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PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS DE LA
PIRIMIDINA,-

Sollvitanto- TABAZ, entidad francesa, residente en Avenue Plerre

ler de Serbie 39, 75 Paris 8e, Francia.-

Esta invencidn se fefiere a un procedimiento péra
o la, obtencidn de nuevos derivados de la pifiﬁiﬁa quz Lienen
actividad farmacoldgica.
Los nuevos derivados de la pirimidimn a ioz aue se

5 yefiere la invencidn pueden representarae con e Férmuis sone—



10.

15.

20'

ral:

Lml

en la que R representa,un'grupo diﬁrOpilacetilo, tripropilacg-
tilo, 2-etil-2-butil-acetilo o 2-metii-2-p<a_ntii-acet;tlo y.ﬁl
representd hidrdgeno o ﬁn grupo dipropilacetilo, tripropila-
cetilo, 2-etil-2-butil-acetilo o 2-x‘net11-2-pentil-acétilo'.

También se incluyen dentro del émbltq de la presente
1nvenc16n las sales d4cidas de asdicidn 31mp1es (mono) y dobles
(ai) farmacéuticamente aceptables de los. derivados de la pi-"
rimidina representados por la Férmula I. ,

Los compuestos de la Fdrmula I pueden prenararse por
calentamlentc, en presencla 0 no de un alsolvente tal como,
por ejemplo, plrldlna ¥, 81 es preciso, en presencia de una,

base allfétlca terclarla fuerte tal como, por eaemplo, trime-

tilamina o trletllamlna, 2 4—d1am1no-5-n-clorofen11—6-et11—p1-

rimidina (que tiene el nombre aprobado (B.P.) de Pyrlmethamlne)

de férmila.
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don la cantidad adecuada de un compuesto de férmula genersal

0

RB-C“RG

donde RS representa un grupo 2-heptilo, 3~hepiilo, 4-heptilo
o 4—(4—propi1)—heptilo Yy R6 repfesenté ﬁh étdmo de cloro o

bién
0

1]

-O—-C—R5

.donde R5 tiene el mismo significado que en la férmula II, pa-

ra formar el detivado mono- o di- sustituido requerido de la
férmula I en forma de hase libre que, si se desea, se hace
regceionar con ﬁna cantidad estequiométrica de un dcido 6rgé—
nico o inorgdnico aue formar una sal dcida de adicidn del
mismo, simple o doble, farmacduticamente aceptable.

La cantidad de compuesto II utilizado serd tal que
1 6 2 equivalentes molares del mismo reaccionen con 1 equive-~
lente molar de pirimetamina. Durante la reaccidén, se forma

un dcido que puede ser inorgdnico (cuando el compuesto de fdér=-
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mula II es un anhfdrido). Este deido pucde neutralizarse en .
el medio de reaccién por un exceso de pirimetamina o por_uné N
base alifdtica terﬁiaria tal como, por ejemplo, la trimetiia-
mina o la trietilamins. . -

‘Entre los compuestoé representados ﬁqr lgrférmula
11, se conocen todos los cloruros asi como los anhidridos en
los que R5 representa 3-heptilo y 4~heptilo. los anhidridos
en los gue R5 representa 2—hept;10 e} 4-(4;prbﬁil)-h§ptilo pue-
den prepararse por el método descriﬁougn Eelv.'thm. Acta'gi
(1962), 717-737.

En el caso de diascilacién.de la pirimetamina por ei
radical diprobilacetilo, la 2,4;bis—dipropilaéetamido-E-ggcio+
rofenil-6-etil-pirimidina obtenida presenta un'fendmgno de ‘
alotropia, En efecto, se ha obser#ado que la accién del anhi-
drido diprOpylagético en la base de pirimetamina proporciona
un compuesto que funde a 892C cuando cristalizs é partir,ael
pentanc, A esta primera forma alotfépica se le denominard
en adelante como "forma W', La existencia de otras formas alo-
trépicas de la 2,4-bis-dipropilacetamido-5-p-clorofenil-6-etil-
pirimidina he sido demostrada por meﬁio de diversos experimen-.
tos que dieron los resultados siguientes:

(a) la "forma W" (p.f. 8%2C), cuando se recristaliza a partif'
del isococtano proporcions un producto que gé qufmicaménte idén=-
tico a la "forma W' pero wue tiene un punto de fusidn de 1132C.

A esta dltime variedad se le denominerd de aqui en adelante
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"forma X".
. (b) La "forme W" cuando se redriétaiizé e partir del heptano,
proporciona la "forma X". - ' ‘. j.
(¢) Ia "forma #"y ¢uando ée recrﬁséaliZa & partir del pentano;
5e o del hexané, ad 1@ "forma W'". ' '
(4) ILa ﬁformé X",'éuando se recristaliza a partir del hexeano,
de la "forma W', 7 ) |
(e) Ia "forma W" o la "forma X" cuando se calientan progresi-
vamente hasta los 1409C hasta que se alcanza ls licuefaccidn
10. total, y a continuacidn se enfria a 100°C, manteniéhdqse du-
rante 2 horas a esta temperatura, propbrciona una nueve for-
ma alotrdpica.que funde a los 12190, A esta forma sé le déno-
minard a continuacidn "forma Y,
(f) Ia "forma X", tuando se disuelve hasta la saturacién en
15. trementlna mineral, d4, desnués de enfrlamiento lento, la "for-
ma Y" con una temperatura de fusifn de 121°C.
(g) La "forma W" (p.f. 899C) y la "forma X" (p.f. 11390), cuan-
do se funden a 1409C y se enfrian répldamente proporeionan ca=
da una foﬁma amorfa, con aspecto cristalino, que funde a
20, '59-608C, A esta forma amorfa se la denominaré e continuacidn
Vforma ZV. '
- (h) La "forma Y" (p.f. 1219C) y la "forma 2" (p.f. 59-602C),
cuando se recristalizan a partir del hexano o, del isooctano,
proporcionan la "forma W" y la "forma X", respectivamente._

25, _ Todas estas variedades son idénticas en cuanto a su
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composicidn quimicﬁ. Sus espectéos{corresponden exadtéiente»
cuando se determinan en soluciones, pero cuando se dgtérminan
en los compuestos en forma sdlida, éxisten diferencias,

Un estudio de estas diversas formas alotrdplcas du--
rante el almacenamiento ha revelado lo siguiente: " 7
(a) Una lenta evolucién de la "forma W" hscia la "forma X, lo
que demuestra que la "forma W'" no es estable. 7
(b) Ia perfecta eétabilidad de la "forma X" en cuanto a su as-
pecto, color, olor, controles quimicos (temperatura de fusién,
mediciones de los espectros). '
(c) La perfecta estabilidad de 1la "forma Y". 7

Los otros derivados dlacllatados de 1a plrlmetamlna
no parece que presenten fendmenos de alotropla.

