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por: "UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR DERIVADOS DE
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La presente invencidn se refiere a un procedi-
miento para la fabricacién de un nuevo derivado de 1l-fta
lazona farmacéuticamente valioso.

De un modo mds particular, la invencidn propor
ciona wn procedimienﬁo para la fabricacidn de un nuevo
derivado de l-ftalazona representado por la fdrmula gene

ral (I):

CHZOH
R2 \\E
-R
1
R 00C i ‘ (I)
4 0 .

en la que Rl es un dtomo de hidrdgeno o un grupo alcohi-
lo que tiene de 1 a 3 4tomos de carbono; cada uno de R,
¥y R3 es un grupo alcohilo que tiene de 1 a 3 dtomos de
carbono; R4 es un 4dtomo de hidrdgeno o un grupo alcohilo
que tiene de 1 a 5 dtomos de carbono, con la condiecidn
de que R4 puede formar junto con Ry un grupo metileno, o
un grupo metileno sustituido con metilo o etilo.

El procedimiento péra la fabricacidn del deri-

vado de 1l-ftalazona de la férmula general (I) comprende

hacer reaccionar un compuesto de la férmula general (II):

7-10-75 P 2 -
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R .00C N-R " (11)

en la que Rl’ R2, R3 y'R4 son como se ha definido arriba
¥y 2 es un dtomo de haldgeno, o un grupo azido, hidroxilo
o.alcoxi, preferiblemente un grupo alcoxi que tiene de 1
a 5 4tomos de carbono, o un grupo representado por la fég

mula:

0

"
~-0~C-0R
en la que R es un grupo metilo o etilo, con un hidruro
metdlico complejo én presencia o en ausencia de un haluro
metdlico. '
En la memoria descriptiva de la Patente de Bél-
gica Num. 787.138, se ha descrito que la 4~hidroximetil-
-1-ftalazona tiene efectos farmacéuticos en el tratamien

to de las hemorragias, la trombosis y la aterosclerosis.

-Subsiguientemente, la Patente de Bélgica Num. 787.139

describid que los derivados de alcoxicarbonil-4-hidroxi-

metil-1-ftalazona tienen actividades mayores referidas a

7.10.75 -3



los mismos efectos fafmacéuticos que el compuesto deseri-

- to en la primera solicitud de patente. Las investigaciones

10

posteriores realizadas sobre las vias metabdlicas en anima
les y los ensayos clinicos de las T-alcoxicarbonil-4-hidro
Xinetil-l-ftalazona revelaron que, cuando se administra

a animales y a los seres humanos, el compuesto se metabo-
liza a un compuestd correspondiente que tiene un grupo car
boxilo en la posicidn 7. La hidrdlisis metabdlica conduce
a la bio-inactivacidn del compuesto de alcoxicarbonilo,

con el resultado de que el tiempo de duracidn de la ac-

cidn bioldgica del compuesto es relativamente corto.

Se ha encontrado ahora que los. compuestos de la

presente invencidn son resistentes a la degradacidn meta-

" bdlica y tienen actividades bioldgicas prolongadas, com~
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parados con los compuestos de la técnica anterior. En el
ersayo de aterosclerosis experimental inducida por la in
troduccidn de cdolesterol, se encontrd que los compues-—

tos de la presente invencidn eran altamente activos en

la prevencidn de la aterosclerosis y en la inhibicidn de
la deposicidn de colesterol en 1a.pared arterial; su efi
cacia es aproximadamente de tres a cinco veces mayor que
la de la técnica anterior. Los compuestos de la presente
invencidn impiden también la exaltacidn de la coagulabi-
lidad y la trombogenicidad de la sangre inducidas por el

colesterol o la adrenalina; la eficacia es también apro-

-4 -
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ximadamente de cinco a diez veces mayor que la de la téc
nica anterior. Esto es, que los presentes compuestos im-
piden de un modo mds efectivo el acortamiento del tiempo
de coagulacidén de la sangre aéi como la exaltacidn de la

5 agregacidn de las plaquetas- en los seres humanos induci-
da por el difosfato.de adenosina.

