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OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DSL TILIBAJO

El objeto de este trabajo es la preparacion de nna serie 
de acidos 1-amino-2-aril-ciclopropanocarboxIlicos de fOrmula 
general (l), y el estudio ”in vitro” de su actividad como -

OOH
(I)

sustratos e inhibidores de la descarboxilasa de L—amino^ci— 
dos aromaticos (DAA),

Esta enzima interviene en la biosintesis de ciertas ami— 
nas biOgenas, que se pueclen clasificar en très grupos: cate— 
colarainas; histamina y derivados; serotonina y afines.

En los siguientes esquemas indicamos las rutas de biosIn 
tesis mas importantes para dichos grupos de aminas:
a) CATECOLAMINAS

Incluyen esencialraente la dopamina, la no rad renalina o 
norepinefrina y la adrenalina o epinefrina, todas producidas 
esencialraente a partir del arainoAcido L—fenilalanina como — 
precursor comun, Por otra parte, todas ellas se raetabolizan 
e inactivan esencialmente por desaminaciOn oxidativa a tra— 
vOs de m—O-metilaciOn.

El esquema siguiente ilustra sus estructuras y las reac- 
clones iraplicacias en su bioslntesis y metabolisraot

COOH

OH

L-Fenilalanina L-Tirosina L—Dopa
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HO OH

OH

HO
NHg -- ^

OH

Dopamina No rad renal ina Ad renal ina

CHO

HO OH

1 = Fenilalanina hidroxilasa
2 = Tirosina hidroxilasa
3 = Descarboxilasa de L—amino^cidos aromaticos (DAA)
4 = Dopamina hidroxilasa
5 = Feniletanolamina N-metiltransferasa
6 = Monoaminooxidasa (MAO)
b) HISTAMINA

Tiene como precursor el amino^cido L-histidina y se me- 
taboliza esencialmente por desaminacidn oxidativa:

Nij COOH
NH,

-N>
H

N-n NH. Ij CHO

L-Histidina Histamina
6 = Monoaminooxidasa (MAO)
7 = Histidina descarboxilasa
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c) SEROTONINA
Se produce a partir del ajnino^cido L—triptofano y se me— 

taboliza' esencialmente por desaminaci<5n oxidativa o por O—me 
tilacidn sobre el OH en C^:

COOH
8

COOH

L—Trip tofano L— 5—bidroxi-trip tofano

HO

Serotonina

3 = Descarboxilasa de L—amino^cidos aromaticos 
6 = Monoaminooxidasa (MAO)
8 = Triptofano 3—Hidroxilasa

En estas secuencias de reacciones de biosfntesis y de mo 
tabolismo intervienenesencialmente los siguientes tipos de - 
enzimasj en la biosfntesis, hidroxilasas y descarboxilasa do 
amino^cidos aromaticos; en el metabolismo, aminooxidasa y O— 
—raetiltransferasas.

Dentro del grupo de las aminas bidgenas, las catecolami— 
nas y la serotonina, de forma y con funciones diferenciales 
todavfa no claramente delimitadas, actuan como neurotrans— 
misores adrenergicos, de manera similar a como lo hace la a— 
cetilcolina en los sistemas colin^rgicos, Por esta razon, la 
modulacion de la biosfntesis y del metabolismo de catecolara^ 
nas y de serotonina es de importancia esencial en la régula—
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ci($n del sistema neirvioso central (SNC) y particularmente en 
el control de las actividades psfquica y cardiovascular.

Un nivel elevado de aminas produce estados de histeria, 
excitaci<5n, agitaci<$n, etc..., mientras que un bajo nivel 
de las mismas conduce a estados depresivos, apatfa, estupor, 
etc...

A la vista de todo esto, se puede prever la importancia 
de actuar sobre los sistemas enziradticos que regulan la bio— 
sintesis y el metabolismo de las aminas bidgenas. Asi, ac— 
tuando sobre la descarboxilasa de forma que se inhiba su ac— 
ci(5n, se producira un desconso en el nivel de las bioaminas 
y, como consecuencia, un efecto sedante e hipotensor, mien^ 
tras que la inhibicion de la aminooxidasa impediria la des— 
trucci(5n de aquellas, produci^ndose un efecto estimulante e 
hipertensor,

Es, por lo tanto, de gran interns farmacoldgico el estu— 
dio de las caracterlsticas de la descarboxilasa de amino^ci— 
dos aromaticos, asi como su distribucidn y su inhibicidn por 
compuestos selectivos.

Asi, por ejemplo, en la terapéutica del parkinsonisme, — 
enfermedad del SNC que origina deficiencia de dopamina 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 hematoencef^lica, por lo que se adminis­
tra en forma de su precursor L—Dopa junto con ciertos inbibi 
dores de descarboxilasas que impiden su destruccidn periféri 
ca y le permiten llegar a su objetivo el SNC, donde es des— 
carboxiladado, originando la necesaria dopamina.

DESCARBOXILASA DE .AJ-lINOACIDOS AROM.’TICOS (l) (2)
La distribucidn de esta enzima en los mamiferos es muy 

amplia, encontrandose en eJ. intestine, cerebro, corazdn, pul 
mones, etc.,,, pero principalmente en el higado y el rindn.

En CLianto a su especif icidad, es todavia un punto oscuro.
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descarboxila un gran numéro de amino^cidos aromdticos aunque 
lo hace en diferentes grades,

El aminoacido L—Dopa es uno de los mejores sustratos, y 
algunos autores adraiten la diferenciaoidn de una enzima con 
el nombre de L-Dopa descarboxilasa, aunque cada d£a esta po^ 
tura parece menos justificada.
Coenzima

Esta enzima depende del fosfato de piridoxal (P— co 
mo coenzima. Parte del (P-3*-p) esté fuerteraente unido a la 
apoenzima (proteina enzimdtica) como base de Shiff, mientras 
que otra parte es dializable (3 ).
Mecanismo de accidn

A continuacidn se da un breve esqueraa sobre el mecanismo 
de descarboxilacidn, modificacidn del propuesto por Metzler
(4):

Enzima

HN
CH

H

H
R-Ç-H

NH

H
R_C_COO'

Sustrato

Enzima  n:

H
R-C-C

H

H
R-C 

I I ”NHjé
H

R-C-H

Enzima----
NH.

H

♦

Enzima '**̂ 1---NH.

R = -CH^OPO^H^
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primeramente ocurre una transaldiminaci6n entre el complejo 
enzima— (P-3'-P) y el sustrato, formdndose una base de Scbiff 
entre el (P-j'-P) y el aminodcido; el siguiente paso es la 
perdida de CO^ para formar un compuesto intermedio, no ais— 
lado, que por captaci&n de un protdn del medio, da la base 
de Schiff correspondiente a la anina precedents del amino— 
doido descarboxilado; por dltimo, la hidrolisis libera la 
ainina y récupéra el (P-5'-P)#

Los experimentos de descarboxilacidn en agua deuterada, 
demuestran que el H en d. del ciminodcido no interviene en la 
descarboxilacién, ya que solo se introduce un dtorao de deu- 
terio en el C en d del products (5)*

La presencia del enlace azometino se demuestra por la - 
reducei6n del compuesto con BNaH^ (6 ),

En cuanto a la forma de unirse la coenzima (P-5*—P) a - 
la apoenzima, parece ser cue tiene lugar a travds de très f- 
puntos: grupos fosfato, fendlico y aldehido, este dltimo a 
t raves de la reaccidn con un grupo amino de un res to del 
aniinodcido lisina de la proteina enzimatica (j) •
Sus tratos

Una gran variedad de aminoacidos aromaticos sirven como 
sustratos de la DAA.

En un trabajo de Lovenberg y col. (8 ), con preparacio— 
nes de rin6n de conejillo de indias, se muestra la activi— 
dad relativa de la DAA para diferentes sustratos. La rela— 
cion de sustratos por orden decreciente de actividad es la 
siguiente:

L-Dopa ̂ L-2-1 i ro s ina ̂  L-m-1 i ro s ina %> L-5-HTP %> L—trip t of a 
no >  L-fenilalanina ̂ L-tirosina ̂ L —<A-me tildopa^ L-^—metil—3- 
-IITP ̂ L-histidina L-A—me til trip tofano ̂ L — me til—ra-tirosi—
na.

Prestando atencidn a los derivados de fenilalanina, se 
no tara que; aunque la sustitucion jO Y 2  hidroxilica promue- 
ven la descarboxilacion, la pi-sustituci<5n aromatica la dis- 
minuye. Tanibién la presencia de un grupo cL-metilo eti la m_o
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lécula disminuye la volocidad de descarboxilacion, 
Inhibidores

Vis to el supuesto mecanismo de acci<5n de la DAA, puede 
espocularse sobre qu^ 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 interacci6n con la apjo 
enzima, o por tipos de interaccién mixta.

No es de sorprender que sustratos de Dopa—D inhiban re­
vers iblemen te la descarboxilaci6n de otros sustratos; por - 
ejemplo, 5-HTP inhibe la descarboxilaci<5n de Dopa (9)*

Ciertos autores encuentran una inhibicidn por exceso de 
(p-5 »-p), otros observan una inhibicidn por exceso de sus— 
trato, para cuya explicacidn repurren a la f*onnaci($n de un 
derivado de tetrahidroisoquinoleina entre el sustrato y el 
(P-5 '-P), tal como mues tra el esquema siguiente:

00 OH

CHO

HO COOH
NHHO
OH

H
H_0_P0CH.---- 2

Me
H

Recientemente Corgier y col, (10) han encontrado que la 
DAA es inhibida por un exceso de (p-^'-P) para bajas coneen 
trcciones de sustrato y por un exceso de sustrato, para pe— 
quenas concentraciones de (P-^'—P), siendo la formacidn de 
la letrahidroisoquinolerna insuficiente para explicar dicha
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inh.ibici6n, en la cual influyen otros factores, taies como 
la fonnacién de melaninàs o de compuestos intermedios y la 
interacci<5n de (P-5*-p) con grupos lisilos o sulfidrilos.

La DAA tiene fundamentalmente très puntos para la inter 
accion con sustratos e inhibidores; un ^rea con considera­
ble afinidad para nùcleos aromaticos, especialmente grupos 
fenilos hidroxilados ; un ̂ area con afinidad para giupos b4— 
sicos; y un area con afinidad para grupos acidos, As£, corn 
puestos aromaticos con uno o mas de estes tipos de grupos, 
son inhibidores potenciales de descarboxilasas.

Entre la gran variedad de inhibidores de Dopa—D encon— 
trames : quinonas y polifenoles, flavonas, antocianinas, dj@ 
rivados de pinîvico, Acidos fenil-acéticos, c inamo ild e riva- 
dos y otros varies, Los que merecen preferentemente nuestra 
atencidn, son los andlogos estructurales de Dopa y en espe­
cial los derivados ot—me tilados , como metil—hidracinodopa
(carbidopa), de interés en el tratamiento del parkinsonisme, 
y su analogo el oL-metildopa ( 11 )j que es lentamente descar^ 
boxilado "in vivo" dando lugar a un false neurotransmisor 
con efectos hipotensores (l2),

Recientemente (l3))Se han encontrado unos andlogos r£gi 
dos de Dopa pon actividad inhibidora similar a la del cK—me— 
tildopa, siendo crütica la disposicidn de las funciones OH 
en el nücleo aromdtico y no la rigidez de la molécula "per 
se", Asi, por ejemplo, el compuesto (II)no es inhibidor, — 
mientras sx lo es el (llü), hecho que sugiere una mayor simi-

COOH COOH

(II) (III)
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litud estereoquiraica entre receptores dopaminergicos y el 
lugar de actividad catalitica de la DAA.

Atkinson y col. (l4) prepararon una serie de derivados 
de saligenina anâlogos de Dopa y ok-metildopa como drogas — 
para el tratamiento del parkinsonisme y de la hipertensidn 
respectivamente, sin embargo, dichos productos no mestra— 
ron ser inhibidores ni sustratos de la DAA.

¥inn y col. (l5 ) prepararon una serie de homdlogoa de 
Dopa, c^-metildopa y dopamina, y los ensayaron como posi— 
bles agentes antihipertensores, y dada su analogia con Do 
pa y c(r-me tildopa, ensayaron su actividad f rente a la DAA 
y dopamina-p-hidroxilasa. Solamente résulté activa la homo 
dopamina, f rente a esta lîltima enzima, mientras el ot—me— 
tilhomodopa no se descarboxilaba ”in vivo”.

Es bien conocido que el ot—me tildopa es descarboxilado 
”in vivo”, produciendo o^-metil-dopamina, transTormacidn d^ 
mostrada por varios autores, habiendo sido detenainada tam 
bién la configuracion absoluta de la d-—metildopamina produ 
cida, a fin de establecer la especificidad de la enzima por 
el sustrato (l6).

Asimismo, muchos cA—metil—aminoacidos son descarboxila— 
dos por la DAA, originando las correspondientes c<—metilami- 
nas.

Un posible mecanismo para la descarboxilacion de la qL— 
metil—ra-tirosina es el siguiente (1 7):

HC
,CH_—0—P—0'' "HO

ÔH
CH,

CH «C-COOH

HC

B
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CI^-C-COOH COOH CH^^CH

La enzima A esta representada como una protefna (apoen— 
zima) a la cual esta unida firraemente una molécula de (P— 
-5~P) por enlaces iénicos y de hidrégeno, y un doble enlace 
azometinico formado por la union del grupo aldehido prosté- 
tico y un grupo amino de la proteina (l8 ).

En B esta representada una molécula del sustrato o in— 
hibidor ( d.-metil-m—tirosina en este esquema ). La porcién 
aromatica de esta molécula altera la configuracién de la 
proteina, de tal manera que el grupo amino del compuesto en 
trante se sitile en las proximidades del grupo prostético.

El ultimo paso, representado por Ci lo constituye la — 
forraacién de la base de Schiff con el grupo amino del arainjo 
écido 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 CO^.

Algunos tipos de inhibidores se enlazan fuertemente con 
el grupo aldehidico del (P-5'-P), resistiéndose al desplaza 
miento, por lo que la accién enzimatica desaparece.

El caracter competitive o no competitive de la inhibi— 
cion depende de la secuencia de adicién a la enzima (l9 ) -
del sustrato e inhibidor.



— 11 —

Lovenberg y col. (8), proponen como raecainismo de inhi— 
bicion por la d-metildopa, la formacion de un complejo ter 
nario entre inhibidor, enzima y (P-3'~P) enlazado a la enz^
ma,

Por lo que se refiere a la sustitucion del C en cL en los 
r^.-raetilaminoacidos por un anillo de ciclopropano, hemos 

encontrado escasos antecedentes en la bibliografia.
Pages y Burger (20) (21 ), describen una sdCntesis del 

cido 1-amino-2-(4-imidazolil)-ciclopropanocarboxflico (lY) y 
1:1 id en su capacidad de inliibicidn sobre la his tid ina—descar 
boxilasa de hlgado de fetos d^ ratas, coraprobando que es del 
mismo orden que la de la metilhistidina*

OOH OOH
R'

(I)
En una patente belga (22), aparece la sintesis de corn— 

puestos que correspondon a la formula generalfl)y sus apli— 
caciones como agentes hipotensores, manifestando ser espa­
ces de liberar y disminuir el nivel de catecolaminas en tje 
jidos.

Una posibilidad muy interesante que potencialmente pro 
sentan estos ciclopropilamino^cidos, es que, al igual que 
los cx.-me t il amino acid os, puede ocurrir que sean lentamente 
descarboxilados ”in vivo" y den lugar a ciclopropilaminas 
''in situ", las cuales actuan?"in vitro” e "in v i v o c o m o  — 
notantes inhibidores de MAO (2 3) (24).

Concretamente, la trans-2-fenilciclopropilaminalV)es — 
un patente inhibidor de MAO "in vivo" e "in vitro", utili— 
zado en tratamientos clinicos. Su alto grade do actividad
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a y  NH^

(V) (VI)

se debe posiblernente a su sernejanza con la estructura de la 
anfetamina (Vl) (2 5)•

Algunos analogos, homologos, isdraeros y derivados de 2—
-fenilciclopropilamina, ban sido estudiados como inhibido— 
res de la actividad de MAO. Ab£, por ejemplo, se ha encontra 
do que la sustitucion en el nucleo bencdnico tiene poco efe^ 
to en cuanto a la potencia de la inhibicidn, siendo los der^ 
vados 2" sustituidos mas efectivos que los correspondientes 
o y m.

Los compuestos de formula general (l) por los que nos in 
teresamos, en vista de todo lo expuesto anteriormente.podrxan 
actuar, ya como inhibidores de la DAI, ya como sustratos de 
la misraa.

Si estos ciclopropilaaninodcidos sirven de sustratos de - 
la DAA, es prévisible para los mismos "in vivo" un accidn in 
hibidora de la MAO, y en consecuencia efectos psicoestiraulan 
tes y antidepresivos, Esto, por supuesto, si como ocurre con 
la fenilalanina, la tirosina y el Dopa, son capaces de pene— 
trar en el cerebro. As£misrao, si meramente son descarboxila— 
dos en los tejidos perifdricos son posibles efectos potencia 
dores o antagonistes de las catecolaminas, influyendo por lo 
tanto 5 y de modo alio r a no prévisible, sobre sus efectos car— 
diovascularos y reacciones inflaraatorias.

Por otra parte, si taies ciclopropilaminoacidos no sir- 
vie ran de sustratos de la DAA, la relacidn estructural con 
los sustratos de la enzima los hace prévisibles inhibidores, 
por bloquée del (P—3'-P) que sirve de coenzima a esta y a —
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otras descarboxilasas.
En consecuencia, cabria esperar "in vivo” un bloqueo cen 

tral o perifdrico (o ambos) en la biosfntesis de las mencio— 
nadas aminas bidgenas.

En otro orden de actividades, y aunque no es una cuestidn 
que nos ocupa actualmente, estos productos, como analogos de 
aminodcidos naturales que son, podrlan tener interds^ bien co 
mo antogonistas de aquéllos, produciendo efectos tdxicos os— 
pecificamente opuestos a los del aminodcido protefnico nor*" 
mal, o bien interfiriendo en la biosfntesis de polipdptidos 
y "«or lo tanto de protefnas, bien por incorporarse a las miŝ  
mas reemplazando al correspondiente aminoacido natural, bien 
inliibiendo su formacidn.

Poderaos resumir las razones, que nos han llevado a prépa­
rer los compuestos de fdrmula general (l), de la siguiente -
forma;
a)Porque.son previsibles inhibidores de descarboxilasas de - 
aminoacidos naturales.
b)Porque, en el caso que fueran descarboxilados "in vivo", 
darXan lugar a ciclopropilaminas, patentes inhibidores de — 
MAO "in vitro" e "in vivo".
c)Por su posible interferencia en la biosfntesis de protef— 
nas ,
d)Porque son potencialmente susceptibles de antagonizar a los 
aminodcidos naturales en las reacciones en las que estos in— 
tervienen*
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AITECSDENTES SOBRE LA SINTESIS DE ACIDOS 1-AMINO-CICLOPRQPA 
NOCARBOXILICOS.

En una revisidn bibliogrdfica llevada a cabo açerca de la 
sintesis de acidos 1-amino-ciclopropanocarboxXlicos, el mds 
sencillo de elles aparece preparado por vez primera en una 
publication 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 acido 1—amino- 
—ciclopropanocarboxflico, el mds sencillo de la serie, no co— 
nociendose todavia como aminoacido natural.

Uno s afios mas tarde, L. F. Burroughs (2 7 ), lo aisld a par 
tir de jugo de peras y manzanas por cromatograf£a en columna 
con résinas cambiadoras de iones.y M. L. Vahatulo y A. I. Vir 
tcinen (28) lo aislaron de bayas de ardndano rojo, confirraan— 
do ambos que coincidfa con el aminoacido sintetizado por In— 
gold .

Ingold realiza la sintesis a partir de 1,1—ciclopropandi- 
carboxilato de etilo. Este producto ya hab£a sido sintetizado 
por Dox y Yoder (2 9) a partir de dibromo etileno y malonato 
de etilo en presencia de etilato sodico, basàndose en la s£n 
tesis ya realizada por Perkin (3 0), y mejorando el rendimien 
to de un 27^ a un 40^.

CH.Br
I ^CH^Br

/C02C2H^
CH EtO~Na+

(VII)

NH.

CONH.
CONH, Br. MeO-Na+CONH.. ------- 2

JCO-NH 

-00
(VIIl) (IX) (X)
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El ester etllico del acido 1,1 —ciclopropanodicarboxlli 
CO (VTl) se tra ta con NH^ liquid o f omando la diamida (VIIl), 
que con Br^ y en presencia de Alcalis, conduce a la N—bromo— 
diamida (iX), la cual cicla, en presencia de metilato s<5dico, 
a la hidantolna (x)•

CO— NHX >'NH— CO 
(X)

OH
COOH

(XI)
NH-p-NH

HNO. COOH

n (n o )c o n h.

COOH

NH„

(XII)

Por dltimo, tratando la hidantolna con alcalis, propor— 
ciona el acido hidantdico (Xl) • Cuando dste se trata con é.c± 
do nitroso, da lugar a dos compuestos, un nitrosoderivado y 
el ciclopropilaminodcido (XIl).

Posteriormente, L,F, Burroughs (2?) lo obtiens (XIl), — 
tratando la hidantolna (x) con NaOH IN a reflujo durante 21 h. 
Y mds tarde, T,A, Connors y W.C.J. Ross (31) hidrolizaron — 
la hidantofna con Ba(OH)p a presidn y a la temperature de — 
115°C.

Otro camino posible para la sintesis de dcidos 1-amino— 
-ciclopropanocarboxllicos, es cl que aparece a partir de los 
Gstudios hechos por U,I, Awad y col. (32) y Mustafd y col. , 
(33) sobre la adicidn de diazometano a dobles enlaces exocl— 
clicos a heterociclos, sobre todo del tipo oxazolonas, ob—
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teniendo•entre otros.los correspondientes ciclopropilderiva­
dos.

Asf, Mustafa y col* (33) llevaron a cabo la hidrolisis 
de 1 , 3-di:^'Gnil-6-oxa-4-azaspiro-(4, 2 )hept—4-en-7-ona a dc± 
do 1-benzaniido—2-fenilciclopropanocarboxilico se^un muestira 
el esquema siguiente:

/ \ 0
J/

v °

1S) KOH/EtOH 
22) HCl/H.O ^

OOH 
NH-CO-CgH^

y de la 1,3~difenil-6-tio—4-azaspiro— 2)hept-4-en-7-ona 
al mismo acido por hidrolisis y posterior desulfuraci<5n se»
gun el esquema siguiente:

12) KOH/EtOH 
2 2) HCl/li^O

COOH
NH-CS-CÆ_ b ^

COOH
NH-CO-C^H

En 19^9» ya existian antecedentes sobre la adici<5n de — 
diazometano a 2-fenil—4—bencilid^n oxazolonas (34), obteni^n 
dose un anillo de ciclopropano al adicioiiarse metileno al do 
ble enlace exocxclico. Una voz fomiada la espirooxazolona, 
puede pensarse en abrir su anillo para obtener los ciclopro- 
pilarninoacidos correspondientes. Las 2—fenil-oxazolonas, que 
se obtienen, como voreraos mas adelante, por condensacion de 
un aldehido y acido hipurico on presencia do Ac^O y AcNa —
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(sintGsis de Erlenmeyer), se hidrolizancon facilidad en pr^ 
sencia de acidos y dlcalis. La adici<5n de dizometano a es­
tas oxazolonas puede dar lugar a la formacion de un metil— 
derivado juntamente con el ciclopropilderivado•

Este dltimo esquema de sintesis es el que han utilizado 
R, .L. Pages y A, Burger (20) para la preparacidn del acido 
1 - rnino-2-(^-imidazolil)-ciclopropanocarboxilico (XVl) «

N-I

N
N'
H

.CHO

COOH 
NH_ .

(XVI)

CH„-COOH 
1 2
NH-CO-C^Hg

H N--

Ac

(XIV)

ACgO

 COt I

°6 « 5

N-
AcNa VAc

>CH=

(XIIl)

CH^N^

1°
Ac T

(XV)
°6 « 5

En este trabajo, al llevar a cabo la adicion de diazome­
tano a la oxazolona (XIIl), no solo se obtiene el ciclopro­
pilderivado (XIV), sino también el metilderivado (XV) résul­
tante de la insercidn de metileno al enlace C-H, haciendo — 
que el rendimiento de la reaccidn con respecto a (XIV) sea 
mas bajo. Los demas pasos de esta sintesis dan, en general, 
buenos rendimientos,

Posteriormente (21) estos mismos autores aplicaron un 
procedirniento similar para la preparacion de derivados de 
tirosina.

En 1 9 6 4, aparece la publicacion de una patente belga — 
(2 2), sobre una nueva sintosis de acidos 2-aril-1-ainino—ci— 
cI opropanocarboxilicos, en la que se consigne preparar los
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dos is6meros cis y trans de estes Acides, El primer paso en 
esta sintesis, es la condensaci<5n de aldehidos aromdticos — 
con malonato de etilo, en presencia de piperidina y ^cido - 
benzoico, obteniendose asi el benzalmalonato de etilo (XVTl), 
después de lo cual se créa el anillo de ciclopropano en la 
molecula, mediante yoduro de trimetilsulfoxonio y una base 
fuerte como es el hidruro de sodio. Se obtiene asf, el feni^ 
ciclopropano dicarboxilato de etilo (XVIl)* Las reacciones 
se pueden esquematizar como sigue;

10 + CHg R CH=C \
(XVIl)

+SO(CH ) l"/NaH

(XVIII)

'x/°2°2«5
CO2C2H5

A partir de este diester (XVIIl), por distintos tratamien 
tos, se obtienen los isdmeros cis o trans de los acidos —
1-amino-2-fenil-ciclopropanocarboxflicos,

Cuando se quiere obtener el isomero trans, el monoester, 
en forma de sal potàsica, se trata con hidracina, formandose 
la hidracida (XIX), Esta, por accion de acido nitroso se tran^ 
forma en la azida (XX), que por calefaccion y pérdida de 
da la hidantoina (XXI), que al hidrolizarse en modio alcalino, 
se transforma en el acido trans—1-amino—2-aril-clclopropano— 
carboxilicx (XXIl).
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/CO,R NH„NH„ /:=r\
C05-K+

CONHNH^ HNO 
COO^K*^

W V O K
%/ TOO3 OGH

(XIX) (XX)

NH-CO

CO-NH

(XXI)

COOH
HO" NH

(XXIl)

Para obtener el isoiaero cis, el monoester del acido (XXIH) 
se transforma en el isocianato (X]{V) , el cual en presencia de 
acidos da el ester(XXVl), que por posterior saponificacion con 
duce al acido cis-1 -amino-2-aril-ciclopropanocarboxflico (XXVIl). 
0 bien, el isocianato puede ser tratado directamente con alca­
lis y dar el acido cis, A continuaci<5n esquematizaremos las — 
reacciones: -

/ X / COpEt 
/ 'COOH

CgHgOCOCl
Et^N

CO.Et
C-O-g-OC^Hg

(XXIIl) (:cciv)
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l)NaN R
a ) - N ? ~

CO Et 
N=C=0

A/_^C02Et
NH.

(xxv) (XXVT)

/ H

COOH

(XXVIl)

Esta sintesis ha side aplicada, aparentemente, a complies- 
tos en que R— varia muy ampliamente, pero solo se dan datoa 
y constantes en la mencionada patente, para aquellos casos — 
en que R= H, 3-OH,

Otro posible camino de sintesis de Acidos 1-amino-ciclo— 
propanocarboxilicos, es el que parte del ester etilico del — 
acido 1-isocianciclopropanocarboxIlico (XXIX) (35)»

En primer lugar.se utiliza una reaccidn de Corey con — 
isoci^noacrllato de etilo (XXVIII),

r/

(XXVIII)

0 R
(CH^)^S-CH^

R,

Nr=C

CO2C2H 5

(xxix)
Esta reaccion va muy bien, dando una mezcla de estereoi* 

someros, El estudio de la hidrolisis de estos productos con­
duce a los siguientes resultados:

En medio acido etandlico se obtiene (XXX); en una hidro­
lisis basica iuerte se ori^qina (XXXl); en una hidrolisis ba-
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sica débil se obtiene (XJCCIl), Ninguna de ellas conduce al 
amino^cido*

R.

R.

NH +C1" R, NH-CHO R

COOH R,

N=C

ooo"

(XXX) (xxxi) (XXXII)

Nuestro propio grupo de trabajo intenté la sintesis de 
los mencionados aminoàcidos (3 6) (37)# basàndose en algunos
précédantes de la bibliografla, via oxazolonas y de acuerdo 
con el esquema siguiente;

)-<mO + CH -COOH Ac 0
 ̂ NH-COR’ ^  ̂

-CH=
N ^ O

R*

R»

0 OH

(XXXIII)

R

OH

A COOH

A COOH
'NH-COR*

(xxxrv)

R CE
R = variable 
R» CgH^; CH -; NOg-

(xxxv)
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Sin embargo, la sintesis fallo debido a las dificultades 
encontradas para hidrolizar las espirooxazolonas (XXXIIl) o 
los Icidos 1-benzoilaraino—2—aril—ciclopropanocarboxllicos —
(XXXIV)• Estos corapuestos son extraordinariamente résistan­
tes a la hidr<5lisis b^sica, y su anillo de ciclopropano se 
escinde en las hidrdlisis àcidas, originando aminolactonas
(XXXV)j como ilustra el esquema anterior,

Posteriormente^ se intentd la preparacion a través de hi— 
dantolnas, que también fracasd, debido a la formacidn de - 
una mezcla de productos, cuyo an^lisis por espectroscopla — 
de RMN, muestra la presencia, entre otros productosjde pira 
zolinas y metilderivados, en lugar de las espirohidantolnas 
deseadas, como muestra el esquema siguiente:

r-^0)-cho + Ac_0

CH,N,

S h- /I r ' V/ I f + otros

Por otra parte, el empleo de metiltiohidantofnas QS)condu 
jo a las deseadas espiroiraidazolonas (XXXVT) pero una vez — 
mas fracaso la hidrolisis de las mismas a los ciclopropila- 
minolcidos, segun se indica en el esquema siguiente:

OH-S SCH^
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(xxxvi)

OH (ihr.)

r  NH_R_MH_ca.
^^3 ( XXXVII ) °

OH"

~^C^/ NH-p-NH-(

t'
résinas

De nuevo, la hidrolisis acida producla una ruptuia del — 
anillo de ciclopropano, raientras que la hidrolisis alcalina 
conducla solamente a résinas intratables,

Recientemente5 y también por nuestro grupo de trabajo (39)t 
el compuesto (XXXVIl) ha sido transformado en el ^cido 1—ami 
no-2-fenil—ciclopropanocarboxllico, a través de un tipo de 
degradacion_que parte del compuesto (XXXVTl), y que se for­
mula a continuacion:

(XXXVII)
0 NO ^

No obstante, el rendimiento conseguido has ta el momento 
en esta transformacidn es muy bajo,

Por ultimo, mediante un procediraiento muy proraetedor, in 
troducido por nuestro grupo de trabajo (4o), se ha logrado
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preparar el ^cido 1-amino-2-aril-ciclopropano.carbox£lico* 
Segua dicho procedimiento, se condensa benzaldehfdo con — 
bencilditiocarbonilglicina en presencia de anhidrido acëti 
CO y carbonato potàsico, para dar con rendimiento acepta— 
ble 2-benciltio-4-benciliddn-5-(4H)-tiazolona, la cual — 
reacciona con diazometano bajo ciertas condiciones, dando 
entre otros productos el correspondiente ciclopropilderiva 
do, el cual hidroliza con alcalis bajo condiciones suaves 
para dar el acido 1-amino-2-fenil-ciclopropanocarbox£lico, 
segun se expone en el esquema siguiente:

CHg-COOH

s 2 6 5

CH=

A . COOH 
NH.

OH
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ELJCCION PS SU5TITUYE::TES y e s q u e m a GENERAL DZ SINTESIS

El objetivo fundamental de este trabajo es el de obtener 
compuestos que respondan a la formula general (l):

(I)
NH^

y su ensayo como posibles sustratos o inhibidores de la des— 
carboxilasa de aminoacidos arom^ticos.