Los compuesios de la 1nven016n, segun se ha compro-
bado, poseen valiosas propledad;s farmacolégicas. En part1cu-
lar se ha descubierto gue los compuestos. de la invencidn poseen
una actividad antiprotozoaria que probablemente los haga ﬁti-J
les en el tratamiento de diversas enfermedades tales como, .
por ejemplo, la malaria, asi como propledades toxoplasm101das
N g antl—alergénlcas. I

En cuanto al tratamiento, tanto preventivo como cu-

rativo, de la malaria, el agente de més éxito y el més utiliza~

do hasta el momento preaente es la plrlmetamlna. No obstante,

en la mazorla de las reglones infestadas por la malarla, se ha

abandonado el_uso de la plrlmgtamlna debido a los 1ndeseables
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efectos colaterales provocados por esta sustancis cuando se
aéministra a dosis terapduticas durante periodos prolongs~
doé. Estos efectos colaterales puede ser de tipo hematoldgi-
co llevando, por ejemplo, a afecciones tales como 1o 1eucope~
nia, o tomar la forma de trastornos digestivos o incluso de
lésiones renales,

| Los resultados de las divefsas'pruebas efectuadas
con los compuestos de la invencidn indican qgue estos Yltimos.
no présentan estas desventajas, mientras que, al.mismo tiemw~
po, ejercen un éfecto terapéutico que es al menos equivalente
al de lé pirimetamina. )

Je realizaron pruebas de toxicided aguda con com-

puestos de la invencidn de acuerdo con la técnica de Iitehfield

ry Tiileoxon (J. Pharmacol., 1949, 95, 99). las pruebas se reali- -

zaron en ratones adultos de la cepa Swiss con peso de 20 a 30 g.
Se dividid a los animales en grupes aeASO } se administrd el

compuesto en estudio, intraperitoneal u oralmente, a grupos su-
cesivos, de manera que acada grupo recibiera una dosis guperior

al grupo anterior. Ia finalidad de esta prueba fué la de esta—

.bleoer 1z LD50 o dosis minima requerida para matar el 50% de

loy animales. del experimento. La sustancia de referencis ele-
gida fué la pirimetamina.

No obstante, sé comprobd que si bién pudo determinar-
se la LD5O para la pirimetamina, los compuestos de la invencidn

carecian de $al modo de toxicidad que no pudd establecerse en
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absoluto ninguna dosis letal en absoluto., Para los compuestos
de la invencidn, el factor limitador fué la cantidad de produc-~
to que los animales eran capaces fisicamente'de.abéorberfpor
vias tanto peritoneal como oral. Esta wWltima dosis, que no-
consiguid matar a ningin animal, s¢ denomina a éontinuacidn"
la médxima dosis tolerada.(MDT), es decir, la cantidad mdxima
de producto que el animsl era fisiéaménte,cépaz,de acaﬁtar.
Esta dosis tambiédn poéria denominarse LDO, es decir la mds
alta dosis que pueden recibir todos los animales sin qué ocurra
ningdn.fallecimiento. No obstante, é efectos. del presente-tex-
to utilizaremos la abreviatura NDT.

In estas circunstancias, se registfaron los siguien-

tes resultados:

En relacidn con la pirimetamina, la LDSO por via in-

.traperltoneal fué como media de 74 ng/kg v por via oral de

128 mg/kg.

Con los dos compuestos preferidos de la invencidn,
a saber, la 2,-dipropilacetamido-4-amino~5-p-clorofenil-G-etil-
pirimidina (1lamada a continuacidn B 8270), y 1a 2 A~bls~dlpr0—
pllacetamldo-s-grclorofen11—6—et11-p1r1m1d1na (llamada 8 contl-

ruacidn B 8370), se comprobé que la MDT por via 1ntraperitonea1

tento para la B 8270 como para la B 8370 superaba los 1500 mg/ks.

mientras que le MDT por via oral para ambos compuestos supera-
ba los 3000 mg/kg.
las mismes MDT se registiraron tanto para la B 8270

como para la B 8370 en pruebas de toxicidad con pollos por vfa
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intraperitoneal, mientras que una dosis intraperitoneal de 75

ng/kg de pirimetamina matd el 60% de los pollos.

By cuanto a la actividad antiprotozoaria, se reali-

!

zaron primero pruebas en ratones con el fin de determinar su

-accidn contra el Plasmodim Berghei. Se infectd artificialmente

a los animales por via intraperitonesl por_meaio de una suspen-
sién en una solucidn isotdnica de cloruro sédico de gldbulos
ro jos portadores. de pérésitos en mimero de 5 x 106;.tomados ,
de animales infectadox 5 dfus antes.

la enfermedad asi provocada, se desarrollérdel 8w
guiente modo al no ser tratada: ’

1. Tase pre-hematoldzica

Ios pardsitos aparecieron en la sangre 48 hores des-
puads de la inoculacidn de la suspensidn de glébulos rojos por-

tadores de parésitos. Durante egbta fase pre—hematoldgica, au-

mentd la actividad de la ribonucleasa del plasma y los pardsi-

tog actuaron selectivamente sobre los reticulocitos que se
convirtieron a continuacidn en eritrocitos acidofilicos. Hubo

por congiguiente una disminucidén en el mimero de reticulocitos
en comnpsracidn con el nivel inicial. .

2, Fase hematoldgica

Durante esta fase, pudieron descubrirse fdcilmente
los pardsitos por medio de extensiones en platina teflidas

con Colorante May Grinwald Giemsa o purpura de cresilo brillan-

e o0 une mezcla de ambos.