Adicionalmente, se ha encontrado que los pre-
sentes compuestos son activos para rebajar y normalizar
la presidn sanguinea elevada en el ensayo de hiperten-

10 sidn de las ratas espontdneamente hipertensas, en tanto
que los compuestos de la técnica anterior no ejercen ac-
tividad alguna importante sobre la presién sanguinea ele
vada de las ratas. Esta actividad de los presentes com-
puestos puede ;elacionarse conn su efecto de inhibicidn

15 sobre la AMP fosfodiesterasa ciclica, el cual se ilustra

en los ensayos Bioldgicos.
Los compuestos de la presente invencidn son Uti

les, por tanto, para el tratamiento de las enfermedades
de hipertensidn, las enfermedades de aterosclerosis y

20 las enfermedades de trombosis. Dichos compuestos tienén
también utilidad para el tratamiento de las enfermedades
debidas al comportamiento anormal de la AMP ciclica, ta-
les como el cédncer, los trastornos mentales y los tras-
tornos neuroldgicos, las perturbaciones hormonales y los

25 fallos cardiacos.
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TLa preparacidn de algunos compuestos de parti-
da de la presente invencidn se ilustra mds adelante en
esta memoria. Los nimeros ardbigos que se indican a con-
tinuacidn corresvonden, respectivamente, a los nimeros
de los compuestos representados en el esquema de reac-
cidn siguiente.

~El aducta de Diels~Alder de isodeshidroacetato
de etilo y acetilendicarboxilato de dimetilo (1)71:;éase
Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft, 10, 1354
(1937)__/ se hidroliza el 4cido ftdlico (2). E1l tratamien
to de (2) con anhidrido acético produce el anhidrido ftd-
lico (3). E1l tratamiento de éste dltimo con 4cido maldni-
co en piridina (802 a 852C) produce la 3-hidrozi-3-metil
ftalida (4) con un rendimiento del 60%. La oxidacidn de
(4) en solucidn acuosa alecalina con permanganato de pota
sio y el tratamiento subsiguiente de la solucidn con hi-
drazina produce el dcido (5), el cual, a su vez, se este
rifica para dar el éster (6) con un rendimiento global

de 80%.

7.10.75 -6 -
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CooMe COOH M ’
@ Qo
E+00C . cooMe F4000C COOH E+00C c0”

) Me
(1) (2) (3)
CooH
Me
<N
- E+00C : —>
we ¢
(4) (5)
' COOE+t
.Me \I\l]
Et00C
. i
Me 0
(6)

" Si es preciso, el 4cido (5) se puede convertir
por un método conocido en un derivado funcional de un
dcido carboxflico distinto de un éster. Por ejempio, la
reaccidn del deido (5) con cloruro de tionilo produce

cloruro de acilo /_un compuesto de la férmula (III) en

‘
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la que Z es un dtomo de cloro_7, y el tratemiento poste-
rior del cloruro de acilo.con azida de sodio da lugar a
la azida de acilo [-un compuesto de la férmula (III) en
la que 7 es un grupo azido_7. Un compuesto de la férmu-
1a (II), en la que Z es un grupo representado por la fér

mula:

0

$ 1t

-0-C~0R

en la que R es como se ha definido arriba, puede prepa-
rarse por un método conocido, por ejemplé, haciendo reac
cionar el 4cido (5) con un cloroformiato de alcohilo tal
como cloroformiato de metilo y cloroformiato de etilo en
presencia de un disolvente y un agente de deshidroclora-
cidn tal como trietilamina. E1 anhfdrido de 4eido mixto
resultante se puede someter con ventaja a la reduccidn
de la presente invencidn sin aislamiento ni purificacidn.
Alternativamente, los compuestos de partida re-
presentados por la férmula (II), en la que R4 se une a
R3 para formar un grupo metileno, o un grupo metileno sus
tituido con metilo o etilo, se pueden preparar de modo
ventajoso como se ilustra por el esquema de reaccidn si-

guiente. La 6,8-dimetil—4,7-diétoxicarbonil—l—ftalazona

(6) se somete a bromacidn con N-bromosuceinimida. La pird

7.10.75 ' -8 -



lisis del compuesto monobromado (7) produce la lactona

(8) con un rendimiento satisfactorio.