En la parte I de esta memoria, se ban visto los requeri— 
mientos estrueturales de un inhibidor de Dopa—descarboxilasa, 
como es, por ejeraplo, la existencia de un grupo fendlico en pô  
sicion 3 eu el anillo aromatico, favoredéndose adem^s la a— 
finidad por la existencia de otro grupo fen<5lico en posici<5n 4# 

No obstante, la qufmica de estos compuestos es muy poco 
conocida, y estimâmes que serfa interesante tener una idea — 
lo mas aniplia posible del efecto que las distintas sustitu— 
cloues producirian en las propiedades de la mol^cula, Tenien- 
do en cuenta, pu^s, ainbos factores, hemos elegido.de una par 
te, una variedad de sustituyentes con diversa capacidad elec­
tro-donadora o electro-aceptora como (CH^) ,  CH^, CH^O, Cl, 

y de otra, sustituyentes hidroxilados en varias po— 
sictones, con miras a obtener estructuras que muestren mayor 
o manor afinidad por el centre active de la enzima. Por lil— 
time, se eligid algun radical alif^tico y heterocfclico, con 
objeto de explorar el alcance del ra^todo y su posible aplica 
cion a la futura preparaci<5n de anal egos cicloprop^nicos de 
aminoacidos alifaticos y heterociclicos,

Do acuerdo con lo expuesto, se seleccion<5 una serie de —
20 aldehidos y cetonas^con las siguientes estructuras:
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TABLA I

HO

H0-<( ;>■

CH^O

CHjO

GH^O

Radicales

Cl

U
CH_0

C g H g C H ^ O ^ Q

N'

.N

CH^-CO-CHj

GH.O

HO

O^N CH.-CH-CH. 3 ; 3
CHO

Estos 20 compuestos han sido condensados con N—bencildi—
tiocarbonilglicina o con N-benciloxitiocarbonilglicina, pa­
ra dar 4-arilidén-5-(4H)-tiazolonas (XXXVIII), que por sub- 
siguiente adici($n de diazometano dieron lugar a las espiro— 
tiazolonas correspondientes (XXXIX), las cuales por bidrdli 
sis b^sica conduciran a los compuestos de fdrmula general - 
(l) por los que 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 III de esta Tesis, se estudian 
en sus aspectos tedricos y expérimentales•
Esquema I

r - ^ ^ - C H O  + ÇHg-COOH Ac30^^^^^-CH=[---

S 2 6 5 (XXXVIII) %
2 6 5

X = 0, s CI^N,

..........COOH

.......... NH^

(I)

OH

(xxxix) X-CH^-C^H



PARTE II

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

TEORIA Y DIS eus ION DE METODOS Y RESULTADOS
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PREPAHICION Y PROPIED,IDES PB LAS 4-ARILIDS::-5 (4H)-TIA2Q- 
LONAS

1 .— SLntesis
El raétodo elegido para la preparacidn de las 4—arilidën— 

-5(4H)-tiazolonas (XXXVTII, esq. I, pg. 2j) estâ basado en - 
el de Erlenraeyer-Ploch (4l) (42) para la sintesis de oxazol^ 
nas. Segun este metodo, las oxazolonas se obtienen condensan 
do un aldehido aromatico con un N-acilderivado de glicina, - 
en presencia de anhidrido acético, tal como sigue:

Ar-CHO + CH^-COOH -----^  Ar-CH=| ^
NH-CO-R

Estudios posteriores de estas reacciones hacen suponer — 
que primeramente se foirnia la oxazolona, la cual condensa con 
el aldehido segun el esquema siguiente:
CH -COOH (CH CO) 0 CH%— CO Ar-CHO Ar-CH=— — CO1 - - - 2  I ^  1  I 1NH-CO-R 6 N ^ O

R R

En nuestro caso, el esquema general de sintesis es total— 
mente paral-elo:

^^^^-CHO + CH^-COOH--- ------ ^  R i ^ ^ C H = ^ ---
NH-C-X-CH^-CgH^

X = 0, S ^
R.S5 variable

La condensacidn va bien en anhidrido acético—acetato s<5— 
dico o en anhidrido acético—carbonato potésico, segun los ca
SOS ,



-29-

a) 2—benciltio-4-arilid^n—5(4h )—tiazolonas
Puer on preparadas por el raétodo de Cook y Hari*is (43)» — 

usando como producto de partida N—bencilditiocarbonilgliciua 
(XL) , preparada como sigue:

CH_-COOH + S_C GH^-COO”* CÆ^-CH^ClI 2 2 I 2 ... 6 5 2  ^
NH NH-q-S“

s'

CH„-COO ^ CH.-COOH
_ _ _ _ ^  I ^  h V  I 2 ( X L )

S ^
esta ultima condensa con aldehidos aromaticos segun el esqua­
ma siguiente:
Esquema II

CHO + ÇH2-COOH _  _  R. ^  --g»,
NH-C-S-CH -C.H '--' S

S ^
(XL) (XLI) S-CHg-CgH

Los aldehfdos aromaticos empleados fueron los siguientes: 
benzaldehido; anisaldehido; 4—nitrobenzaldehido> 4—tolualde— 
hido; 4—clorobenzaldehido; 3—clorobenzaldehido; 4—fluoroben— 
zaldehfdo; piperonal; 4-hidroxibenzaldehido; 3—bidroxibenzal 
dehfdo; vainillina» isovainillina; protocatecualdeh£do; 4—me 
toxibenzaldehfdo ; 3—nie toxibenzaldehfdo » 4—bene il oxibenz aid e— 
hido; 4—dimetilarainobenzaldehido e indolil—3—aldehido#

La condensacidn se realizd en anhidrido acético—carbona­
te potésico a temperature ambiente en unos casos, y en anhi— 
drido acético a ebullicién en otros » as£ por ejemplo, en la 
condensacién de un h idroxibenzaideh£do con N—bencilditiocar— 
bonilglicina se obtuvo el correspondiente (XLl) derivado ace
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tilado cuando se hizo en Ac^o/CO^K^» pero résulté sin aceti— 
lar cuando se hizo en ausencia de CG^Kg# lo raisrao ocurrié - 
con el derivado indélico.

Us and o este método se preparar on las tiazolonas (XLX) — 
descritas en la tabla X de la parte III» todas ellas se des— 
criben aqui por primera vez excepto la 2—benciltio—4—bencil^ 
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 (205 )̂ y del 4—OCH^—C^H^ (30^)* 

La caracterizacidn de estos compuestos se ha llevado a 
cabo por técnicas de microanélisis y espectroscopla IR y RMN,
b) 2—benciloxi-4-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 continuacién;

-CHgOH + Na ^  ^ ^ ^ C H g - O N a  S^C

CHg-C-S'Na'^ ICH^ ^ ^^-CH^-O-q-S-CH^

(XLII) ■ (XLIII)
NH^-CH^-COOH ^^j^CHg-O-C-NH-CHg-COOH

(XLIV)
Este producto ha sido prepared o por primera vez por no— 

sotros, y en su sintesis se obtenla a veces un isomero del — 
mismo» la N— (benciltio)—carbonilglicina (XLVl) descrita por 
Cook (4 3 ) » y cuya formacién puede deberse a un reagrupamien— 
to sufrido por el O—bencilxantogenato de sodio (XLIl) con el 
calor* Este reagrupamiento puede explicarse por un desplaza— 
miento nucleéfilo a través de un estado de transicién de 4 
miembros, para dar el compuesto (XLV)•
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/^C-S"Na
V sPh-CHg

(XLII)

0^g,S-Na*

Ph-CH_-S
(XLV)

De hecho, esta transposicién puede producirse en el curso 
de la sintesis sobre el bencilxantogenato de sodio (XLIl), sô  
bre el bencilxantogenato de metllo (XLIIl), o sobre la N—ben— 
ciloxitiocarbonilglicina (XLIV), conduciendo on cualquiera de 
estos casos a N— (benciltio)carbonilglicina (XLV) como produc­
to final. Reagruparaientos anélogos de gx*upos tiocarbonilato —
(—C—0— ) a carboniltioato (— se encuentran descritos en - 
S 0

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

Los intentos de ciclacién con anhidrido acético de la N—
— (benciltio)carbonilglicina (XLVl) no condujeron a la corres—
pondiente oxazolona 2—bencilt£o-sustituida, sino a una oxazo-
lona 2—metil-sustitulda, AsI^ocurrié que al hacer reaccionar
el 4-hidroxibenzaldeh£do con la N-(benciltio)carbonilglicina
en presencia de anhidrido acético^ se obtuvo un compuesto eu—
yo anélisis elemental y espectros IR y RMN concuerdan con la
estructura (XLVb)

CHO
CH.-COOH
I ^NH-C=0IS-CH2-C^H^
(XLVI)

Ac_0I ■ ■■ M gj

,^Aco-^^-ca=ç— ço

(XLVa)

N<y,0
(XLVb) CH

AcO

S-CH^-CgHg

■CO
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Esta estructura fué coraprobada inequlvocamente por s£nt_e 
sis directa a partir de acetilglicina y 4—hidroxibenzaldeiil- 
do en una reaccién similar a las descritas con anterioridad 
para estas 2-metiloxazolonas (46). Su formacién se debe posi. 
blemente a una transacilacién que sufre la N— (benciltio)car— 
bonilglicina en el medio de raaccién:

CH^-COOH + (CH^-CO)gO CH^-COOH + AcO.CO.SGH^
NH-G-S-GH_-CÆ_ NH-C-CH^ C^H-Q 2 o 3 6 V 3

(XLVl)

Cook, en su trabajo con la N— (benciltio)carbonilglicina 
(XLVT) tampoco logra la ciclacion de ésta a la correspondien 
te oxazolona en anhidrido acético. No dice si habfa observa- 
do dicha transacilacién.

Las 2—benciloxi—4—arilidén—5(4h )—tiazolonas (XLVIII, esq 
III), fueron preparadas por condensacién de la N—benciloxi— 
tiocarbonilglicina (XLVIl) con un aldehido aromdtico.segun - 
el esquema siguiente:

Esquema III
+ CHg-COOH ___ ^  R-(L^n-CH=-----i'

NH-q-OCH^-CgH^   S
(XLVTl) (XLVIII) OCHg-CgHg

Los aldehidos aromdticos condensados fueron los siguien­
tes: benz aid ehid o; anisaldehldo5 4—ni trobenzaldehido; 4—to— 
lualdehido; 4—clorobenzaldehido; 4—hidroxibenzaldehldo; 3—hi 
droxibenzaldehldo; 3>4-dimetoxibenzaidehldo; 4—benciloxiben— 
zaldehido; indolil—3—aldehido y piridin—4—aldehldo*

La condensacién se realizé en anhidrido acético—acetato 
sodico o en anhidrido acético—carbonato potdsico segdn los - 
casos, empledndose el CO^K^ cuando se deseabaii obtener los - 
derivados acetilados en el caso de los hidroxiarilaldehidos.
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Usando este raétodo se obtuvieron las tiazolonas (XLVTIl) 
descritas en la tabla I de la parte III, todas ellas prépara 
das por primera vez por nosotros.

Los rend imi en t o s oscilan entre el 40 y el 75^ siendo muy 
bajo (15^) en el caso del derivado piridlnico*

La caracterizacién de estes compuestos se ha llevado a 
cabo por técnicas de microandlisis, espectroscopla IR y RMN*
c) Intentos de obtencién de las 4—alquilidén—5(4H)—tiazoloBns 

Las 4—alquilidén—5(4h)-tiazolonas se intentaron obtener - 
utilizando los métodos descritos en los esquemas II (pg* 2 9) 
y III (pg* 3 2), empleando acetona e isobutiraldehfdo en los 
dos métodos, no obteniéndose en ningdn caso las tiazolonas - 
deseadas, sino una mezcla muy compleja de productos que no — 
pudioron ser separados ni caracterizados,

2 Espectros IR de las 4-arilidén—5(4h )—tiazolonas
Todos los espectros IR de las 4-arilidén—5(4H)—tiazolonas 

près en tan una banda de gran intensidad alrededor de I7OO cm*"̂  , 
debida a la fuerte absorcién carbonllica tipica de  ̂—tiolactjo 
nas insaturadas (47)#

La banda de absorcién del doble enlace exociclico la he— 
mos de terni inado por comparacién con los espectros de los co­
rrespond ien tes espiroderivados, (en los que esta banda desa— 
parece debido a la formacién del puente de metileno) aparecien 
do a val ore s del orden de 16OO cm**̂  en las bencil tio tiazolonas 
y al go inds bajos, hacia 1575 cm”*̂  , en las benciloxi tiazolonas.

Por otra parte, tarabién se aprecia la absorcion debida a 
la vibracién de los enlaces —C=C— del anillo aromético conju- 
gado, hacia 15^0 cm"^ que también desaparece en los correspon 
dientes espiroderivados*

En cuanto a la absorcién del enlace —C=N— , présenta valo— 
res diferentes segxîn que se trate de una benciltio o de una — 
benciloxitiazolona, siendo para los primeros del orden de —
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1480 cm  ̂ y para los segundos de 1625 cm ^, 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 recogen los valores in 
dividuales para cada compuesto#

3#— Espectros RMN de las 4-arilid^n—5(4H)-tiazolonas
Su interpretacidn no ofrece grandes dificultades. En la 

zona de los protones aromaticos aparecen dos tipos de sena— 
les : un single te def ormado, hacia 6  ̂=7 .4, correspondiente al 
anillo aromatico no sustitufdo, y dos o très series de ban­
das debidas al anillo unido al doble enlace y cuyas posicio— 
nés dependen del tipo de sustituci^n#

R
H
C=, X = 0 ,S

S

El prot<$n vinflico aparece en ambas series como un sin#-
glete alrededor de 5=7#0jexcepto en el caso del derivado -
ind(5lico que présenta un valor de 5=7.3. Estos valores, co— 
mo se discutira en el apartado siguiente, est6 i de acuerdo — 
con una configuraci<5n Z para los con^uestos en cuestitSn#

En cuanto al grupo —CH^—X— , aparece como un singlete ha—
cia 5=4.5 en la serie en que X=S, y hacia 5=5*5 en la que
X=0.

En la tabla III de la parte III se dan los valores in— 
dividuales de los desplazamientos quimicos y constantes de 
acoplaraiento para cada compuesto obtenido.
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4 Estereoguimica
Como es posible te(5ricajnente a la vis ta de sus es truc ta­

ras , las 4-arilid^n-5(4H)-tiazolonas pueden presentarse en - 
dos formas, is<5meros geom^tricos entre s£^E y Z.

f

i-CHj-CgHj X-CHg-CgHg

Z E

El m^todo utilizado por nosotros para preparar las 4—ari 
liden- 5  (4h)-tiazolonas esté[ basado en el de Erlenmeyer—Plooh 
para la sintesis de oxazolonas* La estereoquimica de las ox& 
zolonas preparadas por este método ba sido objeto de numéro— 
SOS y conflictivos trabajos, que dltimamente ha quedado bien 
establecida por Morgenst e m  (49) y Brocklehurst (50) al tra- 
tar el problema mediante RMN y espectroscopia de rayos X, — 
dando como is<5mero astable el Z.

% . . — ,' isémero "astable"
Z

Los dos isdmeros E y Z se pueden diferenciar a trav^s de 
sus espectros de RMN en los que los pro tones vinllicos tie— 
nen diferentes desplazamientos quimicos, siendo del orden — 
de ^=7*2 para el is<5mero Z y de 5^=7#5 para el E.

En nuestros dompuestos, el proton vinilico aparece aire— 
dedor de &=7#0, valor que se acerca mis a los isimeros 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 arilidin—oxazolo— 
nas, trabajo en el que se prepararon varies pares de isdmeros 
E y Z a los que se adiciond diazometano para formar el ospirjo 
derivado en cada caso, abriendo posteriormente 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 isdmero Z:

CH^N ^OCH^OH COOCH_
NH.CO.CgHj

(XLEC)

Las mismas reacciones se hicieron con el isomero E*
Nosotros heraos preparado los complues tos (XLIX) cuando R=H 

y R=4—OCH^ por benzoilacidn y posterior metilacidn del corre^ 
pondiente icido 1—amino—2—fenil—ciclopropanocarboxilico obte— 
nido a partir de la correspondiente 4—ariliddn—5(4h )—tiazolo— 
na tal como se describid en el esquema I (pg* 27)* Los corn — 
puestos obtenidos resultaron ser identicos a los isdmeros Z — 
obtenidos de las oxazolonas Z*

OOH 1) C^H^COCl
NHg 2) CHgNg

POOCH-
ïlH.CO.CgH.

(XLIX)

Lo cual demuestra que las 4-ariliddn—tiazolonas (XXXVXtl, 
esq. I, pg. 2 7) preparadas por nosotros, tienen configuracidn 
Z , pues como se discutira mas tarde (pg.50) la creacidn del 
anillo de ciclopropano transcurre de modo estereoselectivo#
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II. PREPARACION Y PROPIEDADES DE 1-ARIL-5-BSNCILTIO (6 bencil­
oxi )-6-TI0-4-A2A-ESPIR0-(a.4)HEPT-4-EN-7-0NAS

1•— Sintesis del anillo de ciclopropano
Existen varios mitodos para la creaciin de un anillo de ci 

clopropano en una molicula# Fundamentalmente son los siguien­
tes :

- A travis de una reacciin intramolecular de Vurtz.

^CH.Br 
%

- Por deshidrohalogenaciin intramolecular.

\ h ^-CO-CH« KOH  __ r^^^CO.CH.
CHgBr

Por reacciin de sodio malonato de etilo con dihalogenu* 
ros vecinales.

ÇHgBr NaCH(C0gEt)2

CHgBr CHgBr

COOEt

^^NaCHCcOgEt)^ 

CHg-CNaCcO^Et)^
COOEt CH^Br

- A travis de la reacciin de Simmons y Smith (5 2). Segdn 
estos autores, la reacciin transcurre de acuerdo con — 
el esquema siguiente:
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Zn/ Cu

CH^Znlg

I^Zn

\ /c=c / \

CH^Znl^ + Cu

%

,ZnI

> II

Por reacciin de dobles enlaces con yoduro de trimetil— 
sulfoxonio y una base fuerte (reacciin de Corey) (53)

P,(CH )g-S=CHg + Nal + H,
O
II(CH^)^-S=CH^ + ^C=C^ / \ + (CH^)Sg=0

— Adiciin de diazometano a is teres ck — ̂  —insaturados , Es­
ta reacciin, observada por Buchner en 1888 (54), fui em 
pleada posteriormente por diversos investigadores y am— 
pliamente estudiada en la bibliografla (5 5)*

El raitodo elegido para la formaciin del espiroderivado ha 
sido este dltimo, ya que existian antecedentes sobre ello en 
la bibliografla para las oxazolonas (2 0) (3 2) (3 3)*

El mecanisrao por el que transcurren las reacciones de a— 
diciin de diazometano es muy incierto y no hay ningun criterio 
por el que se pueda asegurar que vaya por un determinado cami­
no . A continuaciin se dan los mas probables;



-39-

a) En algunos casos se han aislado pirazolinas intermedlas 
que pos teriormente por calentaraiento o fot<$lisi5 se descom 
ponen con desprend imien to de nitr<5gèno, dando el ciclopro— 
pilderivado, el metilderivado o una mezcla de productos, — 
tal como ocurre en el caso de la 3—acetamido—3-metoxicarbo 
nil-4-fenil— pirazolina obtenida en la adicidn de diazom^ 
tano al ^cido ^-acetamidocin6 nico#

Un posible mecanismo serdia el siguiente:

,C=0
C%=C / \

CHq 
I ^—C=C— c=o

%  NH-C— C-C=0

AH—C — C—C=0 
I \ I

b) En otros casos, no se han detectado pirazolinas interme— 
dias- apreci^dose sin embargo desprend irai en to de nitr^geno, 
lo cual hace suponer un mecanismo de adici<5n dipolar Michael 
a un doble enlace:

H
^«2=^2

ÇH3 lO

0_,H — C— C ~ C ~ 0  ’ 
i I I

N,

AH — C— C — C>' 
I t (

0
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Se cree que este mecanismo ocurre preferentemente en fase if 
quida y a temperatura ambiente#
c) Sn fase gaseosa, muy probablemente, la reaccidn transcurre 
a trav^s de un carbeno, que se forma a altas temperaturas o — 
por accidn de la luz o de ciertos catalizadores #

CH^-nW  hS ^  : CHg + NsN

En nuestro caso es muy dificil establecer un mecanismo de 
adicion, dada la divers id ad de productos obtenidos en la reajc 
ci6n, cuya presencia podrla explicarse en principio por varios 
tipos de mécanismes, que pueden producirse incluse simultëüiea 
mente, como veremos a continuacidn*

2.— Adici<$n de diazometano a 4#=arilid^n—5 tiazolonas
Basandonos en los antecedentes de adicidn de diazometano 

a 4-arilid^n—oxazolonas y otros sistemas parecidos, intenta— 
mos la preparacion de espirotiazolonas con dicho reactive#

La adicion de diazometano en 6ter a 4—bencilidén—2—bencil 
tio—3(4h )—tiazolona did una mezcla compleja de productos, de 
la que espontaneamente se separd una masa cristalina censti— 
tuida por dos componentes, une de los cuales resultd ser el — 
espiroderivado deseado (XXXIIl) y el ptro un compuesto, cuyo — 
analisis elemental raostrd ser el producto de reaccidn de la - 
tiazolona con très moles de diazometano, con pdrdida de dos — 
moles de nitrdgeno, y en cuya moldcula aparecia un anillo de 
pirazolina.

A fin de tratar de evitar en lo posible la formacidn de - 
este dltirao compuesto, ensayamos la adicidn de diazometano a 
mis alta temperatura, pensando que asi podria favorecerse la 
descomposicidn del anillo de pirazolina# Para ello, y en vis­
ta del bajo punto de ebullicidn del dter, se hizo reaccionar 
la tiazolona con diazometano en benceno, a 40—45^0# Asi se ob 
tuvo una mezcla de productos, como anteriormente, pero en la
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• i"'*' -C"-.' ■ .que solo se detectaron trazas de la pirazolina îttenciotiada, - 
mientras el espiroderivado deseado cristaliz<$ con ^rendimiento 
aceptable.

La adici<5n de la tiazolona sobre un gran exceso de diazo— 
me tano en éter, a O—2^C, produjo, como era dq esperar, el efec 
to contrario» consiguiéndose alslar ahora» con 65—70^ de ren— 
dimiento» el producto de adici<$n de très moles de diazometano» 
mientras el espiroderivado apenas si se hallaba présente en la 
mezcla de reacci<5n. V' ‘

Por datos espectroanalfticos» que comentaremos a continua— 
cidn» llegamos a la conclusi<5n de que la estructura del produc 
to de adicion es la indicada en (L) . Ç; v

o
Ha  H

O
(L) (LÏ)

Los hechos m^s relevantes que condujeron al establéeimien 
to de la estructura de este compuesto diespixj^ico son los si 
guientes %

El analisis elemental did una formula molecular C.d.KJ ly J 2
En el espectro IR se hace notar la ausencia de seriales signi—
ficativas hacia 1600-1 7 0 0, asi como la presencia de una banda

—1 ’  'de tensidn C=N a 1595 cm .
En el espectro de  ̂H-RIiN (ver fig. 1 ), des tacan la existen 

cia de un sistema ABX, S^=3*32 Hz, Jg^=8 .4 Hz) —
.8 7.6 Hz), asimilable a un anillo de pirazoli­

na j ademas de dos sistemas AB (protones ^  D y E, F) con sehales 
a 5^=2 .67 Sp=2,85 5p=3*38 y 5^=3.5^* Las constantes de a-
coplamieiito geniinales J^^=-12,5 Hz y J ^ = 4 . 6 Hz correspond en
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perfec taraente a las que se hallan en la bibliografla para anî  
llos do seis y très miembros, respectivaraente#

Se observa, ademas, una constante de acoplaraxento a larga 
distancia, J~=1 .5 Hz.

13La observacion del espectro RMN de C confirma la ausen— 
cia de C=0, asi como la presencia de ^C=N (l59#5 p.p.m), Apa 
recen, entre otras, dos senales a 5 3 . 2 y 5 6 . 0 p.p.m, asignables 
a los carbones del anillo de oxirano.

El espectro de masas dio una falsa masa molecular M*=353# 
inf erior a la que realmente posee (M̂ ss381 ), debido a que el - 
producto descorapone en la c6 nara de ionizacidn.

En efecto, si se calienta (L) (pg. 4l^ hasta su p.f., la 
espiropirazolina descompone, con desprendimiento do nitrdgeno, 
y se obtiene un nuevo compuesto (Ll) (pg. 4l) , de formula
molecular ^NOS^ que mantiene la banda IR hacia 1595 cm"
(C=N)jy cuyo espectro de masas arroja una masa molecular — 
M+=353.

El espectro de H—lîMN (ver fig, 2) muestra una estructura 
basica an^loga al de (l ), con una diferencia a resaltar: la 
desaparicion del sistema ABX del anillo de pirazolina y aparû 
ci(5n de un nuevo sistema ABX, 5^=2.43 (*^^^=7 *5* "

(j^=-5*l)# Los desplazamientos quimicos y, en es. 
pecial los valores de las constantes de acoplamiento, inducen 
a pensar en la forraacidn de un anillo de ciclopropano a par­
tir del de pirazolina. El resto del espectro, es asimilable — 
al de (l ) (pg. 4l) , con variaciones en los desplazamientos
qufmicos, manteni^ndose pr^cticamente iguales las constantes 
de acoplamiento.

La Dra. M- Luisa Martinez, del Departamento de Ray os X — 
del Institute Rocasolano, realizd un estudio por rayos—X del 
compuesto (Ll)fpg, 4l) , confirmando la estructura propuesta,
y obteniendo la configuracidn que se inddLca en la fdrmula (LO) 
y una conformacidn de media silla (ver fdrmula (LIII)),
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En solucidn de cloroforrao, la constante de acoplamiento a 
larga distancia, ya mencionada (J^^=1 . 5 Hz); igual tante para 
la espiropirazolina como para el espirociclopropano, parece - 
senalar hacia una disposicidn en W para dichos protones, ini- 
cialmente posible en la confortnacidn de media silla, segdn se 
deduce de la observacion de los modelos Dreiding.

D O
(LU) (LIII)

Con el fin de tener un panorama m^s completo de la adi— 
cidn de diazoraetano a 4-ariliddn—tiazolonas, se aislaron en — 
un caso, por cromatograffa de capa fina preparativa, todos las 
productos que se obtienen en la reaccidn» Los resultados se in 
dican en el esquema (iv) (pg. 46).

Como poderaos observar, la reaccidn da lugar a la adicion 
de un mol de diazoraetano, (estimeturas LIV, LVy LVT); dos moles 
de diazoraetano (LVTI) y très moles de diazometano (LVIII),

De ello parece desprenderse que la reaccidn pudiera tener 
lugar por una adicidn de tipo Michael del diazometano al do— 
ble enlace exocfclico.

Si las condiciones del medio favorecen la estabilizacidn 
de la betafna (o de la pirazolina formadaj), tiene lugar la ad- 
misidn de un segundb mol de diazometano, con expansion del a- 
nillo de tiazolina a 1,3 tiazina. Si en ese moraento se destru 
ye la betafna (o la pirazolina), formando el anillo de ciclo­
propano, la reaccidn se detiene, llegdndose a (LVII). Por dl— 
timo, si sigue estabilizada la betalna, se adiciona el tercer 
mol de diazometano al 0=0 dando lugar a (LVIII),
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Esquema IV

OCH^CgHs

5
(LV)

(LVI)

(LVII)

(LVIII)

El que este pudiera tener lugar asi, parece venir apoya— 
do por el hecho de que no se ha detectado el compuesto con — 
ciclopropano, expansion de tiazolina y oxirano, y el que los 
iiiteritos de expansionar el anillo de tiazolina de (LV) con — 
diazometano han resultado siempre infructuosos.
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3 •- 1-aril-5-henciltio (6 benciloxi)-6-tio-4-aza-espiro-(2,4) 
h.ep t—4—en-7-onas
Como ya hemos mencionado en el apartado anterior, el es— 

quema general de sintesis para la obtencidn de estos conq>ue^ 
tos es el siguiente:
Esquema V

^  ^ ' N- S
X- X-CHg-C^H^

(XXXVIII) *
X=0 (XLVIIl)

X=S (XLl)
(XXXIX)

X=0 (LIX)

X=S (LX)
a) Adicion de diazometano a las 2-benciloxi—4-arilid^n—5— f4h )— 

tiazolonas
La adicion de diazometano a las 2—benciloxi—4—arilidén—5 

(4h)—tiazolonas (XLVIIl) en benceno a 45—50̂ C_, en los casos en 
que R= H; 4-OCH^; 4-NO^; 4-Cl; 4-OCOCH^; 3-OCOCH^, condujo a 
los correspondientes espiroderivados con rendimientos que os— 
cilan entre 25 y 50^*

En el caso del 3,4—diraetoxibenzaldehido, de la compleja — 
mezcla de reaccidn, no logrd aislarse el espiroderivado.

En el caso de 4—benciloxibenzaldehido, bajo las condicio— 
nés ordinarias de la reaccidn, incluse cuando dsta se reallz^ 
ba a temperaturas algo superiores (unos 65°C), se âlsld como 
producto mayôritario el de adicidn de très moles de dlazometa 
no •
b) Adicidn de diazometano a las 2—benciltio—4—ariliddn—5(4h )- 

tiazolonas
La adicion de diazoraetano a las 2—benciltio-4—ariliddn—5 

(4h )—tiazolonas (XLl),en las que R= H; 4-OCH^; 3—OCH^; 4—NO^ 
4-CH^;4-cl; 3-cl; 4-F; 3 ,4-O-CH^-O-; 4-OCOCH^; 3-OCOCH^; - 
3,4-OCOCH^ y condujo a los correspondientes espi.
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roderivados con rendimientos que oscilan entre 40-50ÿ, mien— 
tras que cuando R=4-N(CH^)2 se aisld como producto unico el 
metilderivado, de estructura similar a la del compuesto (LIV) 
(esq. IV, pg. 46).

En general los rendimientos de espiroderivados son majoras 
para los benciltio- que para los benciloxiderivados, encon— 
trdndose en las dos series los rendimientos mayores cuando el 
anillo arom^tico porta un grupo acetoxi.
c) De la adicidn de diazoraetano a las tiazolonas ((XXXVTIl), 
esq, V, pg. 4 7) en las que el nücleo bencdnico ha sido susti— 
tuido por uno heterociclico (inddlico o piridfnico)^ el espiro 
derivado correspondiente se obtiene con muy bajo rendimiento 
(del 2ÿ para el derivado inddlico, y del para el piridüni—
co), por lo que este no se considéra método preparative paxa 
el tipo de corapuestos que se quieren obtener,

Todos los ciclopropilderivados ((XXXIX), esq, V, pg, 4 7 ) 
han sido identificados por tecnicas de analisis elemental, es 
pectros IR y RMN y sus propiedades se resumen en la tabla IX 
de la parte III.
4.- Espectros IR de las 1-aril—5-benciltIo (d benciloxi)—6— 

-tio-4—aza—espiro-(2,4)hept-4-en-7-onas
Lo mas caracteristicos de los espectros IR de estos connues 

tos es la desaparicidn de la banda correspondiente al doble — 
enlace exociclico que presentaban las 4-ariliddn-tiazolonas.

La absorcidn carbonilica para los espiroderivados es del — 
orden de 1720 cm"^, tanto en el caso de los benciloxi como en 
el de los benciltloderivados, valor ligeramente superior al - 
presentado por las 4—ariliddn—tiazolonas de I7OO cm"^, debido 
posiblemente a la desaparicidn de la conjugacidn con el doble 
enlace exocxclico.

La absorcidn del enlace C=N aparece a valores entre 1620—
— 1630 cm  ̂ para los benciloxiderivados y hacia 1550 cm”*̂ para 
los benciltioderivados, valores muy parecidos a los presenta- 
dos por las correspondientes 4—ariliddn—tiazolonas en el caso
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de los benciloxi, y ligeramente superiores en el caso de los 
beciltxoderivados *

Los valores individuales para cada compuesto se resumen 
en la tabla X de la parte III,
5 Espectros RMN de las 1—aril—5-benciltIo (6 benciloxi)—6— 

—tio—4-aza—espiro—(2 ,4)hept—4—en—7—onas

CO-S

N =  C-X-CH^-CfH

Lo mds caracterfstico de estos compuestos es el sistema —
que form an los très protones del anillo de ciclopropano, Te<5—
ricamente deberia de resultar un complejo sistema ABX ya que 
el protc5n X est^ 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 si.

En los benciltioderivados los très protones del anillo de 
ciclopropano- se resuelven, en efecto, como un sistema ABX, a— 
pareciendo la parte AB como un multiplets (seis u ocho picos) 
hacia valores de S =2,3, y el prot<5n X como un multiplet© — 
(cuatro senales) hacia 5 =3.2, En algunos casos (R= 3—Cl; — 
4-Cl; 4-F; 3 ,4-0CH2 0-, 3-0CH^)en los que la parte AB no es in 
terferida por los desplazamientos quxmicos de algun otro gru- 
po de la molécula, (grupos CH^ de los acetoxilos), el sistema 
se resolvi<5 te<5ricaraente, encontr^ndose 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, y respectivamen—
te, Los valores encontrados concuerdan con los descritos para 
ciclopropanos (5 6),
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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 presenter los — 
protones A y Bjcolapsados en un doblete deformado hacia —
5  =2,2 raientras que el protdn X aparece como un triplet© 

hacia o=3 .1
En cuanto a los dos protones del sistema CH^-X cuan— 

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 con^ 
tante de acoplamiento de -14Hz; apareciendo, sin embargo, 
como un single te a 6 =4 ,3 cuando el anillo bencénico posee 
un grupo acetoxilo en la posicidn 3 #

En el caso de los benciloxiderivados, en algunos com 
puestos (R= H; 4—NO^» 3-OCOCH^), los dos protones del gî i 
po CH^—O aparecen como un singlete hacia 5=5.3, mientras 
que en otros (R= 4—OCH^; 4—Cl; 4—OCOCH^)»aparecen como un 
sistema AB, presentando unos desplazamientos qufmicos de 
5 =5.4 y G=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 III,
6 ,— Estereoquimica

En la pagina 35 hemos discutido la estereoquimica de 
los 4—arilidéntiazolonas, aportando pruebas de una configu 
racidn Z para aquellas, es decir^ con una orientacidn trans 
referida a los sustituyentes arilo y C=0, La adicidn del — 
grupo —CH^— con diazometano al doble enlace puede o no — 
transcurrir con retencidn de la configuracidn, de modo que, 
aun partiendo del isdmero Z de Ids 4—ariliddntiazolonas es 
posible obtener dos espirotiazolonas isdmeras A y B, segun 
el esquema siguiente:
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\ _ /
/ \ Ar N=

0_ (A)
N=Ar

C-Ar

N= (B)
En el caso A hay retencidn de la cofiguracidn; en el ca 

so B hay inversion. Esta inversidn se puede producir, si en 
el curso de la insercidn del grupo raetileno hay tiempo sufi 
ciente para que se produzca un giro sobre el enlace C—C, — 
que inicialraente era doble. Que esta inversidn ocurra o no 
depende del mecanismo de la reaccidn que, como se ha discu— 
tido en la pdgina 39» no estd aclarado.

No obstante, el hecho experimental en oxazolonas (51)» 
como ya anotar.ios en la pa^. 36, es que la reaccidn transcu— 
rre estereoseloctivamente, y da lugar a muy oscasa inver­
sion.

Por todos los datos que poseemos, esto parece ser tarn— 
bidn lo que ocurre en el ciso de las tiazolonas.