10.

15,

20.

25,

Bl nivel de pardsitos en la sangre aumentd hasta
qué murieron ¥bs animzles. En este momento, pudo comprobar-
se gque la anemia habla llegado hasta un puntb en el que el
recuento de eritrocitos era de 1,5 x 106.

3. Fase de desarrollo total de la enfermedad

Esta fase comenzd el sexto -dfa después de 1a-inddu—
lacidén. Hubo una progresiva pérdida de peéo; acompafiada de
apafia, al mismo tiempo que se les erizd el pelofy las ore-
jas y mds tarde los ojos se decbloreaban; .
4, TPase final

Esta fase comenzaba el octave dfa despuds de 1d
inoculacidén. Los ratones aparecian totalmente decolorados,
las cabezas colgaban entre sus patas delanteras, mientras que
arqueeban el lomo. 5e negaban a comer y beber y las patas
traseras las tenfan paralizadas. Aparecia disnea seguida de.
convulsiones e hipotermia, seguido por la muerte..r | |

A los 15 dfas todos los animales habfan muerto.

En la prueba realizada, se compararon los dos come
puestos pfeferidos de la invencidn, a saber, la B 8270 y 1la B
6370 con la pirimetamina. '

Se observaron las siéuientes condiciones experimen-—
tales: , | |

Tos ratones fueron dividicdos en lotes de 10,

A los animales de control se les inoculd la suspen-

sidén portadora de pardsitos pero no recibieron tratamiento.

En el tratamiento preventivo, el compuesto en estudio
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-se administrd 24 horas desvuds de la inoculacidn.

In el tratamiento curativo, el compuesto en estudic
se administrd 4 dfas despuds de la inoculacidn, .
| Fl desarrollo de la enfermedad se estudid por medio
de extensiones teflidas realizadas al afa giguiente a2 la inocuf
1aci6n, ¥ a continuacidn en una media de cada dos dfas durante
una Semana, y posteriormente una vez por semana durante un
minimo de un mes.

| Los compuestos en estudio se administraron duranté
6 dias consecutivos.,

Los ratones eran considé:ados libres de los parési-
tos cuando 50 exdmenes microscdpiqos;sucésiQOS de extensiones
habian dado resultados negativos y cuando la inoeulacién con
su sangre no transmitfa la enfermedad a ratones sgnos.

El producto en estudio s; considerd activo cuando
prolongabs la supervivencia de la mitgd Qe los animales tra-
tados durante al menos 15 dias después de la muerte del Ulti-
mo animal de control, La dosis que alcanzaba este resulta-
do se denomina a continuacidn Dosis Efectiva.BO é EDBO’ La
dosificacidn de los tres compuestos utilizados en la vrueba
se calculd de manera que contuvieran una cantidad equimole~
cular de la wirimetamina base. ,

i .
Los resultados obtenidos en estas pruebas se dan

en las siguientes Tablas I, II, III y IV,
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TABLA I

H

Tratamiento preventive po:via int:

Nvumero de ;
dfas des-!| Controles . Pirimetamina (base) |
pués de Y —e :
la inoecu- : 0.25 mg/kg | 0.50 mg/kg  (0.37 ng
lacidén : ‘ -
I D I D ' I D .| I
e ' ! ;
5 [7/10 .o0/10 0 0 0 0: 1 0
T 1T 3/20 oo o .o .o
8 l4/4 6/10 0 0 0 o ¢
3 13/3 {7/10 0 0 0 o 370
10 3/3 |7/30 0 0 0 0 :i{7/10
13 10/10 | 3/10(1/10 | 0 [0  5/10
16 3/9 |1/10 | © 0 2/10
19 4/8°12/170 | o |o o °
22 6/8 (2/10 { 0 o .0
27 8/8 12/10 0 0 0
30 8/8 12/10 0 0 0
36 8/8 lz2/10 | o 0 0 -
40 88 2/10 !0 |0 0
I = Infectados

]
"

Fallecidos



via intraperitoneal

fbrpoi

: i

o) B 8270° B 8370 . fgég 7 &
%g 10437 ng/kg. | 0.75 mafkg. | 0.50 mg/ig | 1 me/kg. o r e
b I D I | D I D 1! D

0 0 o o {o 0 oj{o ! o

0 i 0 0 0 0 0 .0 | 0 0’

0o c 0 0 o 0 04 0 0

o 3/10 0 0 0 0 o | o 0

0 ';7/10 0 0 0 0 0 0 0

o 5/10 |o 0 0 ¢ | o | o 0

0 2/10 | o 0 0 ¥ 0| o0 0 '

0 0 0 0 o o 0| o 0

0 . .0 0 0 0 G ol o 0

5 0 0 ° 0 G o | o o

3 o |o o 0 o oo | o

) 0 |0 0 0 0 0|0 0

3 0 0 0 0 {0 0 fo o0

, N 3

Dosis equimolecular de pirimeteminz base

B 8270 0.37
B 8370 0.50

.0.25 mg/ke;

Q.25 mg/ke;

0.75
1mg

fou

0.50 mg/ks.
C.50 mg/kg.
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TABIA IT .

Tratamiento curativo por via intraperi

E Ndmero de :

| dfas des~ | Controles - Pirimetamina (base) - B

| pués de : ' -

[ 1a inocu= , 0.25 mg/kg [0.50 mg/kg; 0.37 mgy

! lacidén L % = ; .

