‘

iniibicidén por la base de Schiff depende de la (P-5'-P), -
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Tabla 7. Inhibicidn de Dopa—lescarboxilasa por la Base do -
Schiff y por el producto de ciclacidén del compues-

to 10 v P-5'=P,

Compuesto co co %Actividad }|¢Inhibicidn
2 2 -3
I=0 I=2.5 10 “M
P,Ciclacién | 127.2 43,6 34 66
Base Schiff | 127.2 30,2 24 76

Tabla 8. Dependencia de la inhibicién de Dopa-descarboxilasa

por el P.Ciclacién y Base de Schiff de la[P-5'-F)

Fhﬁ'-P] AL CO, |1 cCo, _3 %Activ. Inhib.
I=2,5 10 -

ol

he)

o - 6 .

9 10-°M L1.1 18.9 L6 54
~ -

§ 9.107°M 85.0 35.1 41 59
o
~ »

H 107 35.1 21.7 62 38
-

3 9,107 °M 76.1 15,8 25 75
0]

]

8
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Tabla 9. Variacidn de la inhibicidén de Dopa—descarboxilasa -

con la concentraciédn ce inhibidor (3ase Schiff y =

compuesto de ciclacién),

(1) W co, CActiv, | %Inhib.| 1/ Activ.
) o 84,4 100 0 1.00 10-2|
S 107%m | 74.8 8k 16 1.20 1072
g 5 107% | 60.1 67 33 1.49 1072
L 1o‘§m 15,5 51 49 1.97 10‘2
o 1.5 107°M 38.1 Ly 56 2,30 10~

o} 79.3 100 0 1.00 10"_2'1
. 5.107% | su.1 73 27 1.37 10”2
3 1073m | s4.s 56 A 1.79 1072
A 1.5 107%m | 33.8 43 57 2.35 1022
8 2.5 1072 | 26.2 33 67 3.04 1072
[en]

Fiz., 7. Diagramas de Dixon para la inhibicidn de Dopa-~des-

carboxilasa por el compuesto de ciclacién y por la
Base de Schiff,

N W

(1/% Actividad);lo-z
(™)

0 Base Schiff

O P, Ciclacidn

25
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mientras que la inhibicidén por el producto de ciclaciédn no =
depende, Estas observaciones permiten sugerir conclusiones =
que seran formuladas y discutidas pdsteriorménte.

Asimismo, la inhibicidén por ambos compuestos es funcidn
de su concentracidn., Los resultados de estas experiencias, =
que se efectuaron como se_describié en el apartado 4, pero a
concentraciones de inhibidor variables, se detallan en la ta
bla 9. Cuando estos resultados se representan seguin diagra-
mas de Dixon (81) en ambos casos se obtienen l{neas rectas.
Esto indica que en ambos casos la cinética de la inhibicidén
es de tipo michaeliano (81). Desgraciadamente, las limitacig
nes del método de determinacidn de la enzima por via manomé-
trica no permitieron hacer experiencias a (S) variable, para
poder deducir el tipo de cinética y evaluar las constantes =

de inhibicidn.

8.~ Cardcter reversible o irreversible de la inhibicidén por

el compuesto 10 (Tabla 2)

Aunque el cardcter michaeliano de la inhibicidén por el
compuesto 10, de la descarboxilacidn de L-Dopa por Dopa des=-
carboxilasa, asi como también por los compuestos de cicla-
cién y base de Schiff (fig.7) apunta claramente a que la in-
hibicidén por todos estos compuestos es de cardcter reversi-
ble, se realizd una experiencia para confirmar esto con el -
compuesto 10 (Tabla 2). Para ello, de dos soluciones de la -
enzima en tampdn fosfato sédico M/15, pH=6.8, en presencia =
de piridoxal-5'-fosfato 8.10_5M, se tratd una de ellas con =
el compuesto 10 a 2.5.10-3M. Despuds de 24 h a 0-2°C, ambas
soluciones se dializaron exhaustivamente frente a tampdén fos
fato. Tomando como 100% la actividad de la enzima no tratada,
la tratada con inhibidor did 164¢ de actividad. En presencia