Por coinodidad y a fin de conservar la nomenclature Z y 
E, propuesta inicialmente para derivados de etileno (83)» 
para el caso de los espiroderivados, hemos generalizado la 
nomenclature Z y E a compuestos ciclicos. Esta generalize— 
cidn no sabemos que haya sido utilizada anteriomiente, pe— 
ro creemos que es complet; mente valida, sin qids que toraar 
ahora como piano de referencia el piano que contiene el and. 
llo, en este caso de ciclopropano. Asf puds, y respetando 
todas las dornas reglas, los productos de configuracidn A ob 
tonidos por insercidn del inetileno en las 4—arilidentiazolo 
nas de configuracidn Z y con retencidn de la configuracidn 
( tra:i5 arilo y C=0) se denominan de ahora en adelante espi — 
roderivados de configuracidn Z. Ldgicaniente, a los isdnieros
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B (cis arilo y C=0) las corresponde la configuracidn E,
Los espectros RîIN de las ciclopropiltiazolonas Z y E — 

obtenidas a partir de la (z)-4-bencilidentiazolona présen­
tai! diferencias mfnimas, Los espectros son practicamente — 
iddnticos, con la dnica diferencia de que el isdmero Z pr^
senta los protones del como un singlete a 5=7*25 y —
el isdmero E a 5=7,42, Asfmismo, el protdn X del ciclopropa
no aparece a 5=3,1 (z) y 5=3,4 (e).
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III. REAGGIONES DE HIDROLISIS BASICA PE LAS 1 -ARIL-5-BENCIL- 
OXI (6 benciltIo)-6-TIO-4-AZA-ESPIRO-(2,4)HEPT-4-EN-7- 
-ONAS

1 Hidrdlisis bdsica de las 2—aril-5—benciloxi—6-tio—4—aza— 
—espiro— (2 ,4 )liep t—4-en-7—onas

a) Hidrdlisis parcial,- Apertura del anillo de tiazolona
En una hidrdlisis a temperatura ambiante con potasa etand— 

lica o acuosa de los benciloxiespiroderivados (LIX) se obtiene 
un producto, que segun su andlisis elemental y espectro de RMN, 
parece que se trata de una mezcla de los dos dcidos résultan­
tes de la apertura del anillo de tiazolona por las uniones 1—5 

y 1—2 , tal como muestra el esquema siguiente:
Esquema VI ^ O

.C-OH
NH-pCH3-C,H3

N ^ S i  *<r (LXI)
(LIX) OCH^-CgH^ ^  / \  b-OH

NH-G-OCHg-CgHg

(LXIl)
En algunos casos, cuando la reaccidn se hace con etanol— 

—potasa, se obtiene mezcla de los dsteres etilicos de los com 
puestos (LXI) y (LXII).

Dado que esta mezcla de productos no fud posible separar— 
la por los mdtodos usuales, y que en los espectros IR de la - 
misma es tan un tanto oscuros en cuanto a su interpretacidn, — 
se hizo la desulfuracion de la misma, con el fin de obtener — 
un unico producto, segun el esquema siguiente;
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îsquema VII

COOH

CSOH
NH-C-OCH_-CxH_V H 2 6 5(LXII)

(LXIII)

COOH
NH-C-0CH«-C^H- 0 2 6 5

Un antecedente para estas reacciones de desulfuracidn lo 
encontramos en los trabajos de Mustafa y col* (33) V cuyo e^ 
quema se did en la pg, l6 .

La apertura del anillo de tiazolona con metdxido sddico—
—metanol conduce a una mezcla de los dsteres metflicos de los 
acidos (LXI) y (LXII) que tarabidn fud desulfurada con Ag^O re 
sultando el dster metilico del dcido (LXIII)#

El mecanismo de hidrdlisis ser£a el siguiente:
Ruptura 1-5:

(,0^0H

R

OH

R

C-QH

c=s

H' A COOH
NH-C=SIR
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Ruptura 1-2;

N<^0-H NH-C=0

b) H±dr<$lisis total
En una hidrolisis mds enérgica, con potasa etan6lica a r^ 

flu jo durante 1 bora, tiene lugar la pérdida del grupo bencij. 
0x1 fom£ndose una dlsal, que descompone espontanearaente en me 
dio ^cido dando lugar al aminoacido (l), el cual cristaliza en 
medio neutro (punto isoel<5ctrico) tal como muestra el esquema 
siguiente:
Esquema VIII ^ Y

“ -OH kOHR

X=0, Y=S 
X=S, Y=0

/ \  .ij-OK 
\NH-C=Y

(I)
COOH
NH«

(Lxrv)

C=0=X

OK

c) Preparacidn de los Acidos 1—amino—2-aril—ciclopropanocarbo— 
x£licos v£a benciloxiespiroderivados
La hidrolisis basica a fondo, con potasa etan6lica a ire flu 

jo durante 1 bora, de las 1 —aril—5—benciloxi—6—tio—4—aza—espi— 
ro— (2 ,4)bept-4—en—7—onas, conduce a los amino^cidos de formula 
general (l) en los casos en que R= H; 4-0CH^;4-Cl, con rendi— 
mientos que oscilan entre el 20 y 40^, Cuando R=4—NO^, la bi— 
drolisis llova a la obtenci6n de residues negruzcos intratables, 
y algo parecido ocurre cuando el sustituyente es un grupo bi— 
droxilo, dada la susceptibilidad a la oxidacidn de dicbo gru—
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po en medio alcaline y temperaturas elevadas*
En el caso de R=4—OCH^ » no logr6 llegarse al amino^ci 

do final, re sultando una mezcla de los productos (LXl) y (LXIl) 
(R=4-0CH2 C^H^f esq. VI I), que se desulfurd con AggO obtenidn— 
dose el correspondiente ^cido (LXIII) (esq. VII)« Todos los - 
intentes de eliminar el resto benciloxicarbonilo resultaron - 
infructuosos*

2.- Hidrolisis bdsica de las 2-aril-5-bencilt£0-6-tio-4—aza—es— 
pire-(2 .4)hep t-4-en-7-onas

a) HidrOlisis total
El anillo de tiazolona que soporta un grupo benciltfo es 

sensiblemente mOs lObil a la hidrOlisis bOsica que el que so— 
porta un grupo benciloxi* Asi,"bon una hidrOlisis suave con — 
potasa etanOlica a temperature arabiente, se llega a la diaal 
potOsica del Ocido carbamico correspondiente al aminoOcido, el 
cual se forma y descompone espontOneamente al acidular, dando 
el aminoOcido (l) tal como muestra el esquema siguiente;
Esquema IX

(L X )
SCH^.CgH ( L X I )

x = 0 ,  Y=S 

X = S , Y =0

H'*' R + S=C=Y
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b) Hidrdlisis parcial; apertura del anillo de tiazolona
En algun caso aislado, cuando la hidrdlisis se realiza en 

raedio etandlico, la reaccidn se detiene con la apertura del — 
anillo de tiazolona, por insolubilidad de los productos forma 
dos en el raedio de reaccidn. Segun su analisis eleraental y e^ 
pectros IR y RMN, la coraposicidn de la mezcla obtenida en es­
ta apertura del anillo de tiazolona es la que se da en el es— 
quema X, aunque como se discutird posterlormente, la supuesta 
mezcla podria ser un iSnico producto con la estructura siguien 
te : ... ..COOEt 

S
Esquema X

 ̂V ^ /  ^NH-C-Î

(UC)

C-SCH^-CÆ^^  , y 2 6 5KOH (L}[VI) ^
EtOH'^ +

R ACSOEt
NH-C-SCH_-CÆ^ y 2 6 5

(l x v i i)
La forraacidn de estos compuestos se ha observado en la hi— 

drdlisis con tampdn bdrico—borato a pH=12 del compuesto (LX) 
IR=H)en medio etandlico, realizada con objeto de poner a punto 
un mdtodo para la obtencidn de arainoacidos de estructura cate— 
cdlica (ver pg#59). También se observe cuando se hacia la hi— 
drdlisis a 0°C del compuesto (LX) (R=3*“0H]t Su forraacidn se evi 
ta cuando la reaccidn se lleva a cabo en medio dioxano—agua* 

Los espectros IR y RMN de estos compuestos (R=H), conçuer 
dan con los de los productos obtenidos al abrir el anillo de 
tiazolona de (LX) (r =H) con metdxido sddico en metanol, en expes 
riencias paralelas realizadas por nuestro grupo de trabajo —
(57).
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c) Preparacion de los acidos 1—amino-2—aril-ciclopropanocar— 
boxilicQS via hidrdlisis de los benciltioderivados
La hidrdlisis bdsica con potasa etandlica (1 hora, a tern 

peratura ambiente) de los beneiltio—espiroderivados conduce 
a los aminodcidos de formula general (l) (esq, IX, pg, 55)» — 
con rendimienl os mejores que en la correspondiente serie de — 
los benciloxiderivados. De este modo se obtuvieron los aminod 
cidos de fdrmula general (l) en los que R= H; 4—OCH^; 5—OCH^; 
4-CH^ ; 4-Cl; 3—Cl; 4—F; 2,3—OCH^O; con rendimientos que osci 
lan entre el 25 y el 75^«

Cuando R=4—OCH^C^H^, el supuesto aminodcido (l) présenta 
una anomalia en cuanto se refiere a sus espectros RMN y masas, 
ademds de no formar el correspondiente hidrocloruro. Estas azio 
malias se discutiran mas adelante.

La estructura de los aminoacidos obtenidos se determind — 
fundamentalmente por tdcnicas de IR y RMN, no pudiendo obtener 
se en casi ningun caso andlisis elementales satisfactorios, - 
por retener cantidades variables de agua, que no fud posible 
eliminar por prolongados secados a vacio con P^O^, resultando, 
sin embargo,correctos los andlisis de los correspondientes hi 
drocloruros,

Al igual que en las hidrdlisis de los benciloxiespiroderi— 
vados, los compuestos de fdrmula general (l) en los que R es 
al menos un grupo OH no lograron prepararse segun el mdtodo — 
empleado para los derads aminoacidos de la serie, obteniendose 
en este caso productos negruzcos intratables, por lo que hubo 
que recurrir a mdtodos que se discuten a continuacidn,
d) Preparacidn de los acidos 1-amino-2-aril-ciclopropanocarbo— 

xilicos con algun grupo hidroxilo en el nucleo bencdnico
Debido a la facilidad de oxidacion que en medio basico pre 

sontaban los aminodcidos con algun sus tituyente hidroxilo en — 
el nucleo aromatico, se pensd en prepararlos por desmetilacidn 
de los acidos 1-amino-2—metoxifenilciclopropanocarboxilicos — 
que se obtenian sin dificultad.
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Dado que el anillo de ciclopropano, en los arainoacidos — 
ya obtenidos, resistla un raedio dcido fuerte, como era el era 
pleado en la forraacidn de sus hidrocloruros, se utilize BrH—
—AcH en caliente corao agente desrne tilante (57a) > re sultando 
infructuosos los intentes de desmetilacidn# Se utilizd enton 
ces el Br^B, Un potente agente desmetilante, que actua a ba— 
jas temperaturas (—80°C), y que ha sido utilizado con dxito 
por algunos autores (7 2 ) para eliminar grupos protectores de 
la tiroxina y otros auninoacidos; pero que al emplearlo fren­
te a nuestros compuestos, si bien se logrd la desmetilacidn 
deseada, tarabidn se rompid el anillo de ciclopropano, resul— 
tando butirolactonas, cuya estructura se discutird en la 
parte de hidrdlisis dcidas (pg#7 2 ).

A la vista de los resultados obtenidos, se yolvid sobre — 
las hidrdlisis basicas de los espiroderivados (LX) (esq, IX, 
pg. 5 6) en los que R es un grupo acetoxilo.

Las hidrdlisis se hicieron ahora en fuerte corriente de — 
nitrdgeno, para ovitar en lo posible la oxidacion de los hi— 
droxiderivados formados, acidulando posteriormente el raedio — 
de reaccidn y separando el hidrocloruro fomiado por extraccidn 
con etanol,

Segun este mdtodo, se obtuvieron los hidrocloruros de los 
aminoacidos de fdrmula general (l) (esq, IX, pg, 55) ©n los — 
que R= 3-OH; 4-OH; 3-OH,4-OCH^; 4-OH,3-OCH^, productos todos 
ellos muy higroscdpicos y de fdcil oxidacion al aire,

Los rendimientos en la obtencidn de estos compuestos son 
del orden del 50^ para los 4-hidroxiderivados, pero son meno— 
res, del oïden del 30^* para los 3—hidroxiderivados, Este mo- 
nor rendimiento se debe a la forraacidn^ en el caso de los 3—hi. 
droxiderivados, de unos corapuestos secundarios de estructura - 
isoquinolefnica (L^CVIII)* producidos por ciclacidn, como se ha 
deraostrado por tecnicas de RMN, IR, masas y analisis elemental. 
La forraacidn de estos compuestos es debida probableraente a la 
activacidn de la posicidn h del anillo bencdnico por el grupo 
hidroxilo en la posicidn 3 *
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Un ejemplo caracteristico es el que se da eu el esquema — 
siguiente*

AcO COOH
01NH

RS-C

COO'
-HSR

NH

(l x v i i i)

e) Intentes de obtencidn del î£cido 1—amino—2—(3,4—dihidroxife— 
nil)-ciclopropanocarbox£lico
Dada la gran suscep tibilidad a la oxidaci&n que los grxi— 

pos hidroxilo del anillo bencenico en las posiciones 3 y 4 — 
confieren a la molécula, ëste aminoacido de estructura catecd 
lica no ha logrado obtenerse por el mdtodo usado para la pro— 
paracidn de los hidrocloiniros de les hidroxiaril—ciclopropil— 
aminoacidosÏ Si bien, en una ocasidn, en la hidrdlisis basica 
del correspondiente diacetoxiespiroderivado y bajo fuerte co— 
rriente de nitrdgenojlogrd detectarse su aparente presencia, 
por medio de su espectro de RMN, pero no disponemos de datos 
suficientes que nos permitan deraostrar fehacienteraente su es— 
tructura.

Por ello, se pensd en la proteccidn frente al medio bdeioo 
fuerte* Dado que en la hidrdlisis de la 1 —fenil—5—benciltlo—6— 
—tio—4—aza—espiro— (2 ,4)hept-4-en—7-ona con tarapdn bdrico-bora 
to a pH=12 en medio dioxano—agua, se obtuvo el correspondien­
te aminodcido ((l), R=H), se intentd hacer lo raismo con la —
1 — (3 ,4—diace toxif enil)-5-bencilt£o—6—tio—4—aza-espiro- (2 ,4)hept 
—4-en—7—ona, en cuya hidrdlisis tedric^mente deber£a de formar 
se un producto intermedia de bore (7 0 ) que proteger£a al cate—
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col frente a la oxidacion en medio bAsico y que se destniir£a 
al acidular:

ÿ
NH,

SCH^-CgHg

( 1 ) =NagB^O,y . 1 OHgO, pH=12

Sin embargo, el dxito no acompand estos intentos*
Tambidn se intentd la preparacidn de dicho euninoacido a 

partir del 3 ,4-metilendioxi-fenil—ciclopropilaminodcido, hi— 
drolizando el dter metildnico con BrH-AcH# En esta ocasidn — 
se rompid el anillo de ciclopropano, mantenidndose, sin embar 
go, intacto el grupo dter#

El tratamiento con Br^B, abordado con el mismo objeto de 
desmetilacidn, condujo a residuos negruzcos intratables, de— 
bidos posiblemente a la oxid&cidn del catecol libre#

3#-.Hidrocloruros de los dcidos 1-amino—2-aril-ciclopropano— 
carboxilicos
Los hidrocloruros de los ciclopropilaminodcidos se pi*epa— 

raron sin dificultad, por tratamiento de los mismos con etanol 
—clorhidrico, o directamente acidulando la disal potdsica — 
((LXIV), esq# VIII, pg. 54, d (LXV), esq, IX, pg, 55)» obteni. 
da en la hidrdlisis bdsica de los espiroderivados#

En el caso del compuesto (l) en el que R=4—OCH^C^H^, no Ijo 
grd obtenerse el correspondiente hidrocloi*uro por ningun radtjo 
do, resultando el supuesto aminoacido extremadamente insoluble 
on modio dcido; anomalia dsta que nos hizo pensar en otra posi, 
bio estructuxa distinta a la de (l), pero que no se pudo con— 
firmar ni a travds del estudio de su espectro RI IN, 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 excepte el 4-Cl, que lo es muy poco en frxo, pero total- 
mente en caliente. Esta solubilidad en agua a temperatura am­
biante es de gran importancia para nosotros, pues évita com— 
plicaciones a la hora de raedir la actividad bioldgica de es­
tes compuestos Trente a la descarboxilasa de aminodcidos aromd 
ticos, como se vera en la parte IV de esta memoria#

La descripcidn de estos compuestos se da en la tabla IX de 
la parte experimental III y sus estructuras fueron demostradas 
por tdcnicas de andlisis elemental, espectros IR y RMN,

4.— Espectros IR de los dcidos 1—amino-2-aril-ciclèpropanocar^ 
boxdlicos y de sus correspondientes hidroclomros
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 
noacido en su forma zwiteridnicaJ

R

Sin embargo, en los hidrocloruros desaparece la banda an— 
cha entre l600—1500 cm  ̂, correspondiente al girupo carboxilo 
ionizado de los aminodcidos, apareciendo una clara banda de — 
absorcidn carbonilica hacia 1750 cm ^,

Los valores individuales para estos corapuestos se dan en 
las tablas VII y X para los aminoacidos y sus hidrocloruros — 
respec tivamente,

5•— Espectros RMN de los dcidos 1—amino—2-aril—ciclopropanocar 
boxilicos y de sus correspondientes hidrocloruros
En los aminoacidos libres, los très protones del anillo de
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COOH

NH,
R

COOH

NH^.CIH

ciclopropano se resuelven como un sistema ABX en el que a ca— 
da protdn le corresponde un claro cuadriplete, siendo los dejB 
plazamientos qufmicos del orden de £=2 *6—2«7 para el protdn 
X, S=1,6-1.7 para el protdn A y de 5=1.2-1.3 para el B. Las 
constantes de acoplamiento no varfan apreciableraente con el — 
tipo de sustituyente R, siendo del orden de 9.3 Hz para 
de 7.3 Hz para y de -5.3 Hz para la geminal.

En el caso de R=4—OCH^C^H^, hay una anomal!a en cuanto al 
desplazamiento qudCmico del protdn B, que aparece a 5=0.91 — 
raientras que en los deraas aminoacidos de la serie aparecia ha-
cia 5=1.3.

En los hidrocloruros de los aminodcidos, los très protones 
del anillo de ciclopropano se resuelven como un sistema ABX, - 
apareciendo la parte AB como un raultiplete entre 5=1 . 9 y 2.0, 
y el protdn X como un triplets hacia S =3 .2. El sistema se ha 
resuelto tedricamente para algun caso, resultando unas constan 
tes de acoplamiento del orden de 6 . 6  Hz para la geminal y de 
9 . 7  y 8.8 Hz para las vecinales.

Los valores individuales de los desplazamientos qufmicos 
y constantes de acoplamiento para los aminoacidos y sus hidroi 
cloruros se dan en las tablas VIII y IX respectivamente.

6 .— Es tereoqufmica
La estereoqufmica de los dcidos 1—amino—2-aril-ciclopropa-
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nocarbox£lico se ha demostrado como Z de forma inequivoca pa­
ra dos de los productos preparados* El camino para ello fu^ — 
el siguiente: Trabajos en curso en nuestros laboratories han 
permitido obtener inequrvocamente y via oxazolonas los éste­
res metilicos de los Acidos Z y E 1—benzamido—2-aril—ciclopro 
panocarboxilicos, de formulas (XLIX) y (XLXXa) respectivamen— 
te :

COOMe
NH-CO-C^H

OOMe 
-CO-C^H^

(XLIX) (XLIXa)
isomero Z isomero E

Cuando dos de los aminoacidos obtenidos por nosotros (R=;H y R= 
=4—OCH^) se sometieron sucesivamente a benzoilacion y poste­
rior esterificacion, dieron exactamente los mismos productos 
is(5meros Z, que los obtenidos por el método inequivoco ante— 
riorraente comentado* Esto prueba sin lugar a dudas su confi— 
guracién Z (trans arilo-carbometoxilo)• (ver pgs. 35 y 50)*

Por otra parte, ya coraentamos en paginas anteriores que en 
la hidrdlisis de 3—acetoxifenil—espiroderivados para obtener 
el 3— (hidroxifenil)—ciclopropilaminodcido, junto con el pro— 
ducto deseado se obtenxa un derivado de isoquinolexna (esq* XI 
pg* 5 9)* de estructura bien deraostrada, y cuya formacidn solo 
es explicable sobre la base de una configuracidn Z para los — 
productos* Esto constituye una prueba quimica indirecta de que 
los productos que veniamos obteniendo tienen configuracidn Z* 

No se nos escapa, no obstante, la posibilidad aunque remo­
ta de que este ultimo caso se tratase de una mezcla de isdme— 
ros Z y E, y de cuya mezcla, el isdmero Z,en la hidrdlisis,die^ 
se el producto ciclico de estructura isoquinolefhica (LVIII), 
raientras que el isdmero E,incapaz de sufrir aquella ciclacidn^ 
diese lugar al ciclopropilaminoacido obtenido* No obstante, —
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esta posibilidad es descartable pues los espectros RMN^en — 
particular de los intermediarios de la slntesis, no dejan — 
lugar a dudas de que en cada caso se esta trabajando con un 
solo isdmero, que por todo lo dicho hasta aqui es el Z*

7#— Espectros de masas de los dcidos 1-amino—2-aril-cicloproua 
nocarboxilicos
Con el fin de explicar la estructura del supuesto aminod— 

cido (l) R=4-0CHgC^H^, y no siendo concluyentes los datos de 
espectroscopla de IR y RMN, se llevd a cabo un estudio de su 
espectro de masas comparado con el de otros aminodcidos de la 
serie, escogiendose para ello, uno sin sustituir en el nilcleo 
bencénico y otro 4-sustituldo (4—OCH^).

Los picos principales que aparecen en los aminodcidos con 
R=H y R=4—OCH^, son los correspendientes a la pérdida de CO^ 
y CO^H, seguidos en orden de intensidad por los iones A, para 
R=H y B para R=4-OCH^, apareciendo con menos intensidad el — 
M^—18 correspondiente a la pérdida de agua por el ién molecu­
lar.

^  BA CH^O-/f^V-<^

m/e=11 5

COOH

m/e=146

En el caso de R=4—OCH^C^H^, aparece como pico mds intenso 
el correspondiente al fragmento de la ruptura por a, m/e=91 - 
(ion tropilio), encontrandose también el correspondiente a la 
ruptura por b. Los picos correspondientes a la pérdida de CO^, 
CO^H, y H^O por el ién molecular también aparecen en este ca­
so, aunque con muy poca intensidad. Lo mas sorprendente es la
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presencia de un pico m/e=l46 muy intenso, que si tratamos 
de relacionarlo con los dem^s elementos de la serie coire^ 
ponderla al idn B, estando la cargà en este caso sobre el 
grupo metoxilo debido a la pérdida del grupo fenilo, de - 
donde se deduce que su formacién tuvo que transcurrir por 
un camino diferente al de los aminoécidos en que R=H y — 
R=4-0CHg, y para el cual nosotros no encontramos explica— 
ci6n.

8.— Djscusién de los espectros IR de los productos de a— 
pertura del anillo de tiazolona y de sus derivados de— 
sulfurados

V ^ /  'NH-C-Z-C3J_-C,H,y 2 6 5

En los espectros IR de los productos de sulfurados de
los compuestos de apertura del anillo de tiazolona en la
serie de los benciloxi—espiroderivados (X=Y=Z=0) (ver pg#
5 2 ) aparecen claramente dos absorciones carbonflicas, una
debida al C=0 de écido hacia 1 7IO cm  ̂ o de éster hacia -
1740 cm*”  ̂ y otra debida al enlace C«0 amfdico hacia 1665— 

—1 ■—1700 cm . Otra banda caracterlstica de estos compuestos 
es la de tensién del N—H hacia 3300 cm  ̂#

Jnexplicablemente, los espectros IR de las supuestas — 
mezclas de productos (Z=S 6 Z=0, X=0 Y=S, X=S Y=0); a que 
hicimos referencia en las pgs. 52 y 5 6, presentan una uni 
ca banda de absorcidn carbonilica hacia 1720 cm ^, apare—
ciendo por otro lado la tensidn del enlace N—H hacia 3220

—  1cm .
A este hecho, en abierta contradiccidn con lo que se - 

deduce de los espectros de RMN, como luego veremos, no he— 
mos encontrado explicacidn plausible, a no ser que se die—
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ra la poca probable coincidencia de que ambas absor.ciones 
carbonilicas a y b ocurrioran a la misma frecuencia.

^co- ^ ,cs. b
'NH-C- 'NH-C-

S  b*

No hemos ballade antecedentes bibliogr^ficos que jus— 
tifiquen estos becbos#

9#— Discusidn de los espectros RMN de los productos de a— 
pertura del anillo do tiazolona v de les correspon— 
dientes derivados desulfurados

C-OR*

2n los benciloxiderivados (Z=0) el espectro de RMN es 
muy corapiicado, apareciendo; dos tipos de O—CH^» que nos 
hace pensar en una raezcla —CO—OCH^ y —OS—OCH^J un conrple— 
jo sistema ABXf presentando la parte AB 16 bandas, le — 
cual parece apuntar a dos tipos de sistemas ABX; cuando 
se trata de un éster (R*=CH^ 6 R* ?:CHg—CH^) aparecen dos ti 
pos de grupos etilo o metilo con unos desplazamientos quf 
raicos muy parecidosjlo que corresponderfa a una mezcla — 
CO-ÜR’ y CS-OR»,

En los benciloxiderivados (Z=0) desulfurados (X=Y=0), 
el espectro se simplifica enormemente, dando una banda u— 
nica para los protones del grupo CH^—O; un unico 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 
clopropano, se resuelve como un sistema AMX, similar al prje 
sentado por los aminodcidos, cuyos multipletes, mal resue^ 
tos y de bandas redondeadas, asl como la anchura del pico — 
correspondiente a los protones del grupa CH^-S, nos hace — 
pensar que se trata de una mezcla de CO—S—CH^ y CS—S—CH^*

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 produn 
tos ( (XXXIX ) + (XL), esq, VI pg. 52 <5 (XLIV) + (XLV), esq.
IX pg. 5 6), re suit aba incompatible con la misma, se escogid 
uno de elles para estudiar su espectro de masas, el éster — 
etilico de ((XXXIX) + (XL)), por ser la que presentaba un — 
espectro RMN rads complejo.

En el espectro de masas de la mezcla elegida no aparece 
el i(5n molecular, sino un pico de m/e=2 6U que corresponde a 
la pdrdida del grupo —CH^—C^H^ , lo que queda confirmado por 
la aparicidn en el espectro de otro pico de gran intensidad 
a m/e=91 (i<5n tropilio).

En el supuesto de que existiera la mezcla como tal, se 
formarfan los dos iones A y B •

A CSOCHgCH
NH-C-O'

0

COOCHgCH
NH-C-G*

S
(A) (B)
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Para ver los picos que prevendrfan de claras transpo- 
siciones o cllaros reagrupamientos, se registrd el espec— 
tro a 60eV. Los picos mds importantes que aparecieron fue 
ron los siguientes:
m/e=247 (264-OH) confirmado por m'*'=230*8
m/ess204 (264-CSO) confirmado por mî=157*6
m/e=174 (247-7 2 ) confirmado por m*=122 d 125
m/e=175 confirmado por m*=l49
Esta iSltima pérdida de es poco corriente en dsteres
etflicos, pero esta descrito para un compuesto similar -
como es el dster etflico de la fenilalanina (6 7)*

A travds de la presencia de estos picos, se puede de— 
cir que existe el idn B, pero no as£ el A#

Cuando el espectro se registrd a lOeV, aparecieron, a— 
deraas de los picos que podrfa explicar la estruetura B, — 
otros de menor intensidad que podrfan explicar la A, tales 
como:
m/e=232 (264—S) confirmado por m*=202 d 205
m/e=l88 (264—CO^) confirmado por m*=152
m/e=l87 (232-CO2H)

A la vista de estos espectros, no podemos sacar datos 
concluyentes, sobre todo, si tenemos en cuenta que este — 
tipo de corapuestos sufre facilmente transposiciones del — 
grupo -CS-O- a -CO-S-, en cuyo caso la interpretacidn de 
los picos serfa errdnea,

11 Espectros IR de los fcidos 1 —tiocarbonil—3•4—metildn* 
—tetrabidroisoquinolefn—3—carboxflicos

Los espectros IR de estos compuestos presentan una ban 
da muy intcnsa hacia I7OO cm“  ̂ debida a una absorcidn car-

m^=pico metaestable
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bonilica* Hacia 3280 cm"*̂  aparece una banda debida a la

COOH

tension del enlace N—H tioamldico* En la zona comprend!— 
da entre 1450-1600 cm~^ aparecen varias bandas muy inten 
sas, de las cualea alguna podrfa corresponder a absorci6n 
del giTupo —CS—NH— .

12«— Espectros RMN de los ^cidos 1 —tiocarbonil—3«4—met!» 
l^n—tetrahidroisoquinolefn —3—carboxflicos

o .

La formaci6n de estos corapuestos de ciclaci<5n, se de— 
rauestra claramente por la desaparicidn del prot6n en 2  — 
con respecto al OH, simplificdndose la zona de los proto— 
nes arom^ticos; asf, cuando R=OCH^, aparecen dos single— 
tes, uno por cada prot<$n aroraftico; y en el caso de R=H 
aparece un doblete a 5=8.58) correspondiente al prot6n 
que se encuentxa desdoblado por el vecinal con una cons­
tante de acoplamiento de 8.6Hz, el cual a su vez aparece 
como un cuartete a 6 =6 .8 3* desdoblado por el con unn
constante de 8.6Hz y por el Hĵ  con una J=3Hz.

El sisteraa de protones del anillo de ciclopropano a— 
parece aquf resuelto como un sistema AMX, similar al de 
los aminofcidos libres. Los protones X y A aparecen a va— 
lores de 5=3*0 y 5=2.0 respectivamente, mientras que el 
proton B aparece a 5=0.7* valor râ s bajo que el présenta 
do por los aminodcidos libres, posibleraente debido a la
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influencia del grupo C=S y sobré todo a la corriente de a— 
nillo del nilcleo arornatico.

Las constantes de acoplamiento para 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. 11 5 y 117) •
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IV. TRAT/ÜIIENTO CON ACIDQS DE LAS 2-ARIL-5-BISN'CILOXl(6 ben- 
ciltio)-6-TI0-4-AZA-ESPIR0-.f2,4)HEPT-4-:i:N-7-0NAS Y DE 
LOS ACIDOS 1^AiMIN0~2-ARIL-CICL0PR0PAN0C.UlB0XILIC0S

En el anillo de ciclopropano la facilidad de iniptura — 
de un enlace C-C por el ataque electrdfilo de un ^cido, de 
pende de los sustituyentes sobre el anillo*

El ataque por reactivos electrdfilos tiene lugar^bien 
con inversion, o con retencidn de la configuraci<5n del d[tô 
rao de carbone al cual ataca el electrdfilo, siendo el mé­
canisme mds sencillo el siguiente (58)î

R R
H PI

+

E

En nuestros corapuestos es muy distinta la labilidad — 
del anillo de ciclopropano frente a los Acides en los ami- 
no^cidos libres y en los dern^s espiroderivados * As^, mi en­
tras el anillo de ciclopropano se mantiene intacte cuando — 
se trata el acido 1 -amino-2-feiiil-ciclopropanocarboxflico 
con H Cl caliente, en la 2-renil—5—benciltxo—6-tio-4-aza—
—espiro-(2,4)hept—4—en—7—ona en el mismo tratamiento el — 
anillo de ciclopropano se abre*

La ruptura puede ocurrir entre los ^tomos y o en­
tre 0̂  y segun el esqueraa si gui en te :
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HgO (H+)

S « /«2° ®
SCH^-CgH

\

NH*

%  ,NH-CS-SCH_,C,H_ 
CH ^ ( 6  ^/

H-Q/0=0

-H H3O

(LXX) (LXIX)

La decision entre ambas al temativas se llev<5 a cabo 
por el estudio RMN de los productos obtenidos* Comparan— 
do las dos estructuras (LXIX) y (LXX), se ve claramente 
que los protones X, A y B ban de tener valores de L di— 
ferentes en una y otra, ya que los grupos vecinales en ça 
da una de ellas son distintos* Los desplazamientos qufmi— 
cos para el compuesto obtenido, coinciden con los calcula 
dos para la estructura (LXXX)y y coincide exactamente con 
el compuesto obtenido anteriormente en nuestro grupo de 
trabajo en la hidrolisis ^cida de la 1—fenil—ciclopropano— 
-1-espiro-4-(2-fenil-oxazolona) como ya se ha coraentado — 
en la pagina 21 (3 6 ).
1 Tratamiento con BrH/AcH de los dnidos 1—amino—2—aril—

—ciclopropanocarboxilicos
Como ya expusimos en la pagina 5 8 , este tratamiento se
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hizo con el objeto de obtener informacl&n sobre la esta— 
bilidad de estas estinicturas frente al reactive BrH/AcH, 
con el fin de poder aplicarlo a los metoxiderivados, y 
obtener por desmetilacidn los compuestos hidroxiarilde— 
rivados.