! s I 1D I p i I |

| | o

5 10/10] 0 |10/10| © |{lo/10} 0 ‘LO/10

i |

8 7/7 | 3/10| 7/20 | 0 | 6/10, 0 | 8/10

| . : L

10 - 6/6 | 4/10| 7/10 | 0 1/10f 0 | 8/1c

i 15 10/10| 7/9 | 1/10, 0 | 0 ' 8/10

, 18 5/7 | 3100 o |0 7/8 |2

3 22 5/7 | 3/100 o | 0 7/8 |2

. A 3/6 | 4/100 0 0 6/7 |3

g 39 ( 3/6 | a/100 o | o 6/ | 4

: 31 /4 | 6/10f 0 | 0 5/6 |4

I | 13 |70 0 |o 35 |s
38 i t 1/3 {7/100 o Lo 3/5 |s,

! |
.40 ; /3 |7/00 0 {0 3/5 |5
E i

Dosis equimolecular de pirimetamina base: igual e en la



via intraperitoneal -

,. i
) B 870 | B 8370 "
/kg! 0.37 mg/ke §0.75 ng/ke. .50 mg/kg. i 1 mg/kg.
p L I b T D I D I | D
010/10 | © 110/10]| o 10/10] o {10/10] o
0 ; 810 | 0 7/10( 0 6/10| © 3/107 0 |
0 ; 8/16 | 0 r 6/10| 0 1/10| © 0 0
0i8/16 | o | 3/10] o o | o o | o
0o'/8 | 2/10 £ 1/10 1 0 0 0 0 0
0.7/ [ 2/10 o | o0 0 o1 o | o
0 6/7 | 3/10 i 0 0 0 0 0 0
0 6/6 |40 o |o o 1o © | o
0 5/6 4/10% 0 0 0 0 ’ 0
0 35 |50 0 o o | o o | ol
o 35 |s5/10 1 0 0 0 o ! o o |
0 /5 |5/10 ; o |o o lo ‘o lo|
% R

al e en la Tabla I.
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ZABLA III

Tratamiento preveniivo per via oral

ggggrgegf Controles Pirimetamina (base) i
Ezéiuggcign- 1 mg{kg. f2'5 mg/kg —E 1.5 ma/
I{ Dl I iD I D I
3 10/100 o |2/10| o© o o  11/10 |
8 10/10{ 0 l2/10{ © 0 o] 2/10
10 9’79 [1/10{2/10| © o | o 2/10
11 3/3 [ 1/1001/0 |1/10] 0 | o 2/10
12 ' 10/1011/9 {1/10| 0 0 2/10 ’
é 20 1/9 t1/10] © 0 2/10 j
55 10 |2/101 0 0 ¢ |
| 60 0 j2/10] © 0 e

Intraperitoneal B 8270 1,5
Oral B 86370 2

it

1 mag/kegs 4,75
1 mg/kg; 5

2,5 z/kg de 3
2,5 u/kg ge s



|
e,JE;
,z’ B 8270 B 8370
115 mofkg.  13.75 me/km. | 2 me/kg. | 5 me/ke.
I D P I ! D I D I D
] i
/10 1o 1o i 0 0 0 0
. i {'.
2/10 0 0 g 0 0 0 0 0
2/10 10 o o0 0 | o0 0 0
2/10 0 o o 0 0 0 0
2/10 ' 0 0 0 0 0 0 0
2/10 | o o 0o Jo:lo |o |o
S0 | 2/10 | 0 0 0 0 0 0
‘ i
o 2/10 | 0 Yo 0 0 0 0
{ H .
ig/kg de pirimetamina base
-
ig/kg ¢e pirimetamina base !
i
. \ P
_—-/m_'”’.’
e
/

U
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PABLA IV

Tratamiento curativo por via oral

ggrégré:g;a Controles , ::imetam.izas(:ise) — jk
el PO P e R I B
8 4/4 | 6/10| 0 0 ) 0 0
9 1/1 1970, o | o | o 0o 0 |
11 10/10} © 0 0 0 0 (
21 0 0 o 0 0 ;
22 0 0 0 /10 o© y
27 /7 13/10} © 1/10  5/7 :
33 /7 13/10| © 1/10 4/5 5
47 2/6 14/10| © 1/10  3/5 5
57 2/6 16/10{ O 1/10 /5 5
Dosis equimolecular de pirimetamina base: igual 1e en la -
—




ria oral

B 8270 5 8370 i P L

. 1.5 me/ke. 3.75 mg/ke. 2 mg/ke, b me/ke.

I D ‘I D I D |1 D

0 0 0 0 0 0 |0 0

0 0 0 0 0 - 0 |0 o3

o 0 0 0 0 0 |0 C

0 1/10 0 0 0 0 |o 0
10 0 1/10 0 ) 0 0 |0 0
10 5/7 3/10 0 0 2/10 | 0 [0 | o
10 4/5 5/10 { 0 0 1/9 |1100 | o
10 3/5 5/10 0 0 0 2/10 0 0 ,
10 /5 5/10 | 0 0 0 2/10 | .0

gual te en la Tabla III,
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Basﬁndose en los resultados asi obtenidos, pﬁedé
determinarse el lndice de Actividad de cada qupuésto estudia—
do. Bl Indice de Actividad se calcula diviaiendo 1g LbSO (0o, en
el caso de los compuestos de la invencidn, la MDT dado que:
los compuestos son tan poco tdéxicos due no_puede determinar— -

se la LDSO) por la & 50 © Dosis Efectiva 50, es decir,

LD5O (o MDT)

EDso
Los resultados comparativos segun este cdleulo son

los siguientes:

Intraperitoneal Oral-
Pirimetamina T4 _ 128 _
) orag = 8 T =128
B 827¢ . .
LN 1500 | Na s 3000 N\ 4nr
S H% =S50 > 298 2>3000

-B 8370
>0 > 3000 > 3%9 > 2000

Estes cifres muestran que la EDg, de los tres compues-

tos citados son similares entre si,'cog una ligera veniaja en

favor de la B 8270. No obstante, los Indices,de Actividad sou

netamente favorables a la B 8270 y a la B-8370 debido.a la tow=

xicidad excepcionalmente baja de estos Wltimos compuestos.

| Se efectud oitra serie de'pruebas antiprotozoarias

para determinar la actividad de los coﬁpuéStosrde la inven¢i6n-

contra el Plasmodium Gallineaceum.

En estas pruebas se provocd la enfermedad experimen-

tal en pollitos de 15 dias por inyeccidn intramuscular de sangre
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de un pollo en el momento mds critico de la. infeccidn (déei-
mo dia). i .

A paftir del décimo/duodéecimo dfa despuds de la in-
yvececidn murid del 40% al 50% de los pollitos, despuéds de lo
cual descendi& la concentracién de parésitos en la sangre de
los supervivientes. Entre el dia veirticinco y el tfeinta hay
un nuevo gtaque fatal. Einalmentet supervivieron alrededor del
30#% de 1los pollitos infectados coﬁ los parééitos.