del inhibidor la enzima sufrid aparentemente una reactivacidn.
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Este hecho, aparentemente sorprendente, tiene una expli
cacidn sencilla. Adn a 0-2°C 1a enzima en solucidén es poco =
eétable,4como indicamos en el apartado 1. Y la presencia del
compuesto 10 la estabiliza frente a esta inactivacién espon=-
tdnea, Despuds, al eliminar el compuesto 10 por didlisis, 1la
enzima tratada debe ser mds activa que la no tratada, La in-
hibicidén por el compuesto 10 parece pues de caréctéf reversi
ble y su presencia proteje a la enzima de la,inactivaci6h es
'ponténea en solucidén. Fenémenos de este tipo son muy corrien
tes entre las enzimas l£biles o poco estables, (81), cuya -
inactivacidén espontfnea se contrarresta por la presencia de

inhibidores reversibles o sustratos.
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DISCU-ION DE RESULTADCS

En el apartado anterior hemos descrito los métodos y -
resultados obtenidos en el ensayo de d4cidos l1-amino=2-aril-
—-ciclopropanocarboxilicos y de compuestos relacionados con
sustratos y como inhibidores de la L-Dopa descarboxilasa,

La enzima, preparada segin un método descrito (76), es
bastante 14bil en disolucidén y fue conservada en pequeiias =
fracciones congeladas alrededor de -10°C. De este modo, en
cada ocasién, se descongelaba y utilizaba inmediatamente, =
solo la cantidad aproximadamente necesaria en cada caso,

La actividad enzimdtica se determind por el método ma-
nométrico. Este procedimiento, de fdcil aplicacidén cuando =
la técnica se tiene a punto, como ocurrfa en nuestro laborg
torio, es rdpido y simple, auﬂ;he frecuentemente poco sensi
ble y suceptible de errores inadvertidos, lo que obliga, al
menos, a utilizar siempre experiencias por duplicado. Por =
otra parte, al menos bajo nuestras condiciones experimenta-
les, no se presta a experiencias cinéticas a (S) variable,
pues al pretender utilizar (S) no saturantes para la enzima,
el método no es suficientemente preciso para tener medidas
fiables, Pese a todo, la eleccidn de este método, al menos
para la obtenciédn de una primera informacidén general, que =
era lo deseado, resultaba pricticamente obligada. ,

Todas las experiencias se realizaron por .duplicado, ba
jo condiciones en que la velocidad de la reaccidn era propor
ciornal a la concentracidn de enzima e independiente de la =
concentracidn del sustrato (ver fig. 2), por lo cual podemos

asegurar que siempre se midieron velocidades iniciales de =

reaccidn,
Se ha confirmado el hecho conocido (10) de que 1la L-Do
pa descarboxilasa se activa por la adicidn al medio de reac

cidn de un exceso de coenzima (piridoxal—S'-fosfato). En =~
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nuestras experiencias la activacién mdxima se alcanza a con
centraciones de coenzima de 2.10-5M, y la velocidad de la =
reaccién aproximadamente se duplica. Para concentraciones -
entre 2.i0-5 a 2.7.16-h
te (fig. 3). En algunas experiencias se mostré inhibicidn =

M, la activacidn se mantuvo constan-

por concentraciones mds altas, de acuerdo con lo descrito =
por otros autores (10). Para adiciones de piridoxal=-5'-fos-
fato entre O y 2.107°M la activacién sigue una cinética mi-
chaeliana (fig. 4), y los diagramas que se obtienen al re~
presentar 1/( M1 Co, ) frente a 1/(P=-5'-P) son lineales,
Como posibles sustratos de la enzima, Se ensayaron 12

compuestos referibles a 4cidos 1-amino-2-aril-ciclopropano-

carboxflicos., Comparados con el L-Dopa, ninguno de estos -

compuestos mostrd una actividad clara como sustrato (tablaZk

pues las actividades medidas égén dentro de los errores ex-
perimentales, Experiencias a muy largo tiempo con uno de =
los compuestos (tabla 3) tambidén descartaron su comporta =
miento como posible sustrato. No obstanteyesto no excluye =
la posibilidad de que todos o alguno de los compuestos sir-
va como muy mal sustrato y que el metodo utilizado no permi
ta detectar esta actividad,

