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MEMORTIA DESCRIPTIVA
de una Patente de Invencidn a2 nombre de:
SCHWEIZ. SERUM- UND IMPFINSTITUT UND

INSTITUD ZUR ERFORSCHUNG DER INFEKTIONS-
KRANKHEITEN, Rehhagstrasse 79, BERN (Sui
za); pors: WPROCEDIMIENTO PARA LA PREPARA

CION DE NUEVOS COMPUESTOS DE:-AMONIO®
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£l presente invente concierne al procedimientc para
la preparacidn de los nuevos compuestos de 2-hidroxi=- y de
2~alcoxi-S=nitro~bencil-hexametileno~tetraamonio con accidn
antimic;obiana, de la férmﬁla general

5 | R-0

%o

NU2

- +
CHy=/ N, (CH,) 77 X

en que R significa hidrdgeno o un grupo alcohilo inferior,

.10 preferiblemente el grupo metilo, y X~ significa un idn ha-

légeno, preferiblemente el ifn cloro o bromo o un ién sul~

POOR
QUALITY

fato o sulfonato.
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Se ha encontrado gue estos compuesstos son apropiados
como sustancias activas para sl tratamiento de infaccionés de los
intestinos y de las vias urinarias a céusa de bacterias ﬁatﬁganv
nas.

Hasta ahora, para el tratamientoc de enfermedades ine
fecciosas de los intestinos se utilizaron con prefarencia hi-
droxiquingleinas halogenadas, especialmente la T-yodﬁ—ﬁ-cloro-
8-hidroxi~-quinoleina conocida desde 1899, ola sﬁlfaguanidina.

El compuesto primeramente citaan puede producir aleréiaé en el
caso de pacientes sensibles al yodo. La sulfaguanidina tiene una
actividad frecuentemente insuficiente.

Como antiéépticus para las Qias Qrinarias se utili-
zaron hexametienotetramina y sales de &cido mandélico o, ®n
los Gltimos tiempos, inciusn combinaciones de estas dos sugtan-
cias activas., La actividad es insuficiente en muchos casos.

Por lo tanto, desde hace muchos afios se'est& buscan=-
do un agente quimico~terapeutico que actle especificamente
sobre bacterias patdgenas para los imtestinos y/a‘las vias uri=-
narias. Seria muy especialmente deseable poseer una sustancia
activa, con la cual tambifn se pudieran tratar terapeuticémen-
te enfermedades tan temibles como el’Cﬁiera y el tifus abdominal.
Una terapia quimica apropiada para estas enfermedades extendi-
das mundialmente significarfa um gran progreso, ya que hasta aho=-
ra no existe en el cumefciu ningdn preparado que pueda ser uti—
lizado con suficiente éxito para el cOlera y para el tifus ab~-

dominal.

Los nuevos compuestos de 2-hidroxi- y 2-alcoxi-S5-nitro-
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bencil—he*ametileﬁoteﬁraamnnio de la férmula general I mues-
tran una.pronunciada actividad bacteriostatica sobre los vibrio-
.nes del cdlera,.sobre Salmonella typhi, y ademis también con-
~tra los Shigelos, que son agentes patdgenos fracueﬁtes de la
disenterfa. Ademds, las sustancias muestran una buena actividad
sobre otro nimerc de bacterias patdgenas de los intestinos.
Por ejemplo, si un medio para alimentacidn apropiado contiene
solamente 25~mg/%‘d3 estas sﬁstancias, ya se reduce o reprime
el crecimientu de las siguisntes cepas de bacterias: V. chole-
rae 34580, Shigella N& 108, Staphylococcus wooed né 46, y se
-inhibe ya mub intensamente el crecimiento de Salmonella typhi
Ty 2.728. Con éuncentraciones de 50 y 100 mg/%, se reprimen
totalmente elfrecimiento vy el desarrollo de todos estos agen-
tms patlgenos. Estos datos se refieren a un tiempe de incuba-
biﬁn'de.sdhmente 2 horas. Con un tiempo de incubacidn de 6 horas,
se obtienen res;ltadas todavia mejores. A