El tratamiento se administrd por via intraperitoneal
en un periodo de 8 dias consecutivos, E

Como en las pruebas anteriores, los animales fueron

_divididos en lotes de 10 utilizéndose la pirimetemina como

prp&ucto de referencia. Los resultados se evaluaron por el
nivel del pardsito en la sangre y por el nﬁmerp de falleci-
mientos,

En las pruebas vreventivas, el compueéto en estudio
¥ la pirimetamina se inyectaron 2 dias después de la adminis-
fracién de la dosis infectiva.

En las pruebas curativas, las inyecciones se admi-
nistraron 7 dias después de la adrinistracidn de la dosis in=
fectiva, En esta ltima prueba, todos los p0110s tratados y
los controles supervivientes fueron infectados de muevo con
una inyeccidn intramuscular nueva del Plasmodium a los veinti-
siete dias, evaludndose de nuevo los resultédoé, esta ves
a los once dias, en términos de nivel del_parﬁsito en la

sangre y de mimero de fallecimientos.,
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En las tablas siguientes se dan los resuliados ob-

tenidos con la pirimetamina y con la B 8370

Tratamiento preventivo

- 18 -

Controles Pirimetanina B 8370
0,25 mg/|0,50 mg/ | 0,25 mg/ | 0,50 m
ke, ke kz. kg,
Nivel de  [10/10 siete .0, 0
Dardsi- dfas des=— ldespués despué
tos en pués de la de 20 de 20
la sangre [infeccidn dias dias
FPalleci~ [6/10 a los
mientos |quinces dfas | O
- 6/10 a los |despuds 0 0 0
veintiocho de 28 - |despudés | despuds después
dfas dias de 28 de 28 de 28
dias dias dias
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Tratamiento curativo

Controles Pirimetaminag B 8370
0,50 mg/ [2,5mg/ | 1mg/ | & ng/
kg' kgo kg. kg.
Nivel de | 10/10 a  [10/10 10/10 10/10° | 10/10
pardsites | los sie después después | despuds | despuds
en la san | te dias |de 7 de 7 de 7 de 7
gre " |dfas dias dias afas .
0/10 0/10 0/10 0/10
después después | despuds | despuds
de 15 de 15 de 15 de 15
diaq ‘afas dias dfas
10/0 0/10 | o/10 | 0/0,
. despuds después | despuds | después
de 22 de 22 - | de 22 de 22
dfas ~ dfas  dfss afas
10/10 10/10 10/10 0/10
despuds despuds ! despuds | después
de 27 de 27 de 27 de 27
dias dfas dias dfes
Palle-  |4/10 2 los | 0 0 0 .0 .
cimientos |veintisie~ {2 los a los a los a los
te dfas 27 dfas |27 dfas | 27 dafas | 27 dfas
REINFECCION
1
Talle- 6/6 a los | 8/10 8/10 6/10 3/10
cimientos |once dias | a los 11 |a los 11 |a los 11 |= los 11
después de | dias (Pa dfas(Pas |dias(Nin |dfas (Nin,
la infec—~ | rasite- rasite~ '|guna pa~ |guna pa-
c¢idn mia en los|mia en log rasite- |rasitemis
supervi- |supervi- |mia en en los.suy
vientes) |vientes) |[los super | pervivi.en
|vivientes) tes)
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Les mismas conclusiones puedeh extraerse como se
hizo en las pruebas de los ratones anteriorméﬁte descritas. Ia
B 8370 & una dosis de 5 mg/kg en tratamientd curativo es mds
activa que la pirimetamina base en una dosis equimolar. A
log veintisiete dfas ningin pollito mdstraba'parasitemiaé
mientras gque con la pirimetamina basé todos ellos habfan vuel-
t0 a caer en la infeccidn. Si se tienen ademds en cuents los!
valores de ls toxicidad relativa, la éuperioridad de la B 8370
es ain mds marcada. | ' |

Actividad antitoxopldsmica

Los fdrmacos que se empieaﬁ normalmente pars el tra=-
tamiento de la toxoplasmosis son la pirimetami;a, que es un
agente muy activo para esta condicidn, y algunas sulfonaﬁidas,.
tales como la sulfapirazina. Como hemos indigado anteriormgnte,
el uso de la pirimetamina durante periodos prolongados'éupéne
el riesgé de efectos colaterales indéseables. Ei'uso ée,las
sulfonamldas puede ir también acompaﬁado por efectos colameré~
1es que lleguen incluso a lesiones renales.

Por consiguiente, es muy conveniente que se desarxro-
lle un agente distinto gque, al mismo tiempo que posea uné posi- '

tiva accidn aribitoxopldsmica, no presente el inconveniente de

- producir efectos colaterales cuando se administre durante pe-

riodos prolongados de tiempo.,
Los compuestos de la invencidn son posiblemente ca~
paces de proporcionar ese agente de sustitucidn porque estédn

dotados de marcadas propiedades antitoxopldsmicas.
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Esta actividad antitoxopldsmica se puso de relive
én pruebas realizadas con ratones infectados con Toxoplasma
Goﬁddi (Cepa Sabin Rh). Se inoculd intraperitonealmente 8 rg=
tones sanos con 0,25 ml de una suspensidn de ascitis tomada
de un ratdn inoculado tres dias antes.

Si ﬁo es tratéda, la enfermedad en estasfcondigiones
se desarrolla como sigues
0 bién:
(a) El animal pierde peso répidameéte (uﬁ 25%), tomahdé la f
piel un tono mate, con los pelas erizados y;apareciendo dismes.
Al cuarto dia, el animal aparece adindmico y agotado. Ni come
ni bebe ya. ILa muerte suele ocurrir el quinto dia en cdndicio—
nes de.completo agotamiento.