e GO0E . COOE®
Me
NN
| SN
EtoocJ@i N T y —
i ; Et00C
Me O CH,,Br u :
10 .
(6) (7)
COOEt
Me
| L
NH
.
15 0= 8
\C CH
-0 :
-(8)
20 ,

En una realizacidn del procedimiento de la
invencién, un compuesto de la fdrmula (II) se hace reac
cionar con un hidruro metdlico complejo en presencia de
un disolvente. Ejemplos del hidruro metdlico eomplejo

25 que se puede utilizar en la presente invencidn, son boro

7-10075 - 9 b
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hidruro de sodio, borohidruro de potasio, borohidruro de
1litio, e hidruro de aluminio y litio. Entre los hidruros
metdlicos complejos arriba descritos, el borohidruro de
sodio es el mds preferible, por el hecho de que es el més
barato, mds fdcil de menipular y menos peligroso. El hi-
druro metdlico éomp}ejo se utiliza én una cantidad equi-
molecular o en un cierto exceso, preferiblemente de 1,5
a 5 moles por mol del compuesto (II). La reaccidn se 1lle
va a cabo preferiblemente en presencia de un haluro metd
lico tal como cloruro de calcio, bromuro de magnesio,
bromuro de litio, cloruro de aluminio o yoduro de litio.
Cuando se utiliza borohidruro de sodio como el hidruro
metdlico complejo, se tabulan a continuacidn el disolven
te, el catalizador y la temperatura que se emplean con
ventaja en el presente procedimiento; asi{ como los rendi
mientos medios del procedimiento; La reaccidn se puede
llevar a cabo usualmente a una temperatura comprendida

entre -102C y +1002C.

o - . Haluro  Temperatura Rendimiento
Z Disolvente metdlico (eC) (%)
alecoxi etanol Ca012 =102 Ar L3092 90 a 95
metanol )
haldgeno dioxano —— 02 ~+4100¢ 50 a 80
hidrofurano
-0-C~0R tetra- ——— ~102ar L5002 50 a 80
" hidrofurano
0 dioxano

- 10 -
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En el procedimiento arriba indicado, los pro-
ductos se pueden separar y purificar con facilidad por
métodos convencionales, como se ilustra en los Ejemplos
que siguen.

Los-compueStos de la presente invencidn se pue
den administrar solos o incorporados en composiciones far
macéuticas tales como polvos, tabletas, grdnulos, cdpsu-.
las, trociscos, suspensiones y otras formas de dosifica-
cién para administracidn oral, as{ como soluciones, sus-—
pensiones y otras formas de dosificacidn para administra
cidn parenteral. La cantidad efectiva del compuesto de
la férmula () puede cambiarse libremente-de acuerdo con
una dosis particular deseada, pero usualmente estd com-
prendida entre aproximadamente 0,1 ¥y 80% basada en la can

tidad combinada del vehiculo o diluyente y el compuesto

. de la férmula (I). En resumen, agquélla puede ser cualguier

20

25

7.10.75

concentracidn deseada requerida para la administracidn a
dosis comprendidas entre 1 y 100 ng/kg de peso corporal

por dfa.
Fl vehiculo o diluyente puede ser un liquido o

sdlido farmacduticamente aceptable, y se utiliza también
el término vehiculo en esta invencidn para denotar los

coadyuvantes. Ejemplos del vehiculo liquido son agua des
tilada para inyecciones, solucidn isotdénica de cloruro

de sodio, solucidn de Ringer, solucidén de Locke, polieti

- 11 -
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lenglicol, alcohol et%lico, pronilenglicol, glicerina, y
aceite vegetal. E1l vehiculo sdlido incluye, por ejemplo,
cloruro de sodio, glucosa, lactosa, almidén,’sacarosa,
alecohol cetilico, manteca de cacao y espermaceti.