En la siguiente tabla I estén indicados los datos
averiguados sobre la actividad bacteriost&tica de dos ‘compues-
tos (A y'B) obtenidas segln el invento y de dos compuestos
(C y D) antes conociﬁog utilizados anilogamente. Todos loé
datos indicados fueron determinados simulténeamente y bajo
condiciories idéhticas,
Signifiéan:
Az Cloruro de 2-metoxi-5-ni£rb;bencil—hexametﬂeno—tetraamonio
fﬁz Clorurb'de é—hidrﬁ#i—S-nitro-bgnéﬁl—hexametileﬁontEtraamonio
Cs 7:§odo-5—qloro-8—hidroxi—quiholei’na

D: Sulfaguanidina



10

15

Beauw
&

t
A

- 368557

Metodologfa: Las actividades bacteriostdticas se llevaron a

Resultados:

cabo en cultivos en agar. Las placas & agar sobre=-
inoculadas fueron cubiertas con plaquitas de pa-
pel de filtro tratadas en autoclave de 9 mm de
didmetro y fueron incugadas despuég de aplicar
0,025 ml de austancia'disuelta o suspendida (lo
que cﬁrresponde a 2,5 mg de sustancia/plaguita)

a +378C. Los didmetxros indicados de los halos o

aureolas de inhibicidn corresponden al difmetro

N

total, Un difimetro total de 9 mm ha de ser equipa-

rado précticamente a la expresifn “ninguna inhi-

bicign",

Estos estén reunidos en la Tabla I» Un gran halo
o aureola de inhibicifin corresponde a una alta
actividad bacteriostética. Un difmetra de 9 mm

corresponde a una actividad nula.
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Bacterias patégenas

Difimetro total de los halos o au-

reolas de inhibicién en mm con:

A B c D

|. Escherichia Coli 12 -9 14 T 11
"] Klebsiella 28 22 9 11
"1 Pseudomonas aeruginosa 13 16 9 11
| Proteus mirabilis K 22 9 10,
1 Proteus vulgaris 22 11 9 11
‘| Salmonella typhi Ty 2 a3 22 9 9
Salm. paratyphi A 21 13 9 12

B 17 T 24 9 g

c’ 25 24 9 9

Salmonella typhi murium T 22 14 9 9
Shigella Nr 108 30 25 15 11

- Shigella shigae Nr 401 34 33 - 15 10
Vibrio cholerae El Tor Nr 1418 30 28 18 11
Vibrio cholerae 569 B 40 35 17 14
Staphyloccocus aureus 31 26 16 15 10
Staphyloccocua wood 46 24 22 12 9

En la Tabla II est&n indicadas las actividades bacterios=

tAticas de los compuestos A y B obtenidos seglin el invento, en com-

paracidn con la actividad de la hexametilenotetraamina (sustancia

E) antes conocida. La determinacién se realiz8 sobre placas de san-

gre en substratos o medios de cultivo sdlidos en concentraciones

de 25, 50 y 100 mg por 100 ml para unma serie de bacterias patdgenas.




TABLA_II

actividades bbcterdiosbiticps de, las sus-
tancias
Bacterias patégenas B A E
Concentracidn en mg/100 ml:
5. 25| 50j100 ;i 25] 500100 100 | Testigos
§~£shherichia coli P 1 AE -« y
" Klebsiella : - 1O -1 -1 - "
w:?seud. aeruginosa (f) - = (f) -~ - + +
" Salm.typhi Ty 2/728 - - I U I .
. S.paratyphi A 105 ° U R -1 -] -1 s
10. | 8. paratyphi B 223 - -] - - -1 - - +
§,paratyphi C 502 N U B N I O .
S, typhi murium 5 -1 - ol I I B +
Salm.enteritidis i I A I + +
Shigella No 108 - - - - -1 -1 - - +
Sh.shigae No 401 N S N +
Shwshiéae No 406 -] -] - -] - - +
15, Sh.flexneri 102 Typ IB -1 -1 - -1 -1 - (i) +
Staphylocc,aureus ' -1 - B R +
Staphylocc.wood 46 - -1 - (f) - - -~ +
Vibrio cholera 1418 - -] - - -] < - - +
Vibrio cholera_SBSBS St -] - U R (R - T
Vibrio chélera 34580 -] -1 = -{-1-1 - +
(Neiss.guno¥rhoe) ‘ (f) -}l - ] -t -] < (i) 3
20. :
Valoracifn:
- Ningln crecimiento. de la flora bacteriana
(¥) :crecimiento muy débil
¥ ; Crecimiento débil
25, "+ : Crecimiento bueno normal