Los ensayos de los ciclopropilaminodcidos como posibles
inhibidores de la descarboxilasa del L-Dopa por Dopa descar
boxilasa muestran actividad en este sentido, al menos con =
los compuestos 7 y 9-12 (tabla 4), En los demds casos, los
resultados obtenidos caen dentro del error experimental y =
solo puede apreciarse o que los compuestos no inhiben,o su
ac.ividad como tales es muy pequeiia, Estos resultados, por
lo que se refiere a las relaciones estructura actividad, =
son 1ldgicos, ya que los compuestos mds inhibidores son los -
que tienen grupos 3-~OH fenilo o 4~0H fenilo, lo cual se co=
rresponde con la especificidad de la enzima. Por otra purte,

los resultados son similares a los obtenidos por Sourkes -
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(82) en los éstudios sobre inhibicidén de esta enzima proce-
dente de higado de cerdo por una serie de derivados de cA-me
tilfenilalanina.rAs{, mientras la c&Fmetil-j-hidroxifenila?
lanina inhibia 95%, bajo las mismas condiciones la cA-metil-
-3-metoxifenilalanina solo lo hacfa 17%.

Un examen mds detallado de la inhibicidén por el compues
to 10 (4cido 1-amino-2-(3-hidroxifenil)-ciclopropanocarboxi
-lico) mostrdé que la cinética de la inhibicidn a concentra-
cién variable de este compuesto es de tipo michaeliano (81)
(tabla 5 y fig. 5), pues los diagramas de Dixon obtenidos =
al representar 1/( M1 002

un método de ensayo enzimdtico mds sensible serfa posible -

) frente a (I) son lineales., Con

determinar las constantes de inhibicidén Ki y diagnosticar =
el tipo de inhibicidén., Esto forma parte de los proyectos de

trabéjo futuro.

Los resultados mostrados en la tabla 6 y en la fig. 6
indican que la inhibicidén por el compuesto 10 de la descar-
boxilacidn enzimdtica del L-Dopa es dependiente de la con-
centracidén de piridoxal=5'-fosfato. Para adiciones de coen=
cima de 0-2.10_5M, la inhibicién aumenta con la concentra-
cién, Para concentraciones mds altas hay una caida progresi
va de la inhlribicidén, Es decir, el piridoxal-=5'-fosfato, a =
bajas concentraciones potencia la inhibicidén y a altas con-
centraciones tiende acontrarrestax‘aquél efecto,

) En cualquier caso, la inhibicidén por el cdmpuesto 10 -
parece ser de cardcter reversible, A su vez, el compuesto -
es capaz de estabilizar a la enzima cn soludién, protegién-
dola de su inactivacidén espontdnea (ver apartado 8, pg.233 )

La interpretacidn de estos resultados es diffcil, al -
menos mientras no dispongamos de mds informacidn de tipo ci
nético y mecanistico, a obtener en el futuro mediante el em
pleo de un método mds sensible para la determinacidén de la
enzima, No obstante, son posibles algunas conjeturas preli-

minares,
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Como es sabido, la enzima contiene piridoxal-5<fosfato
unido covalentemente como base de Schiff y a su vez se ac-
tiva por la adicidn extra de coenzima. Dicho de otra manera,
la enzima utilizé coenzima unida en forma covalente y coen
zima dializable (3) (19) y las funciones especificas de ca=-
da una de estas partes de coenzima, en particular de la dia
lizable, no estdn claras,

En principio cabe esperar que la inhibicidén por el com
puesto 10 y algunos otros de los ciclopropilaminodcidos es-
tudiados sea debida a interaccién con la protefna misma, a
interaccidn con el piridoxal-5'-fosfato unido en forma co=-
valente o con el dializable o libre en el medio., Si la in-
teraccidén fuese simplemente sobre la protefna,no debiera =
depender la inhibicidén de la adicidn o no de piridoxal=5'-
~fosfato. Parece mds 1ldgico pensar en una interaccidén con =
édste, en cualquiera de sus formas. La distincidén entre es-

tas alternativas es dificil.
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Una aproximacidn a los hechos puede obtenerse estudian
do independicntemente la reaccidn del compuesto 10 con fos-
fato de 5'~piridoxal y examinando si los compuestos forma-
dos son inhibidofes. Como se describid en.la Parte ITI de es
ta Memoria, la reaccién entre piridoxal-5'-fosfato y el com
puesto 10 permitid obtener y caracterizar los compuestos A
y B.