Cuando se trataba el 1-amino—2-fenil—ciclopropilaal— 
nodcido con BrH/AcH el anillo de ciclopropano se manten£a 
intacto, lo mismo ocurrla cuando el anillo bencénico te­
nia en 3 un grupo metoxilo, pero no ocurrla asl cuando el 
grupo metoxilo estaba en la posicidn k o cuando en las po 
siciones 3*4 habla un grupo metiléndioxi en cuyo caso se 
rompla el anillo de ciclopropano, resultando estructuras 
del tipo (LXIX), como se muestra en el esquema siguiente:

R=H

COOHR Br/AcH GH^ONH

R=3,4-0CH_-0
0-00
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Estas diTerencias en cuanto a la labilidad del anillo 
de ciclopropano segtin el sustituyente sobre un nucleo ben 
cdnico, ban sido también encontradas por otros autores, — 
sobre estructuras diferentes a las consideradas por noso- 
tros, y parecen estar relacionadas con la facilidad para 
protonars© el anillo de ciclopropano (59)*
2#— Tratamiento con Br^B de los dcidos 1 —amino-2-aril—ci~

clopropanocarboxilicos
Al igual que el tratamiento con BrH/AcH, este se abor 

d<5 con el propdsito de desmetilar los amino^cidos con sus 
tituyentes metoxilo en el nilcleo bencdnico* En este caso, 
se logrd la desmetilaci<5n, pero tarabién se abrid el ani— 
llo de ciclopropano, no pudiendo llegarse a los ciclopro— 
pilaminodcidos con grupos OH~en el ndcleo bencénico, como 
era deseable* Los resultados obtenidos se resumen en el - 
esquema XIII 
Esquema XIII

COOH

R=3-0CH^
0— CO

HO

R=4-0CH HO
0 CO

Las ^ —butirolactonas de estructura (LXIX) habfan si­
de descritas por nuestro grupo de trabajo (36), siendo nue 
vas aquellas en las que R= 4—OH; 3—OH; 3,4—OCH^O— # Sus e^ 
tructuras se han determinado por las técnicas usuales de 
analisis elemental y espectros RÎ1N e IR.
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3 Espectros IR de los hidrocloruros de 2-amino-4—ar±l-^ 
—butirolactonas

R
NHÎC1"

En estos compuestos lo m^s caracterfstico es la absor
cl(5n del enlace C=0 lactdnico que aparece como una banda

“Iintensa hacia 1800 cm f en algunos casos desdoblada en — 
dos, a 1800 y 1785 cm""̂  , debido posibleraente a dos modos de 
vibracion distintos del enlace 0=0.

Las vibraciones de tension del grupo araonio aparecen
i b 
-1

como dos bandas anchas entre—2390—3100 cm  ̂ y entre 3400—
- 3 5 0 0 cm

Los valores individuales para cada compuesto se dan en 
la tabla XVI de la parte III*
4•— Sspectros RMN de los hidrocloruros de 2—amino—4—aril— 

-y-butirolactonas

H. NH'CIH 
0.— 0

En estos productos, los protones X e Y aparecen como 
cuartetes, ya que es tan desdoblados por sus pro tones veci— 
nales A y B, siendo los desplazamientos quimicos del or— 
den de 5 =5 « 6 para el X y de 5 =4.6 para el Y.

Los pro tones A y B aparecen como multipletes, ya que 
cada uno de ellos esta desdoblado por el otro y por los 
protones X e Y. Los desplazamientos qudCmicos son del orden
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do 5 =3.0 para el prot<5n A y de G =2.5 para el B.
Las constantes de acoplamiento se han calculado en al 

gdn caso, para lo que hubo que hacer el espectro en D^O y 
(CD^)gSO, ya que la senal del agua enmascaraba al protdn Y, 
encontr^dose los siguientes valores; J^=10.6 Hz} .3
Hz; J.y^=12 Hz; Jy ^=8.6 Hz; J^=-13 Hz.

Los valores individuales de los desplazamientos qu£mi-* 
COS y constantes para cada caso se dan en la tabla XVTI do 
la parte III.
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V. COKDZySAGION DEL HIDROCLORURQ PE 1-AMINO-2-(3-H3DI10XI- 
F£NIL)-CICLOPROPi\NOCARBQXILICO CON FOSFATO PE PIRIDO- 
XAL
Es conocido que durante el proceso de cat^lisls por - 

enzimas dependientes de fosfato de piridoxal (P-5*-P) se 
forman las bases de Scbiff por condensaci<5n de amlno^cl— 
dos y (P—5*-P) como productos de una reacci<5n c oval ente 
intermedia en dicho proceso (6o) (6l).

Nosotros, con el fin de poder explicar el mécanisme — 
por el que transcurrla el proceso de inh.ibici<5n enzimKti— 
ca (ve^se pg.238, parte IV) decidimos estudiar los produc 
tos que se formaban en la condenSaci<5n de los aril—ciclo— 
propilarainodcidos con el (P—5’-P)» para lo cual escogimos 
el hidrocloruro de 1 —amino-2— (3—bidroxifenil)—ciclopropa— 
nocarboxflico, por ser el que utilizamos en las experien­
cing enzim^ficas,(para las experiencias en detalle ver pa 
ginas 2 3 0, 231 y 2 3 2).

Con el fin de obtener la posible base de Schiff, lie— 
vamos a cabo la condensaci<5n del amino^cido indicado y — 
(P—5'“P) en medio etanolico a ternperatura ambiente con la 
cantidad estequiom^trica de potasa. Los resultados se es— 
quematizafl a continuacidn;
Esquema XIV 

OHO

CH "
CH^OPO^H^

COOH

A<COOH
NH^CIH

HO

Hc'̂

COOH

HOyA>CH^OPO^H^
CH_"N

^OPO^H^

(l x x i i )



-75-

En esta reacci<5n se obtuvieron dos productos: la su— 
pues ta base de Schiff (LXXl) y otro en muy peouena prop or 
ci(5n (LXXII). A la vista de su confuso espectro RMN, mez— 
cia de (LXXI) y (LXXH) , pensâmes que este segundo compue^ 
to podria ser un an£logo al formado en la ciclaci&n espon­
tanea de la 3—hidroxitirosina con (P-5*—P)» descrito por 
varios autores (6 2), y cuya sfntesis también estaba descri 
ta; asi pues, hicimos lo mismo en nuestro caso*

Llevamos a cabo la reaccidn a pH=7 medio acuoso en 
caliente, obteniendo como producto dnico el dcido 1 —(4* —pi 
ridoxil-5* —fosfato)-3 > 4—metildn— (6—hidroxi—tetrahidroiso— 
quinole£n)-3-carbox£lico (LXXIl), 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 qulmicos y constan­
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 =6.4 concuerda con el de compuestos similares descri tos 
en la bibliografia (52).

La estructura de la supuesta base de Schiff (LXXI) es 
muy diflcil de determiner, utilizando las tdcnicas normal— 
mente empleadas por nosotros, ya que continuamente se estd 
transforraando en el producto ciclico (LXXIl) por una parte, 
e hidroliz^dose por otra a los productos de partida. Su — 
presencia se demuestra por la desaparici<5n del protean al— 
dehidico del (P—5*-P) Y la aparici<$n a 5̂  =8 . 0  de la sehal 
correspondiente a H^.

Las estructuras de estos productos de condensaci6n cou 
(P—5'—P) solo se ofrecen como probables, ya que careceraos 
de datos concluyentes que nos permitan una identificaci<5n 
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).
De todos modos, estos productos ser^ui objeto de un 

m^s detallado estudio en trabajos posteriores*



PARTE III

SINTESIS DE ACIDQS 1 -AMI NO -g^AjglL - CI CLOPROP AIn̂ OC.UIBOXILI ÇO S 
Y DEiaVAûOS -

A- RESULTADOS EXPERIMENTALES
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TECNICAS GENERALES

Los puntos de fus idn. se han determinado en tubo capilar 
en un bloque Gallenkamp (inglaterra) y estan corregidos*

Los andlisis se refieren a microanalisis realizados so­
bre muestras secas a vacfo (O.l-l mmHg) durante 2—3 horas 
sobre pentdxido de fosforo, a 60-80°C salvo fusidn o des- 
composicidn a temperatura mas 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=media; d=debil; b * a # =banda 
ancha;v .b=varias bandas.

Los espectros RMN se registraron en un aparato Perkin— 
—Elmer R—12 (60Mc) con TMS o DDS como referencia interna, 
segun 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=singlete; d=dobl^ 
te ; t=triplete; c=cuartete; ra=multiplete; S^=senal ancha; 
s,d,=singlete deformado; d.d.=doblete deformado, t.d.=tri— 
plete defojrmado ; c ,d , =cuartete deformado.

Los espectros de masas se registraron en un aparato Per 
kin-Elmer raodelo RMU—6MG.

En las experiencias cromatogrdficas se empleo gel de sf 
lice GP^^^ para la cromatograffa en capa fina y gel de si­
lice 60 PF^^^ para la cromatografla en capa preparativa.
Las plaças finas se prepararon sobre plaças de vidrio con 
una papilla de 25 g de gel de silice y 55 ml de agua, con 
un preparador Desaga y se secaron durante 30 minutes a SO^C. 
Las prcparativas se hicieron sobre plaças de vidrio con una 
papilla de 25 g de gel de silice y 250 ml de agua, tarabi^n 
con un preparador Desaga y se secaron al aire. Las plaças, 
despu^s de desarrollada la cromatografia como se indicara
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en cada caso, se revelaron ba jo luz ultravioleta a /.
^ '̂ '350

254
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1. PIUSPARACION DE 2-BENCILTIO(<S benciloxi)-4-ARILID£N- 
-5(4h)-TIAZOLONAS

1 N-bencilditiocarbonilglicina (43)
A 2 3 . 3 S (0#4l moles) de KOH, disueltos en 50 ml de — 

agua se anaden 15 éT (0,2 moles) de glicina. Se enfria la 
soluci6n y se agita con 1 5 , 2 g (0,2 moles) de CS^; hasta 
que se obtiene una disolucidn homogénea (unas 2,5 horas) 
de color rojo vinoso. Se anaden de una vez 25 g (0,2 mo­
les) de cloruro de bencilo y se contimîa la agitacion ha^ 
ta nueva homo gene idad (45—90 min, m^s). Se acidula con 
cido clorhidrico concentrado, y se deja en refrigerador.
El precipitado obtenido, una vez fil trad o y lavado con — 
agua, se purifica disolviéndolo en una soluci&n de NaHCO^, 
se filtra, y la solucion de color ligeramente amarillo, se 
extrae dos veces con éter de petroleo y se acidula de nuja 
vo con acido clorhidrico, El ^cido que précipita 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 isopropilico. Agujas blancas, p,f,=l63—4°C (descri— 
to 1 64°C) ,~
2,— 2—bencil tio—4-arilid<Sn-5— (4h ) - tiazolonas

Procedimientos générales;
Procedimiento A
0 , 0 5 moles de N—bencilditiocarbonilglicina, 0,05 moles 

del correspondiente aldehido aromatico y 3 0 —50 ml de anhi— 
drido acëtico, se calientan en bafio de agua durante 15—20 

rain,, Por enf riamien !:o, previa concentracidn a vacxo, si — 
es precise, de la mezcla de reaccion, 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 .0 5 2 moles del aldehido aromdtico, 0,05 moles de N— 

-bencilditiocarbonilglicina y 0 , 0 5 moles de K^CO^ anhidz*o 
se mezclan intimamente, A la mezcla, colocada en un vaso — 
de precipitado de 500 ml, se adicionan 3 0 —50 ml de anhidiû 
do acético* A los pocos minutos la masa se calienta, se — 
hincha y colorea (entre rojo y amarillo)«Se deja estar t^ 
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 madrés es posible obtener m^s producto,

Los rendimientos totales oscilan entre el 50-60^,
Por alguno de estos procedimientos se han obtenido los 

compuestos siguientes;
2-benciltf0-4—bencilidén—5(4H)—tiazolona (43)

Obtenido a partir de benzaldehido por el procedimien— 
to A, El color del producto varia entre amarillo y verde, 
Puro es amarillo muy palido. Recristalizado de alcohol iso 
propilico con un poco de dioxano, p,f,=121-2°C (descrito — 
120-I^C), Rdt, 60^,

And[lisis tabla I n^ 1 , Espectro IR, tabla II n^i . Espejc 
tro RMN, tabla III n^i,
2—benciltio—4— (4—nitrobencilidén)-5(4H)—tiazolona

Preparado a partir de 4—nitrobenzaldehfdo por el proce— 
dimiento A, Agujas amarillas, Recristalizado de dioxano^ — 
p.f.=177-8*0 . Hdt 73^.

Analisis, tabla I n93# Espectro IR, tabla II n23* Espec 
tro RMN, tabla III n93*
2—benciltio—4— (4—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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Analisis, tabla I n22. Espectro IR, tabla II nS2, Es­
pectro RMN, tabla III 2,
2—benciltio—4— (4-metilbenciliden)-5(4h)-tiazolona

Preparado a partir de 4-tolualdehido por el procedi— 
miento A. Producto verde, Recristalizado de isopropanol  ̂
p,f.=104-5°C, Rdt 45%,

Analisis, tabla I nS4, Espectro IR tabla II nS4, Es­
pectro RMN, tabla III nS4,
2—benciltio-4— (4—clorobencilidén)-5(4h)—tiazolona

Preparado a partir de 4-clorobenzaldeh.fdo por el proce 
dimiento A, Producto verde claro, Recristalizado de etanol— 
-dioxanoy p.f,=127-8°C, Rdt 40%,

Analisis, tabla I n95# Espectro IR, tabla II n95# Es­
pectro RMN, tabla III n-5*
2—benciltio—4-(3—clorobencilidén) — 5(4h)—tiazolona

Preparado a partir de 3—clorobenzaldehfdo por el proce 
dimiento A, Agujas amarillas, Recristalizado de una mezcla 
de etanol-dioxano, p •f,=124-6°C, Rdt 37%*

Anàlisis, tabla I n^ô, Espectro IR, tabla II n-6m Es­
pectro RMN, tabla III n-6»
2—benciltfb-4— (4-fluorobenciliden)-5(4h)—tiazolona

Preparado a partir de 4—fluorobenzaldehido por el pro— 
cedimiento A, Producto amarillo verdoso, Recristalizado de 
isopropanol^ p ,f.=125-6^0, Rdt 20%,

Analisis, tabla I n®7* Espectro IR, tabla II n97* Es­
pectro RMN, tabla III n°7•
2-benciltio—4-(3 * 4—metilendioxibencilidén) —5(4H)-tiazolona 

Preparado a partir de piperonal por el procedimiento B, 
Producto verde. Recristalizado de etanol—dioxano, p,f,=l62— 
-4°C, Rdt 50%,

Analisis, tabla I n^S, Espectro IR, tabla II n^S, Es­
pectro RMN, tabla III n-8 .
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2—benciltio—4— (4—acetoxibencilidén)—5(4H)—tiazolona
Preparado a partir de 4—hidroxibenzaldehido por el pi^ 

cedimiento B, Producto amarillo verdoso, Recristalizado de 
isopropanol-dioxano, p.f.=138-9°C, Rdt 50%,

Andlisis, tabla I nS9* Espectro IR, tabla II nS9* Es­
pectro RMN, tabla III n99#
2-benciltio—4— (4-hidroxibencilidén)—5(4h)—tiazolona

Preparado a partir de 4-hidroxibenzaldehido por el pro 
cedimiento A, Producto verde oseuro, Recristalizado de is^ 
propanol-dioxano, p • f, =189-9 0^0*

An^lisis, tabla I n*29, Espectro IR, tabla II n®29,
2-benciltio-4— (3-ace toxibencilidén)-5(4h)-tiazolona

Preparado a partir del 3—hidroxibenzaldehido por el pr^ 
cedimiento B, Agujas amarillas, Recristalizado de etanol— 
-dioxanoy p,f,=134-5°C, Rdt 53%#

Anilisis, tabla I n^lO, Espectro IR, tabla II n^lO, Es 
pectro RMN, tabla III n^lO,
2-benciltio-4-(3—acetoxi—4—metoxibencilidén)—5(4H)—tiazo- 
lona

Preparado a partir de isovainillina por el procedimien— 
to B, Producto amarillo verdoso, Recristalizado de dioxano, 
p.f,=163-4*0, Rdt 47%.

An^lisis, tabla I n^ll, Espectro IR, tabla II n^ll, Es­
pectro RMN, tabla III n^ll,
2—benciltio-4— (3—metoxi-4acetoxibenciliden)-5(4H)-tiazolona 

Preparado a partir de vainillina por el procedimiento B, 
Producto amarillo verdoso, Recristalizado de etanol-dioxano, 
p.f,=103-4*0, Rdt 60%,

Anilisisjtabla I nS12, Espectro IR, tabla II n-12, Es­
pectro RMN, tabla III n9l2.



- 83-

2-benciltio-4-(3 « 4—diacetoxibencilidén) —5-(4H)-tiazolona 
Preparado a partir de protocatecaaldehido por el proc^ 

dimiento B, Producto amarillo verdoso, Recristalizado de — 
isopropanol-dioxano, p ,f,=139-40*C, Rdt 46%

Anàlisis, tabla I n9l3* Espectro IR, tabla II n9l3# 
pectro RMN, tabla III nSl3,
2-bencilt£o-4-(3—metoxibenciliden)—5(4h)—tiazolona

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

Analisis, tabla I n^14, Espectro IR, tabla II n^l4, E^ 
pectro RMN, tabla III n^l4
2-bencilt10-4-(4—benciloxibencilidén)—5(4h)-tiazolona

Obtenido a partir de 4-benciloxibenzaldehido (53)« Pro 
dueto amarillo, Recristalizado de isopropanol-dioxano, — 
p,f,=122-3*0, Rdt 30%

Analisis, tabla I n-15* Espectro IR, tabla II n9l5# Es 
pectro RMN, tabla III n9l5.
2-benciltio-4- (1 —acetil-indolil-3-metilén)-5(4h)—tiazolona 

Preparado a partir del indol—3—aldehido por el procedi­
miento B, En este caso, para evitar la desacetilacion, en — 
vez de lavar con agua, se extrae el producto con clorofor­
mo , Producto amarillo, Recristalizado de isopropanol—dio3»  
no^ p,f.=137-8*0, Rdt 43%

Analisis, tabla I nSl7. Espectro IR, tabla II n^iy. Eĵ  
pectro RMN, tabla III nSl7
2-bencil ti o-4-indolil-3-me t ilen )-5 ( 4h) - tiazolona

Preparado a partir de indol-3-uldehido por el procedi­
miento A, Producto naranja, Recristalizado de isopropanol— 
-dioxano, p ,f,=2 0 6-7*0 .

Analisis, tabla I n530, Espectro IR, tabla II n930.
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2-boacil t£o-4-(4-dimetilaniinobencilidén) —51 4H)-tiazolona 
Preparado a partir de 4—dimetilarainobenzaldehldo por 

el procedimiento A, Gristales pardos, Recristalizado de 
isopropanol-dioxano, p • f, =1 50-1 *C. Rdt 40%>

An&lisis, tabla I nSl6, Espectro IR, tabla II n9l6* Es 
pectro RMN, tabla III n5l6.

3 •— N—benciloxitiocarbonilfrlicina
a) 0—bencil-xantogenato de sodio y S-bencil-xantogenato de 

sodio (4 5)
En un matraz de tres bocas de 1 1 provisto de agita— 

cién mecanica, réfrigérante de reflujo (terminado con tubo 
de cloruro cdlcico anhidro) y embudo de Have, se colocan 
150 ml de éter seco y 11,5 g_(0.5 moles) de sodio limpio y 
en trozos pequenos. En el embudo de Have, se colocan 108 g 
(1 mol) de alcohol bencilico. Se va ad ici onnnd o alcohol - 
bencilico, lentamente al principio, de forma que se manten 
ga un reflujo suave, Cuando la reaccién se modéra, se ca— 
lienta suavemente hasta que todo el sodio desaparezca, se 
enfria la solucion y se afiaden poco a poco y con agitacién 
42 g (0 , 6  moles) de S^C disueltos en 50 ml de éter seco.
La reaccion es exotérmica, asi que hay que adicionar lenta 
mente y, en caso necesario enfriar extoriormente con hielo, 
Terrainada la adicion se deja a temperatura ambiente, se fil 
tra y lava con éter. Se obtienen 89 g de 0-bencil-xantoge— 
nato de sodio, como un sélido blanco amarillento maloliente, 
Rdt 87%,

RMN (D^O-DDS)

Ha 5=5 * 6 s 2H CH^-O
5=7 , 5  s 5H arométicos
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Ocaionalmente, cuando el CS^ se adicionaba demasiado 
aprisa y la raezcla de reaccién se calentaba por ello exc^ 
sivaraence, no se obtenla el producto deseado, sino un iso 
mero producido por transposicion del giupo bencilo del O 
al S carbonflico (ver pg, 31) y cuya estructura, demostra 
da por el espectro RMN, corresponde a la de S—bencil-xan— 
togenato de sodio. La raisraa transposicion se producia tarn 
bién cu - ndo el 0—bencil-xantogenato de sodio obtenido co- 
mo se indicé anteriormente, se abandonaba sélido y envasa 
do largo tiempo en el laboratorio,

Espectro RMN (D^O—DDS)
S =7#26 s 5H aromaticos 

CH^-S-p-S-Na" 3 2H C H 2

b) 0-bencilxantogenato de metilo
Proparacion basada en el inétodo de Purres (6 3) paia la 

preparacién de metil xantatos.
Se suspenden 31 S (0,15 moles) de bencil—xantogenato — 

de sodio recien preparado en unos 60 ml de etanol absolu— 
to, A la suspensién se le anaden cuidadosamente y bajo agi. 
tacion, 35 S (0.175 moles) de ICH^ disueltos en 25 ml de — 
etanol absoluto. Se deja a temperatura ambiente 0,5 bora, 
se enfria,se agrega éter seco (unos 60 ml) y se filtra. Se 
reunen los extractos etéreos, se secan con Cl^Ca y se éli­
mina el disolvente a vacio (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 coniodamente por las intensidades relativas de las sena— 
les del espectro Rî-IN,

Es p.-c tro RMN (Cl^CD-TMS)
5=7*39 s 5H aromaticos -ai..-o-c-scH_ J- ^

5' 3 5=6.1 5 2H O-CH^
5=2,53 s 3H CH^
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c) N—beneiloxitiocarbonilglicina
Preparacién basada en el raétodo de Davies (6 3),
Se utiliza el bencil—xantogenato 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— 
cién de 8 , 5  g de glicina y 13 g de KOH en 50 ml de agua, A 
la mezcla, agitada mecanicamente, se anaden 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 éter (50 ml cada vez). Se descartan los extractos été— 
reos, y la fase acuosa se acidula con HCl conc, anadido en 
porciones. Se desprende una gran cantidad de gases malolien 
tes, y précipita un aceite que se extrae dos veces con éter. 
La fase etérea se seca con Na^SO^ anhidro, y se élimina el 
disolvente a vacio, El aceite residual se agita con agua, — 
con lo 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*0 ,

Analisis para ^O^NS
Calculado: 53.33% C; 4.92% H; 6,22% N; l4.20% S
Hallado : 53.59% C; 5.16% H; 5.93% N; 14,17% S
Espectro IR (BrK)
3250 cm"^, tensién NH (m); 1715 cm  ̂ (f), tensién 0=0 

écido; 1540 cm*~̂  (f ) , combinacién flexién N—H y tensién - 
C-N,

Espectro RI-IN ( (0D^)2S0-TMS)
5=9.53 t J=6,5 Hz 1 H (NH)

CH -O-C-NH-OH -OOOH ^ “7.42 s ,d 5 H arora,
S 5 =5 . 4 9 s 2 H (O-CHg)

5=4.18 d J=6.5 Hz 2 H (NH-CH^)
La serial a 5=9.53 desaparece al agitar la muestra con D^O, 
y la sehal a 5=4.18 colapsa en un singlete.
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d) N-(benciltfo) carbonilglicina (43)
Se prepar<5 de modo analogo a la N-benciloxitiocarbonil— 

glicina, utilizando S-bencil-xantogenato de sodio en vez de
0-bencil-xontogenato de sodio, Sdlido ainarillo, p.f.=l43—4°C 
Descrito p,f,=l46-7°C (43).

An^lisis para C^qH^^O^NS
Calculado: 53.33# C; 4.92# H; 6.22# N; 14.20# S
Hallado ; 53.24# C; 4.95# H; 6.20# N; 14.43# S
Bspectro IR (BrK)
3290 cm~^ (m) tensidn N-H; 1735 cm’”  ̂ (f) tension 0=0 - 

^cldo; 1635 cm"*̂  (f) tensidn 0=0 amida; 1535 cm  ̂ (m) combi.
naci<5n flexidn N-H y tensidn 0—N; 710 cm  ̂ (m) monosustitu-
ci<5n arora^tica.

Espectro RMN ( ( CD^) ̂ SO-TTIS)
5 = 8 . 6 0  t J=6.5 Hz  1 H (M H )

-OH -S-C-MI-CH -COOH ^=7.48 s 5 H arom.
8 6=4.14 s 2 II (S-CH^)

5=3.88 d J=6.5 Hz 2 H (}IH-OH )

4 .— 2—benciloxi—4-arilid(5n—5 (4il) — tiazolonas
Procedimientos générales;
Procedimionto A
0 . 0 5 2 moles del aldehido aromdtico, 0.05 moles de N—ben 

ciloxitiocarbonilglicina y O.O5 moles de acetate s<5dico an— 
hidro, se suspenden en pO ml de anhidrido acëtico. La mez— 
cla se calionta a ebullicicSn (5-10 min. ) . Se de ja enfriar, - 
con lo quo cristaliza la 2—benciloxi-4—arilid(?n—5(4h)—tiazo— 
Iona. Se filtra y lava con un poco de éter y luego con agua 
para elimlnar el acetato sodico. Se recristaliza de un di— 
solvente apropiado. Los rcndirnicntes totales oscilan entre —
30 y 50#.
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Procedimiento B
0 .0 5 2 moles del aldehido aromatico, 0.05 moles de N- 

-benciloxitiocarbonilglicina y O.O5 moles de K^CO^ anhi— 
dro se mezclan fntimamente. A la mezcla, colocada en un 
vaso de precipitado de 500 ml, se adicionan 60 ml de an— 
hidrido acdtico* A los pocos minutos, la masa se calienta, 
so hincha y colorea. Se deja estar toda la noche, A1 d£a 
siguiente se filtra el s6lido, se lava primero con un po—
C O  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 adiclo­
nal de producto.

Por alguno de estos procedimientos, se him obtenido las 
tiazolonas que se especifican a continuacion:
2-benciloxi-4—bencilidén—5(4h )-tiazolona

Obtenida a partir del benzaldehido segun el procedi- 
rniento B, Producto rosaceo (agujas). Récristalizado de al­
cohol isopropilico, p ,f.=111-2^0. Rdt 75#

Analisis, tabla I n^lS, Espectro IR, tabla II n^lS, Es 
pectro RMN, tabla III nSl8.
2—benciloxi—4— (4—metoxibencilidén) —5(4h)—tiazolona

Obtenida a partir de anisaldehido segun el procedimien- 
to A. Producto amarillo pélido (agujas). Récristalizado do 
isopropanol, p.f.=112-3°C. Rdt 50#

Anélisis, tabla I n919. Espectro IR, tabla II nSl9, Eŝ  
pectro RMN, tabla III n2l9,
2—benciloxi-4-(4—nitrobencilidén)—5(4H)—tiazolona

Preparada a partir de 4—nitrobenzaldehido segun el pro— 
cediiniento B. Producto amarillo brillante (escamas). Recri^ 
talizado de dioxano, p.f.=l84—5°C. Rdt 53#

Analisis, tabla I n-20. Espectro IR, tabla II n^20. 
pectro RMN, tabla III nS20.
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2-benciloxi—4- ( 4-me tilbencilidén)“‘5 ( 4h)—tiazolona
Obtenida a partir de 4-tolualdeh£do por el procedimien 

to B. Producto amarillo tostado. Récristalizado de metanol, 
p.f.=84-5*0.

Analisis, tabla I n-21, Espectro RMN, tabla III n^
21 .
2-benciloxi—4— (4—clorobencilidén)—5(4H)—tiazolona

Obtenida a partir de 4—clorobenzaldehido por el proco— 
dimiento B, Producto de color crema. Recristalizado de eta 
nol, p.f.=137-8°C. Bdt 535̂ .

Analisis, tabla I n922, Espectro IR, tabla II nS22. Eâ  
pectro RMN, tabla III n922,
2—benciloxi*“4— ( 4-ace toxiboncilidén)-5 (4H)-tiazolona

Obtenida a partir de 4—hidroxibenzaldehldo por el pro— 
cedimiento B. Producto bianco araarillento. Recristalizado 
de etanol, p.f.=121-2*0.

Analisis, tabla I n923. Espectro IR, tabla II nS23. E^ 
pectro R}C\i, tabla III n-23.
2—benciloxi-4— (3—acetoxibencilidén)—5(4h)—tiazolona

Obtenida a partir de 3-hidroxibenzaldehido por el pro— 
cedimiento B. Producto de color crema. Recristalizado de — 
isopropanol, p.f.=102-3*0, Rdt 48#

Analisis, tabla I n924. Espoctro IR, tabla II n924. Eâ  
pectro RMN, tabla III n924,
2-benciloxi-4— (3,4-dimetoxibencilidén)—5(4H)-tiazolona

Obtenida a partir de 3>4—dimetoxibenzaldehldo por el — 
procedimiento A, Producto amarillo. Recristalizado de iso­
propanol,p.f.=1 12—4*0. Rdt 30#

Analisis, tabla I n926. Espectro IR, tabla II nS26. E^ 
pectro RMN, tabla III n-26.
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2-benciloxi-4— (4—benciloxibencilidén)—5(4h ) — tiazolona
Obtenida a partir del 4—benciloxibenzaldehido por el 

procedimiento A, Producto rosaceo. Recristalizado de iso­
propanol—dioxano,p.f.=115-6*0* Rdt 50#

Analisis, tabla I n227* Espectro IR, tabla II n^Sy, Ea 
pectro RMN, tabla III n^Z?*
2—benciloxi-4-( 1 —ace til-indolil—3—nietilén) —5 (4h )-tiazolona 

Obtenida a partir de indol—3-aldeh£do por el procedi— 
miento B, en este caso calentando a unos 60* y con agita— 
cion durante tres boras, Producto amarillo, Recristaliza­
do de isopropanol, p,f,=131-2*0, Rdt 50#

Anéllsis, tabla I n228, Espectro IR, tabla II n®28, E^ 
pectro RMN, tabla III nS28,
2-benciloxi-4-(4-pirid£n—metilén) — 5(4h ) — tiazolona

Obtenida a partir de pirid£n-4-aldeh£do por el procedi— 
miento B. Producto raarrén. Recristalizado de alcohol am£ldL 
CO, p.f.=99-100*0, Rdt 14#

Anélisis, tabla I n929. Espectro IR, tabla II nS29, E^ 
pectro RMN, tabla III n229,
2—metil—4-(4—acetoxibencilidén)—3(4H)—tiazolona

Producto obtenido en la condensacién de 0.052 moles de 
4—hidroxibenzaldehldo con 0.05 moles de N-(bencilt£o) car—
bonilglicina en presencia de 0 . 0 5  moles de acetato sédico
y 50 ml de anhidrido acético, segun el procedimiento gene­
ral A, Producto amarillo, Recristalizado de etanol, p.f.= 
=132-3°C.

Anélisis para  ̂Ô N̂
Calculado; 63.60# C; 4.4o# H; 5,70# N;
Hallado ; 63.34# C; 4.26# H; 5.59# N
Espectro IR (Nujol)
1770 cm**̂  (f) tensién 0=0; 1 640 cm  ̂ (f) tension C=N 

y 0=0.
Espectro RMN (Ol^CD-TMS)
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CH OCO
Ha 

— C= 0
Ï

CH_

5=8 • 1 6 d J=9.0 2 H arom.
6=7.24 d J=9.0 2 H arom.
5 =7 . 1 7 s 1 H (Ha)
6=2.42 s 3 H (OCOCH^)
5=2.33 s 3 H (CHj)

La estructura fué cônfirmada por la preparacidn de es­
te compuesto segdn el método de Pyman (46) a partir de ace 
tilglicina (6 5) y 4-hidrobenzaldehido tal como sigue:

3.1 g de 4-hidroxibenzaldehldo, 2.9 g de acetilglicinaf 
2.2 g de acetato sodico anhidro y 25 nil de anhidrido acëti 
co se calientan en un bafïo de agua has ta total disolucicSn# 
Se refluye durante l/4 h y se deja enfriar. La masa s6lida 
se trata con agua-hielo, se filtra y seca al aire. Se ob- 
tiene un s<5lido amarillo que recristaliza de isopropanol. 
p.f.=132-3°C, y cuyas caracteristicas espectroscopicas — 
coinciden con las descri tas anteriorrneate.