0 bidn:

(b) E1l animal conserva su aspecto normal, aungue con una lige-

ra adinamia, y al dia siguiente a la inoculacidn presenta una

abundante ascitis rica en toxoplasma. E1l quinto dfa, la respi-

- racidn comienza a hacerse dificil, pero no se presenta una mar-

cada emaciacidn. Hacia el sexto dia la pielise decolora y el
an;mal no se alimenta ya. La muerte ocurre entre el sexto y sén-
timo dfas,

Comq en pruebas anteriores, los chpuestos de la irn-
vencidn fueron comparados con la pirimetamink base como proguc-
to-de referencia. Todos los productos se administraron por vis
oral dos dfas antes de la inoculacidn con el pardsito ¥y & econ-

tinuacidn todos los dfas hasta terminar el experimento (cuaren-
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ta y cinco dias). Ias dosis utilizadas fueron una duinta par-

te de 1& LD5O para la pirimetamina y una sexta parte de la

MDT para los compuestos de la invenecidn. Se eligieronﬁes%as

dosis porque se comprobd que dosis menores efah’inacfivas en

las condiciones experimentales empleadas. Los‘rétanes uti}iza—

dos eren de la cepa Swiss y se dividieron en lotes de 25.~'
la taﬁla gsiguiente d4 los resultaéoé obtenidos coﬁr

la pirimetamina y 1la-B 8370.

made ae 1 fnazy | Sen | R R T [sob ave
lacidn del pard=
sito ! _
4 5/25 0 0
5 16/25 0 0 |
6 25/25 1/25 0
8 4/25 0
11 8/25 0
13 : 9/25 0
15 10/25 0
17 :' ' 10/25 0
19 13/25 0
20 ~ 14/25 0
22 ' 15/25 0
23 15/25° 0
35 - 15/25 0
41 ‘ 15/25 0
45 o 15/25 0
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~ Estos resultados demuestran que, mientras que todos lo
~animales de control habian muerto al sexto dfa y el 60% de los
animales tratados con pirimetamina habian muerto al terminar
el experimento, %odos los ratones tratados con B 8370 sobre-
5., vivieron;

Actividad antialergénica

Se compard la activi@a& antialergéniéé de los com-
puestos de la invencidn con la dé la pirimetamina base por la
prueba cldsica del edema pulmonar producide por ovalbdmins en

10. el cobayo. |
' Se utiiiZérOn cuatro lotes de 8 cobayos albinos
machos que pesaban aproximadamente 300 g, adppténdose el
procedimiento siguiente:

Lote n® 1 : Este;fud el lote de control. A cada animal se le
15. adminidtré diariamente una dosis intraperitoheal de 0,2 ‘ml

' de una solucidn isotdnica de cloruro de sodio duraﬁte un
periodo de 15 dias con el fin de colocarlos en las mismas
condiciones "psicoldgicas"” aque los animales tratados.

Lote n? 2 : Cada animal de este lote recibid una dosis éiaria
© 20, intraperitoneal de 0,5 mg/kg de pirimetamina base durante ur
periodo de 15°dfas, .
Iote n? 3 : Cada animal recibid una dosis diaria infraperiton
neal de 0,75 mg/lcg de B 8270 Gurante un periocdo de 15 dfas.
Lote n? 4 : Cada animal recibid una dosié diaria intraperifo-.

25, neal de 1 mg/kg de B 8270 durante tn periodo de 15 afas.
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- E1 primero y el segundo dfas lespués de la admi-

nistracidn de 1la dosis indicedas, se gsensibilizd cada lote
?

. por medio de una inyeccidn intraperitoneal de 0,2 ml de una

solucidn acuosa al 2% de avalbimina por 300 g de peso corpo-

ral.

Se produjo el shock el quinto dia por una inyec—

cidn intracardiaca de 0,1 mg de la misme golucidn de ovalby-

mina por 300 g de peso corporal.

En la tabln siguiente ¢c¢ din los resultados obieni-

dos:

Ilote Wimero de animales Mimero de animales
expuestos a la ' que sufirieron un
prueba shock fatal

Controles 8 8
Pirimetamina base 6- . 3 |
(2 murieron durante ‘ S
el periodo de sen-
sibilizacidn)
B 8270 T 2
(1 murié durante el
periodo de sersibi- '
1izacidn) .
B 8370 8 2

Estas cifras demuestran que los compuestos de la

inyencidn poseen un grado superior de actividad antialergéni-

v

ca que la pirimetamina.

i
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Se comprenderd que, para uso terapéutico, los com=
puestos de la invencidn deberdn administrarse normalmente en
forma de una composicidn farmacéutica o veteriharia, que pue~

de ser en forma de dosis unitaria apropiada al modo desea~

- do de administracidn, por ejemplo, una tableta recﬁbiérﬁa

0 no recubierta, un polvo, una cdpsula o un jarsbe conkenien~— .
do de 100 a 500 mg de sustancia activa para administracidn
oral o un supositorio para adminiétracidn:reétal. !

Independientemente de la forma que tone la compo-

s1c16n, 1z compos1c16n farmacéutica o veterinaria inciluird

normalmente al menos un compuesto de¢ la férmula T o uha sal

'farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con un portador‘

o vehfculo farmacdutico para el mismo. El vehiculo puede ser
un diluyente o excipiente del tipo que se emplean normalmen-

te en la produccidn de medicamentos dispuestoo para su uso

como, por egemnlo, al menos un ingrediente uomado entre las

sugtancias 91gu19ntes. talco, estearato de magne31o, lacto~
sa,'sacarosa! carboximetilcelulosa, almidones, caolin, le=
vulita, manteca de coco,
los Ejemplos siguientes ilustran la invencidn:
EJENTLO 1
Preparacidn de 2md1propilacetam1do—4-am1no 5~E¢clorofen11—€-

etil-pirimidina

Se colocaron 149 g de pirimetaming y 500 g de pirie

dina en un matraz de un litro., Se calenté la mezcla hastsa .
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959C, obteniéndose una solucidén homdgénea.y, 2 la mlamaftem-
peratura, se afladieron 40,5 g de cloruro de dlprOpllacetilo.
Ia adicidn durd unos 45 minutos, después de 10 "
cual, se magtuvo el medic de reaccidn a g52¢ durante ung ho-
ra. Se enfrid la mezcla asi obtenida a 209C y se filtrd el
precipitade de hidroclorurc de pirimetamina. Serrecogieron
los filtrados y se calentaron a 60¢C a una presidén de 25 mm
Hg obtenléndose un producto aceitoso. Se retlré este aceite t