Los ensayos de inhibicidn con estos cdmpuestos A y B,
mostraron que ambos inhiben en grado comparable al compues~
to 10 a concentraciones todos ellos de 2.5.10-3M, y que 1la
inhibicidén sigue una cinética michaeliana (tablas 4 y 7, y
fig. 10), pero ademds que la inhibicién por A (tabla 8), lo
mismo que ocurre con 10 (tabla 6 y fig. 6), depende de la =
concentracidn de piridoxal-s'—fosfato; pero no la inhibicidédn
por B (tabla 8), Asi pués, aparentemente, la inhibicidén por
10 pareceria explicarse suponiendo su conversidén en el medio
de reaccidn a A o a A+B o a B, Pero esta explicacién no es
satisfactoria, pues 10, a 2.5.10-3M v P-5'—P=8.1O-5M, inhi=-
be 76%, es decir, précticamente lo mismo que A o B a 2.5.10-3M
(tablas 4 y 7). Evidentemente, desde el punto de vista cuan
titativo la hipdtesis de formacidén de A y B en el medio de =
reaccidn no explica la inhibicidén por el compuesto 10, aun-

que A y B sean a su vez inhibidores,

Con los datos disponibles y sobre la base del método ma
nométrico de ensayo de la enzima no es fdcil obtener mds in
fbrmacién y no es posible dar una explicacidn concluyente =
sobre los resultados y sobre el mecanismo de inhibicidn de
la actividad enzimdtica por 10, por A y por B, No obstante,
los hechos apuntan a un mecanismo de inhibicidén mds comple=
Jjoyen el que posiblemente hay reaccién del compuesto 10 con
el fosfato de piridoxal libreycon formacién de compuestos A
y B inhibidores y también con la coenzima unida en forma =
covalente, mimetizando el inhibidor al sustrato, para dar -

un comple jo enzima-base de Schiff del inhibidor, similar al
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producido por el sustrato y que no puede, por razones dese

conocidas sufrir descarboxilacidén o ésta es muy lenta.

Con miras a resolver estas indeterminaciones tenemos -
ahora el proyecto de iniciar un estudio cinético detallado
del mecanismo de inhibicién de la enzima por J-metil-Dopa,
por los compuestos 7 y 9-12, asi como por los productos de
reaccidn que puedan obtenerse entre estos aminodcidos con -
piridoxal y con piridoxal-5'-~fosfato. Para ello nos propone
mos utilizar un método muy sensible y preeciso de determina-
cién de la enzima basado en el empleo de sustratos marcados

con ¢ en o1 grupo -COOH (ver pg.208).
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CONCLUSIQIES

El trabajo experimental que se describe en esta Memoria
como Tesis Doctoral fué llevado a cabo con el fin de desa-
rrollar un método adecuado para la sintesis de dcidos 1-ami~
no-2-aril-ciclopropanocarboxilicos, preparar una serie de =
estos conmnpuestos y estudiar su accidén sobre la descépboxila-
sa de aminodcidos arométicos,(Dopa descarboxilasa).

_ De acuerdo con los mecanismos admitidos para la descar-
boxilacidén enzimdtica de la L=3,4-dihidroxifenilalanina
(L-Dopa) a 3,4-dihidroxifeniletilamina (Dopamina), y por ana
logfa estructural con la A-metil-3,4-dihidroxifenilalanina,
los mencionados dcidos aminofenilciclopropanocarboxflicos =
pueden coumportarse como inhibidores de la Dopa descarboxila-
sa, ¥ en consecuencia son de interés potencial como inhibi-
dores de la biosintesis de catecolaminas y de serotonina,
Por otra parte, si como ocurre con la cA-metil=-3,4-dihidroxi=-
fenilalanina, sirven de sustratos a la enzima, su descarbo-
xilacién daria 2-aril-ciclopropilaminas, un gruno bien cono-
cido de inhibidores de monoaminooxidasa, de uso clinico como

antidepresivos,

En consecuencia y contando con la experiencia previa en
esta 1linca, se abordé la sfntesis de dcidos 1-amino-2-aril-
—ciclopropanocarboxilicos por un camina inédito, a través -

del uso de L-arilidentiazolonas,

Las CONCLUSIONES del trabajo realizado, que hapermitido

alcanzar con éxito los objetivos propuestos, son las siguien

tes:e

12,- A partir de O-=-bencilxantato de metilo y de glicina se
detalla la preparacidn de N—(benciloxi)tiocarbonilglicina Yy
de N-(benciltfo)carbonilglicina, que se describen por prime

ra vez., Lu obtencidn de uno u otro producto depende de las
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condiciones de la reaccidn y es cbnsecuencia de la fdcil con
versiédn del O-bencilxantato de metilo en S-bencilxantato de =
metilo por una transposicién O0—»S dei grupo bencilo,
Asimismo, a partir de glicina, sulfuro de carbono y clow
ruro de bencilo, se obtiene N-bencilditiocarbonilglicina,ya -

conocida.