3•— Intentes de obtencion de 2—benciltlo (6 benciloxi)—4—
-alquiliddn—5(4h )-tiazolonas
En la condensacién de acetona e isobutiraldehldo con 

N—benciloxitiocarbonilglicina o con N—ditiocarbobenciloxi— 
glicina en presencia de anhidrido acético segun los mëto— 
dos générales 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 (6
bene iloxi)-4-ARILIDEN-5( 4h)-TIAZOLONAS

1 Preparacién de diazometano
a) Acetil^netilurea (66)

A una disolucién de 59 g (l mol) de acetamida en 88 g 
(0 , 0 5 5 moles) de Br^ en un erlenmeyer de 4 1, se agrega - 
gota a gota y agitando a mano una disolucién de 40 g (l - 
mol) de NaOH en 160 ml de agua. La mezcla de reaccién ré­
sultante se calienta en baho maria basta que comience la 
efervescencia (bay que tener cuidado porque a veces la — 
reaccién puede ser violenta y salir la mezcla disparada)•
Se corta la calefaccion hasta que la efervescencia baya — 
pasado, después de lo cual se continua calentando 2 é 3 

min, més, La cristalizacion del producto a partir de la 
disolucién amarilla o roja suele comenzar inmediatamente 
y se compléta enfriando en baiio de hielo durante 1 h, El 
peso de la acetil-raetilurea obtenida por liltraccion y — 
secado al aire es de 49 g a 52 g (Rdt 84^) p .f,=169-70^C,
b) Nitrosometilurea (6 6)

Una mezcla de 49 g de acetil—metilurea y 50 ml de HCl 
conc, se calientan agitando hasta que aparentemente no se 
disuelva mas solido, se continua la calefaccion dos o tres 
minutos, después de lo cual se diluye con un volumen igual 
de agua y se enfria por debajo de lO^C con un baho de hie— 
lo. Se agrega lentamente y con agitacién una solucién satu 
rada y frla de 38 g de NO^Na en 55 ml de agua. La mezcla — 
se deja en baho de hielo durante varios minutos. Se filtra 
la nitrosometilurea y se lava con unos 10 ml de agua hela— 
da. Se seca al aire y se obtiens de 33 a 3^ g de producto 
con p ,f,=123—4^C.
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c) Diazometano (6 7)
10,3 S cle ni trosome tilurea se agregan en porciones sobre 

100 ml de benceno, que forma una capa sobre JO ml de una diso 
lucion de KOH al hO^ enfriada con hielo. La reaccién se efec— 
tua en vitrina (el diazometano es téxico y explosive) alejado 
de todo tipo de fuego y con agitacion continua. La temperatu- 
ra se suele mantener airededor de 5^C, Cuando la solucion es­
ta clara, se decanta la fase organica de color amarillo. La — 
fase acuosa se lava dos veces con I5 ml de benceno, decantan— 
do cada vez, La fase organica se seca con lentejas de KOH, La 
solucion conviene mantenerla a baja temperatura. La solucién 
as1 preparada, contiene aproximadamente 2,6 g de diazometano 
(0 , 0 6  moles),

2,— Preparacién de 1-aril-5-benciloxi(é benciltfo)—6—tie—4—
—aza—espiro(2,4)hept-4-en—7—onas
Procedimiento general
0 , 0 2 5 moles de la correspondiente 2—benciltio(é bencil— 

oxi)-4—arilidén-5(4H)—tiazolona, suspendidos en 100 ml de ben 
ceno, en un erlenmeyer de boca ancha, se calientan en baho de 
agua a unos 40—50°C, Se agita la mezcla mecénicamente y se va 
adicionando en porciones la solucién bencénica de diazometano, 
no anadiendo una porcién hasta que haya cesado el desprendi- 
miento de nitrégeno. Se ahade una porcién més, se agita duran 
te 1 / 2  h mas a 40—5 0°C, y se deja estar la mezcla toda la no— 
che a temperatura ambiante. Al dia siguiente se destruye el 
exceso de diazometano con unas gotas de acide acético, se el^ 
mina el disolvente a vacio, se diluye con éter y vuelve a eli 
minar a vacfo, y se ahaden unos mis mas de éter, Por enfria- 
miento cristaliza el espiroderivado, que se filtra y se recri^ 
taliza de un disolvente apropiado.

Se suele utilizer el diazometano obtenido a partir de un 
peso de nitrosometilurea doble del peso del arilidén derivado
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qiie va a utilizarse an la reaccidn.
La reaccidn se sigue bien por cromatografla de capa fi- 

na sobre silicagel GF^^^^con benceno como eluyente • Ambos, 
producto de partida y producto de reaccidn,tienen el mismo — 
Rf, con la diferencia de que el arilidén derivado fluoresce a 
350 mi- , y el ciclopropilderivado no.

En algunos casos el ciclopropilderivado no cristalizd — 
en el medio etéreo, por lo que se hizo necesario separar un 
poco de producto de la mezcla en plaça preparative sobre si— 
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 solucion etérea. De este modo se favorecid la cidL̂  
talizacion del producto, _

Siguiendo este método general se aislaron y caracteriza 
ron los siguientes compuestos;
A,- Productos de adicion de diazometano a las 2—benciloxi-4— 

-bencilidén-5(4H)—tiazolonas:
1 — feni1-5-benciloxi-6—tio-4—aza—espiro—(2,4)hept—4—en—7—ona 

Preparado por adicion de diazometano a la 2-benciloxi- 
-4-fenil-5(4h )tiazolona segdn el método general, Producto - 
blanco, Recristalizado de isopropanol, p,f,=77—8^C, Rdt 33^ 

Anélisis, tabla IV n9l7* Espectro IR, tabla V n9T7# Es 
pectro RMN, tabla VI n917#
1 — (4—metoxifenil)-5—benciloxi-6-tio-4-aza—espiro-(2,4)hept- 
—4—en—7—ona

Preoarado a partir de 2-benciloxi—4—(4—metoxibencilidén)• 
—5(4h )—tiazolona, Producto amarillo pélido, Recristalizado — 
de isopropanol, p,f.=68—9^C, Rdt 22^

Analisis, tabla IV n9l8. Espectro IR, tabla V n^l8, Eŝ  
poctro RMN, tabla VI n-l8.



1 — (4-nitrofenil)-5-benciloxi-6-tio—4—aza—espiro— (2,4)hept— 
—4—611—7—ona

Preparado a partir de 2-benciloxi—4-(4—nitrobencilidén)— 
-5-(4h )—tiazolona, Producto amarillento, Recristalizado de — 
acetato de etilo, p.f,=125-6^0, Rdt 30^

Analisis, tabla IV n^ig, Espectro IR, tabla V n^ig, 
pectro RMN, tabla VI n919,
1 — (4—clorofenil)-5—benciloxi-6-tio—4—aza—espiro— (2,4)—hept— 
—4—en—7—ona

Preparado a partir de 2—benciloxi—4— (4—clorobencilidén)— 
—5(4H)—tiazolona, Agujas blancas, Recristalizado de etanol, 
p.f.=95-6°C, Rdt 40^

Andlisis, tabla IV n920, Espectro IR, tabla V n220. Es 
pectro RMN, tabla VI n2 20,
1 — (4—acetoxifenil) — 5-benciloxi-6-tio-4—aza—espiro— (2,4)hept— 
—4—en—7—ona

Preparado a partir de 2—benciloxi—4—(4—acetoxibencilidén) 
—5(4h )—tiazolona, Gris tales blancos, Recristalizado de isopr^ 
panel, p ,f, =117-8^0, Rdt 38/̂

Analisis, tabla IV n?21♦ Espectro IR, tabla V n521. Es 
pectro RMN, tabla VI n-21.
1 — (3-acetoxifenil) — 5—benciloxi-6-tio—4—aza—espiro—(2,4)hept— 
-4—en—7-ona

Preparado a partir de 2—benciloxi—4— (3—acetoxibencilidén) 
-5(4h )—tiazolona, Gristales blancos, Recristalizado de isopxp 
panel, p,f,=102-3^G, Rdt 48^

Analisis, tabla IV n?22, Espectro IR, tabla V n-22» Es— 
pectro RM.', tabla VI n^22,
Adicion de diazometano a 2-benciloxi-4— (3,4—dimetoxibencili— 
dén)—5(4h )-tiazolona

Se procedié segun el método gene irai, obteniendose un si­
rup o amarillo, mezcla de varios productos, que no pudieron se 
pararse por los raétodos habituales.
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Adicion de diazometano a 2—benciloxi—4-(4—benciloxibencilidén.)■ 
-5(4H)-tiazolona

Se adiciono diazometano segun el método general, crista- 
lizando de la solucion etérea fraccionadamente dos productos;
a) 5-(4—benciloxifenil)-7—benciloxi— 11-oxa—8-tia-2,3 < 6—triaza- 

—diespiro— (4,4,2,0)dodeca-2,6-dieno
Producto blanco, Recristalizado de isopropanol—dioxano, 

p.f.=l48-9°C. Rdt 9^
Analisis para
Calculado: 68,77^ C; 5.34^ H; 8,91^^ N; 6.78# S 
Hallado % 6 8.89^ C; 5.07^ H; 9 ,07^ N; 6.75^ S 
Espectro IR (BrK)
1635 cra*"̂  tension N=N; 1520 cm*^ tensién C=N y C=C aro— 

raatico; 1255 cm"^ tension C-0; -740, 7OO cm"^ raonosustitucién 
aromatica; 8 5O, 800 cm*"̂  1 ,4-disustitucién aromatica,

Espectro RMN (Cl^CD-TMS, 100 MHz)

C^H^CH^O Q
=7 2 4 . 0 m 10 II arom.

^ =691 .0 d J=10 Hz 2 H arom.
V =671 .4 d J=10 Hz 2 H arom.
V =573.5 s 2 H -OCH^-
V =483.5 d ^  2 H (Y+Z)V =498 d Jgy=12 Hz
^ = 2 6 3 . 9 d Jpg=12.75 Hz
Vç=285 • 6 d Jcjj=it,5 Hz

Vg=338.2
\’n=355.7

■■e d 'I-Sî Jep=12.75 Hz
Hz

Sistema ABX:D^=321.3,W^=492.04, Vg=457.^7. J^=-17.5,
“8♦5 8, 6 , 9 2 Hz «



-97-

b) 1 — (4—beneiloxibancilidén) — 5-benciloxi—6—tio—4—aza—espiro—
-(2,4)hept-4-en-7-ona

Cristales blancos. Recristalizado de isopropanol, p.f*= 
=77-8°C. Rdt 8ÿ.

Analisis, tabla IV n923, Espectro IR, tabla V n923* Es— 
pectro RMN, tabla VI n-23.
Adicién de diazometano a 2-benciloxi-4-(4-piridin-metilénï-S— 
-(4h )-tiazolona

Se adiciono diazometano segun el método general, obtenien 
dose una mezcla de productos rauy compleja, de los cPales uno
de ellos parece ser segun su espectro RMN el 1-(4-pirid£n)—5—
-benciloxi-6-tio—4-aza—espiro— (2,4)hept-4—en-7—ena.

Espectro RMN (Cl^CD—TMS)
^ A ^ ^  5*8.62 m 2 H arom,
/  A ---CO 5=7.33 s+m 7 H arom.

^ N ^  S <5=5.28 s 2 H -OCHg-
6=3.02 t 1 H (x)
6=2.20 d 2 H (A+B)

Espectro no fiable devido a las impurezas de la muestia, 
de la cual se obtuvo can poca cantidad (Rdt 1/c) que no se pu— 
dieron obtener mas datos que confirmaran esta estructura.

B. — Productos de adicion de diazometano a las 2-bencilti.o-4—
—bencilidén—5(4H)-tiazolonas;

1 —fenil-5—bencilt£o-6—tio—4—aza—espiro-(2,4)hept-4-en—7—ona
Preparado a partir de 2-benciltio—4—bencilidén-5(4H)—tia— 

zolona. Agujas blancas. Recristalizado de isopropanol, p.f.= 
=91_2°C. Rdt 42^

Analisis, tabla IV n^l. Espectro IR, tabla V n-1. Espec— 
tro RMÀ’, tabla VI n^l.
1 — (4—metoxifenil)- 5—benciltio-6—tio—4—aza—espiro— (2,4)hept—
-4-en—7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-4— (4—metoxibencilidén)— 
-5 ( 4ll)— tiazolona. Cristales blancos. Recristalizado de iso —
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propanol, p.f.=90-1°C. Rdt 45^
Analisis, tabla IV nS2, Espoctro IR, tabla V n92, Espe^ 

tro RMN, tabla VI n-2.
1 —(4—nitrofenil) — 5—benciltio—6-tio—4—aza—espiro— (2 ,4)hept—

Preparado a partir de 2-benciltxo-4— (4—nitrobencilidén)— 
-5(4h )—tiazolona* Cristales amarillo pélido* Recristalizado 
de acetato de etilo, p,f.=110-2^0, Rdt 35^

Anélisis, tabla IV nS3* Espectro IR,tabla V nS3* Espec— 
tro RMN, tabla VI n93#
1 — (4—tolil) — 5-bencilt£o-6—tio—4-aza-espiro—(2 « 4)hept—4—en—7— 
—ona

Preparado a partir de 2-benciltxo—4— (4-metilbencilidén)— 
-5(4h )—tiazolona* Cristales blancos, Recristalizado de isopzq 
panel, p,f*=95-5^C, Rdt 45/̂

Analisis, tabla IV n-4* Espectro IR, tabla V n94, Espec 
tro RMN, tabla VI n94.
1-(4—clorofenil)-5-benciltlo-6-tio-4-aza—espiro— (2 * 4)hept—4— 
—en—7—ona

Preparado a partir de 2-benciltio—4-(4—clorobencilidén)— 
-5(4H)-tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de isopi^ 
panol, p,f.=88-9^C, Rdt 37^

Anélisis, tabla IV nS5* Espectro IR, tabla V n^S, EspejC 
tro RMN tabla VI n9$.
1 — f 3—clorofenil ) —5-benciltio-6—tio—4—aza—espiro— (2,4)hept—4—
—en-7-ona

Preparado a partir de 2—benciltio—4— (3—clorobencilidén)— 
5(4h)—tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de isopro— 
panel, p.f.=72-3°C. Rdt 29ÿ

Analisis tabla IV n-6, Espectro IR, tabla V n96, Espec—
tro RMI>r, tabla VI n-G,
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1 -(4-fluorofenil)-5—benciltio—6-tio-4—aza—espiro— (2 ,4)hept—
—4—en-7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-4— (4—fluorobencilidén)— 
—5(4h )—tiazolona# Cristales blancos# Recristalizado de isopro— 
panel, p.f,=67-9°C# Rdt 31^

Anélisis, tabla IV tl-7 • Espectro IR, tabla V nS7 , Espe^ 
tro RMN, tabla VI n°7•
1-(3 «4—metilendioxifenil) —5—benciltio—6-tio-4—aza—espiro—(2,4) 
hept-4-en-7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-4-(3»4—metilendioxiben- 
cilidén)-5(4H)-tiazolona# Producto blanco. Recristalizado de 
isopropanol-eter, p.f.=83-4^C. Rdt 35^

Analisis, tgbla IV n98. Espectro IR, tabla V n^S. Espec— 
tro RMN, tabla VI xi-8,
1 — (4-acetoxifenil)-5-benciltio-6-tio—4—aza—espiro—(2 ,4)hept— 
—4—en—7—ona

Preparado a partir de 2-benciltio—4— (4-acetoxibencilidén)■ 
-5(4h )-tiazolona. Agujas blancas, Recristalizado de isopropa— 
nol, p,f.=77-8°C, Rdt 377̂

Analisis, tabla IV n^^, Espectro IR, tabla V n-9* Espec— 
tro RMN, tabla VI n?9,
1 — (3-acetoxifenil)-5-benciltio—6-tio—4—aza—espiro— (2 ,4)hept— 
—4—en—7—ona

Preparado a partir de 2—benciltio—4— (3—acetoxibencilidén)- 
-5(4n)-tiazolona, Agujas blancas, Recristalizado de isopropa— 
nol,p,f,=85-6*C, Rdt 38fo

Analisis, tabla IV n^lO, Espectro IR, tabla V n^lO, Es— 
pectro RMN, tabla VI n^lO,

1 — (3—acetoxi-4-metoxifenil)-5-benciltio—6—tio—4—aza—espiro—
-(2 ,4)hept-4-en—7-ona

Preparado a partir de 2—bencil tio—4-(3-a.cetoxi-4—raetoxi— 
benciliden)-3(4H)—tiazolona, Agujas blancas, Recristalizado de 
acetato de etilo (muy poco) primero y luego de isopropanol.
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p.f.=112-3*0. Rdt 40^
Analisis, tabla IV n^l1, Espectro IR, tabla V n^ll, Es­

pectro RMN, tabla VI n®1 1•
1 — (3-metoxi-4-acetoxifenil)-5—benciltio-6—tio—4—aza—espiro—
— (2,4)hep t-4-en-7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-4-(3-nietoxi-4-acetoxi- 
benciliden)-5 (4h)—tiazolona, Producto blanco, Recristalizado 
de acetato do etilo, p.f,=108—10*0, Rdt 50^

Anélisis, tabla IV n912, Espectro IR, tabla V n9l2, Es­
pectro RMN, tabla VI n912,
1— (3#4-diacetoxifenil)-5-bencilt£o-6-tio-4-aza-sspiro-(2,4) 
hep t—4—en—7-ona

Preparado a partir de 2—benciltxo—4—(3*4—diacetoxibenci- 
lidén)—5(4H)—tiazolona. Oris tales blancos, Recristalizado de 
etanol, p.f,=115-7*0, Rdt 51^

Analisis, tabla IV n9l3, Espectro IR, tabla V n913« Es­
pectro RMN, tabla VI n913.
1 -(3-metoxifenil)-5—benciltio—6-tio—4—aza—espiro— (2 ,4)hept—
—4-en—7 -ona

Preparado a partir de 2—benciltio—4-(3—metoxibencilidén)— 
-5(4H)-tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de etanol; 
p.f.=64-5*0, Rdt447b

Anélisis,tablaIVn-14, Espectro IR, tabla V n9l4, Es­
pectro RMN, tabla VI n9l4,
1-(4-benciloxifenil)-5—benciltio—6—tio—4—aza—espiro— (2 ,4)hent 
—4—en—7—ona

Preparado a partir de 2-benciltio—4— (4—beneiloxibencili- 
dén)-5(4H)-tiazolona, Cristales blancos, Recristalizado de — 
isopropanol, p,f,=75-5*0.

Analisis, tabla IV n^l5. Espectro IR, tabla V n 91 5. Es­
pectro RfIN, tabla VI n -1 5#
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2-üGnoil t io—4—(4-dime tilaminof enil—1 -e til id en) —5 ( 4H) — tiazolona 
Obtenido a partir de 2-benciltio—4—(4—diraetilaminobenci— 

liden)-5(4H)—tiazolona, Producto rojo, p.f,=81-3*0, Rdt 757̂ . 
Analisis para C^qH^qON^S^
Oalculado; 65,20^ O; 5,47# H; 7,60# N;
Hallado : 65.24# 0; 5.59# H; 7.34# N
Espectro IR (BrK)
1720 cm*"̂  (f ), tension 0=0 tiazolona; 1620 cm  ̂(d) ten­

sion 0=0; 1555 y 1520 cm"^ (m), tension 0=N y 0=0 aroi&C—
tico; 7 4 0, 700 cm"^ (m), monosustitucion aromatica; 840 
(m), 1,4-disustitucion aromatica,

Espectro RMN (OOl^D-TMS)

CHj --' N ^ S
SCHz-CgHg

(1-ace til-indolil-3)-5-benciltio—6-tio-4-aza-espiro— (2 ,4)hept 
-4-en-7-ona

Preparado a partir de 2-benciltio-4-(1-acetil-indolil—3 )— 
-metilen-5(4n)-tiazolona, Producto blanco, Recristalizado de 
isopropanol, p,f,=118-20*0, Rdt 2#

Anélisis, tabla IV nSl6, Espectro IR, tabla V n9l6, Es­
pectro RMN, tabla VI n-16,

3.- Separacién y estudio de la mezcla de productos formada en 
la adicion de diazometano a la 2-benciloxi-4-bencilidén- 
-5-(4h)—tiazolona
A una disolucion de 0,025 moles de 2-benciloxi—4—benci— 

lidén—5 (4n)-tiazolona en benceno, se adiciona una solucion — 
bencénica de diazometano a 40-50*0, tal como se describe en

&=7.?2 d J=9,3 2H aromaticos
5=7 3 7 s 5H aroraaticos
S =6 , 6 2 d Ji=9.3 2H aromaticos
S =4,48 s 2H S-CHg
6 =3 . 0 5 s 6H (CH ) -N
5 =2 ,6 7 s 3H CHj
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el método general anteriormente mencionado (ver pg. 93)* Del 
aceite residual obtenido después de eliminar el benceno a va 
CIO, se separaron seis productos por cromatografla en capa — 
fina preparutiva sobre silicagel con benceno como di­
solvente y una mezcla benceno-acetato de etilo 1:4 (v/v) como 
eluyente para las fracciones del frente y 1:1 (v/v) para las
fracciones mas proximas al origen.

Los productos separados se describen a continuacion:
Compuesto 1#— Se identified como 2-benciloxi—4— (l—feniletili 
déi^5(4H)-tiazolona* Producto blanco, con Rf C: 0.45# Recrista 
lizado de raetanol-acetato de etilo, p,f.=55—6^0*

Anélisis para C^gH^^O^NS
Calculado: 6 9.89# C; 4.88# H; 4.52# N; 10.35# S 
Hallado : 69.14# C; 4.?2# H; 4.45# N; 10.00# S 
Espectro RMN (CCl^D-TMS)

CH S=7,4 s+m 1 0 H  arom. 
6=5.35 s 2 H -OCH^
6 =2.58 s 3 H CH3

Compuesto 2. — Se identifica como la (Z)-1—fenil—5—benciloxi—6—
—tio—4-aza-e^piro— (2 ,4)liept-4-en—7—ona. Producto blanco, con 
Rf — 0.40. Recristalizado de isopropanol, p.f.=77-8°C. Rdt 33# 
El compuesto es identico al descrito en la pagina 94.
Compuesto 3.- Identificado como(E^1—fenil^5—benciloxi-6—tio— 
-4-aza-espiro-(2,4)hept-4-en-7—ona. Producto blanco, con Rf 

0 .2 8; p.f.=84-5°C.
Anâlisis para C^gH^ ̂ O^NS

Calculado: 6 9.89# C; 4.59# H; 4.69# N; 10.63# S 
Hallado : 6 9.89# C; 4.88# H; 4.52# N; 10.34# S
Espectro RIIT'T (CCl^D-TMS)
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co
s =7.42 s 5 H arom*
5=7*30 s 5 H arom.
S =5.42 s 2 H -OCH^*
5=3.4 m 1 H (x)
S =2.22 ra 2 H (A+B)

Compueato 4#— Provisionalmente se le asigna una estructura — 
de 2-fenll—5-t>Gnciloxi-6-tio-4-aza—espiro— (2,5)oct—4-en—8—ona 
Producto blanco con Rf c: 0.14. Recristalizado de metanol, p.f. 
=66-7*0.

AnAlisis para
Calculado: 70.59^ C; 5.26# H; 4.33# N; 9.91# S 
Hallado : 69.73# C; 4.91# H; 4.32# N; 9.39# S
Espectro IR (BrK)
1685 cm"^ (f), tension 0=0, 1635 cm*’̂ (f), tension C=N; 

1185 cm  ̂ (f), tension 0-0; 7^0, 7OO cm  ̂ (m), raonosustitu— 
cion aromatica,

Espectro R}IN (CCl^D-TMS)

]2 H (Y+Z) ,3 Hz-I
,6 Hz-̂

5 » J^=9.3 Hz 
3# Jgj^=-5.3 Hz 
3; J^=-5.3 Hz

Compuesto 5«— Identificado como 5-fenil-7-benciloxi-11—oxa- 
-S-tia-2,3f6-triaza-diespiro(4,4,2,0)dodeca—2,6-dieno. Pro— 
duc to blanco, con Rf C: 0.05. Recristalizado de isopropanol— 
-dioxano, p.f.=l63-4*C (c.d)

Analisis para C^qH^^N^O^S

S =7 .3 1 s 10 H
^ =4 .8 9 d JZY=
s =4 . 5 2 d
s =3 . 6 9 d •̂ CD=
s =3.48 d
^ = 3 . 2 5 t Jx^=i
^ = 2 . 3 0 c
5^=1. 9 2 c Ja x ='
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Calculado: 65.75# C; 5.20# H; 11.50# N; 8 .7 6# S 
Hallado : 6 5.56# C; 5.15# H; 11.48# N; 8 .67# S 
Espectro RMN (IOO Mz) (Cl^CD-TMS)

Q
< =7 2 5
S=470
i=488.7
'ï=348
'J =335.5 
S =280.8
i=2 6l . 5

m
d
d
c
c
d
d

10 H arom.
J^=-12 Hz 
Jy^=-1 2 Hz

= 4 . 5  Hz, Jp.„=1.5Hz"DC
1 »5 Hiz,

JCD= Hz
1 2 .5 Hz

DE' 
Jf e =’25Hz

Sistema ABX:
V^=322.5, \^=492.1, '^=465.3. J^=-17.5 Hz, Hz, J^^=
=6 « 3 Hz.



-105-

III.- REACCIONES DE HIDROLISIS DE LAS ESPIR0TIA20L0NAS

1 Hidrolisis basica parcial. Apertura del anillo de tiazolona
a) Hidrolisis parcial de 1-fenil-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espi- 

ro-(2,4)hep t-4-en-7-ona.
M^todo A
1 g del espiroderivado se adiciona a una solucion etan<$Xî  

ca de potasa ( 1 g en 15 ml) y la mezcla se agita durante unas 
3 hrs. a temperatura ambiante. Se sépara un precipitado blanco 
por fil trac i<5n, y se lava primero con un poco de etanol y de^ 
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.=8l-2*C, y que se identified por es— 
pectroscopias IR y RMN y analisis, como una mezcla de 1-bencil 
oxicarbonilaraino-2-fenil—ciclopropanocarboniltioato de etilo y 
su isomero 1 —benciloxitiocarbonilaraino-2—fenil—ciclopropanocar 
boxilato de etilo (ver pg. 52). Analisis, tabla XII n^l. Espèce 
tro IR, tabla XIII n^4. Espectro RMN, tabla XIV n^é.

La solucion acuosa se acidulo con écido clorhidrico dilui 
do hasta pH — 3, con lo que précipité un solido blanco que se — 
recristalizo de benceno-éter de petroleo, con p.f.=128-9*C. El 
producto se identified, por analisis elemental (tabla XII nS2), 
espectro IR (tabla XIII n53), espectro RMN (tabla XIV n58), y 
por desulfuracidn con Ag^O (ver pg.1 06) como una mezcla forma- 
da por los dos acidos correspondientes a los dos esteres et£li 
cos citados ante ri omen te y de estructuras (LXI) y (LXII) (ver
PS* 5 2).

Método B
1 g del espiroderivado se suspende en una disolucidn acujo 

sa de potasa (1 g en 15 ml), A la mezcla se le van anadiendo — 
gotas de dioxano o de tetrahidrofurano hasta disolucidn comply 
ta, y se abandona agitando varias horas. Se élimina el disol—
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vente organico a vacio, y se acidula la solucién acuosa con 
HCl diluido# Précipita un sélido blanco, que se recristali— 
za de benceno, de p.f.=128-9*0, y cuyos analisis elemental 
y espectros IR y RMN coinciden con los de los correspondien 
tes a la mezcla de los dos acidos del apartado a) anterior*

b) Desulfuracidn de la mezcla de écidos originada en la hi— 
drélisis parcial de 1-fenil-5-benciloxi—6-tio-4-aza—espi- 
ro-(2,4)hept-4-en-7-ona

Método A (Basado en (68))
Se disuelven 1.7 g de la mezcla de Acidos obtenida en 

el apartado a) en una disolucidn de 1.75 g de Na^CO^ en 30  

ml de agua. Se ahade agitando una disolucidn de 1.8 g de — 
AgNO^ en 15 ml de agua. Se agita durante 1 h y deja estar 
toda la noche. Se sépara el Ag^S por filtracidn y se aci— 
dula la disolucidn, con lo que précipita un producto bian­
co que recristaliza de benceno de p.f.=158-9^0. Se identi­
fied como el acido 1-benciloxicarbonilaraino-2-fenil-ciclo— 
propanocarboxllico. Analisis, tabla XII n-3» Espectro IR, 
tabla XIII n91. Espectro RMN, tabla XIV n^l.

Método B (Basado en (6 9))
A una disolucidn en éter de 1 g de la mezcla de aci­

des obtenida segun el apartado a) precedente en la hidré— 
lisis parcial de 1 —fenil-5-benciloxi-6-tio—4-aza-espiro—
(2,4)hept-4-en-7-ona, se ahade un exceso de Ag^O. Se deja 
agitar toda la noche. El Ag^O en exceso y el Ag^S formado 
se separan por filtraccién. Se élimina el disolvente orgA 
nico a vacio. El residue es un sélido blanco de p.f.=158— 
-9°C, y cuyo anAlisis elemental y espectros IR y RMN coin 
ciden con los del producto obtenido por el método A para 
el acido 1-benciloxicarbonilamino-2-fenil—ciclopropanocar 
boxilico.
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c) Metanolisis de 1-fenil-5-benciloxi-6-tio-4— aza-espiro—
(2.4)hept-4-en-7~ona
A una disolucion de 1 g del espiroderivado en 2 ml de 

metanol caliente, se afiade una cantidad catalitica de me to 
xido sodico (media lente ja de sodio en 5 ml de metanol). - 
Se agita durante 0.5 h. Se élimina el disolvente a vacio y 
se obtiene un solido rosaceo, que recristaliza de isopropa^ 
nol, de p.f.=91—2*0. El producto obtenido se identifie© — 
por analisis (tabla XII n-k)f espectro IR (tabla XIII n-6) 
y espectro RMN (tabla XIV n97)jcomo una mezcla de los es— 
téres metilicos correspondientes a los Acidos 1—benciloxi 
carbonilaimino-2-fenil-ciclopropanocarboniltiAlico y 1-ben 
ciloxitiocarbonilaraino-2-fenil—ciclopropanocarboxilato de 
etilo (ver formulas (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 estje 
res metilicos originada segun el apartado c), se trata con 
un exceso de Ag^O, segun el método general B descrito en 
la pg. 106. Se obtiene un sélido blanco, que se recristali 
za de metanol-agua, con p.f.=65—6*C, y se identifica como
1-benciloxicarbonilamino-2-fenil-ciclopropanocarboxilato 
de metilo. Analisis, tabla XII Espectro IR, tabla XIII
n^2. Espectro RMN, tabla XIV nS2,

2.- Hidrdlisis basica total. Acidos 1-amino-2-aril-ciclo- 
propanocarboxilicos

a) Hidrdlisis de 1—aril-ï-benciltio-6-tio—4-aza-espiro—
(2.4)hept-4-en-7-onas
Procedimiento general
A una disolucidn de KOH en etanol (l*5 S en 50 ml) se
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agregan 2 g del correspondiente espiroderivado. Se agita a 
unos 40—50*C durante unos minutos* El producto se disuelvo 
rapidamente y, tras corto tiempo, comienza a crist.alizar - 
una nueva sustancia* Se deja a temperatura ambient© duran­
te 1 h y después en re fri ge rad o r toda la noche, Al dfa si— 
guiente, se filtra el producto, se lava con éter y se seca 
rapidamente. Se disuelve en poca agua (unos 20 ml) y la s_o 
lucion se acidula con HÇl conc. hasta pH 1. Se desprende - 
un gas maloliente y précipita una sustancia que se red i sue 1. 
ve a medida que baja el pH, Quedan unos pequehos residues 
sin disolverî la disolucion se trata con carbon activo y — 
se filtra, El pH se lleva a 6.5—7 por adicion de una diso­
lucion concentrada de K^CO^ , Por rascado de las paredes y 
enfriamiento (y a veces eapontaneamente) cristaliza el co­
rrespond i en te aminoacido, que se filtra y se recristaliza, 
la mayor parte de les veces de agua,
b) Hidrélisis de las 1-aril-5-benciloxi—6-tio-4—aza—espiro— 

-(2,4)hept-4-en-7-onas
Procedimiento general
A una disolucion de KOH en etanol (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 solido blanco que se filtra y se lava con un 
poco de alcohol y después con éter, El precipitado se di— 
Suelve en agua, y se lleva con HCl al 50# hasta pH 1-2. La 
disolucion se trata con carbén activo y se filtra, El pH — 
se lleva a 6.5—7 por adicion de una disolucion concentiada 
de K^CO^, con lo que précipita el aminoAcido.

Utilizando uno de estos procedimientos —y en ocasiones 
ambos— se han preparado los siguientes arainoacidos;
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Acido 1 —amino—2—fenil—ciclopropanocarboxilico
Preparado por hidrolisis alcalina de la 1—fenil—5—benm 

ciltio-6—tio—4-aza-espiro-(2,4)hept-4-©n—7—ona y de la 1 —fe 
nil—5-benciloxi-6—tio—4—aza-espiro-(2,4)hept-4-en-7-ona. — 
Cristales blancos, Recristalizado de agua^ p•f,=156-7^0, —
Rdt 60#.

AnAlisis para C.̂  ̂O^N
Calculado: 6?.95# C; 6,38# H; 7 .67# N 
Hallado : 67.77# C; 6 .25# H; 7.90# N
Espectro IR, tabla VTI n^i . Espectro RMN, tabla VIII -

nSi ,

Acido 1 —amino-2-(4—metoxifenil)-ciclopropanocarboxilico
Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(4-metoxife— 

nil)-5-benciltio-6-tio-4-aza—espiro— (2 ,4)hept-4-en-7-ona y 
de la 1— (4-metoxifenil)-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espiro— (2 ,4 ) 
hept-4-en-7-ona, Cristales blancos, Recristalizado de agua, 
p.f.=186-7*0. Rdt 75#.

Espectro IR, tabla VII n-2» Espectro RMN, tabla VIII —
n22,
Acido 1-amino-2-(4-tolil)-ciclopropanocarboxxlico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(4-tolil)—5— 
—benciltio-6-tio-4-aza—espiro— (2,4)hept-4—en—7-ona, Produc­
to blanco, Recristalizado de agua, p.f.=179—80*C, Rdt 38#. 

Espectro IR, tabla VII n93. Espectro RMN, tabla VII —
n23.
Acido 1-amino-2-(4-clorofenil)—ciclopropanocarboxilico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(4-clorofe— 
nil)-5-benciltio-6-tio—4—aza-espiro— (2,4)hept—4-en—7-ona y 
de la 1-(4-clorofenil)-5-benciloxi-6-tio-4-aza-espiro— (2 ,4) 
hept-4-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 benciloxiespiroderivado.

Espectro IR, tabla VII n-4. Espectro Rf-H'I, tabla VIII —
n?4.
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Acido 1-amino-2— (3—clorofenil)—ciclopropanocarbox£lico
Preparado por hidrolisis alcalina de la 1-(3-clorofe- 

nil)-5-bencilti0-6—tio—4-aza-espiro-(2 ,4)hept-4-en-7—ona. 
Cristales blancos. Recristalizado de agua, p .f.=148-9*C,
Rdt 40#.

Espectro IR, tabla VII nS5» Espectro RMN, tabla VII —
n?5.
Acido 1-amino-2-(3,4-metilendioxifenil)-ciclopropanocarboxI— 
lico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la l-(3,4-metilen 
dioxifenil)-5-bencilti0-6-tio-4—aza-espiro—(2 ,4 )—hept—4-en— 
-7-ona. Laminas brillantes, Recristalizado de agua, p.f.= 
=158-9*0. Rdt 75#.