baao reflujo en 200 g de etanol y se introdujo la solucidn

‘ag{ ovtenida n una mezela de 200 g de etanol y 250 g de agua

@esmineralizada. La solucidn se dejé estar durente 12 horas
a 08C , y ¢l precipitado que se formdé se lavd primero con
250 g de rolucidn de dcido acdtico al 10% y acto seguido con
ague desmineralizada hasta la neutrallzac16n. oe sec6 el pre-
clpltddo en vacio en una estufa a 7090 a peso constante ]
(aproximadamente 12 horas). e esta forma se obtuvieron 43,5 g
de producto crudo que representa una produccién del 46,5%

en relacién con la pirimetamina de partida. Fste productd cru=-
do se disolvid mientras se sometfa a agitecidn y reflujo, en
una mezcla de 280 g de heptano y-40 g de tolueno, en presenw
cia de 4,5 g de carbdn activado. Se magtuvo la mezcla bajo re-
flujo durante 30 minutos y a continuacién se retiré el car-
bén por filtracidén. Se enfrid el filtrado a -109C, durante 4
horas y se filtré el precipitado que se obtuve sobre vidrio

poroso y se secé en vacio en una estufa de secado a 609C a pe-

i
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50 constante. Despuds de la primera purificacidn, ss obitu-

v1oron 34 g del producto deseado retirdndose bago reflujo en

240 g de etanol en presencia de 1,5 g de caﬁbén activado. Se fil

7 tfd el carbén y se concentré el filtrado en vacio a aprox.

100 ml y se enfrid a 09C durante 12 horas. El preclpltado -asi
obtenido se filtrd, se enguagd con 10 g de etanol helado y
a continuacidn se secd en vacio en una estufa de seqado a
602C g peso constante. Por este procedimiento, se obtuviéroﬁ

31,5 g de 2-dipropilacetamido-4-aminb-B—Brclorofenil-G-etil-

‘pirimidina, con 1729C de temperatura de fusidn, representendo

una produccidn: del 73%.
) EJEHPLO 2
Preparacién de 2,4-bis-dipropilacetanido-5-p-clorofenil-Gmctile

pirimidina

Forma X
En un matraz de dos cuellos y de 250 ml dotado con
un condensador y un agitador mecdnico, se introdujéron 47,6 g

(0,19 mol) de pirimetamina y 121,6 g (0,45 mol) de anhfdrido

. @ipropilacético. Se calentd la mezcla mienbras se agitaba

vigorosamente & 1502C. Qurante tres horas y media. E1l 4cido

dipropilacético aue se formé, asi como el anhidrido dipropila-~

.cético en exceso se destilaron en vacio (0,2 mm Hg)e De esta

manera se obtuvieron 58 £ de una mezcla qﬁe @estild a 90-94¢C
bajo 0,2 mm Hg. Se extrajo el residuo caliente en 200 ml de

heptano. Ia solucidn fué entonces colocada durante wnas 10
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horas en un frigorifico y se centrifugaron los cristales asi

obtenidbs 1avéndolos dos veces con heptano,ﬁélado. Desgués;de
secedo, se obtuvieron 82,6 g de 2,4-bis-dipfopilacetamido;B-Er
clorofenileb-etil~pirimidina pura (forma X), p.f.‘113-11490-
representando una produccién del 87%. '
La base libre obtenide de esta manera se convirfié

respectivamente en su hidrocloruro, su axalato y su dimetano-

sulfonato tal como més adelante se describe.

Monohidroeloruro

4 una sélucidn etérica de é,4-bis-dipropilacetami-
do=5-pm~clorofenil-6-etil-pirimidina (forma X) se afiadié una
solucidn de 4cido clorhidrico en éter (1 mol de la base libre
de 1 mol de 4cido clorhidrico). E1l monohidrocloruro de 2,4-bige
dipropilaoetémido-s-grclorofenil—S-etil—pirimidina (forma. X) as?
formado tenfa un p.f. de 119-1212C cuando se cristalizé a |
partir de éter isopropilico.

IMonooxalato

A una solucidn etérica de la base libre anteriormen-

te obtenida se afiadid una solucidn de decido oxdlico en dter

(1 mol de base libre a 1 mol de deido oxélicé). Entonces se

cristalizd el monooxalato de 2,4-bis-dipr6pi1acetamido-S—Er

clorofenil~6~etil~pirimidina (forma X) asi'formado, a partir
de isopropenol. '

Dimetanosulfonato

A une solucidn etérica de base libre previamente ‘
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obtenida se afiadid 4cido metanosulfdnico. il dimefanqsulfo-

!l

“ﬂ’x

nato de 2,4-bis-dipr0pilacetamido-SéQrc1orofenil-6—eti1-piri-
midina (forma X) as{ formado tenfa un p.f. de 84,52C cuando se
cristalizé a partir del éter de isopropile. -

Forma W
H
! Se ﬁrenard 2 4—bls-dipropllacetamldo-S—BrclorofenlJ—

'6-et11—p1r1m1d1na (forma %) con el mismo procedimiento descri-

to.para la "forma X"-pero con pentano en vez de heptano como
dispivente. El producto.tenié p.f. de 899C,
Forma Y

Se calentaron progresivamente hasta 140°C en termene

tina mineral 5 g de 2 4—b1s-dlpronllacetamldo—S-chlorofenll-

6-et1]—p1r1n1dlna (forma ‘W o X). Por enfriamiento lento, se
- obtuvieron 2 g de 2 4-bls-dlprop11acetamido—5-@-clorofen11~6—

ctll-nlr;mldlna (forma Y), p.f. 1210C, representando una pro-

duccidn del 40%
“MPLO 3
Preparacldn de dimetanosulfonato de 2,4—bls-(2—et11—2-but11~aceu

tamido)5-p~clorofenil—E—ctil~vizrimiding

En uh matraz de dos cuellos y 100 ml dotado con un
condensador y agitador mecdnico, se 1ntrodu3eron 12,5 g (0,05
mol) de pirimetamina y 29,7 g de (O 11 mol) anhidrido 2-etil-he~
xan01co. Se calenté la mezcla durante tres horas y media e
1509C después de lo cual se destilaron el épido 2~etil-hexanoi-

co que se formé y el anhidrido' etil-hexanoico en exceso, en va-
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cio. E1 residuo aceitoso se disolvid en 100 ml de hexano ¥y

1o solucidn se colocd en un frigorifico. Los cristales for- i
; i

mados, gue.eran casi puros, fueron a continuacidn centrifuga=-

dos, lavados y.secados. De esta forma se obtuvieron 18 g

. (producecidn: 72%) del producto deseado, siendo entonces re-.

cristalizado el producto'primero a partir de 70 ml de pentano

y a continuacidén a partir de 30 ml de hexano.