2%,- Por condensacidn, en presencia de anhidrido acético-ace
tato sédico o anhidrido acético=carbonato potésico, de N-(ben
ciloxi)tiocarbonilglicina con una serie de 11 aldehfdos aro-
midticos, se obtiene con rendimientos de‘ho-Ts% una serie de
2-benciloxi-lt-arilidén-5(4H)~tiazolonas, todas ellas nuevas,
donde los radicales arilideno han sido: bencilideno; U4-meto=-
xibencilideno; h-nitrobencilideno; 4-metilbencilideno; b4=clo
robencilideno; A4-acetoxibencilideno; 3-~acetoxibencilideno; =
3,4=~dimetoxibencilideno} U4=benciloxibencilideno;} 3—(N-aceti;

indolil)-metileno y UY—piridfn-metileno.

32.- Por condensacién, bajo las mismas condiciones indicadas
en la conclusidn anterior, de N=-bencilditiocarbonilglicina =
con una serie de 18 aldehfdos aromdticos, se obtiene con ren
dimientos de 40-75% una serie de 2-benciltfo-h-arilidén-5(4H)
tiazolonas, todas ellas nuevas, donde los radicales arilide=
no han sido: bencilideno; 4-metoxibencilideno; U4-nitrobenci=
lidenoj 4-metilbencilideno; U4=-¢clorobencilideno; 3=-clorobenci
lidenoj 4=fluorobencilideno} 3,h—metiléndioxibencilideno;,4-
-acetoxibencilideno} 4-<hidroxibencilideno; 3-acetoxibencili-
deno; 3=acetoxi-b-metoxibencilideno} 3-metoxi-h—acetoxibenci
lideno; 3,4-diacetoxibencilideno; 3-metoxibencilideno; U4-ben
ciloxibencilideno; 4-dimetilaminobencilideno ¥y 3—(N—acetilig

dolil)-metileno.

42,~ Los intentos de extender las reacciones de condensacidén
mencionadas en las conclusiones 22 y 3% a compuestos carboni
licos aliffticos (acetona, isobutiraldehfdo) no dieron resul
tado y solo condujeron a mezclas de productos no identifica-

dos,
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52,- Los intentos de condensar aldehfdos aromfticos con N=-(ben
ciltio)carbbnilgiicina, para obtener 2-benciltio=L4-arilidén-
-S(MH)-oxazolonas, por una reaccidn ﬁaralela a la mencionada
en las conclusiones 2% y 3%, no dieron resultado. Asf, 1la reac
cién con U-hidroxibenzaldehfdo condujo a 2-metil-l-(l4-acetoxi
fenil)-5(4H)-oxazolona, Este resultado creemos que es conse =
cuencia de la conversidén de la N-(benciltfo)carbonilglicina a

N-acetilglicina por el anhidrido acédtico,.

6%.~ Por reaccidén de las 2-benciloxi-4=arilidén-5(4H)-tiazolog
nas, descritas eh la conclusidn 2%, con diazometano, en bence
no a 40-50°C, se obtiene con rendimientos de 25~50% una serie
de 1-aril-5-benciloxi-6-tio-k-aza-espiro=(2,4)hept=b-en-7=onas

que en lo sucesivo denominamos espirobenciloxitiazolonas y que

se describen por primera vez, Los radicales arilo son: fenilo}
h-metoxifenilo; Lenitrofenile; h-clorofenilo; L-acetoxifenilo
y 3-acetoxifenilo,

De la reaccidén del 4-benciloxibencilidén-derivado con dia-
zometano, ademds de la correspondiente espirobenciloxitiazolo-
na, se aislé otro producto tambidén nuevo, correspondiente a la
reaccidén con 3 moles de diazometano y que se identificdé como -
5—(h-benciloxifenil)—7-benciloxi—11—oxa-8—tia-2,3,6-triaza-es-

piro=(4,4,2,0)dodeca~2,6-dieno,

zﬁ.- Por reaccidén de las 2-benciltfo-lb-arilidén-5(4H)-tiazolo~
nas, descritas en la conclusién 3%, con diazometano, eh bence=-
no a 40-50°C, se obtiene con rendimientos de 30-55% una serie

de 1-aril-5-benciltfo=-6-tio~l-aza~espiro~(2,4)hept-b=en-7—-onas,

que en lo sucesivo denominamos espirobenciltfotiazolonas y que

Se describen por primera vez. Los radicales arilo son: fenilo;
L-metoxifenilo; 3-metoxifeniloj 4-~nitrofenilo; L-metilfenilo;