Los ejemplbs gue siguen ilustran la invencidn,
pero no limitan el_alcance de la misma.
Ejemblo 1 )

1) Preparacidn de 5,7-dimetil-6-etoxicarbonil-
~3-hidroxi-3-metilftalida. '

_ Una mezcla constituida por anhidrido del dcido
4,6—dimetil—B—etoxicarbonilbenceno—l,2—dicarboxilico
(7,8 g, p.f. 80 a 81eC), 4cido maldnico (6,5 g) secado
por calentamiento a 1002C durante 10 horas, y piridina
absoluta (7 ml), se calentd a una temperatura comprendida
entre 80 y 85°C durante 15 horas. Después de enfriar, se
ariadid dcido clorhidrico acuoso al 10%, y la mezcla se ex
trajo con cloroformo. La capa orgénica se lavd con agua,
& se extrajo con solueidn acuwosa saturada de bicarbonato
de sodio. El extracto de bicarbonato de sodio se acidifi
¢ con 4eido clorhidrico diluido, y se extrajo con aceta
to de etilo. Bl extracto se secd sobre MgSD4? ¥y se expul
sé el disolvente. El residuo resultante se recristalizd
en éter-n-hexano para dar 5,7-dimetil-6-etoxicarbonil-
~3-hidroxi-3-metilftalida (5,4 g, rendimiento 62%), que
fundfa a 118-1202C.

7.10.75 - 12 -



2) Preparacidn de 6,8—dimetil—4,7-dietoxicarb2
nil-1l-ftalazona.

A una solucidn de 5,7-dimetil-6-etoxicarbonil-
-3-hidroxi-3-metilftalida (1,32 g) e hidrdxido de pota-

5 sio (1 g) en agua (100 ml), se afiadid gota a gota wna so-
lucidn de KMnO4 (1258 g) en agua (80 ml) con agitacidn.
Despuds de agitar durante 1,5 horas mds, se filtrd el did
xido de manganeso precipitado, y el filtrado se saturd
con difxido de carbono. Se afiadié a la solucidn hidrato

10 de hidrazina al 80% (5 ml), y luego se calentd la solu~
cién a una temperatura comprendida entre 70 y 8990 duran-
te 2 horas. Después de enfriar, la solucidn se acidificd
con deido clorhidrico diluido, y el precipitado resultante
se filtrd y recristalizd en metanol para dar el 4cido 6,8~

15 ~dimetil-T-etoxicarbonil-l-ftalazona~d-carboxilico (1,1 &),
que fundfa a 216-2182C.

Se calentd a reflujo el dcido 6,8-dimetil-7-
~etoxicarbonil-1-ftalazona-4-carbox{lico con etanol abso-
luto y dcido sulfdrico concentrado, y el tratamiento de

20 la mezcla de una manera usual proporciond 6,8-dimetil-4,7-
~dietoxicarbonil-l-ftalazona, que fundia a una temperatu-
ra comprendida entre 159 y 1612C, con un rendimiento de
90 a 95%. -

3) Preparacidn de 6,8-dimetil-T-etoxicarbonil-

25 ~4-hidroximetil~l-ftalazona.



_ A una solucidn agitada de borohidruro de sodio
(500 mg) en etanol (200 ml), se afiadi§ por porciones
6,8-dimetil-4,7-dietoxicarbonil-l-fialazona (1,4 g) a una
temperatura comprendida entre -5 y 02C, y a continuacidn
5 se afiadid una solucidn de cloruro de calcio anhidro (700
mg) en etancl (200 ml), gota a gota a la solucidn ante-
rior. Se continud la agitacidn durante 3 horas més a la
misma temperatura, y se dejd en reposo la mezcla de reac-
cidén durante la noche a la temperatura ambiente. Se con—
10 centrd 1a mezcla a presidn reducida y se diluyé con agua,
aﬁusténdose su valor de pH 2 5 con dcido acético. E1 pre-
cipitado resultante se filtrd y se recrlstallzo en etanol—
agua para dar 6, 8-d1met11—7—etox1carbon11—4—h1drox1met11~
~l-ftalazona (1,2 g), que fundia a 171—17200, cuyos espec
15 tros se muestran a continuacidn. )
77 Ecpectro ultravioleta: (EtOH), mp:.218 (£ = 57000), 259
| (& = 15000), 292 (&= 11800),307
(& = 9600), 321 (& = T400)
. Espectro infrarrojo: (XBr), cm—l: 3400 (ancho), 2920,
20 1730, 1650, 1600, 1450, 1280, 1250,
1150, 1120, 1030 (ancho), 900
Espectro de R.M.N.: (medido en sulfdxido de dimetilo-d6):
1,25 (%, 3H), 2,4 (s, 3H), 2,69
(s, 3H), 4,25 (c, 2H), 4,7 (4, 2H), -