Espectro IR, tabla VII n ° E s p e c t r o  RMN, tabla VIII —
nS6.
Acido 1—amino-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-ciclopropanocarbo— 
xilico

Preparado por hidrdlisis alcalina de la 1-(3-acetoxi—4- 
-me toxif enil) -5-bencil tio-6-tio-4-aza-e spiro.( 2,4 ) hep t-4-en— 
-7-ona, En este caso Ir 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 residue se disuelve en agua (solucidn amard. 
11a). La solucidn se lleva a pH=1 con HCl conc. Se trata con 
carbon activo. Se extraen con dter impurezas de color amari 
llo. Se lleva a pH 7 por adicidn de una solucidn concentrada 
de K^CO^^y por enfriamiento cristaliza un producto blanco - 
que se 1 iltra y se seca. Se recristaliza de agua, p.f.=l69— 
-70*C. Rdt 33#.

Espectro IR, tabla VTI n-7* Espectro RMN, tabla VII —
n97.
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Acido 1 —amino-2- ( 3-înetoxifenil) -ciclopropanocarboxilico
Preparado por hidrolisis alcalina de la 1-(3-metoxife—

nil)—5-henciltio-6-tio-4-aza—espiro-(2 ,4)hept—4-en-7-ona.
Producto blanco. Recristalizado de agua^ p.f.=149—50?C. Rdt 

Espectro IR, tabla VTI n^S. Espectro RMN, tabla VIII -
n98.
Hidrolisis basica de 1-f4-benciloxlfenil)-5-benciItio-6-tio— 
-4-aza-espiro-(2,4)hept-4-en—7—ona

La hidrolisis se hace segdn el método general (pg. 107)» 
precipitando en medio acido un solido blanco que no se redi— 
suelve al b&jar el pH,Este producto se filtra, se lava con — 
etanol y después con éter y se recristaliza de dimetilforma— 
mida, p.f.=l87-9°C. Rdt 71#

Espectro IR (BrK)
3 0 0 0 -2 7 5 0 cm  ̂ (b.a.), tension N-H; 1620 cm"^ (f), banda

I; 1575 cm~^ (f), deformaciones del N-H; 1520 cm~^ (f), gru- 
po carboxilato ionizado; 1545 cra**̂ (f), tension C-0; 740, 69O 
cm  ̂ (m), monosustitucion aromatica; 830 cm  ̂ (d), 1 ,4-disue
titucién aromatica,

Espectro RMN ((D^O + K0H)-DDS)
=6 . 8 8 s 5 H arom,H H® S =6 ,7 m 3 H arom.

c C H  S = 4 . 4 9  s  2  h  0 - C H g
NHg 5 =2 . 5  t.d 1 h (X)

6=1.6 c J ^ = 9 #3 J^=-5.3 1 H (a )
8 =0 .91 c Jg^=-5.3 1 H (B)

Espectro de masasi ra/e=283 (M^)î m/e=265 (M^—18);m/e=91
Hidrolisis alcalina de 1-(4-benciloxifenil)-5—benciloxi-6—tio- 
-4—aza-espiro—(2,4)hept-4-en—7—ona

La hidrolisis se hace segun el método general (pg.108), 
precipitando en medio acido un solido blanco que no se redi- 
suelve al disrainuir el pH, Este producto se filtra, se lava 
repetidas veces côn agua y se seca. Recristalizado de bence
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no—^ter de petroleo, p,f.=l42—3^C, Rdt 86̂ b,
Analisis, tabla XII n-6« Los espectros IR y RMN del — 

producto, sugieren que se trata de una mezcla de les ^cidos 
isomères posibles per simple apertura del anillo de tiazolo 
na: los acidos 1 - (benciloxitiocarbbnilajnino )—2—(4-bonoilo— 
xifenil)-ciclopropajiocarboxilico y 1 — (benciloxicarbonilami— 
no)—2-(4-benciloxifenil)-ciclopropanocarbotioico# Que este 
era asi, se confirmé desulfurando la mezcla con Ag^O segun 
el metodo A (pg, 106), lo que condujo a un producto bianco 
nuevojcon p,f,=l82-4°C (de benceno), que se identified co- 
mo dcido l-benciloxicarbonilamino-2-(4—benciloxifenil)—ci— 
clopropanocarboxilico• Analisis, tabla XII n-7* Espectro IR 
tabla XIII n93# Espectro RTIN, tabla XIV n-3»
Hidrolisis alcalina de 1-(4-nitrofenil)-5-benciloxi-6—tio- 
-4-aza-espiro-(2,4)hept—4-en-7-ona

La hidrdlisis se realizo por el procedimiento general 
p ira los benciloxiderivados (ver pg. 108), pero el precipi— 
tado obtenido en la precipitacion isoelectrica, resultd ser 
un producto negruzco intratable, que se abandond.
Hidrolisis alcalina de 1-(3 d 4-acetoxifenil)—5—benciltio— 
-6-tio-4—aza-espiro-(2,4)hept-4-en-7-onas

Se hizo segun el procedimiento general de hidrolisis — 
para los benciltioderivados (pg. 10%). En el proceso de hi- 
drdlisis, la solucidn se colorecT de amarillo intense, no ob 
toniendose ningun precipitado de la misma. Se evaporo el di 
solvente a vacio hasta sequedad y se obtuvo un producto os— 
euro resinoso intratable, que se abandond.
Hidrolisis alcalina de 1-(3 Q 4-acetoxifenil)—5~benciloxi^
— 6—tio-4—aza-espiro-(2,4)hep t-4—en—7—ouas

Se realizo segun el metodo general de hidrolisis para 
los benciloxiderivados (pg. 108). A1 calentar la solucidn ba 
sica, tomo' color oscuro. A1 enfriar précipité un solido araà 
rillo que,una vez filtrado, se disolvié en agua, pero que no



-113-

reprecipito hacia pH=6.5« Se evaporo el disolvente hasta 
quedad y se obtuvo un residue negruzco intratable que se a— 
bandend.

c) Hidrdlisis basica de las 1-(acetoxifenil)—5-benciltio-6—
—tie—4—aza-espiro-(2,4)hept—4—en—7—onas! Hidrocloruros - 
de los acidos 1-amino-2-(hidroxifenil)—ciclopropanocarbo— 
xflicos

Mdtodo A
A una disolucidn 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 nitrdgeno. A1 
cabo de 2 h, se élimina el disolvente organico por evapora— 
cion en una bomba de vacio, y el agua por liofilizacidn. El 
residuo se disuelve en la minima cantidad de agua, y se ac^ 
dula con HCl cone. Se agita con carbon activo y sé filtra.
La solucidn se extrae repetidas veces con eter, se recoge — 
la fase acuosa y se evapora el agua hasta sequedad. El res^ 
duo se extrao repetidas veces con etanol, se evapora este a 
vacio hasta sequedad y se obtiene el hidrocloruro del corres 
pondiente aminoacido. Estos hidrocloruros no suelen crista- 
lizar bien y son normalmente higroscdpicos, por lo cual no 
pudieron obtenerse analisis elementales satisfactorios,

Metodo B
A una disolucidn 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 — 
nitrdgeno. La solucidn se acidula con HCl conc. (unos 4 ml) 
y el CIK forinado se élimina por fil trac idn . Se evapora el- 
disolvonte a vacio, y el residuo se disuelve en agua. La fa 
se acuosa se extrae repetidamento con éter, reuniendo los —
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©xtractos etereos. La fase acuosa se evapora a sequedad con 
a>a.ida de una mezcla de etanol—benceno, obteniendose corao re 
siduo el hidrocloruro del ciclopropilaminoacido corrospon— 
diente.

De la fase etérea, despues de eliminar a vacio casi tjo 
do el disolvente, oristalizajsegun los casosjel producto de 
hidrolisis parcial, el producto de ciclacldn, o ambos^ que se 
detallaran en cada caso.

Siguiendo uno de estos metodos générales (o axnbos), se 
prepararon los siguientes compuestos %
Hidrocloruro del acido 1-amino-2-f4-hidroxifenil)-ciclopro- 
panocarboxilico

Preparado a partir de la 1 — (4-acetoxifenil)-5-bencil- 
tio—6-tio—4—aza-espiro-(2,4)hept-4—en-7-ona por los metodos 
A y B, Producto amarillo anaranjado. Récristalizado de eta— 
nol—éter. Su p,f. no se pudo determinar por ser rauy higros— 
copico. Rdts: 64^, método A; 35^ método B,

Analisis, tabla IX n^lO; Espectro IR, tabla X n . Es- 
pGctro RMN, tabla XI n-8,
Hidrocloruro del dcido 1-amino—2— (3-metoxi—4—hidroxifenil)—
—ciclopropanocarboxilico

Preparado a partir de 1-(3-metoxi-4—acetoxifenil)-5—ben 
ciltio—6—tio-4—aza-espiro— (2,4)hept-4-en-7“ona por los méto— 
dos A y B, Producto amarillo crema. Récristalizado de aceto— 
nitrilo con unas gotas de etanol^ p .f.=189-90^C, Rdts: 50^ 
método A; 22^ método B,

Analisis, tabla IX n^B. Espectro IR, tabla X Es—
pectro RlIN, tabla XI n^ll,
Hidrélisis basica de 1-(3-acetoxifenil)—5-benciltio-6-tio—4- 
-aza-espiro— (2,4)-hept-4-en-7-ona

En la hidrélisis basica de este ciclopropilderivado s^ 
giin los métodos générales A y B se obtiene, ademas del hidrjo
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cloruro del acido 1-amino-2-(3-hidroxifenil)-ciclopropano— 
carbox£lico, otro producto identificado corao el acido (î —tio_ 
carbonil-3,4—me til en- ( 6—hidroxi te tràhidroisoquinolefn) ) —3— 
-carboxflico, Cuando la reaccidn de hidrdlisis se realiza 
en medio etandlico (segun el metodo general B) y a baja tara 
peratura, résulta en gran proporcidn el ester etilico del 
acido formado al abrirse el anillo de tlazolona del ciclopro 
pilderivado que se trata de hidrolizar. Las caracteristicas 
y propiedades de estos compuestos se resuraen a continuacion:
a) Hidrocloi*uro del acido 1-amino-2-(3~hidroxifenil)—ciclo— 

propanocarboxilico
Producto amarillento* Su p.f. no se pudo determinar por 

ser muy higroscopico* Rdts: 40^ metodo A; 15^ método B*
Espectro IR, tabla X n^11, Espectro RMN, tabla XI nS9,

b) Acido 1 —tiocarbonil-3$4—metilen— 6-hidroxitetrahidroiso— 
quinolein —3-carboxilico

Producto nue cristaliza de los extractos etereos résul­
tantes de lavar la solucidn acuosa acida en la que se encuen 
tra el hidrocloruro, al seguir los metodos générales A d B, 

Sdlido amarillo, que recristaliza de etanol, con p,f.= 
=193-6°C. Rdt 25^

Analisis para C^^H^O^NS
Calculado: 56.17# C; 3.85# H; 5.95# N
Hallado : 55*93# C; 4.08# H; 5.77# N
Espectro RMN ((CByjgSO^TMS)

S =1 0 . 1 3 s 1 H (COOH)

HO COOH 5 = 8.58 d g =8.6 Hz 1 H (H^)
1 2

5=6.98 d J„ „ =3.02 Hz 1 H (H. ) 
*4*2



S =6 .8 3 c Hz,

<S=2.99 c Hz,
' " V b "

S=2.07 c Hz,

s =0 . 6 8 c Hz,
V a "'

—  11 6—

D nz I XI ' 2

5 Hz 1 H (H%)

.6 Hz 1 H (H^)

.6 Hz 1 II (Hg)

c) De los extractos etéreos de lavado de la solucidn acuo— 
sa (mdtodo general B), se sépara un producto blanc o con un 
Rdt del 30# y que recris talizado de etanol da p • =1 1 6—9^0» 
Segdn su analisis (tabla XII nS 9 ), espectro IR (tabla XIII 
n - 8), espectro RMN (tabla XIV n9 5 ) el producto parece ser 
una mezcla de los estdres etflicos de los acidos 1—bencil— 
tiocarbonilamino-2-(3-hidroxifenil)—ciclopropanocarboniltid 
lico y 1-bencilditiocarbonilamino—2-(3-hidroxifenil)—ciclo— 
propanocarboxilico•
Hidrdlisis basica de 1-(3—acetoxi-4—metoxilenil)—3-benciltIo— 
-6-tio-4-aza-espiro-(2,4)hept-4—en-7-ona

En la hidrdlisis de este conipuesto segun el mdtodo gene­
ral B, se obtienen fundamentalmente los dos productos que a 
continuacidn se describen;
a) Hidrocloruro del acido 1 —amino—2— (3—hidroxi—4-metoxifenil)• 

—ciclopropanocarboxilico
Producto naranja# Su p.f, no se pudo determinar por ser 

muy higroscdpico• Rdt 25#.
Espectro IR, tabla X nS 12. Espectro RMN, tabla XI n^ 10»

b) Acido 1 - tiocarbonil-3 , 4-metildn-( 6-hidroxi—7~nietoxi—te tra- 
hidroisocuinoleln)—3~carboxxlico
Producto que cristaliza de los extractos etdreos resultan 

tes de lavar la solucidn acuosa acida en la que se encuentra 
el hidrocloruro. Producto blanco amarillento. Recristalizado 
de etanol, p,f,=225^C. Rdt 30#*
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Analis is para ^O^NS
Calculado: 34.34^ C; 4.l8ÿ II; 5,28# N; 12.06# S
Hallado : 54.14# C; 4.24# H; 4.98# N; 11.52^^ S
Espectro IR (BrK)
3280 cm*”  ̂ (b.a.)f tensi(5n N-H; 16985 cm  ̂ (f), tension 

0=0; 1580 cm~^ (f), deformaci(5n N—H.
Espectro RI-IN ( ( CD^)^SO-TMS)

£=10.2 s 1 H (COOH)
6 =7 . 2 7  s 1 H (H,)
5 =7.02 s 1 H (H^)
6=3.83 s 3 H (OCH )

J^=9*6 IIz , J^=6.6 Hz 1 H (H^) 

c J ^ = 9 .6 IIz, J^g=-4.6 Hz 1 H (H^)

HO COOH

CH,

S  =2 . 9 6  

S = 2.02 
<§ =0 . 5 8

AB
J^^^=6,6 Hz, J^A=-4.6 Hz 1 H (h^)BA B-

Espectro de masas
m/e: 266 (M^); 221 (M+-COOH); 194; 178; 162 (l94-S); -

150 (194-CS)

Hidrolisis de 1 -fenil-5-ben.ciltlo-6—tio-4-aza—espiro-(2,4) 
hept-4-en-7-ona con tampdn BO^H^/NaOH (70, 71)

Método A
1 g del espiroderivado se afiade sobre una mezcla de 20 

ml de tanipén BO^H^/NaOH (0 .I5 M, pH=12) y 10 ml de etanol — 
absolute. Se tiene dos dxas agitando. En todo moraento hay - 
un sdlido on suspension que se filtra y recristaliza de eta 
nol, p.f.=112—7°C. Segdn su anélisis (tabla XII n - 8), espejc 
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 acidos 1-bencil tiocarbonilainino—2—f enil—ciclopropano 
carboniltidlico y 1 —bencilditiocarbonilamino—2—fenil-ciclo— 
propanocarboxxiico.
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Metodo B
A una disolucidn de 1 g del ciclopropilderivado en 25 

ml de dioxano se agregan 25 ml de tampdn BO^H^/NaOH (0 .I5M, 
pH=12). La mezcla se mantiene bajo agitacidn durante tres 
dias* Se evapora el disolvente orgénico a vacio# Se filtra 
algun resto insoluble, y la disolucidn se lleva a pH=1 con 
HCl al 50#* Se evapora el disolvente a vacio, y el residuo 
se extrae con etanol# Se élimina nuevamente el disolvente 
a vacio y el residuo se extra repetidas veces con acetato 
de etilo y con dter, hasta eliminar el acido bdrico# El ire 
siduo sdlido se extrae con etanol caliente y se filtra el 
res to sdlido que se desecha# Se élimina el etanol y el re­
sidue se recristaliza de etanol—dter para dar cristales de 
p , f , =207-8*^0 de hidrocloruro ^el acido 1-amino-2-fenil-ci— 
clopropanocarboxllico, identicos a los obtenidos por otro 
procedimiento (ver pg#120)#

El curso de la hidrdlisis se puede seguir^ tomando mue_s 
tras allcuotas de la mezcla de reaccidn con el tiempo^y a— 
nalizando colorimetrieamente la formacidn de grupos amino 
con ninhidrina por croinatografla en papel.
Intentes de obtener el hidrocloruro del acido 1-ainino-2- 
-(3 $ 4—dihidroxifenil)-ciclopropanocarboxilico
a) 1 g de 1—(3 ,4-diacetoxifenil)-5-benciltio-6-tio—4-aza— 
-espiro-(2,4)hept-4-en-7-ona se soraetid a hidrdlisis con 
tampdn de boirato—dioxano, segun el mdtodo B descrito ante— 
riormente para la hidrdlisis del analogo fen£lico# El re— 
siduo obtenido al final, despues de eliminar el etanol)era 
una tierra negruzca que hubo que descartar.
b) 1 g de 1-(3 ♦4—diacetoxifenil)-5-benciltio-6-tio-4—aza- 
espiro-(2,4)hept-4-en-7~ona, en cada caso, se soraetid a hj. 
drdlisis con KOH segun el metodo general A (pg. 113) o con 
potasa en etanol, segun el metodo general B (pg. 113)#
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En una de las experiencias por el método Af se obtuvo 
un 21# de rendimiento de un producto oscuro y muy higros— 
copico, cuyo espectro RMN (tabla XÎ, n^13) sugeria que se 
trataba del hidroclomiro del aminoacido deseado# No obstan 
te, reiterados intentes de repetir la preparacion fueron 
infruetuosos, conduciendo a tierras negras intratables,

3#— Hidrolisis acida de 1-fenil-5-benciloxi-6-tio-4-aza- 
—espiro— (2 ,4)hept-4-en-7-ona; hidrocloruro de la 2-a- 
mino—4-fenil- V-butirolactona

Vi2 g del espiro-derivado se suspenden en 20 ml de HCl 2N 
Se anade etanol hasta disolucion compléta del espiroderiva— 
do. La disolucion se refluye durante dos horas. Se élimina 
todo el disolvente a vacio y el residuo se recristaliza de 
etanol, para dar cristales blancos con p.f.=243-4^0.

Analisis, tabla XV n^l , Espectro IR, tabla XVI n^l , E_s 
pectro RMN, tabla XVII n-1 •
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IV. TILIT.'JIIEXTO CON .■.GIDOS INORG.b.TCOS BE LOS ACIDOS 1-ATII- 
N0-2-ARIL-CI CLOPROP.LNO C;j?BOXILI COS

1 .- Hidrocloruros de los Acidos 1 —amino-2-aril-ciclopropajio- 
carboxxlicos
Método general
0 . 5  S del aminoacido correspondiente suspendidos en unos 

20 ml de una solucidn etanol-clorhxdrico (30#), se calientaui 
a ebullicidn hasta disolucidn total. La solucidn se filtra y 
se evapora el disolvente a vacxo. El residuo se recristaliza 
de un disolvente apropiado.

Segun este método general se han preparado los slguien— 
tes hidrocloruros:
Hidrocloruro del acido 1-anino-2-fenil-ciclopropanocarboxx— 
lico

Preparado a partir del acido 1-amino-t—fenil-ciclopropa- 
nocarboxxlico. Producto blanco. Recristaliza de etanol-éter, 
p.f.=207-8*0.

Analisis, tabla IX n^l, Espectro IR, tabla X n^l. Espec­
tro RMN, tablaXI n^l.
Hidrocloruro del acido 1-amino-2-(3~metoxifenil)-ciclopropa- 
nocarboxllico

Preparado a partir del acido 1-ciraino-2-(3-nietoxifenil) — 
-ciclopropanocarboxxlico. Producto blanco. Recristalizado de 
etanol-éter, p .f.=17 6-7°C.

Analisis, tabla IX 0 ^9 , Espectro IR, tabla X n^lO. Espec^ 
tro RMN, tabla XI n9l2.
Hidrocloruro del écido 1 —amino-2-(4-me toxi fenil)_c i c1op ropa- 
nocarboxxlico

Preparado a partir del acido 1-araino-2-(4-raetoxifenil)- 
-ciclopropanocarboxxlico, segiin el método general. Producto
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blanco. Recristalizado de etanol, p^f.=198-9*0.
Analisis, tabla IX n-2. Espectro IR, tabla X n92. Es­

pectro RMN, tabla XI n92.
Hidrocloruro del acido 1-amino-2-(4-tolil)—ciclopropano— 
carboxxlicQ

Preparado a partir del acido 1-amino-2-(4-tolil)—ciclo— 
propanocarboxilico. Producto blanco. Récristalizado de eta— 
nol-éter, p.f.=191-2*0.

Analisis, tabla IX nSg, Espectro IR, tabla X Espe£
tro RMN, tabla XI n®3#
Hidrocloruro del acido 1-amino-2-(4-clorofenil)-ciclopropa— 
nocarboxxlico

Preparado a partir del acido 1-amino—2— (4—clorofenil)- 
-ciclopropanocarboxxlico. Agujas blancas. Récristalizado de 
etanol-éter, p .f.=190-1*0 .

Analisis, tabla IX n-4. Espectro IR, tabla X n-4. Espec­
tro RMN, tabla XI n^4.
Hidrocloruro del acido 1 —ainino-2-(3—dorofenil)-ciclopropa— 
nocarboxxlico

Preparado a partir del acido 1-amino—2— (3—clorofenil)« 
-ciclopropanocarboxxlico. Agujas blancas. Recristalizado de 
etanol-éter, p.f.=172-5*C.

Analisis, tabla IX n-5» Espectro IR, tabla X n-5# Espec­
tro RMN, tabla XI nS5.
Hidrocloruro del acido 1-amino-2-(4—fluorofenil)—ciclopropa— 
nocarboxxlico

Preparado a partir del acido 1-amino—2— (4-fluorofenil)— 
—ciclopropanocarboxxlico. Producto blanco. Recristalizado de 
etanol-éter, p.f.=212-3°C.

Analisis, tabla IX n-6 . Espectro IR, tabla X n^ô. Espec­
tro RT'ÎN, tabla XI n-6 .
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Hidrocloruro del écido 1-amino-2-(3.4-metilendioxifenil)- 
ciclopropanocarboxilico

Preparqdo a partir del écido 1-amino-2-(3,4-metiléndi- 
oxifenil)-ciclopropanocarboxilico. Producto amarillo cleuro. 
Recristalizado de acetonitrilo con unas gotas de agua, - 
p.f.=197-8*0.

Andlisis, tabla XX n^Y* Espectro IR, tabla X n*6. Es­
pectro RMN tabla XI n^Y#
Tratamiento con etanol-clorhidrico de 1-aniino-2-(4-bencil- 
oxifenil)-ciclopropanocarboxilico

Se procedié segdn el método general, no consiguiendo en 
este caso la disolucidn del aminoacido en medio écido, no 
pudiendo obtenerse el correspondiente hidrocloruro.

2.- Resistencia a los écidos inorgdnicos del acido 1-amine-
2-fenil-ciclopropanocarboxllico

a) Una suspensién de 0,3 S de 1-amino-1-carboxi-2-fenil-ci- 
Clopropano en 15 ml de HCl al 50# se refluye durante 45 mi­
nutes. Cuando el precipitado se ha disuelto totalmente, se 
filtra y élimina el disolvente a vacio. El residuo se re­
cristaliza de etanol-éter. Producto blanco de p.f.=20Y-8*C. 
Su espectro IR coincide con el del hidrocloruro de 1-aunino- 
-1carboxi-2-fenil-ciclopropano descrito en la pg. 120.
b) Una suspensién de 0.5 S cle 1-amino-l-carboxi-2-fenil-ci- 
clopropano en 15 ml de una disolucién BpH/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 
acido 1-amino-2-fenil-ciclopropanocarboxllico.

Analisis para
Calculado: 46.51# C; 4.68# H; 5.42# N 
Hallado : 46.53# C; 4,63# H; 5.52# N
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Espectro IR
3 1 0 0 -2 8 6 0 (b.a.) cm~', tensidn N-H; 1730 cm ' (f), ten- 

sién 0=0; 1585 cm"^ (m), tensién C=C y deformacidn N-H; -
1180 (f) cm \  tensidn 0-0.

Espectro RMN
Coincide con el del hidrocloruro del inisiao aminodcido. 

(tabla XI n9l).
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V. t r a t;ùiiento d e los acidos 1-AMIN0-2-MET0XIARIL-CICL0PR0- 
P.UNOCARBQXILIGOS CON AGENTES DESMSTILANTES

1.- Tratamiento con BrH/AcH 
Método general
Una suspensién de 0.5 g del correspondiente dcido 1-a- 

mino-2-aril-ciclopropanocarboxilico en 20 ml de BrH/AcH al 
40# se calienta en bano de agua durante 1 h y bajo corrien­
te de nitrégeno. Por enfriamiento cristaliza un producto - 
blanco que se filtra, lava con éter y caracteriza en cada - 
caso.

Siguiendo este método general se han obtenido los siguien 
tes compuestos:
Hidrobromuro de 2-amino-4-(4-metoxifenil)- / -butirolactona 

Obtenido en la reaccién del acido 1-amino-2-(4-metoxi- 
-fenil)-ciclopropanocarboxilico con BrH/AcH. Agujas blancas 
Recristalizado de etanol, p.f.=193~4*C.

Andlisis, tabla XV n92. Espectro IR, tabla XVI n92. Es­
pectro RMN, tabla XVII n92.
Hidrobromuro de 2-eLmino-4-(3.4-metilendioxif enil) - / -butiro- 
lac tona

Obtenido en la reaccién del acido 1-amino-2-(3,4-meti­
lendioxif enil) -ciclopropanocarboxilico con BrH/AcH a tempe­
ratura ambiente durante 24 h. Producto blanco. Recristaliza 
do de etanol, p.f.=205-6*0.

Andlisis, tabla XV n93. Espectro IR, tabla XVI n*4. Es­
pectro RMN, tabla XVII n95*
Reaccién del écido 1-araino-2-(3-metoxifenil)-ciclopropanocar 
boxilico con BrH/AcH

Se procédé segun el método general. En este caso, en la 
solucién una vez enfriada, no aparece precipitado alguno. Se
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evapora el disolvente a sequedad, obteniendose un residuo 
que se identified a través de su espectro l̂ IN, identico al 
de el hidrocloruro del acido 1-ajnino-2-(3-nietoxifenil)-ci­
clopropanocarboxilico (ver pg. 120 y tabla XI nSl2). Nuevo 
tratamiento de este producto con BrH/AcH durante dos horas 
a reflujo, condujo a un compuesto que se identified por su 
espectro RMN como el hidrobromuro del acido 1-araino-2-(3- 
-hidroxifenil)-ciclopropanocarboxilico, identico al del hi 
drocloruro del mismo aminoAcido (ver pg. 115 V tabla XI - 
n«9).

2.- Tratamiento con Br^B
Mdtodo general. Basado en (?2)
0.5 g del Acido 1-amino-2-aril-ciclopropanocarboxilicoo 

se suspenden en 30 ml de Cl^CH^* A la suspensién, enfriada 
a -10*0 (nieve carbonica-acetona), se ahaden gota a gota, 
con agitacidn y bajo corriente de nitrégeno, 3 ml de Br^B 
disueltos en 10 ml de Cl^CH^o Se agita durante 1 h a -10*0 
y 2 h mas a 25*0. Se ahaden 40 ml de agua, gota a gota y - 
sin dejar de agitar. Se recoge la fase acuosa (parte supe­
rior) y la fase organica 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 vacioj o 
mejor liofilizAndola. El residuo sdlido se extrao repetida 
mente con acetato de etilo para eliminar el Acido bdrico - 
formado en la reaccidn y el sdlido residual se recristali­
za del disolvente apropiado.

De este modo se han obtenido los compuestos siguientes:
Hidrobromuro de 2-amino-4— (4-hidroxifenil)-K -butirolactona

Obtenido en la reaccidn del acido 1-amino-2-(4- metoxi- 
fenil)-ciclopropanocarboxilico. Producto blanco. Recristali 
zado de etanol-éter.
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Espectro IR, tabla XVI n2 3# Espectro RMN, tabla XVII -
*93.
Hidrobromuro de 2-amino-4-(3- metoxifenil)-/ -butirolactona 

Obtenido en la reaccidn del Acido 1-amino-2-(3-h.idroxi- 
fenil)-ciclopropsuiocarboxllico con Br^B. Identificado por 
su espectro RMN, (tabla VII nS4).
Reaccidn del Acido 1-amino-2-(3.4-metilendioxifenil)-ciclo­
propano carboxf lico con Br^B

0.3 S del Acido 1-amino-2-(3,4-metilendioxifenil)-cicl£ 
propanocarboxilico se trataron con 3 nil de Br^B tal como se 
describid en el mdtodo general. El residuo obtenido despuds 
de finalizar la reaccidn, resultd ser un producto negruzoo 
intratable quo se desechd.
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VI. PREPARACION DE LOS BENZQILDERIVADOS DE LOS ESTERES ME-
TILICOS DE LOS ACIDOS 1 -AMINO-2-ARIL-CICLOPROPANOC.AR-
BOXILICOS

Método general
a) Acidos 1-ben2amido-2-aril-ciclopropanocarbox£licos

Se anaden 0.27 S cloruro de benzoilo sobre 0.5 g del 
correspondiente Acido 1-aunino-2-aril-ciclopropanocarboxIli- 
co, disueltos en una solucidn de bicarbonate sddico (l.5 g 
en 13 ml de H^O)# La mezcla se agita enérgicamente en un ma 
traz abierto, hasta que solamente quede un ligero olor a - 
cloruro de benzoilo. Se filtra la disolucidn, se acidifica 
con HCl conc. y se enfria. El producto que précipita se re­
coge por filtracidn , se lava bien con agua y se recristali 
za de etanol. Los productos brutos obtenidos se utilizan - 
sin mAs en el paso siguiente (b).
b) Esteres raetllicos de los Acidos 1-benzajnido-2-aril-ciclo- 

propanocarboxflicos
A una suspension en éter del derivado benzoilado obteni 

do en a) se aiiade, bajo agitacidn, solucidn etérea de dicizo 
raetano, hasta que cesa el desprendimiento de nitrdgeno y - 
persista el color amarillo. El ester raetflico formado sue- 
le ser insoluble y précipita o se récupéra eliminando el ^ 
ter. El producto bruto obtenido se recristaliza de metanol.

Siguiendo este método se hsui preparado los siguientes - 
compuestos;
(Z?“ 1-benzamido-2-fenil-ciclopropanocarboxilato de metilo .

Obtenido a partir del Acido 1-amino-2-fenil-ciclopropa- 
nocarboxflico segun el método general. Producto blanco de - 
p .f.=164-3*C. Los datos espectroanAliticos coinciden con los 
de una muêstra auténtica obtenida de (2!)* 1-benzoilaraino-2-fe— 
nil-cicloprop;xiiocarboxilato de metilo, obtenida (51 ) por - 
metanolisis de la (Z)'4-bencilidén-2-feniloxazolona.
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Analisis, tabla XVIII nS1• Espectro IR, tabla XIX n*1, 
Espectro RMN, tabla XX n.9 1 #
(Z)-1 -benzamido-2- (4-metoxifenil)-ciclopropanocarboxilato de 
metilo

Obtenido a partir del Acido 1 -Eunino-2-(4-metoxifenil)- 
-ciclopropaxLOcarboxIlico • Producto blanco de p. f. = 174-5^0.

AnAlisis, tabla XVIII n92. Espectro IR, tabla XIX n@2. - 
Espectro RMN, tabla XX nS2. Todos estos datos coinciden con 
los de una muestra auténtica de Z-1-benzoilamino-2-(4-meto­
xif enil) -ciclopropanocarboxilato de metilo, obtenida por me 
tanolisis de la (Z)*4-(4-metoxibencilidAn)-2-feniloxazolona - 
(51).
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VII. CONDENSAGION DEL HIDROCLORURO PS 1-AMIxNQ-2-(3-HIDROXI­
FENIL)-Cl GLOP ROP ANO C.UIBOXILI CO CON FQSFATO D£ PIRIDOXAL

Se disuelven 0.139 S (0.6 rnM) del hidrocloruro del Aci­
do 1-araino-2-(3-hidroxifenil)-ciclopropanocarboxilico en - 
10-15 ml de etanol absolute. A la solucidn se ahaden 2.4 mM 
de ICOH (0.24 ml de KOH 10 M). Se agita a temperatura Eunbien 
te y se filtra para eliminar el CIK formado. A la disolucidn 
se ahaden 0.159 g (0.6 mM) de piridoxal-5*-fosfato monohidra 
tado, la cual toma un color eunarillo fuerte. Se agita a tem 
peratura ambiente y enseguida se disuelve en su totalidad. 
Pronto apareoe una suspensidn de particulas blancas en el - 
medio. Se agita todavia una hora mAs. Se recoge el sdlido - 
por filtracidn y la solucidn se evapora a sequedad. El pre­
cipitado es un sdlido blanco (6 0 mg) de p.f.=225^0 y que de 
acuerdo con su espectro de RMN se identifica como el Acido - 
1-(4 *-piridoxil-5 *-fosfato)-3,4-raetilén-(6-hidroxi-tetrahi- 
droisoquinolein)-3-carboxilico (sal tripotasica).