Li-clorofenilo; 3-~clorofenilo; 4=fluorofeniloj 3,4-metilendioxi
fenilo; Leacetoxifenilo; 3—acetoxifenilo; 3,4~diacetoxifenilo}
3-metoxi-l-acetoxifenilo; 3-acetoxi-lb-metoxifenilo y 4-bencil-

oxifenilo,
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De la reaccidn con el 4-dimetilaminobencilidén-derivado
no se aislé la esperada espirobenci;tiotiazolona, sino otro
producto (75%) nuevo, que se identificd como 2-benciltfo=l=
~(4—-dimetilaminofenil—1-etilidén)-5(4H)=~tiazolona,

82.~ Con el fin de tener la mdxima informacién sobre el cur

so y mecanismo de las reacciones comentadas en las conclusio
nes 6% y 7% se hizo un estudio minucioso de todos 1los produc
tos aislables de la reaccién entre 2-benciloxi-4-~bencilidén-
-5(4H)~tiazolona y diazometano, en benceno a 40-50°C, Se ais
laron y caracterizaron los siguientes compuestos, todos ellos
nuevos: 2-benciloxi-4-(1-fenilétilidén)-5-(4H)-tia2010na;'la
correspondiente espirobenciloxitiazolona ya citada en la_cqg
clusién 62; (E)=1-fenil-5-benciloxi-6~tio=l4~aza~espiro=(2,4)-
hept=l~en-7-ona; 2~fenil-5-benciloxi=-6-~tio-lU-aza—~espiro=(2,5)
oct=l4=~en=8-ona; 5-fenil-7~benciloxi=11=~o0xa=8=tia=2,3,6=tri-

aza~diespiro(4,4,2,0)dodeca~2,6-dieno.

9%,- Por hidrdlisis bdsica parcial del fenilderivado corres=—
pondiente a las espirobenciloxitiazolonas, descritas en la =
conclusién 62, se obtuvo una posible mezcla de los dos tiod-
cidos posibles y no conocidos por simple apertura hidroliti-
ca dei anil;p de tiazolona, Ambos compuestos no pudieron sSe-
pararse, pero desulfurada la mezcla con éxido de plata se ob
tiene el 4cido 1—benciloxicarbonilamino-2-fenil-ciclopropang
carboxilico como Unico producto, que no era conocido.

De modo andlogo, la metanolisis bdsica de la citada tia-
zolona, condujo a una posible mezcla de los dos dsteres metf
licos, no conocidos, de los dos tioécidos antes mencionados,
que tampoco pudieron separarse, No obstante, 1la supuesta'meg
cla, desulfurada con déxido de plata, condujo como dnico pro=-
ducto al f—benciloxicarbonilamino—2-fenilciclopropanocarboxi

lato de metilo, que no era conocido,
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10%,.- Las espirobenciltiotiazolonas, descritas en la conclu
sién 7%, son mucho m&s fucilmente hidrolizables que las es=~
pirobenciloxitiazolonas, descritasAén la conclusidén 62, Por
hidrélisis con potasa alcohdlica de las espirobeinciltiotia-
zolonas, a 40-3000, o de las espirobenciloxitiazolonas a re
flujo durante 1 hora, o por ambos métodos, se obtiene con -
rendimientos de 25-75% una serie de £cidos l~-amino-3aril-ci
clopropanocarboxflicos nuevos, en los que el resto arilo ha
sido: fenilo; U4-metoxifenilo; 3-metoxifenilo; U4-metilfenilo;
b-clorofenilo; 4-fluorofenilo; 3-clorofenilo; 3,4-metiléndio
xifenilo; U4-hidroxifenilo; 3~hidroxifenilo; 3-bdroxi-U-meto
xifenilo; 3-metoxi=b-hidroxifenilo. ‘
Estos métodos en general fallaron, conduciendo solo a =
resinas intratables, al aplicarlos a la obtencién de hidro=-
xiaril-derivados por hidrélisis de los acetoxiaril-deriva--

dos corres)ondientes.