. Con este procedimiento,, se, obiuvieron 8,5 g de

2, 4-bis—(2-etil-2~tutil-acetamido)-5~pietil-pirimidina pura
en forma de base libre, representando une produceidn del'34%,

después de purificacidn., El producto tenia una;temperaiu?a'de

_fusidn de 48,4°C,

Se disolvieron 250 mg de la base libre anteriormente

obtenida en 1 mol de hexano. Esta solucidén se afiadid a 120

'mg de decido metanosulfdnico disuelto en 1 ml de &ter. El-{

aceite asi obtenido se extrajo varias veces en hexano, 4 con-
timuacidn se afiadieron a la solucién 10 ml de éter y se preci-
pitaron'unos cristales que fueron centrifugados y secados.

Con este método se obtuvieron 300 mg de dimetanosul-

fonato de 2,4-bis¢(2—etil—2~butil-acetamido)-5—gyclorqfeni1—6—

etil-pirimidina, p.f. 73,39C.

EJENPLO 4
Preparacidn de 2,4-bis-tripropilacetamido-5~p-olorofenil-5-etil-

pirimidina

n'un matraz de 50 ml y dos cuellos dotadolde con=

densador y un agitador mecdnigo se introdujeron 2,25 g (0,009
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'mol) de pirimetamina y 7,25 g (0,0204 mél).de emhfdrido trie

propilacétiéb. La mezcla se calentd entonces a 1709C durante
24 horas. Después de enfriamiento, ei aceite asi{ obtenido fud
cromatografiado en una columna’ de aldmina y se eluyd dos ve=
ces con 250 ml de dter conteniendo cloroformo- al 24. Ios di-
solventes fueron destilados en.vacio ¥ se obituvo un aceife

marrén que cristalizé lentamente s partir del pentano. Tos

-cristales formados fueron centrifvgados y recristalizados a

pértir de 15 ml de hexano. Con este procedimiento, se obiuvo

1,10 g de 2;4—bis-tripropilacetamido-S-Brclorofenil—6;etil-piri—

~midina pura, con una produccidn del 21%. E1 producto tenfas una

temperatura de fusidn de 117,42C.
' NOTA

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarlo en 1la préctica, Gebe hacer—
se constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto ﬁo alte~
ren su principio fundamental. También se hace constar que
el invento corresponde a una Solicitud de Patente, presenta-
da en Inglaterra, con fécha 21 de’Julio de 1972, bajo el ni-
mero 34.378/72; acogiéndose por 1o tanto a los heneficios que
conceden los Convenios Internacionéles en vigor,.siendo lc gque
constituye la esencia del referido invento ¥ por lo gue se sSO-
licita Patente de Invencidn por 20 sfios eﬁ Esbaﬁa, sobre: PRO~

CEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DF DERIVADOS DE LA PIRIMIDINA;



caracterizéndoze por 10 81guiente’

l.- Procedimiento para la obtencidn de derivados
de la pirimidina, de férmula general: ‘
CpHs
5 , : N

<" /___]?—-NHR R o

y de lss sales dcidas de adicidn simples (mono) y dobles:(di);'
10, farmacéuticamente aceptables, de estos derivados, en-donde R
representa un grupo diprOpilacefilo, tripropilacetilo, 2-etil—
butll—acetllo 0o 2-metil-2-pentil-acetilo ¥ Rl representa hi=
dgeno own' grupo diprovilacetilo, trmpropmlacetllo, 2~etil-
2-but11—acetllo 0 2-metil-pentil-acetilo, caracﬁerlzado por-
15. que se calienta la 2,4—diamino-5£gfclorofenil-S-Qtilﬁpirimi—

dina, de férmula P . . :

20.
con la cantidad adecuada de un compuesto de férmulé genersal:
0
n II
25, R5-C-R6
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donde R5 representa un grupo 2-heptilo, 3-heptilo, 4-heptilo
0 4=(4-propil)=~heptilo f R6 representa un dtomo dé cloro o
bién |

0

"

donde R5 tiene el mismo significado que el férmula II, para

formar los derivados necesarios mono~ o di-sustituidos de

* la férmula I en forma de base libre que, si se desea, puede

hacerse reaccionar con una cantidad estequiométrica de un
dcido orgdnico o inorgdnico para formar una sel deida de
adicidn simple o doble, farmacéuticamente aceptable.

2,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-

“terizado porque el calentamiento se efectia en ausencia de

disolvente.

. 3.~ Procedimiento segdn'la reivindicaeidn 1, carac-
ferizado porque el calentamiento se éfeétﬁa en un disolvente,
$al como la piridina.

4.~ Procedimiento segin las cléusulasll'a 3, ce~

racterizado porque el calentamiento se efe¢ctda en presencisd

- de wna fuerte base alifdtica terciaria como la trimetilamina

0 la piridine,
5.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque el dcido orgdnico es dcido oxdlico o deido

metanosulfénico, y el deido inorgdnico es deido clorhfdri-
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6.~ Procedimiento para la obtencién de deriva—

dos de la pirimidina, tal y como queda sustancialmente des—

“erito en lg presente lMemoria.

Esta liemoria consta de 34 hojas escrifas a méqui-

na por una s8ola cara.
Madrid,

2 ¢ Uk 1973
LABAZ.~-

GUMEZ ACZRD ¥ mon
P pu Flemada L, Gacla Fecad
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