Espectro RMN (d^O + KOH y {CD^)^SO)
S =7.78 s 1 H (Hg)

COO s = 6.98 m 1 H arom.
S =6.42 m 2 H arom.
^=5.65 s 1 H (H )
S.5.0 .

s =2.8 Jj^=10 Hz, J^g=6.6 Hz 1 H (H^)
S =1.3 Jg^=6.6 Hz, Jg^=-5.3 Hz 1 H (Hg)
S =2.03 o,d J^=10 Hz, J^g=-3.3 Hz 1 H (H^)

El residuo de evaporar el etanol a sequedad, (200 mg), -
es un sdlido amarillo higroscopico cuyo espectro RMN indica 
que se trata de una mezcla en la que prédomina la base de - 
Schiff impurificada por el producto anterior y por restos -
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de piridoxal-5’"fosfato.
El espectro RMN (D^O) de la mezcla 
es muy complejo, pero se distingue 
claramente un singlete a S =8*0 co 
rrespondiente al protdn de la - 
base de Scbiff. Los intentos de 
rificar esta base de Scbiff fueix>n 
infructuososf porque hidroliza fa- 
cilmente y a su vez ciola al deri­
vado de tetrabidroisoquinolefna; - 
antes mencionado*

Acido 1-(4*-piridoxil-5*-fosfato)-3*4-metil4n- 6-hidroxi-
-tetrahidroisoquinolein -3-carboxflico

Preparaci<5n basada en (73)—para la m-tirosina*
Se disuelven 0.139 S (0.6 mM) del hidrocloruro de 1-a- 

mino-2-(3-hidroxifenil)-ciclopropanocarboxilico en una mi­
nima cantidad de agua. Se anaden 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 .2 6 5 mgs de piridoxal-5'"fosfato monohidratado en 
la minima cantidad de agua y se le ahaden 1*2 mM de KOH» - 
La solucidn se filtra y se vierte sobre la solucidn del hi 
drocloruro* La solucidn clara (amarilla) se calienta en ba 
ho de agua durante una hora* La mezcla se oacurece* Se dé­
jà enfriar y se acidula con HCl hasta pHc:3# con lo que - 
précipita un sdlido blanco que se filtra y se purlfica por 
disolucidn en medio bdsico y reprecipitacidn en medio dci- 
do* p.f*=225°C. Este compuesto se identified a travds de - 
su espectro de RMN identico al descrito en la pdgina ante­
rior*



PARTE III

B- TABLAS DE RESULTADOS AN;U.ITICOS Y DATOS ESPECTROSCOPICOS 
IR Y RMN
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ZNTRODUCCION

El objeto de este capitule es recoger y comentar les 
resultados de las experiencias efectuadas a fin de evaluar 
el coraportaraiento de los ^cidos 1-amino—2—aril-ciclopropano 
carboxflicos obtenidos y caracterizados corao se ha descrlto 
en las Partes II y III de esta Memoria, corao sustratos e in 
hibidores de la descarboxilasa de L—amino^cidos arora^ticQSy 
con el fin de poder valorar su posible interns bioldgico y 
potencialmente farmacoldgico, de acuerdo con los plantea— 
raientos hechos en la Parte I de esta Memoria.

Con este fin,se précisa ahora un método adecuado para 
la determinaci($n de la descarboxilasa de L—aminoacidos aro­
ma ticos. For elle, comentamos seguidamente los métodos rads 
usuales y las razones que nos llevaron a la eleccidn del — 
mas cl^sico entre elles, el método manoraëtrico,
Comentario a los métodos de detenninacidn de la descarboxi- 
lasa de L-aminoacidos aromaticos (1) (2) (74)

Ordinariamente^esta enzima se détermina por unos de los 
très procedimientos siguientes; a) método manoraétrico; b) me 
tocio espectroraétrico; c) método radiométrico*

El método manométrico, que es clasico en este sentido 
y en la determinacion de cualquier descarboxilasa, se basa 
en la determinacién del volumen de CO^ producido en la reac— 
cion de descarboxilacién (75) (7^) (77)* Por esta razén, el 
método es relativaraente poco sensible, pero tiene la enorme 
ventaja de ser de aplicacion general a cualquier sustrato y 
de Hiuy comoda aplicacion en cualquier laboratorio familiari 
zauo con las técnicas manométricas,

Los métodos espectroraétricos , se basan en la détermi­
na ci on dela.amina fonnada en la reaccion y en particular los 
espoctroiluoromimétricos (8 ) (7 8 ), son mucho mas sensibles 
quo acuel, pero tionen dos incovenientes. En primer térraino,
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exigen una elaboracidn especffica para cada sustrato a uti— 
lizar, es decir son especdCficos para cada sustrato y de a— 
plicacién no general; en segundo lugar, la amina formada — 
en la reaccién, antes de poder sor evaluada de forma color! 
metrica, espoctrofotoraétrica, espectrofluoriraetrica o por — 
cualquier otro procedimiento, debe ser separada del exceso 
de sustrato, lo cual exige técnicas refinadas y no sierapre 
cuantitativas, dando origen a la introduccién de factores — 
de correccién no siempre reproducibles.

Finalmente, los métodos radiométricos se basan en el —
empleo de sustratos marcados con isétopos radioactives. Aun
que se han descrlto métodos muy elaborados, p. ej* con L—D6

1 ̂  3pa (7 9 ) marcado con C o H , no en el grupo —COOH, lo que 
da origen a la formacion y posterior determinacién de dopa— 
mina ( ^ o H^) , el método radiométrico mas comiin y de uso
general se basa en el empleo de sustratos marcados con 
en el grupo —COOH del arainoécido. Este procedimiento produ—

14 / \ce 00^ (gas), que se absorbe por una base -generalmente 
KOH o hyamina— y se somete a contaje por centelleo en solu— 
cién (1 0) (8 0 ), Este es un método completamente general y —
quizas el mas sensible y preciso de todos. La unica exigea- 
cia es disponer del aminoacido a utilizar como sustrato, —

' 14marcado con C en su —COOH.
Puesto que nuestro propésito es el ensayo de los acidos 

1 —araino-2-aril—ciclopropanocarboxilicos, como sustratos,por 
una parte^de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos,y 
como inhibidores, por otra parte, de la descarboxilacién de 
L—Dopa por la misraa enzima, es évidente que el método mas — 
adecuado, general y simple,es el método manométrico, pese a 
su relativamente baja sensibilidad. Por otra parte, nuestro 
objetivo es ahora esencialmente exploratorio y los résulta— 
dos dirén si para un estudio raés detallado es conveniente — 
el uso de otro método.



—209—

Independientemente, las técnicas manométricas son fam^ 
liares en el laboratorio en que se hadesarrollado nuestro — 
trabajo, disponiendo del equipo y asesoramiento necesarios, 
lo cual hizo muy fécil familiarizamos con ellos, y aplicar 
los en nuestro trabajo.
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PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

1•- Preparaçion de Dopa descarboxilasa de rinon de cerdo
Se ha seguido el método de Schales (7 6 ) con pequefias —

modificaciones,
Rinones de cerdo frescos (l20 g), adquiridos en el mer

cado, se trocean en pequehos fragmentes con vtn cuchillo, se
3suspenden en un volumen en cm alrededor de très veces .su — 

peso en gramos (3 6O cm ) de tampcSn frio de fosfato s<5dico — 
M/1 5» pH=6,8 y la suspension se homogenize en un homogeniza 
dor Sorvall (o en una batidora Tunnix), enfriando con hielo, 
durante 4 intervales de %—1 min#, con descansos de 1 min*, 
de modo que la temperature se raantenga alrededor de 2—4^C#

El homogeneizado obtenido se centrifuge en la camara — 
frfa (O—2°C) en una centrifuga Sorvall SS-3» rotor SS—34, — 
durante 20—25 min. a I5OOO RPM (— 20000g) y el sedimento ob 
tenido se descarta. Con el sobrenadante se repite la centr^ 
fugacion en las mismas condiciones, descartando de nuevo el 
sedimento. Se obtiene un sobrenadante de color rojizo y lim 
pio (Vc?400 cm^).

La soluciOn anterior se fracciona por adicion de siolfa 
to amonico splido, raanteniendo la soluciOn fr£a y a pH CT 6.8 
por adiciOn cuidadosa, si es necesario, de hidrOxido amoni— 
co diluido 1:1 (v/v). A este fin se sumerge en la BoluciOn
el electrode de un medidor de pH. La soluciOn se lleva pri— 
mero al 15^ (p/v) en SO^tNH^)^ por adiciOn lenta y bajo sua 
ve agitaciOn de 1 5 g  de SO^fNH^)^ sOlido a 100 cm^ de solu 
ci($n (total 60 g). La suspension obtenida se centrifuga co­
rn o antes a 20000g y el sedimento se descarta. Al sobrenadan 
te se anade ahora mOs S0^(NH^ ) 2 hasta llevarlo al 30^ (p/v) 
(6 0 g de SO^̂ ( ) ^ / 1 00 crâ  de soluciOn iniciâl) , mediant© — 
la adiciOn graduai y con suave agitacion de otros 60 g de —
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• La suspension obtenida se contriiuga como antes 
a 20000g, el sobrenadante limpio se descarta y el précipita 
do obtenido entre 15-30fv (p/v) de se suspende en
75 de tampOn de fosfato sOdico, M/15» pH=6.8 .

La soluciOn enzimatica obtenida se dializa contra un - 
gran volumen de tampOn de fosfato sOdico, en la cOmara frfa, 
durante unas 24 h,con 3 cambios de las aguas de dialisis* — 
La soluciOn dializada se clarifica por centrifugacion duran 
te 1/2—3/4 h en la centrifuga Sorvall, a I5OOO RPM, y el se 
dimento se descarta. Se tiene una soluciOn enzimOtica (v 2: 
1 5 0 -1 6 0 cm^), prOcticamente incolora, que contiene alrededor 
de 85-90% de la actividad del homogeneizado inicial y aire— 
dedor de 28 mg protefna/cm (microbiuret).

O'il 60 Actividad iniciai
140-

5 10 15 20 25 30 35 40
^ (p/v) Cl9 S0^(NM^)2

Fig . 1 Fraccionamiento con S0^(NH^ ) 2 de soluciones de Dopa 
descarboxilasa
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La soluciOn pierde gradualmente actividad cuando se con 
serva a 0-2°C. Se conserva raucho mejor congelada. Para ello, 
la soluciOn obtenida se distribuyO en tubos con 10-15cm que 
30 sometieron a congelaciOn y so conservaron alrededor de — 
-10°C.

El mOtodo seguido en el fraccionamiento con SO^fNH^)^ — 
estd basado en experiencias propias y previas a la adopciOn 
del mOtodo descrito, que se ilustran en la figura 1, de la 
que se deduce precipitaciOn optima de la enzima entre 15-30% 
(p/v) de SO^(NH^)g.

2.— DeterminaciOn manomOtrica de Dopa—descarboxilasa
Se ha empleado una adaptaciOn del mOtodo descrito por 

Schales y col, (76), (77)» utilizando un respirOraetro de — 
Varburg coraercializado por B, Braum, Melsungen (Alemania) - 
equipado con 14 manOmetros y utilizando vasitos de reacciOn3de 20 cm , provistos de dos ramas latérales. Los manOmetros, 
previo calibrado con el correspondiente vasito,se cargaron — 
con soluciOn Brodie (Brodie's solution. Type TF II, A—Th, — 
B. Braun, Melsungen) de densidad 1 .033 a 25°C.

Todos los vasitos de reacciOn y manOmetros se calibra— 
ron volumOtricamente con mercurio bidestilado y a temperatu- 
ra ambiante, segdn las descripciones publicadas a este fin - 
(75).

Con los datos volumOtricos obtenidos se calcularon para 
cada pareja manometro-vaso de reacciOn, las correspondientes 
constantes (75)» dadas por la fOrmula:

Vg . 273/t + o( .

^CO-2 Po
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V^= Volumen total de la mezcla de reacciOn en cada vasito= 
=4.75 cm^

V = Volumen total de la fase gaseosa=V—V_
SV = Volumen total de cada pareja manOmetro-vasito de reacciOn

determinado por calibrado con mercurio bidestilado.
T = Temperature a la que se realizan las experiencias en °K= 

=310°K
cL= Coeficiente de solubilidad del CO^ ©n Ocido sulfiîrico —

0.2 N a 3 7^0=0 .5 6 7 crâ  de gas/ml soluciOn 
P^= Valor equivalents de 1 atm. (7 6O mm Hg) en altura de If 
quido Brodie (d=1.033)=10000 ram.

Con todos estos datos y calculados los valores de las 
constantes para cada pareja manOmetro-vasito a 37^0, —
en cada experiencia se calcula el volumen de 00^ producido 
por la mezcla de reaccion a partir de los cambios de presiOn 
manomOtrica (Ah) por la fOrmula (75)*

V (0 0 3)= A  h

a ) Determinacion de la actividad enzimOtica (7 6) (77)
2 corr.

Cada vaso de reaccion problema contenia las siguientes 
disolucionesI

Vasito
1 .- 2 , 7 5 cm de tampOn de fosfato sOdico M/1 5» pH=6.8

32.— 1.00 cm de soluciOn enzimOtica en tampOn de fosfato
3

3 .- 0 . 2 5  cm de soluciOn de piridoxal-5'-fosfato (sal disOdica)
Tubo lateral 1

4.— 0 . 5 0  cm^ de soluciOn de L—Dopa 2 .2 5 * 1 0

Tubo lateral 2 
5*— 0 . 2 5  cm^ de Ocido sulfdrico 2.5 N

3V = 4 . 7 5  cm = Volumen total final de fase liquida
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Cada vaso de reacciOn—bianco contenla la misma mezcla, ex— 
copto qua los 1,00 cm de soluciOn enzimOtica eran sustituf 
dos por 1,00 cm̂  de tampOn de fosfato sOdico, M/15» pH=6.8»

Todos los experimentos se realizaron por duplicado, y 
utilizando un termobarOmetro cono bianco corrector de loz 
cambios de presiOn ambiental#

Cada vaso de reacciOn era colocado en el bano tarraost̂  
tico del respirOmetro Warburg, equllibrado a 37 Ĉ, y desalo— 
jado el aire del raismo mediante paso de corriente de Ngf*)* 
durante 10-15 min, Seguidamente se cerraban las vdlvulas de 
los vasos de reacciOn y, una vez estabilizadas las preslo— 
nes interiores de los mismos, se prooedfa al vertido a la 
mezcla de reacciOn del sustrato desde el correspondiente tu­
be lateral* En cada case, la reacciOn enziradtica se dejO pr_o 
ceder durante 15 min, transcurridos los cuales se cortaba — 
por adiciOn del acido sulfurico desde su correspondiente tu 
bo lateral, con lo cual se produce el desprendiraiento de CÔ # 
Los vasos de reacciOn se mantuvieron bajo agitaciOn continua, 
hasta que las lecturas de cambios de presiOn se estabilizan, 
para efectuar la lectura final y deducir Ah* Esto précisa — 
una espera de 15-20 rain, Finalmente, se procedia a calcular 
V (CÔ ) para cada case, previa las oportunas correcciones — 
de Ah por blancos o cambios de presiOn ambiente medidos por 
el termobarOmetro (75)#

En todas las experiencias los componentes 1,4 y 5 de — 
la mezcla de reacciOn fueron invariablemente los indicados* 
Por tanto, la concentraciOn de tampOn fosfato en el medio 
fue 0,055 M, y la concentraciOn de sustrato 2,5*10 M̂, la
(*), El operar en atmosfera inerte de tiene por objeto — 
evitar que se puedan falsear las medidas por consume de oxi 
geno en reacciOn enzimOtica catalizada por monoaminooxidasas, 
ordinariamente présentas en la preparaciOn enzimatica, al ac 
tuar sobre la amina producida por la descarboxilasa*
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cual es sobradamente saturante para la enzima, pues K =1,9. 
-10 M (7 4), La concentraciOn. de los deraOs componentes de 
la mezcla de reacciOn (enzima y piridoxal-5’-fosfato) fue 
variable segOn la experiencia, como se indicarO en cada ca­
se .

Experiencias de coraprobaciOn general y puesta a punto, 
indicaron, en nuestras manoŝ que la desviaciOn media para — 
medidas formalmente idOnticas es, generalmenté del 5% Y 
excepcionalmente hasta el 10%.
b) Efecto de la concentraciOn de enzima

Con el fin de detenninar que cantidad de enzima debe — 
de utilizarse como mOximo en cada experiencia, a fin de es— 
tar seguros de medir velocidades iniciales de reacciOn, en 
condiciones en que la cinetica de la reacciOn sea de orden 
cero respecte a (s) y de primer orden respecte a (e), se — 
efectuaron experiencias a concentraciOn de enzima varia­
ble y concentraciOn de fosfato de 5' “Piridoxal de 8,10*~̂M 
en el medio de reacciOn (esta concentraciOn , como se vera 
despuOs, es saturante). Por lo demas, la composiciOn del — 
medio de reacciOn fue siempre la descrita en el apartado a). 
Con este fin se prepararon diluciones de la soluciOn enzi— 
matica, en tampOn de fosfato sodico M/15» pH=6.8 y en las 
siguientes proporciones: l/2; l/3î l/4; l/5> 1/IO; l/l5> - 
I/20; 1/25» y 1/30 y seguidamente se determinO en cada caso 
la actividad enzimOtica, como se describiO en el apartado a). 
La fig. 2 ilustra los resultados.

Los resultados demuestran eue, bajo las condiciones ex­
périmentales utilizadas, la producciOn de 00̂  por la mezcla 
de reacciOn y por lo tanto la velocidad de la reacciOn es — 
proporcional a la concentraciOn de enzima (e) independien— 
te de (s), al raenos hasta 180^ CÔ * A partir de este moraen 
to se pieide la linearidad en la fig. 2, probablemente por— 
que la concentraciOn residual de sustrato deja ya de ser
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2c Relacion entre velocidad de reaccion y concentra-
cion de enzima.
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saturanto para la enzima. Un cdlculo aproximado tambiOn lo 
demuestra. En efecto, suponiendo que la enzima estO practi— 
camente saturada do sustrato cu.ando (s)^6 (lo cual su— 
pone que V 2:0.9 , la variaciOn de la velocidad de reac—
ciOn puede empezar a dejar de ser lineal respecte a la con— 
centraciOn de enzima, para (S)^ 6 . 1.9 • 10 1.1 . 10 ^M.
Cuando esto ocurre, se ban descarboxilado 6.3 . lO^^molea — 
de sustrato, para producir 164 ̂ jüL COg, medidos a tempera tu— 
ra y près ion ambiantes (25^0 , 710 mmHg ). Esta cifra estd — 
en concord ancia con la ejqp e riment al.

En conclusion, bajo las condiciones expérimentales uti 
lizadas, las medidas de velocidad de reacciOn son proporcio— 
nales a la concentraciOn de enzima y representan velocidades 
iniciales de reacciOn para producciones ̂  180^  COg. TambiOn 
es évidente que pars, ampliar la zona de linearidad de la — 
fig. 2, bastarfa emplear concentraciones de sustrato raOs a_l 
tas, a no ser que haya inhibicion por altas concentraciones 
de sustrato. Este valor mOximo de producciOn de CO^ es muy 
adecuado para nuestro trabajo.

c) Dependencia de la velocidad de reacciOn de la concentra— 
ciOn de fosfato de 5*—piridoxal

La Dopa descarboxilasa contiene fosfato de 5'—piridoxal 
como coenzima y se activa por el mismo e inhibe por altas — 
concentraciones (lO). A fin de fijar su concentraciOn opti­
ma, se efectuaron experiencias a concentraciOn variable, — 
siendo las deraOs condiciones expérimentales las descritas — 
en el apartado a).

Los resultados de diverses experiencias, efectuadas en 
diferentes fechas y con diferentes preparaciones de enzima 
se resumen en la fig. 3
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Fi.?. 3 > Ac tivac ion de Dopa-descarboxilasa por piridoxal-5* 
fosfato.

80

- 1

Ai

1 7

O* # ; A. ^ ; X sz Resultados de diferentes experiencias.

En efecto, la enzima se activa por fosfato de 5*—piri— 
doxal, Para concentraciones de éste de 2,10'"̂ M en el medio, 
se alcanza un maximo de activacidn y la velocidad de reac— 
cion pr̂ cticamente se duplica respecte a la obtenida sin - 
adicion de coenzima. La velocidad se mantiene maxima para 
adiciones de coenzima de 2,10"’̂M a 2,7 Alg-unas ex­
periencias adicionales raostraron que concentraciones mds —
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altas producen inhibicidn (lO), En consecuencia, en las de- 
teminaciones de rutina y salvo que se indique lo contrario, 
se incorpores al medio de reaccidn fosfato de 5'-piridoxal a 
concentracion 8,10 M.

La fig. ht muestra que esta activacidn por fosfato de 
j*-piridoxal sigue una cinetica de tipo michaeliano (8l), — 
puesto que al représenter l^CO^ producido frente a l/(P—5*- 
-P) segdn un diagrama de Lineweaver-Burk (8l) se obtiene una 
linea recta:

10
(l/P-5'-P).10“^

Fig, 4 Diagrama de Lineweaver-Burk para la activacion de 
Dopa descarboxilasa por fosfato de jd-piridoxal.



— 2 2 0 —

3•— Ensayo de produçtos como sustrato? de Doua descarboxilasa
Los ^cidos 1-amino-2-aril-ciclopropanocarboxflicos, pre 

parados como se desçribid en las Partes II y III de esta île 
raoria se ensayaron, bajo condiciones patr<5n , como posibles 
sustratos de la Dopa descarboxilasa# Las condiciones expéri­
mentales fueron las mismas detalladas en el apartado 2a), —
con los siguientes detalles: a) concentracion de piridoxal-*

— 5 \ 3-3'—P=8.10 M; b) 0 . 5 0  cm de soluciOn del compuesto en tam
pOn fosfato M/ 1 3  pH=6.8, 2#23#10~^M, colocados en el tubo —
lateral 1, en sustituciOn del L-Dopa; asi pues, en el medio
de reacciOn cada producto ensayado como sustrato queda a con—3 —centraciOn de 2#3#10~ M#

En cada caso se utilizO un vaso de reacciOn como blan—oco en el que se ponfa 1.00 cm _de tampOn de fosfato M/l 3, —
3pH=6.8, en vez de 1#00 cm de soluciOn enzimatica# Estos —

blancos siempre dieron, tras su correcciOn con el temïobar^
métro A h  =0# Es decir, en ningiîn caso hubo descarboxi-corr# °
laciOn espontOnea# Asimisino, todas las lecturas raanomOtricas 
fueron corregidas en relaciOn con los cambios de presiOn am­
biante por medio de un termobarOmetro# Las experiencias se 
realizaron por duplicado, y el tierapo de reacciOn fue 30 min# 

La tabla 1 resume con un ejeraplo la disposiciOn de los 
resultados de las medidas para los calcules# La tabla 2 re­
sume los resultados#

Los resultados mostrados en la tabla 2 sugieren que — 
ninguno de los Ocidos 1-araino-2-aril—ciclopropanocarboxlli—
ces ensayados sirve como sustrato a la Dopa descarboxilasa, 
al menos si se comparan con el L—dopa#

Los valores de producciOn de 00^ con estos compuestos — 
son 6/u del producido con L-Dopa, y caen dentro de los erro^ 
res expérimentales del método de ensayo.
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Tabla 1 # Disposicion de calcules con resultados e:qperii3on— 
taies.

Termoba
rOmetro

Compuesto 1: 
2.5 10“ M̂

L-Dopa: 
2.5 10"&

Lectura a t=0 158.0 158.0 159.5 159.5
■

160.0
Lectura a t=30 min. 157.0 158.0 162.5 215.0 224.0
Ah -1.0 0.0 3.0 55.5 64.0
Ah (corr.) — 1.0 4.0 56.5 65.0

— 1.7 1.72 1.88 1.76

/XI CÔ 1.7 6.9 106 115

yKl CÔ (media) 4.3 110

Ac t ivid ad ̂  _ 3.9 100

iTo ta. Se h an onitido de la tabla los datos para los vasos de 
reacciOn-blanco que median la descarboxilaciOn espontO 
nea (no enzimOtica) • Estos blancos, corregidos por el 
termobaromotro siempre dieron Ah(corr.)=0,



-222-

Tabla 2» Resultados de los ensayos como sustratos de L—Dopa 
descarboxilasa de los compuestos que se indican, y 
comparacidn con L—Dopa,

N9 R yml 00^ ^ Actividad

0
Experiencia 1 
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 4.3 3.8
4 R=3,4-raetiléndioxi 1.3 1.2

0
Experiencia 2 
L-Dopa 119.7 100.0

5 R=4—cloro 5.1 4.2
6 R=3-cloro -0.4 —0.3
7 R=4-fluor —0 « 1 —0 .1
8 R=4-metil 3.4 2.8

0
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—raetoxi 5.8 5.4
12 R=3—metoxi-4—hidroxi 5.8 5.4
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Para excluir la posibilidad de su comportamiento como — 
males 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 expérimenta­
les, Los resultados se muestran en la tabla 3*
Tabla 3 Incubaci<5n a largo tiempo de los compuestos 1 y 10 

con Dopa descarboxilasa (ver tabla Z)
N9 R >a CO2 producidos

1 h 3 h 16 h
1 R=H 0.2 0,1 0,1
10 R=3-biidroxi- 0.3 0,1 0,0

Los resultados indican que los compuestos no sirven co 
mo sustratos de la L—Dopa descarboxilasa, dentro de los li­
mites de error del método de ensayo.

4,— Ensayo de produçtos como inhibidores de la descarboxila— 
cién de L-Dopa por Dopa descarboxilasa

Los compuestos 1 a 12,cuyas estructuras se muestran en
—  ola tabla 2, se ensayaron a concentracidn 2,5.10 M como posjL 

bles inhibidores de la descarboxilacién de L—Dopa (2,5.1 
por la Dopa descarboxilasa, El sistema de ensayo fue similar 
al detallado en el apartado 2a), con la siguiente disposicién;

Vasito
1 •- 2 . 2 5 cm^ tamf)<5n fosfato sédico M/15» pH=6.8
2.— 1.00 cm solucién enzimatica en el mismo tampon
3.- 0.25 cm^ solucién de (P—5'—P) 1,4,10 M, para quedar en

el medio 8,10**^M
o4.— 0 . 5 0 cm solucién del compuesto de ensayo como inhibidor
en tarapén fosfato para quedar en el medio 2.5 

_____ ______ 1 0"^M
V = 4.00 cm^ (volumen total del vasito)



Tabla h » Resultados de las ej^periencias de inhibicicSn de la 
descarboxilaçion de L-Dopa por Dopa-descarboxllasa 
por los compuestos indicadoss

N2 R ^ Actividad Izihibicion
0 L-Dopa 100 0
1 R=H 105 -5
2 R=4—metoxi 93 7
3 R=3-metoxi 107 -7
h R=3 » 4—metiléndioxi 106 -6
5 R=4—cloro 103 -3
6 R=3-cloro 103 -3
7 R=4-fluoro 82 18
8 R=4—metil 98 2
9 R=4-hidroxi 25 75
10 R=3-hidroxi 27 73
11 R=3—bidroxi-4—raetoxi 14 86
12 R=3—metoxi—4—hidroxi 25 75
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V = 4.00 crâ  (volumen total del vasito)
Tubo lateral 1

5*- 0 , 5 0  cm^ solucidri de L—Dopa 2,25*10 para quedar en
el medio 2.5.10""^M

Tubo lateral 2 
6.— 0 . 2 5 cm^ de ^cido sulTdrico 2.5 N
V = 4 , 7 5 cm^ (volumen total final de fase liquida)

Un cada caso se usoT un bianco en el que la solucidn en— 
zimatica se sustitula por tampdn. Estos blancos siempre die— 
ron A h  nulos o despreciables. En cada caso, antes de ahadlr 
el sustrato L—Dopa desde el tubo lateral 1 al medio de reac— 
ci6n, las mezclas de los vasitos se incubaron 20—30 min. a — 
37°C. Es decir, los ensayos se efectuaron con 20-30 min. de 
preincubacidn de la enzima y del fosfato de piridoxal con el 
supuesto inhibidor, en ausencia de L—Dopa. Todos los experi— 
mentos se hicieron al rn :nos por duplicado.

Los c^lculos se efectuaron de modo similar a como se — 
ilustr<5 en la tabla 1 . Los resultados finales se resumen en 
la tabla 4.

Los resultados de la tabla 4 muestran que los compues— 
tos 1 a 8pO no son inhibidores^ o muestran grades de inhibi— 
ci6n pequehos. No ocurre lo raismo con los compuestos 9 a  12 , 
que muestran inhibiciones del 73-85^^ bajo las condiciones - 
de ensayo. De todos modes, dada la concentracidn (2.5*10""^M) 
a que han sido ensayados, adh estas inhibiciones son modes— 
tas.
5 Dependencia del grade de inhibicidn de la concentracidn 

del inhibidor
Para confirmar los resultados de la tabla 4 y analizar 

g 1  comportamiento a concentraci<5n de inhibidor variable, se 
realizaron experiencias mds detalladas con el compuesto 10,
La disposicidn de los ensayos fue la misma indicada en el —



—226—

la 5 » Ensayos da inliiaicion c,e Dopa—descarboxilasa^ con - 
L-Dopa como sustratojpor el compuesto 10 a coneen— 
traci<5n variable#

(I) yAl CO^ 5lA.ctividad ^Inhibicidn l//CAc tividad

0 66.2 100 0 1.00 10“^
10*"Sl 57.7 89 11 1.12 10“^

5 10“Sl 51.3 78 22 1.29 10"^
10~%I 2 7 . 2 hi 59 2.43 10"^

2.5 10"^M 12.9 20 — 80 5.12 10"^

FiR. 5» Diagraraa de Dixon para la inhibici<5n de la Dopa-des 
carboxilasa por el compuesto 10.

8

6
CM

k

2

2510
(I).10



-227-

apartado 4, pero variando (l). Las experiencias se realiza— 
ron por duplicado. Los resultados se muestran en la tabla 5.

Como era de esperar, la inbibicion crece con (l). S i ­
los resultados de la tabla 5 se representan segdn un diagra 
ma de Dixon (81), esto es, 1/( ^  1 00^ ) frente a (l), co—
mo muestra la fig. 5» se obtiene claramente una llnea recta. 
Esto demuestra que la cinética de inhibici<5n es de tipo mi— 
chaelianoy pero desgraciadainente no se ha podido hacer un — 
estudio del tipo de inhibicidn (corapetitiva» no competitiva 
o mixta) ni evaluar las constantes de inhibicion, puesto que 
esto exige variar (s), empleando (S) no saturantes pai*a la 
enzima, lo cual no nos lo permits la sensibilidad del mOtodo 
manoraOtrico utilizado para las medidas. No obstante, queda 
aqui constancia del hecho, pendiente de un estudio cinOtico 
de detail©^ a efectuar con un mOtodo mas sensible de determi 
naciOn de la enzima.

6.- Efecto de la concentreci<5n de piridoxal—5*—fosfato sobre 
el grado de inhibiciOn de la descarboxilaciOn 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 estimd necesario estudiar 
la posible dependencia de la inhibicion por el compuesto 10, 
como representativo de la serie en estudio, de la concentra- 
cidn de piridoxal—5—fosfato, a fin de poder detectar cual— 
quier posible causa de inhibicidn por reaccidn entre ambos.

Las condiciones générales de los ensayos fueron las de 
talladas en el apartado 4, con concentracidn de piridoxal- 
-5'-fosfato variable, fOopa] = (compuesto 1 o] = 2.5.10'’̂ M, La 
tabla 6 resume los resultados de très experiencias indepen— 
dientes de las medidas hechas en este sentido. Aunque hay — 
ciertas diferencias cuantitativas entre las tres experiencias.
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Tabla 6, Dependencia de la inhibicion de Dopa-descarboxilasa 
por el compuesto 10,de la concentracion de pirido—  
xal-3 ̂ -fosfato•

[p-5'-p] co^
(l)=0 (l)=2.5 10*3

3&Ihhibic l6n

H

a
•HÜflO
•H
0

1

IQ-^II

10*5%
9.10~^M

2 3 . 2

47.6
57.4
80.2

7.5
11.2
8.4

1 9 . 1

6 7 . 0

7 6 . 4

86.2
7 6 . 2

a
•H
ü

0
IQ-^î

5.10"^M

21.5
73.8

148.0

1 3 . 1

13.5
20.6

39
81
8630

•Hu

1

10“ ÎÎ
9.10*“̂ M

1 7 0 . 0

1 0 5 . 0

2 9 . 2

3 6 . 1

83
66

d
•H
üdÜ
•HPO

0
5.10"“̂ II

10~^M
9.10“^M

1 3 . 2

87.9
9 4 . 0

6 5 .1

9.9
9.9

1 2 . 3

24.0

25

89

87

63

ib 2 7 .io” î: 48.8 2 3 . 2 53
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Fig« 6» Dependencia de la inhibicion de Doaa-ùescarbojcilasa 
por ol compuesto 10 de la concentracion de pirido—  
x a l - -rosfato.

100-

*0• H

60 •
H

40 • o Exper.l 
o Exper.2 
^ Exper.3

20 '

10
P_5'_p|.10^
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cuyas causas ignorâmes, las tres experiencing arrojan unas 
mismas conclusiones générales, Los resultados de las tres 
experiencias se refieren a fechas diferentes, con cantida— 
des de enzima diferentes y envejecimiento de esta diferente^ 
aunque no alcanzamos a explicar como estos factores pueden 
influir en los resultados.

Para su interpretaci<5n, 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 inhibicidn obtenido por 
el compuesto 10, varia con (P-3*-P). Para muy bajas coneen— 
traciones de (P-5*-P) (O a 10~^M), la inhibicion crece con 
la concentraciOn para alcanzar un valor mOximo a concentra— 
cion de a 10"^, Por dltimo, altas concentraciones di^
rainuyen el ^ de inhibiciOn, o Ip que es lo mismo,estabilizan 
el sistema frente a la inhibiciOn por el compuesto 10,

7.- Ensayos de inhibiciOn de Dooa descarboxilasa por los pro— 
ductos de reacciOn del compuesto 10 con (P—5*—P)
Por reacciOn del compuesto 10 con piridoxal—3̂  —fosfato 

se han obtenido dos compuestos, una base de Schiff y un pro— 
ducto de ciclaciOn, cuya preparaciOn y caracterizaciOn se — 
han descrito en las Partes II y III de esta Momoria. Aqui se 
describen los resultados de su ensayo como inhibidores de la 
Dopa descarboxilasa. Las experiencias se efectuaron como sé 
d.etallO en el apartado 4.

Los resultados medios de una experiencia por duplicado 
se muestran en la tabla 7 # Es évidente que ambos compuestos
irJiiben (76 y 66^ respectivamente) y a la misma concentraciOn
(2 .3 . 1 0 ^m) en el mismo grado que lo hace el compuesto 10 —
(73^% tabla 4).