11l2.- A¥n bajo las condiciones m&s enérgicas citadas en la~-
conclusién 102 para las espirobenciloxitiazolonas,la hidré-
lisis del 4-benciloxifenil-derivado correspondiente a las =
espirobenciloxitiazolonas de la conclusién 7%, solo trans-=
currié de modo parcial, abriéndose ¥nicamente el anillo de
oxazolona a la mezcla de los dos tiodcidos correspondientes
Y no conocidos, Esta mezcla que no pudo separarse,por deéu&»
furacidén con é8xido de plata condujo a un solo producto nue-
vo, identificado. como £cido l-benciloxicarbonilamino=2-(4-

-benciloxifenil)-ciclopropanocarboxilico.

122,-Por hidrdélisis con potasa en etanol-agua o dixano-agua,

a temperatura ambiente y bajo corriente de nitrégeno,de lgs
correspondientes acetoxifenil-derivados de las espirobencil
‘tiotiazolonas, descritas en la conclusién 7%,se consiguid -
la obtencidn y aislamiento cen forma de hidrocloruros de los
dcidos l-amino-2-aril-ciclopropanocarboxilfcos siguientes, -

en los que el resto arilo es: 4—hidroxifenilo(35—64%); 3-hi
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droxifenilo (15-40%); 3-metoxi-4-hidroxifenilo (22-40%); 3~
-hidroxi-4-metoxifenilo (25%). Todos ellos se describen por

primera vez,

13%.- En la hidrélisis del 3~-acetoxifenil-derivado de la es
pirobenciltiotiazolona, como se indica en la conclusién 12%,
ademds del correspondiente ciclopropilamino4cido,se obtuvo=-
un nuevo producto (25%), procedente de la ciclacién intramg
lecular de intermediarios de la reaccidén y que se identifi-
cé como 4cido l-tiocarbonil-3,4-metilén-6-hidroxitetrahidro
isoquinolefn-3=carboxf{lico.

Asfmismo, en la hidrdlisis del 3-acetoxi-4-metoxifenil-
derivado, ademd4s del correspondiente ciclopropilaminodcido-
descrito en la conclusién 12%,se obtuvo un nuevo producto =
(30%) identificado como #4cido l—tiocarbonil-j;h-metilén-S-mL

droxi-7-metoxitetrahidroisoquinolein-3-carbox{lico.

142.- La hidrélisis con tampdn 4cido bérico/NaOH de pH=12 y

etanol del fenil-derivado correspondiente a las espiroben=-
ciltiotiazolonas condujo a una posible mezcla de los esteres
etflicos de los Z4cidos l-benciltfiocarbonilamino-2-fenil=ci-
clopropanocarboniltidlico y l=-bencilditfocarbonilamino-2-fe
nil-ciclopropanocarboxflico. Por el contrario, la hidrdlisis
con el mismo tampdn y dioxano condujo al 4cido l-amino=-2-fe
nil-ciclopropanocarboxflico, ya descrito en la conclusidn =
128,

La aplicacién de estos métodos al 3,4-diacetoxifenil-de

rivado solo condujo a resinas intratables,.

152.- Por tratamiento con etanol/ClH de los 4cidos l-amino=
-2-aril-ciclopropanocarboxflicos (arilo: fenilo, 3-metoxife
nilo, L4-metoxifenilo, 4-metilfenilo, h-clorofenilo, 3=cloro
fenilo, 4-fluorofenilo y 3,4-metiléndioxifenilo) se obtienen
los hidrocloruros de log aminodcidos correspondientes, No =~
pudo obtenerse el correspondiente al 4-benciloxifenil-deri-

vado,
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162,~ Por hidrdlisis con C1lH=-2N del fenil-derivado correspon

diente a las espirobenciloxitiazolonas, descrito en la cone
clusidn 62, se obtuvo el hidrocloruro de la 2-amino~4-fenil-
-8’-butirolactona, ya conocido, y formado por ruptura C1-—C2
del anillo de ciclopropano, en vez del hidrocloruro del dci
do l-amino—2-fenil-ciclopropanocarbox{lico. Sin embargo, =
este aminodcido soporta la ebullicidn con 4cido clorhidrico
al 50% y con BrH/AcOH al 40%. En esté dltimo tratamiento se