25 5,2 (t, 1), 7,55 (s, 1H).
Andlisis, calculado para 014H1604N2' ¢, 60,86; H, 5,84;
N, 10,14

Encontrado: C, 60,78; H, 5,80; N, 10,34
7.10075 - 14 -—
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Ejemplo 2
En una secuencia de reaccidn andloga a la del

Ejemplo 1, a partir del aducto Diels-Alder de isodeshidro-
acetato de metilo y acetilendicarboxilato de dimetilo, se
prepararon los siguiéntes compuestos intermedios y la 6,8~
-dimeti177-metoxicqrbonil—4-hidroximetil—l—ftalazona:
anhidrido del 4cido 4,6-dimetil-5-metoxicarbonil-
benceno-1,2-dicarboxflico: p. £. 1292 a 1312C
(recristalizado en acetato de etilo-n-hexano);
5,7-dimetil-6-metoxicarbonil=-3~hidroxi-3-metil
ftalida: p.f. 104¢ a 106eC (recristalizada en
acetato de etilo--n-hexano);
6,8-dimetil-7-metoxicarbonil-4-carboxi~l-ftala-
zona: p.f. 2212 a 223°C (recristalizada en meta
nol); '
6,8-dimetil—4,7—dimefoxica:bonil—l«ftalazona: .
f. 2402 a 241°C (recristalizada en metanol);
6,8-dimetil-4-~hidroximetil-T-metoxicarbonil-1-
~ftalazona: p.f. 2042 a 205°C (recristalizada
en metanol), espectro de R.M.N. (medido en sul-
féxido de dimetilo-d6): 2,4 (s, 3H), 2,7 (s, 3H),
3,95 (s, 3H), 4,6 (&, 2H), 5,3 (ancho, 1H), 7,8

(s, 1H).
Ejemplo 3

E1l compuesto de la férmula (I), en el que R, es '
metilo, y R, forma junto con R, un grupo metileno, se pre

4 3

- 15 -
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pard por la siguiente Secuencia de reaccién;

Una solucidn de 6,8-dimetil~4,7-dietoxicarbo-
nil-1l-ftalazona (3,2 g), N-bromosuccinimida (1,9 g) y pe
réxido de benzoflo (100 mg) en tetracloruro de carbono
(200 ml) se calentd a reflujo durante 2 horas. Después
de la evaporacidn del disolvente, el residuo resultante
se extrajo con acetéto de etilo. El1 extracto se_lavé
con agua, y se expulsd el disolvente. E1l residuo se re-
ceristalizd en acetato de etilo vara dar la 8-bromometil-
-4,7-dietoxicarbonil-6-metil-1~ftalazona (2,86 g) que
fuﬁdia a 1852 -~ 1909C. .

E1 comﬁuesto bromado (1,2 g) arriba descrito
se calentd a vacio a una temperatura comprendida entre
185 y 1902C durante cuarenta minutos en un bafio de acei

te. Ta masa sdlida resultante se recristalizd en acetona

_para dar el compuesto de la estructura siguiente (8) con

rendimiento cuantitativo. Dicho compuesto no fundfa a

300¢eC.

Me
NN
|
NH
0= \ I
0
o _CH,
(8)

7.10075 - 16 -



A una solucidn agitada de borohidruro de sodio
(45 mg) en etanol (60 ml), se afiadieron gota a gota 112
mg del compuesto de (8) arriba descrito a una temperatu~-
ra comprendida entre -52 y 02C, y luego se afiadid gota a
5 gota una solucidén de cloruro de calcio anhidro (50 mg)
en etanol (40 ml) a la solucidn anterior. La solucidn re
sultante se agitd durante 3 horas mds a la temperatura
ambiente y se concentrd luego a presidn reducida a un vo
lumen de aproximadamente 20 ml. E1 concentrado se diluyd
10 con agua, y después de ajustar su valor de pH a 4-5 con
vﬁcido clorhidrico dilﬁido, se extrajo con acetato de eti
lo. E1 disolvente se separd del extracto, y el residuo
se recristalizé en acetona para dar 78 mg del compuesto

de la estructura siguiente (12):

15
CHZOH
"Me
20 1\{ '
NH
0= 4 N

0 _9H2

(12)
25
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Sus propiedades fisicas se indican abajo:

Punto de fusidn: no fundfa a 3000°C.