A partir de las Tablas I y Il se desprende lo siguiente:

Los compuestos A y B del presente invento muestran compara-

tivaments actividades bacteriostdticas muchfsimo més intensas frente
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a un nimerc muchisimo mayor de bacterias patfgenas que los com-
puestas C, D y E antes conocidos. Por el contrario, la flora de
coli bacilos natural y normal en los intestinos es afectada so-
lamente poco por las sustancias A y B,

5. ‘ Junto con la buena y.muchisimo superior actividad fren

_te a bacterias patdgenas del tifus y frente a Shigelos, que son

agentes patfgenos frecuentes de la disenteria, tiene especial im
portancia la actividad comparativamente especialmente intensa ~
sobre los vibriones del cblera ~véase por ejemple actividad de

10,; la sustancia A sobre Vibrio Cholerae 569 B-.

Un cdlera vencido o soporfado e incluso la vacunacidn
protectora del cSlera producen solamente una inmunizacifn tran-
sitoria. En India y en los paises limitrofes, por lo tanto, mls
de una millarda (mil millones) de.hombres estdn sometidas con-

15.. tinuamente a un peligro potencial del cdlera. Un agente terapéu
tico quimico del cSlera activa es una exigencia para estos pai-
ses, por no indicar la importancié de un antiséptico activo pa-
ra los intestinos para el tratamiento y para la profilaxia del
tifus y de la disenteria, gue en estos pafses son acﬁmpaﬁantes

20.- continuos de los hombres y representan un peligro para su salud;

Tolerancias:

Los compuestos del presente in&ento, no obstante, no
solamente son muchfsimo mis activos que los caompuestas antes cg
nocidos comparables, sino que también se caracterizan, de modo

25, sorprendente, por su tolerancia desusadamente buena y comparati
vamente mayor,

En ensayo con animales, las sustancias A y B se han -
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mostrado practicamente como atdxicas. Asi, la dosis letal media
(DLSO) para el ratdén pudo ser determinada cua valores menores de
BOOO mg por Kg. de peso corporal en el caso de administracidn -
peroral. Dosis més altas no pudieron ser administradas por razg
nes técnicas. Tampoco en el caso de la aplicacidn de altas dosis
mostraron los animales ningln fendmeno secundaric llamativo. En
el ensayo de toxicidad subczfnica, en el cudl el preparado habia
sido administrado diariamente como alimento con la sonda de gaz
ganta a 10 ratas durante 30 dias, en la dosis diaria de 100 mg/kg,
no se pudo observar ningln fendmeno secundario llamativoc en es~=
tos aniﬁales. Como testigo, se emplearon 10 ratas adicionales,
a las cuales se administrd solamente agua en cantidades adecua=
das. Todos los animales récibieron cantidades normales de ali--
mentacidn y de agua potable "ad libitium", Tanto los controles
de pesa regulares como las determinaciones del espectro u'éuadrp
clinico sanguineoc realizadas tres veceé, no presentaron niﬁguna
desviacidn con relaci&n a la norma ni en los animales de -mnsayo
ni en los animales testigo. Despufés de terminar el ensayo, todos
los animales fueron muertos y se investigaron histol8gicamente
todos sus Organos wds importantes, tales como higada, pulmén, -
bazo, timo, riﬁﬁn, ovarios, testiculas, vasos sanguineos, etc.
En los Grgancs de ratas no se pudo determinar ningiin resultado -
patolégico. Los preparados A y B fueron bien tolerados por lo -
tanto en cualquier respecto,

En comparacién con ésto, la dosis letal (DLSD) para la
7-yodo=5~cloro-8-hidroxi-quinaleina (sustancia C) es de 7200 mg/kg

de ra'tc'm. '

Pacientes, que padecian de enteritis o de enterocoli-
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tis, vecibieron la sustancia A en forma de grageas en dosis de
250 mg. Toleraron este nuevo medicamento sin ninglin tipo de fe-
ﬁﬁmenc secundarib, La actividad. también era buena; la mayorfia -
de los pacientes mostrd una répida mejorfa de sus dolencias. La
dosis era en general de 3 a 4 veces dos grageas, es decir 1,5 g
por dia.