obtuvo el hidrocloruro del aminodcido.,

17%.- Por tratamiento con BrH/AcOH. de los 4cidos l~amino=2-
-aril-ciclopropanocarbox{licns, correspondientes a arilo= -
4-metoxifenilo, 3,4-metiléndioxifenilo y 3-metoxifenilo, se
obtuvieron, en el primer caso el hidrobromuro de la 2-amino=-
4-(4-hidroxifenil)-XFbutirolactona, en el caso segundo el
hidrobromuro de la 2-amino-4-(3,4-metiléndioxifenil)- § -buti
rolactona, y en el tercer caso el hidrobromuro del 4cido 1=
—amino=2-(3~hidroxifenil)~ciclopropanocarboxilico."
Asfmismo, por tratamiento de los mismos aminodcidos con
tribromuro de boro se obtuvo, en el primer caso el hidrobro
muro de la 2=-amino-l4-(l4-hidroxifenil)-}-butirolactona, en -
el segundo caso un residuo no identificable y en el ter--
cer caso el-hidrobromuro de la 2-amino-4=-(3~hidroxifenil)-

-K-butirolactona.

182,~ Por reacciédn de loa 4cidos l-amino-2-arilesciclopropa-
nocarbox{licos correspondientes a arilo= fenilo y 4~-metoxi=
fenilo con cloruro de benzoilo primero y diazometano después
se obtuvieron los correspondientes l-benzamido-ZQaril-ciplg_
propanocarboxilatos de metilo,con configuracidén inequivoca

Z(Lzans CO-arilo) e identificados por comparaciSn con muese

tras auténticase.

192.~- Por reaccidén del 4cido l-amino-2-(3-hidroxifenil)-ci-
clopropanocarboxflico con la saul disddica del fosfato de -

5'-piridoxal se han obtenido la correspondiente base de -
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Schiff y el producto de ciclacidn de ésta a derivado de te-

trahidroisoquinoleina, cuyas estructuras se discuten,

208,- Todos los productos que se describen,y siempre que =
fué necesario y posibleyse han caracterizado a través de =
andlisis elemental, espectroscopias IR y RMN y excepcional=-
mente espectrometria de masas. Se tabulan los resultados y=

se discuten las estructuras,

21%,- Se discute la estereoquimica de los productos obteni=
dos que la presentan, Por generalizacién de los resultados-
comentados en la conclusidén 182, hay bases razonables para-
concluir tentativamente que todos los ciclopropilaminoécidos
obtenidos tienen la configuracidén Z (trans CO-arilo). Asf-=
mismo se aportan datos que indican tentativamente que los =
arilidén-derivados a que hacen referencia las conclusiones-
2% y 3% tienen configuracidn Z y que su reaccidn con diazo-
metano, segin las conclusiones 62, 7% y 82 transcurre de mo

do estereoselectivo con retencidn de la configuracidn,

228,.,- Se pone a punto el método manométrico para la determi
nacién de Dopa descarboxilasa con una preparacidn enzimiti-
ca de rifién_de cerdo., Se ensayan como posibles sustratos 12
hidrocloruros de los 4cidos leamino=-2-aril-ciclopropanocar-
boxilicos a concentracidn 2.5.10'3M. Comparados con el L-Do
pa como 100%, ninguno de los compuestos presentd una activi
dad como sustrato ;>6%, lo cual cae dentro de los lfmites =
de error experimental del método, y sugiere que no son des=
carboxilados o lo son nuy débilmente. Experiencias con lar-
go tiempo de reaccidn apoyan la conclusidn de que no sirven

comno sustratos,

232,- Los 12 compuestos referidos en la conclusidn 222 se =~
ensayaron como inhibidores de la descarboxilacidn enzimdti-
ca del L-Dopa. A concentracidén 2.5.10-%H solo mostraron in-

hibicidn los compuestos en los que arilo es U=fluorofenilo
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(18%), 3-hidroxifenilo, 4=hidroxifenilo, 3=hidroxi-4-metoxi-
fenilo, y 4-hidroxi-3-metoxifenilo (73-86%).

Experiencias sobre el posible mecanismo de esta inhibie- -
cién sugieren un proceso reversible complejo a través de la
base de Schiff con fosfato de 5'=-piridoxal y de su producto

tetrahidroisoquinolefnico de ciclacidn,
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