Espectro infrarrojo (KBr), cm_l: 3400 (ancho),
1760, 1640, 1610, 1355. x

Espectro de.R.M.N.: (medido en sulfdxido de di-
metilo-ds): 2,75 (s, 3H), 4,7 (s, 2H),
5,45 (ancho, 1H), 5,7 (s, 2H), 8,05
(s, 1H), 12,9 (s, 1H).

Espectro de masas: é46 (M+).

Ensayos Bioldgicos

1) Efecto de los presentes compuestos en la prevencidn

de_la agregacidn de las vlaocuetas humanas in vitro

Los compuestos de la presente invencidn ‘mostra-

ron un efecto pronunciado en la prevencidn de la agrega-

-eidn de las plaquetas humanas inducida por ADP (difosfato

de adenosina) o por adrenalina, in vitro.

Muestras de PRPC humano (plasma rico en plaque-
tas citrado) se incubaron a 372C durante 200 segundos con
1/10 de su volumen de solucidn salina que contenia diver-
sas cantidades del compuesto a ensayaf. Se afiadid luego a
la mezcla ADP (3 micromoles) o adrenalina (1 Pg/ml). La
intensidad de la agregacidn primaria y secundaria se mi
did con un medidor de agregacidn de plaquetas (Chrono-
Log, Modelo 300).

La intensidad de la agregacidn inducida por
ADP o por adrenalina en cada muestra que se incubd con
el compuesto, se compard con la de la misma muestrs in-

- 18 -~
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cubada con solucidn salina. La proporcidn se expresd co-
mo un porcentaje de la intensidad de agregacidn con el
compﬁesto comparado con el valor correspondiente al em-
pleo de solucidn salina. Los resultados se muestran en

la Tabla I siguiente.'

‘ La intensidad de la agregacidén primaria y se~
cundaria de¢ las plaguetas se midid por el procedimiento
descrito en H. Yamazaki, T. Sano, y otros; titulo / Plate-

let Functions in Thromboembolic Disorder§7 Thrombosis et

Diatheses Haemorragica, "en prensa", y en las referencias
citadas en dicho trabajo. '

Como se muestra en la Tabla I, é1 presente com
puesto inhibid la agregacidn primaria inducida por ADP ¢
por adrenalina, con una actividad aproximadamente semejan

te a la de la 4-hidroximetil-l-ftalazona (el compuesto de

la Patente de B&lgica Ndm. 787.138) y 7-etoxicarbonil-4-

~hidroximetil-l-ftalazona (el compuesto de la Patente de
Bélgica Ném. 787.139). Sin embargo, el compuesto de la

presente invencidn inhibid mucho mds eficazmente la agre
gacidn secundaria, comparado con los compuestos anterio-

res. Es decir, que los presentes compuestos inhibieron

' la agregacidén secundaria indueida por ADP d por adrenali

~ na en una concentracién comprendida entre 1 y 2,5 pg/ml

25

7.10.75

con un significado estadfstico, mientras que la T-etoxi-
carbonil-4-hidroximetil-l-ftalazona inhibid la agrega-
cidn secundaria en una concentracidn de 5 a 10 pg/ml.

- 19 -
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7.10075

Tabla I Proporcidn de Inhibicidn contra la Agregac--on de 1

ADP 3 i
Incubadas con pg/ml | Casos Primeria Secund
Acido acetilsalicilico 300 10 108,943,6 75,5%
(testigo) 80 10 95,74+1,8 70,241
40 10 98,943,4 78,04
4-hidroximetil- 300 10 84,5&2,046 68,3i
-l-ftalazona 80 10 82;443,2 64,94
(testigo) 40 10 86,2&2,5 72,0+
T-etoxicarbonil~ 80 10 62,945,0 == 15,7+
-4-hidroximetil- 20 14 77,045, 1= = 58,6%
~1-ftalazona 10 14 81,945,2== 67,1L
(testigo) 5 14 90,545,6 84,94
6,8-dimetil-7- 40 10 68,515,2 41,9%
etoxicarbonil-4- 20 10 93,148,2 56,2%
hidroximetil-1- 10 10 90,6+3,8 . 49,9%
ftalagona (la presente 5 12 93,348,9 59,841
' invencién) 2,5 10 91,748,3 96,04
%: B 0,05 % % P 0,01
Intensidad de Agregacidn @2 PRI
Relacidn de Inhibicidn = - -
Intensidad de Agregacidn .., gppy