Los nuevos compuestos de la férmula general I deben
ser utilizados, de acuerdo con su sorprendente idoneidad como -
medicamentos, especialmente como agentes quimico-terapluticos -
para el tratamientoc de infecciones de los intestinos y de las -
vias urinariass .

El procedimiento para la preparacifén de los presentes.

nuevos compuestos de 2-hidroxi- y 2-alcoxi=-S~nitro-bencil-hexa

‘metileno-tetraamonio de la férmula I, estd caracterizado porque

se hace reaccionar un €ster de 2-hidroxi~ o 2-alcoxi-S5-nitro-

bencilo reactivo de la férmula general

R-0
,CHzﬁx

II,

NfJ2

en que R significa hidrdgenc o un grupo alecochilo inferior, pre-
feriblemente el grupc metilo, y X siénifica un radical haldgeno,
preferiblemente el radical cloro o bromo, o un radical sulfato o
sulfonato, con hexametileno-tetraamina.

.La forma de realizacién preferida del procedimients -

consiste en hacer reaccionar con hexametilenotetraamina un halg
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genuro de 2-hidroxi~ o 2-metoxi-5-n 1trnbenc1lo.

La preparacidn se realiza de la manera ms convenien-
te haciendo reaccionar cantidades equimolares de los dos educw-
tos en un disolvenite inerte en lo qué se refiere a la reaccidn,
preferiblemente en cloroformo.

La reaccifin se reaiiza convenientemente dentro de un
margen de temperaturas que oscila entre aproximadamente 02 C y
1002 C, preferiblemente en un intervalo de temperaturas que s~
lo supera moderadamente la temperatura ambiente, de aproximada-
mente 20 a 502 C,

EJEMPLOS DE REALIZACION:

1) Clorurg de -metog;:Q-nitrq:bencil—hexametileno-tetraamonio
70 g (0,348 moles) de clorurc de 2-metoxi-5-nitro-ben
ciin purisimo son disueltos en 400 ml de cloroformo, y son mez-
clados bajo agitacidn, en porciones, con 48,7 g (0,348 moles) -
de hexametilenotetraamina pura. Tiene lugar gradualmente una di
solucidn casi total de la hexametilenotetraamina affadida.
Despues de aproxmmadamente 2 horas comienza a separar
se el producto. Se agita durante 3 dias a la temperatura ambien
te. A continuacidn, el producto separado es filfradn con suc- -
cibn y secado en vacio.
Cantidad: 102,7 g; es aecir B6,3% de la teoria
Punto de fusidn: 1842 C (con descomposicidn)
Micro-an&lisis: Calculado para ClAHZDClNSDS
C: calc.: 49,19%; enc.: 49,10%
Ns calce.: 20,49%; enc.: 20,23%

Ci: calc.: 10,37%; enc.: 10,24%
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Peso equivalente (determinadoe con HClU4 en
AcDH en presencia de acetatoc de Hg):

Calc: 341,80; enc: 339,8

Eli cloruro de 2-metoxi-5-nitro-bencil-hexametileno~
tetraamonio Eé muy fécilmente soluble en agua y metanol, bien
soluble en Acido acético glacial, algo soluble en etanal, y
poco soluble en la mayor parte de los restantes disolventes

orgénicos usuales.

Clorura de 2-hidroxi-S-nitro-bencil-hexametileno-tetraamonio

9,38 g (0,05 moles) de cloruro ae 2-hidroxi-5-nitro=-
bencilo purisimo son diaueltos en 250 ml de cloroformo. La
sﬁluciﬁn obtenida es introducida bajo agitacifn en una solu-
ci6n de 7,01 g de (0,05 moles) de hexametilenotetraamina
pura en 120 ml de cloroformo.

Bajo ligero calentamiento se inicia la reaccién
e inmediatamente comienza a separarse en forma de precipita-
do amarillo el compuesn formadec de hexametilenotetraamonio.

Se sigue agitando durante 18 horas a la tempera-
tura ambiente, y después de esto se filtra con succidn el
producto separado, y se seca en vaciq a la temperatura am-

biente.

Cantidad: 16,4 g, 8s decir 100% de la teoria,
Punto de fusifn: 1952C (con descomposicién)

Micro-analisis: Calculado para C13H18C1N503

C: Calc: 47,65%; enc: 47,44%
N: calec: 21,38%; enc: 21,13%

Cl: calcs: 10,82%; enc: 10,55%
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Pesc equivalente (determinado con HClD4 en AcOH
en presencia de acetato ds Hg):

Cale: 327,69; enc: 329,8

El clorurxc de 2-hidroxi~8-nitro-bencil-hexametileno-

tetraamonio es poco soluble en agua fria y précticamente inso-

luble Bmn la mayor parte de los disolventes orglnicos usuales.