Por otra parte, en la tabla 8 se puede observar como la 
inhibicion por la base de Schiff depende de la (P-3*-P), —
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Tabla 7 . InhibiciOn de Dopa—descarboxilasa por la Base do — 
Schiff y por el producto de ciclaciOn del compuGG— 
to 10 y P-3'-P,

Compuesto r  (:()2 1=0 1=2.5 10
^4lC tividad ^jlhhibiciOn

P.CiclaciOn 127.2 43.6 34 66

Base Schiff 127.2 30.2 24 76

Tabla 8. Dependencia de la inliibiciOn de Dopa—descarboxilasa 
por el P.CiclaciOn y Base de Schiff de la[P-5*—

[p-5 ' -p] 00.
1=2.3 10""^M

%Activ, T̂nhib.
T
•Hü0HO•HO

(H•H
üCl
oûl
(i

10^
9.10

41.1
>5.0

10“

9.10“^M
35.1
7 6 . 1

18.9
35.1

21.7
18.8

46
41

62
.̂5

54

59

38
75
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Tabla 9 > Variaci<5n de la inhibicidn de Dopa-descarboxilasa - 
con la concentraci<5n de inhibidor (Base Schiff y — 
compuesto de ciclacibn).

(I) ^ctiv. Îhhib. l/^ctiv.
tio
ÜfjHÜ
•H
Ü

A4

lO-^M 
5 10~^M 

10“^H 
1.5 10*3%

84.4 
74.8 
60.1
45.5 
38.1

100
84
67
51
44

0 1 . 0 0 10^^
16 1 . 2 0 1 0“^
33 1 . 4 9 10-^
49 1.97 1 0 - 2
56 2 . 3 0 1 0 - 2

-2
-2« H•H

T)C.Q
On

5.10"\î
10"^M

1.5 10"^M
2.5 10^3%

79.3
54.4
44.5 
33.8 
26.2

100
73

' 56 
43 
33

O
27
44
57
67

1.00 10 
1.37 10  

1.79 10
2.35 10%2 
3.04 10“^

7. Diagraraas de Dixon para la inhibicion de Dopa-des­
carboxilasa por el compuesto de ciclacidn y por la 
Base de Schiff.

2
•H

o Base Schiff 
□ P. Ciclacion

5 10 20 25

(I) . 10
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niientras que la inhibicidn por el produc to de ciclacidn no — 
depende. Estas obseirvaciones pemiiten sugerir conclusiones - 
que seràn formuladas y discutidas posteriormente.

Asimisino, la inhibicidn por ambos compuestos es funcidn 
de su conceiitracidn. Los resultados de estas experiencias, — 
que se efectuaron como se describid en el apartado 4, pero a 
concentraciones de inhibidor variables, se detallan en la ta 
bla 9. Cuando estos resultados se representan segdn diagra— 
mas de Dixon (81) en ambos casos se obtienen llneas rectas. 
Esto indica que en ambos casos la cindtica de la inhibicidn 
es de tipo michaeliano (8l). Desgraciadamente, las limitacio 
nes del mdtodo de determinacidn de la enzima por via manomd— 
trica no permitieron hacer experiencias a (S) variable, para 
poder deducir el tipo de cindtica y evaluar las constantes — 
de inhibicidn.

8.- Caracter reversible o irreversible de la inliibicidn por 
el compuesto 10 (Tabla 2)
Aunque el cardcter michaeliano de la inhibicion por el 

compuesto 10, de la descarboxilaçion de L—Dopa por Dopa des— 
carboxilasa, asi como tambidn por los compuestos de cicla— 
cion y base"de Schiff (fig.7) apunta claramente a que la in— 
hibicidn por todos estos compuestos es de cardeter reversi­
ble, se realizd una experiencia para confirmar esto con el — 
compuesto 10 (Tabla 2). Para ello, de dos soluciones de la - 
enzima en tampon fosfato sodico M/l5f pH=6.8, en presencia — 
de piridoxal-5*-fosfato 8,10 ^M, se tratd una de ellas con — 
el compuesto 10 a 2,5*10 ^M, Despuds de 24 h a 0—2°Ç, ambas 
soluciones se dializaron exhaustivamente frente a tampdn fos 
fato. Tornando como 100^ la actividad de la enzima no tratada, 
la tratada con inhibidor did 164/o de actividad. En presencia 
del inliibidor la enzima sufrid aparenteniente una reac t ivacidn,
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Sste hecho, aparentemente sorprendente, tiene una expl^ 
cacidn sencilla. Aun a 0-2°C la enzima en solucidn os pooo — 
estable, como indicamos en el apartado 1, y la presencia del 
compuesto 10 la estabiliza frente a esta inactivacidn espon— 
tdnea. Despuds, al eliminar el compuesto 10 por didlisis, la 
enzima tratada debe ser mds activa que la no tratada# La in— 
hibicidn por el compuesto 10 parece pues de caracter revers! 
ble y su presencia proteje a la enzima de la inactivacidn e^ 
pontdnea en solucidn# Fendmenos de este tipo son muy corrien 
tes entre las enzimas Idbiles o poco astables, (8l), cuya — 
inactivacidn espontanea se contrarresta por la presencia de 
inhibidores réversibles o sustratos#
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DI$CU::iON DE RESULTADOS

En el apartado anterior hemos doscrito los métodos y — 
resultados obtenidos en el ensayo de dcidos 1—amino-2—aril— 
-ciclopropanocarboxilicos y de compuestos relacionados con 
sustratos y como inhibidores de la L—Dopa descarboxilasa.

La enzima, preparada segrSn im método descrito (?6), es 
bastante làbil en disolucidn y fue çonservada en pequenas — 
fracciones congeladas alrededor de -10°C, De este modo, en 
cada ocasidn, se descongelaba y utilizaba inraediatamente, 
solo la cantidad aproximadamente necesaria en cada caso.

La actividad enzimatica se determind por el mdtodo ma— 
nomëtrico. Este procedimiento, de facil aplicacidn cuando — 
la técnica se tiene a punto, como ocurrfa en nuestro labora 
torio, es ràpido y simple, aunque frecuenteraente poco sens^ 
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 expérimenta­
les, no se presta a experiencias cinéticas a (s) variable, 
pues al pretender utilizar (s) no saturantes para la enzima, 
el raétodo no es suficienteraente precise para tener medidas 
fiables. Pese a todo, la eleccidn de este método, al menos 
para la obtencidn de una primera informacidn general, que — 
era lo deseado, resultaba pr4cticamente obligada.

Todas las experiencias se realizaron por duplicado, ba 
jo condiciones en que la velocidad de la reaccidn era proper 
cional 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 (lO) de que la L-D^ 
pa descarboxilasa se activa por la adicidn al medio de rean 
cidn de un exceso de coenziraa (piridoxal-5'“Posfato)• En —
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nuestras experiencias la activacidn maxima se alcanza a con 
centraciones de coenzima de 2.10 y la velocidad de la —
reaccidn aproximadamente se duplica. Para concentraciones —^ g * ■■Zientre 2.10* a 2.7.10" M, la activacidn se mantuvo constan­
te (fig, 3)# En algunas experiencias se mostrd inhibicidn — 
por concentraciones mds altas, de acuerdo con lo descrito — 
por otros autores (lO). Para adiciones de piridoxal-5*-fos— 
fato entre O y 2,10"^M la activacidn sigue una cindtica mi— 
chaeliana (fig, 4), y los diagramas que se obtienen al re­
présenter l / (  yiul CO^ ) frente a l/(P-5*-P) son lineales,

Como posibles sustratos de la enzima, so ensayaron 12 
compuestos referibles a dnidos 1-araino-2-aril-ciclopropano- 
carboxilicos, Comparados con el L-Dopa, ninguno de estos — 
compuestos mostrd una actividad clara como sustrato (tabla2)j 
pues las actividades medidas caen dentro de los errores ex­
périmentales. Experiencias a rauy largo tiempo con uno de — 
los compuestos (tabla 3) tambidn descartaron su comporta - 
miento como posible sustrato. No obstante, esto no excluye — 
la posibilidad de que todos o alguno de los compuestos sir— 
va como rauy mal sustrato y que el método utilizado no permi. 
ta detectar esta actividad.

Los ensayos de los ciclopropilaminoacidos 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 demàs casos, los 
resultados obtenidos caen dentro del error experimental y — 
solo puede apreciarse o que los compuestos no inhiben,o su 
acjividad como tales es muy pequeha. Estos resultados, por 
lo que se refiere a las relaciones estructura actividad, — 
son IdgicoSj ya que los compuestos m^s inhibidores son los — 
que tienen giaipos 3-OH fenilo o 4-OH fenilo, lo cual se co­
rresponde con la especificidad de la enzima* Por otra parte, 
los resultados son similares a los obtenidos por Sourkes —
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(82) en los ©studios sobre inbibicidn de esta enzima procè­
dent© de hxgado de cerdo por una serie de derivados de 
tilfenilalanina, Asx, mientras la CN-raetil-3-h.idroxifenila— 
lanina inhibxa 95/°» bajo las mismas condiciones la oC—metil- 
-3-nietoxifenilalanina solo lo hacxa 17^*

Un examen m^s detallado de la inbibicidn por el compue^ 
to 10 (acido 1-amino-2-(3-hidroxifenil)—ciclopropanocarboxf 
-lico) mostrd que la cinética de la inbibicidn a concentra— 
cidn variable de este compuesto es de tipo micbaeliano (8l) 
(tabla 5 y fig. 5)f pues los diagramas de Dixon obtenidos — 
al representar l/( ^1 CO^ ) frente a (l) son lineales* Con 
un mdtodo de ensayo enzimatico mas sensible serfa posible — 
deterrainar las constantes de inbibicidn y diagnosticar — 
el tipo de inbibicidn, Esto forma parte de los proyectos de 
trabajo future.

Los resultados mostrados en la tabla 6 y en la fig, 6 
indican que la inbibicidn por el compuesto 10 de la descar— 
boxilacidn enzimatica del L—Dopa es dependiente de la con— 
centracidn de piridoxal—5*—fosfato. Para adiciones de coen— 
cima de 0-2.10 ^M, la inbibicidn aumenta con la concentra— 
cidn. Para concentraciones mas altas bay una caxda progrès! 
va de la inbibicidn. Es decir, el piridoxal—5’-fosfato, a — 
bajas concentraciones potencia la inbibicidn y a altas con— 
centraciones tiende acontrarrestar aquél efecto.

En cualquier caso, la inbibicidn por el compuesto 1 0 — 
parece ser de cardeter reversible. A su vez, el compuesto — 
es capaz de estabilizar a la enzima en solucidn, protegien— 
dola de su iriactivacidn ©spontanea (ver apartado 8, pg . 2 3 3 )

La interpretacidn de estos resultados es difxcil, al — 
menos mientras no dispongamos de rads informacidn de tipo ci. 
ndtico y mecanxstico, a obtener en el future mediante el em 
pleo de un mdtodo mas sensible para la determinacidn de la 
enzima. No obstante, son posibles algunas conjeturas preli— 
minares.



—238—

Como es sabido, la enzima contiene piridoxal—5—fosfato 
unido covalentemente como base de Scbiff y a su vez se ac­
tiva por la adicicSn extra de coenzima. Dicho de otra manera, 
la enzima utiliza coenzima unida en forma covalente y coen 
ziraa dializable (3 ) (l9) y las funciones especificas de ca— 
da una de estas partes de coenzima, en particular de la dia 
lizable, no estan claras.

En principle cabe esperar que la inhibici<5n por el com 
pues to 10 y algunos otros de los ciclopropilaminoé[cidoa es— 
tudiados sea debida a interaccidn con la protefna misma, a 
interaccion con el piridoxal-3'—fosfato unido en forma co— 
valente o con el dializable o libre en el medio. Si la in— 
teraccidn fuese simplemente sobre la proteina^no debiera — 
depender la inbibicidn de la adicidn o no de piridoxal—5*—
—fosfato. Parece mas Idgico pensar en una interaccidn con — 
dste, en cualquiera de sus formas. La distincidn entre es­
tas alternativas es dificil.

COOHCOOH HQHO
NH

HO

.10,

COOH
.NH

HO
CH
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Una aproximacidn a los hechos puecle obtenerse estudian 
do independiontemente la reaccidn del compuesto 10 con fos- 
fat o de 3' -piridoxal y exaniinaiido si los compuestos forma- 
dos son inhibidores, Como se describid en la Parte II de e^ 
ta Memoria, la reaccidn entre piridoxal-3* —fosfato y el com 
puesto 10 permitid obtener y caracterizar los compuestos A 
y B.

Los ensayos de inhibicidn con estos compuestos A y B, 
mostraron que ambos inhiben en grade comparable al compues— 
to 1 0 a  concentraciones todos ellos de 2.3,10 M, y que la 
inhibicidn sigue una cindtica raichaeliana (tablas 4 y y 
fig, 10), pero ademas que la inhibicidn por A (tabla 8), lo 
mismo que ocurre con 10 (tabla 6 y fig. 6), depende de la — 
concentracidn de piridoxal-3^-fosfato, pero no la inhibicidn 
por B (tabla 8). Asi puê s, aparentemente, la inhibicidn por 
10 pareceria explicarse suponiendo su conversidn en el medio 
de reaccidn a A o a A+B o a B, Pero esta explicacidn no es 
satisfactoria, pues 10, a 2,3.10 y P-3*—P=8.10 ^M, inhi­
be 76^, es decir, practicamente lo mismo que A o B a 2.3.10"^M 
(tablas 4 y 7). Evidentemente, desde el punto de vista cuan 
titativo la hipdtesis de formacidn de A y B en el medio de — 
reaccidn no explica la inhibicidn por el compuesto 10, aun— 
que A y B sean a su vez inhibidores.

Con los datos disponibles y sobre la base del mdtodo ma 
noradtrico de ensayo de la enzima no es facil obtener mds in 
formacidn y no es posible dar una explicacidn concluyente — 
sobre los resultados y sobre el mecanismo de inhibicidn de 
la actividad enzimatica por 10, por A y por B. No obstante, 
los hechos apuntan a un mecanismo de inhibicidn mds comple— 
jo,en el que posiblemente hay reaccidn del compuesto 10 con 
el fosfato de piridoxal libre^con formacidn de compuestos A 
y B inhibidores y tambidn con la coenziraa unida en forma — 
covalente, miraetizando el inhibidor al sustrato, para dar — 
un complejo enzima-base de Schiff del inhibidor, similar al
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producido por el sustrato y que no puede, por razones des— 
conocidas sufrir descarboxilacidn o dsta es rauy lenta.

Con miras a resolver estas indeterminaciones tenemos — 
aliora el proyecto de iniciar un estudio cindtico detallado 
del mecanismo de inhibicidn de la enzima por <9s—me til-Dopa, 
por los compuestos 7 Y 9-12, asf como por los productos de 
reaccidn que puedan obtenerse entre estos arainodcidos con — 
piridoxal y con piridoxal-3*-fosfato. Para ello nos propone 
raos utilizar un mdtodo muy sensible y precise de détermina—
cidn de la enzima basado en el empleo de sustratos marcados

14 / \con C en el grupo -COOH (ver pg. 208) .
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o o n c l u s i o::es

El trabajo experimental que se describe en esta Memoria 
como Tesis Doctoral fud llevado a cabo con el fin de desa— 
rrollar un mdtodo adecuado para la sintesis de dcidos 1 —ami— 
no-2-aril-ciclopropaiiocarboxilicos, preparar una serie do - 
estos compuestos y estudiar su accidn sobre la descarboxila— 
sa de aminoacidos aromaticoa (Dopa descarboxilasa)*

De acuerdo con los raecanismos admitidos para la desqar- 
boxilacidn enzimdtica de la L—3» 4—dihidroxifenilalanina — 
(L—Dopa) a 3>4-dihidroxifeniletilaraina (Dopamina), y por ana 
logfa estructural con la o4—metil-3,4—dihidroxifenilalanina, 
los mencionados dcidos aminofenilciclopropanocarbox£licos — 
pueden comportarse como inhibidores de la Dopa descarboxila— 
sa, y en consecuencia son de interds potencial como inhibi­
dores de la biosintesis de catecolaminas y de serotonina#
Por otra parte, si como ocurre con la<^rmetil-3,4—dihidroxi— 
fenilalanina, sirven de sustratos a la enzima, su descarbo— 
xilacidn daria 2—aril-ciclopropilaminas, un grtico bien cono— 
cido de inhibidores de monoaminooxidasa, de uso clfnico como 
antidepresivos,

En consecuencia y contando con la experiencia previa en 
esta linoa, se abordd la sfntesis de dcidos 1-amino-2-aril—
—ciclopropanocarboxilicos por un camino inddito, a travds — 
del uso de 4-arilidentiazolonas,

Las CONCLUSIONES del trabajo realizado, que ha permitido
alcanzar con dxito los objetivos propuestos, son las siguien 
tes :

1 - A partir de 0—bencilxantato de raetilo y de glicina se 
detalla la preparacidn de N-(benciloxi)tiocarbonilglicina y 
de N—( bericil tfo ) carbonilglicina, que se describcn por prime 
ra vez. La obtencidn de uno u otro producto deponde de las
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condiciones de la reaccidn y es consecuencia de la facil con 
versidn del 0-bencilxantato de metilo en S-bencilxantato de — 
metilo por una transposicion 0— ►S del grupo bencilo#

Asimisrao, a partir de glicina, sulfuro de carbono y cio— 
ruro de bencilo,se obtiene N—bencilditiocarbonilglicina^ya — 
conocida.

2-,— Por condensacion, en presencia de anhidrido acdtico—ace 
tato sddico o ahhidrido acdtico—carbonate potdsico, de N—(ben 
ciloxi)tiocarbonilglicina con una serie de 11 aldehidos aro— 
mdticos, se obtiene con rendimientos de,40—75^ una serie de
2-benciloxi-4-ariliddn—5(4H)—tiazolonas, todas ellas nuevaa, 
donde los radicales arilideno han sido: bencilideno; 4—raeto— 
xibencilideno ; 4-nitrobencilideno ; 4—metilbencilideno ; 4—cljo 
robencilideno; 4-acetoxibencilideno; 3—acetoxibencilideno; —
3,4—dimetoxibencilideno; 4-benciloxibencilideno; 3-(N—acetil 
indolil)—metileno y 4—piridfn—metileno#

3-#— Por condensaci<5n, bajo las mismas condiciones indicadaa 
en la conclusion anterior, de N—bencilditiocarbonilglicina — 
con una serie de 18 aldehfdos aromdticos, se obtiene con ren 
diraientos de 40-73^ una serie de 2-benciltfo-4—arilidOn—5(4H) 
tiazolonas, todas ellas nuevas, donde los radicales arilide— 
no han sido; bencilideno; 4—metoxibencilideno; 4—nitrobenci— 
lideno; 4—metilbencilideno; 4-çlorobencilideno; 3—clorobenc^ 
lideno; 4—fluorobencilidenoJ 3,4—metilOndioxibencilidenoJ 4— 
—acetoxibencilideno; 4—hidroxibencilideno; 3—acetoxibencili— 
deno; 3—acetoxi—4—raetoxibencilideno; 3—inetoxi—4—acetoxibenci 
lideno; 3>4-diacetoxibencilideno; 3 —^etoxibencilideno; 4—ben 
ciloxibencilideno; 4—dimetilaminobencilideno y 3“ (N—acetilin 
dolil)—metileno*
4-.— Los intentos de extender las reacciones de condensaciOn 
mencionadas en las conclusiones 2- y 3- & compuestos carbonjÇ 
licos alifOticos (acetona, isobutiraldehfdo) no dieron resul 
tado y solo condujeron a raezclas de productos no identifica—
dos .
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3 -.— Los intentos de condensar aldefafdos arora^ticos con N-(ben 
ciltio)carbonilglicina, para obtener 2-bencilt£o-4-ariliddn- 
-3(4H)-oxazolonas, por una reaccidn paralela a la mencionada 
en las conclusiones 2  ̂y 3-» no dieron resultado. As£, la reajc 
cidn con 4-hidroxibenzaldeh£do condujo a 2-metil-4-(4—acetoxi 
fenil)-3(4H)-oxazolona* Este resultado creeraos que es conse — 
cuencia de la conversidn de la N— (bencilt£o)carbonilglicina a 
N—acetilglicina por el anhidrido acdtico,
6s,- Por reaccidn de las 2-benciloxi-4—ariliddn-5(4H)-tiazolo 
nas, descritas en la conclusidn 2^, con diazometano, en benc^ 
no a 40—30°C, se obtiene con rendimientos de 25—50^ una serie 
de 1 —aril-5-benciloxi-6-tio—4—aza-espiro— (2,4)hept—4—en—7—onas 
que en lo sucesivo denominaraos espirobenciloxitiazolonas y que 
se describen por primera vez# Los radicales arilo son: fenilo; 
4-raetoxifenilo; 4-nitrofenilo; 4—clorofenilo; 4—acetoxifenilo 
y 3—acetoxifenilo,

De la i*eaccidn del 4-benciloxibenciliddn—derivado con dia— 
zometano, ademds de la correspondiente espirobenciloxitiazolo— 
na, se aisld otro producto tambidn nuevo, correspondiente a la 
reaccidn con 3 moles de diazometano y que se identified como —
3-(4-benciloxifenil)-7-benciloxi-11-oxa—8-tia—2,3,6—triaza-es— 
piro-(4,4,2, Cr)dodeca-2, 6-dieno*
7-.- Por reaccidn de las 2-bencilt£o-4-ariliddn—5(4H)—tiazolo— 
nas, descritas en la conclusidn 3-> con diazometano, en bence- 
no a 40—30^C, se obtiene con rendimientos de 30—55^ una serie 
de 1-aril-3—bencilt£o—6-tio—4—aza-espiro-(2,4)hept-4—en—7—onas,
que en lo sucesivo denominamos espirobencilt£otiazolonas y que 
se describen por primera vez# Los radicales arilo son: fenilo;
4—me toxif enilo ; 3-nietoxif enilo ; 4-nitrof enilo ; 4—metilf enilo ; 
4-clorofenilo; 3-clorofenilo; 4-fluorofenilo; 3,4-metilendioxi 
fenilo; 4—acetoxifenilo; 3-acetoxifenilo; 3*4—diacetoxifenilo;
3—me toxi—4—acetoxif enilo ; 3~a-cetoxi—4—me toxif enilo y 4—bencil — 
oxifenilo.
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De la reaccidn con el 4-dimetilaminobenciliddn-derivado 
no se aisld la esperada espirobenciltiotiazolona, sine otro 
producto (75^) nuevo, que se identified como 2-benciltfo—4—
— (4-dime tilciminof enil-1 —etiliddn)—5 (4H)—tiazolona.
8-,— Con el fin de tener la mdxima infonnacidn sobre el cur 
so y mecanismo de las reacciones comentadas en las conclusio 
nes 6- y 7- se hizo un estudio minucioso de todos los produjo 
tos aislables de la reaccidn entre 2—benciloxi—4—benciliddn—
—5(4h )—tiazolona y diazometano, en benceno a 40-50^0# Se ai^ 
laron y caracterizaron los siguientes compuestos, todos ellos 
nuevos; 2-benciloxi-4— (l-feniletiliddn)-5-(4H)-tiazolonaj la 
correspondiente espirobenciloxitiazolona ya citada en la con 
clusidn 6-; (e )—1 —fenil-5-benciloxi—6—tio—4—aza—espiro— (2,4)- 
hept-4-en—7-ona; 2—fenil-5-benciloxi-6—tio-4—aza—espiro— (2,5)
oct—4—en—8-ona ; 5-f enil-7-benciloxi—11 —oxa-8—tia-2, 3 , 6—txd.— 
aza-diespiro(4,4,2,0)dodeca-2,6-dieno.
9-.— Por hidrdlisis bdsica parcial del fenilderivado coires- 
pondiente a las espirobenciloxitiazolonas, descritas en la — 
conclusidn 6-, se obtuvo una posible mezcla de los dos tiod— 
cidos posibles y no conocidos por simple apertura hidrollti- 
ca del anillo de tiazolona, Ambos compuestos no pudieron se— 
pararse, pero desulfurada la mezcla con dxido de plata se ob 
tiene el dcido 1 —benciloxicarbonilamino—2-fenil—ciclopropeuio 
carboxilico como unico producto, que no era conocido#

De modo andlogo, la raetanolisis bdsica de la citada tdLa— 
zolona, condujo a una posible mezcla de los dos esteres metf 
licos, no conocidos, de los dos tiodcidos antes mencionados, 
que tampoco pudieron separarse. No obstante, la supuesta raez 
cla, desulfurada con oxido de plata, condujo como dnico pro— 
dueto al 1-benciloxicarbonilamino-2-fenilciclopropanocarbox^ 
lato de metilo, que no era conocido.
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10-.- Las espirobenciltiotiazolonas, descritas en la concli^ 
sic5n 7-, son mucho mds facilmente hidrolizables que las es­
pirobenciloxitiazolonas, descritas en la conclusidn 6^, Por 
hidrdlisis con potasa alcoholica de las espirobeiiciltiotia­
zolonas, a 40-30°C, o de las espirobenciloxitiazolonas a re_ 
flujo dur suite 1 hora, o por sunbos mdtodos, se obtiene con - 
rendimientos de 23-75^ una serie de dcidos l-araino-3aril-ci^ 
clopropanocarboxflicos nuevos, en los que el resto arilo ha 
sido: fenilo; 4-metoxifenilo; 3-metoxifenilo; 4-metilfenilo;
4-clorofenilo; 4-fluorofenilo; 3-clorofenilo; 3,4-metiléndio 
xif enilo; 4-hidroxif enilo ; 3-hidroxif enilo ; 3-l*iroxi-4—meto^ 
xifenilo; 3-nietoxi-4-hidroxifenilo.

Estos mdtodos en general fallaron, conduciendo solo a — 
résinas intratables, al aplicarlos a la obtencidn de hidro- 
xiaril-derivados por hidrdlisis de los acetoxiaril-deriva-- 
dos correspondientes•

11-. - Alin bajo las condiciones mds endrgicas citadas en la- 
conclusidn 10§ para las espirobenciloxitiazolonas,la hidrd­
lisis del 4-benciloxifenil-derivado correspondiente a las - 
espirobenciloxitiazolonas de la conclusidn 7®, solo trans—  
currid de modo parcial, abridndose dnicamente el anillo de 
oxazolona a la mezcla de los dos tiodcidos correspondientes 
y no conocidos. Esta mezcla que no pudo separarse,por desu^ 
furacidn con dxido de plata condujo a un solo producto nue­
vo, identificado como dcido l-benciloxicaxbonilamino-2-(4- 
-benciloxifenil)-ciclopropanocarboxilico•

12§,-Por hidrdlisis con potasa en etanol-agua o dixano-agua, 
a temperatura ambiente y  bajo corriente de nitrdgeno,de I q s  

correspondientes acetoxifenil-derivados de las espirobencil 
tiotiazolonas, descritas en la conclusidn 7-,se consiguid - 
la obtencidn y aislamiento en forma de hidrocloruros de los 
acidos 1-ajTiino-2-aril-ciclopropanocarboxilicos siguientes, - 
en los que el resto arilo es: 4-hidroxif enilo ( 35-64/b) ; 3”b_i
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droxifenilo ( 15-40%) ; 3-nietoxi-4-hidroxifenilo (22-40%); 3* 
-hidroxi-4-raetoxifenilo (25%). Todos ellos se describen por 
primera vez,

13-e- En la hidrdlisis del 3-acetoxifenil-derivado de la es_ 
pirobenciltiotiazolona, como se indica en la conclusidn 12.*, 
ademds del correspondiente ciclopropilaminodcido,se obtuvo- 
un nuevo producto (25%), procedente de la ciclacidn intram^ 
lecular de intermediaries de la reaccidn y que se identifi­
ed como dcido 1-tiocarbonil-3 ,4-metildn-6-hidroxitetrahidro 
isoquinolefn-3-carbox£lico.

Asfmismo, en la hidrolisis del 3-acetoxi-4-metoxifenil- 
derivado, ademds del correspondiente ciclopropilaminodoido- 
descrito en la conclusidn 1 2*,se obtuvo un nuevo producto — 
(30%) identificado como dcido l-tiocarbonil-3 ,4-metildn-6-h^ 
droxi-7-metoxitetrahidroisoquinole£n-3-carboxdC lico .

l4§.- La hidrdlisis con tampdn dcido bdrico/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 dcidos l-benciltiocarbonilamino-2-fenil-ci— 
clopropanocarboniltidlico y l-ben^ilditiocarbonilamino-2-fe 
nil-cicloprqpanocarbox£lico* Por el contrario, la hidrdlisis 
con el mismo tampdn y dioxano condujo al dcido l-amino-2 -f^ 
nil-ciclopropanocarbox£lico, ya descrito en la conclusidn - 
12*.

La aplicacidn de estos mdtodos al 3,4—diacetoxifenil-de^ 
rivado solo condujo a résinas intratables#

1 5*. - Por tratarniento con etanol/clH de los dcidos 1-amiho — 
-2-aril-ciclopropanocarboxilicos (arilo= fenilo, 3-metoxife 
nilo, 4-metoxifenilo, 4-metilfenilo, 4-clorofenilo, 3-cloro^ 
fenilo, 4-fluorofenilo y 3 ,4-metildndioxifenilo) se obtienen 
los hidrocloruros de log arainodcidos correspondientes. No - 
pudo obtenerse el correspondiente al 4-benciloxifenil-deri­
vado ,
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l6*♦- Por hidrdlisis con G1H-2N del fenil-derivado correspon 
diente a las espirobenciloxitiazolonas, descrito en la con­
clusidn 6*, se obtuvo el hidrocloruTo de la 2-amino-4-fenil- 
- y -butirolactona, ya conocido, y forraado por ruptura C^— 
del anillo de ciclopropano, en vez del hidrocloruro del dci 
do 1-amino-2-fenil-ciclopropanocarboxilico. Sin embargo, - 
este aminodcido soporta la ebullicidn con dcido clorbdidrico 
al 50% y con BrH/AcOH al 40%# En este dltimo tratarniento se 
obtuvo el hidrocloruro del aminodoido*

17*e- Por tratarniento con BrH/AcOH* de los dcidos l-amino-2- 
-aril-ciclopropanocarboxilicDs, correspondientes a arilos —
4-raetoxifenilo, 3,4-metildndioxifenilo y 3-“©toxifenilo, se 
obtuvieron, en el primer caso el hidrobromuro de la 2-amino-
4-(4-hidroxifenil)- y-butirolactona, en el caso segundo el 
hidrobromuro de la 2-amino-4-(3 , 4-metildndioxif enil) - ̂ -buti. 
rolactona, y en el tercer caso el hidrobromuro del dcido 1— 
-amino-2-(3-hidroxifenil)-ciclopropanocarboxllico «

Asfmismo, por tratarniento de los misraos aminodcidos con 
tribromuro de boro se obtuvo, en el primer caso el hidrobro_ 
rauro de la 2-amino-4-(4-hidroxifenil)-^-butirolactona, en - 
el segundo caso un residuo no identificable y en el ter—  
cer caso el “hidrobromuro de la 2-amino-4-(3—bidroxifenil)- 
-](-butirolactona•

1 8**- Por reaccidn de loa dcidos l-araino-2-aril^ciclopropa- 
nocarboxllicos correspondientes a arilo= fenilo y 4-metoxi- 
fenilo con doruro de benzoxlo primero y diazometano despuds 
se obtuvieron los correspondientes l-benzamido-2-aril-ciclo^ 
propanocarboxilatos de metilo,con configuracidn inequ£voca 
Z.( trans GO-arilo) e identificados por comparacidn con mues- 
tras autdnticas#

1 9- « - Por reaccidn del dcido l-araino-2-(3-hidroxifenil)-ci— 
clopropanocarbox£lico con la sal disddica del fosfato de - 
5 ’-piridoxal se han obtenido la correspondiente base de -
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Schiff y el producto de ciclacidn de dsta a derivado de te— 
trahidroisoquinoleina, cuyas estructuras se discuten#

20*.- Todos los productos que se describen, y siempre que - 
fud necesario y posible,se han caracterizado a travds de - 
andlisis elemental, espectroscopias IR y RMN y excepcional- 
mente espectrometrla de masas# Se tabulan los resultados y— 
se discuten las estructuras*

21*» - Se discute la estereoqufmica de los productos obteni­
dos que la presentan* Por generalizacidn de los resultados- 
comentados en la conclusidn 18*, hay bases razonables para- 
concluir tentativamente que todos los ciclopropilaminoacidos 
obtenidos tienen la configuracidn Z (trans CO-arilo). Asf—  
mismo se aportan datos que indican tentativamente que los — 
ariliddn-derivados a que hacen referenda las conclusiones- 
2* y 3* tienen configuracidn Z y que su reaccidn con diazo­
metano, segiin las conclusiones 6*, 7* y 8* transcUrre de mô  
do estereoselectivo con retencidn de la configuracidn#

22*. - Se pone a punto el mdtodo raanoradtrico para la deterrn^ 
nacidn de Dopa descarboxilasa con una preparacidn enzimati­
ca de rihdnde cerdo. Se ensayan como posibles sustratos 12 
hidrocloruros de los dcidos l-amino-2-aril-ciclopropanocar— 
boxilicos a concentracidn 2.5.10 . 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 limites — 
de error experimental del mdtodo, y sugiere que no son des­
carbo xilados o lo son muy debilra-ente. Experiencias con lar­
go tiempo de reaccidn apoyan la conclusidn de que no sirven 
como sustratos#

2 3*.- Los 12 compuestos reforidos en la conclusidn 22* se - 
ensayaron como inhibidores de la descarboxilacidn enziradti- 
ca del L-Dopa. A concentracidn 2.5#10 solo mostraron in­
hibicidn los compuestos en los que arilo es 4-fluorofenilo
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(l8%), 3“hidroxifenilo, 4-hidroxifenilo, 3-hidroxi-4-metoxi* 
fenilo, y 4-hidroxi-3-nietoxifenilo (73-86%).

Experiencias sobre el posible mecanismo de esta inhibi­
cidn sugieren un proceso reversible complejo a travds de la 
base de Schiff con fosfato de 5*-piridoxal y de su producto 
tetrahidroisoquinolelnico de ciclacidn*
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