En el ejemplo nimero 2 precedente el cloroforma,
utilizado como disolvente, puede ser reemplazado por metanol

¢ por etanol,

Bromuro de 2-metoxi-S-nitro-bencil-tetraamonio. ..

Este se obtiene por reaccidn de 8,55 g de bromuro
de 2-metoxi-5-pitrobencilo ceon 4,87 g.de hexametilenotetraami~
na en 40 ml de cloroformo.

Punto de fusidn: aprpximadamente 2002C con descomposicidn.

De manera anélpga a como se describe en los ejem-
plos precedentes, hor reaccidn de bromuro de 2-hidroxi=-5S-nitro=-
bencilo con hexametilenotetraamina se obtiene el correspon-
diente bromuro de hexametileno-tetraamonio, y por reaccifin
de sulfato de.2-hidroxi~ o de 2-alcoxi-5~nitro-bencilo o del
correspondiente metanosulfonato de bencilo, se obtienen los
correspondientes sulfatos o sulfonatos de 2~hidroxi- o 2~al=-

coxi=5-nitro~-bencil~hexametileno-tetraamonio,

Forma de administrzacidn,

2,5 kg de cloruro de 2-metoxi-5=-nitro~bencil-hexa-
metileno-tetraamonio o de cloruro de 2-hidroxi-S~-nitro-~bencil-~
hexametileno~tetraamonic son grmulados con almiddn y - gelatina

y son moldeados por compresidn para formar 10,000 tabletas.
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Las tabletas son convertidas en grageas con jarabe

de azlicar y son provistas con un revestimiento resistente

a los jugos estomacales.

Se reivindica como nuevo y de propia invencidn:
l.- Procedimiento para la preparacidn de nuevos compuestos de
amonio, en especial de 2~hidroxi- y de 2~alcoxi~5-nitro-bencil-

hexametileno-tetraamonio de la férmula general

R-

- + -
CH,=/"N,(CH,) . 7" X

I

en que R signjfica hidrdgeno o un grupo alcohilo inferior,
preferiblemente el grupo metilo, y X" significa un idn hal6-
geno, preferiblemente & idn cloro o bromo o un ién sulfato
o sulfonato, cargctarizadn porque se hace reaccionar un és-

ter de 2-hidroxi- o 2-alcoxi-5-nitro-bencilo reactivo de

la férmula general

CH,=X

11,

NO
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en que R significa hidrﬁéeno o un grupo alcohilo infexioxr, pre;
feriblemente el grupo metilo, y X significa un radical haldgeno,
preferiblemente el radical clero o bromo, o un radical sulfato
o sulfonato, con hexametileno-tetraamina.

2.~ Procedimiento segln la reivindicacién 1, carace
terizado porque se hace reaccionar con hexametileno~tetraami-
na un halogenuro de 2-hidroxi- o de 2-metoxi-S5-nitro-bencilo.

3.~ Procedipiento segﬁﬁ la xeivindicacién 2, carac-
terizado porque se hace reaccionar con hexametileno-tetraami-
na el cloruroc de 2-metoxi-5~nitro-bencilo.

4,~ Procedimiento segln la reivindicacién 1, carac-
terizado porque se hacen reaccionar cantidades equimolares de
los dos edﬁgtos en un disolvente inerte con relacidn a la.
reaccidn.

S5+~ Procedimiento segln la reivindicacidn 4, carac-
terizado porque se realiza la reaccidn en cloraformo,

Bam Prﬁcedimientu segln la reivindicacidn 4,carace
terizado porque se realiza la reaccifn en»un‘margeh de tempe=-
raturas desde aproximadamente 02C a 1DDEC, prefaribleﬁentg en-
tre 208C y 502C,

T.- PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE NUEVOS
COMPUESTOS DE AMONIC.. | '

Tal como se describe y reivindica en la presente Me-
moria Desciiptiva, que consta de catorce hojas escritas a mé=

quina por una sola cara,

 Madria, 19 JU‘:‘l 1869
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