- 20



sregac<én de las Plaquetas Humenas in vitro

ADP 3 M 4Ldrenalina 1 pg/ml
Secundaria Casos Primaria Secundaria
75,5%+ 5,9 == 10 107,542,6 62,74+10,7 ==
70,2%10,1 = 10 95,615,2 46,6% 7,9 %=
78,04+ 9,9 = 10 105,7+3,3 45,0% 7,8 ==
68,3L 3,8 = 10 85,4+3,1 = 60,2+ 8,0 =
64,9+ 6,7 10 92,316,0 69,25 7,2
72,0+ 6,8 10 98,845,9 85,9410,1
15,7+ 0,4 == 10 81,94 6,5 = 33,0+ 7,1 ==
58,6L 7,6 = 10 92,9416,9 71,7+13,5
67,1L 6,3 == 10 97,0+ 4,1 82,1_-‘._—_ 9,5
84,9% 6,3 % 10 105,8% 6,9 80,8+13,9
41,9+ 2,2 - - -
56,2+ 6,3 == 10 97,5+ 1,5 99,64+13,2

. 49,94 6,9 == 10 89,1+ 7,3 97,14+16,0 ==
59,8411,3 =x 10 82,44+ 3,0 52,4+ 7,3
96,0+ 8,7 10 88,5% 3,1 =x 52,8% T,5 =x

-cidn de CPRP incubado con el compuesto
.cidn

de CPRP incubado con solucidn salina




2) Efecto de los presentes comvuestos en la inhi-

bicidn de la fosfodiesterasa

AWP cfeclica en la pared adrtica de los conejos

y en las plaguetas humanas.

5 Los compﬁestos de la presente invencidn mostra-
ron un efecto inhibidor claro contra la fosfodiesterasa
AMP ciclica en la pared adrtica de los conejos y en las -
plaquetgs humanas.
El sobrenadante del plasma intimo y medio homo-~
10 genizado de la pared adrtica de los conejos o del plasma
humano homogenizado rico en plaquetas, se incubd con la
mezcla de reactivos constituida por AMP c¢iclico marcado
con tritio (adenosin-3’,5’~-monofosfato ciclico) y diver-
sag cantidades del compuesto. -
15 La mezcla incubada se purificd por cromatogra-
f{a en columna, y la fraccidn que contenia nucledtidos
se analizd cuantitativamente con un contador de centelleo
de 1iquido. '
TLa Tabla II muestra el efecto de inhibicidn de
20 estos compuestos contra la- AMP fosfodiesterasa cfclica.
TLos nimeros de la tabla muestran la cantidad del compues
to requeride para revelar 50% de inhibicidn de la AMP
fosfodiesterasa ciclica.
Como se muestra en la Tabla II, el presente

25 compuesto es més intensaménte activo para inhibir la fog

T7.10.75 -2 -



fodiesterasa que la teofilina, la cafeina o el compuesto

de la técnica anterior. Esto significa'que los presentes

compuestos son efectivos para aumentar la concentracidn

de la AMP ciclica en las plaquetas y en la pared adrtica.

5
Tabla II
150 (micromoles)
Pared Adrtica
Plagquetas Intima Media
HY Compuesto (humanas) (eonejo) (conejo)
T-etoxicarbonil-
4-hidroximetil-
1-ftalazona (testigo) 57 52 144
15 -
Teofilina (testigo) 91 127 155
Cafeina (teétigo) 350 - 460
20 6,8-dimetil~"T7- (el compues
) etoxicarbonil- to de la
4-hidroximetil- presente
1-ftalazona invencidn) 4,1 1,6 24
25

7.10-75

- 22 -
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El procedimiento del experimento se llevd a ca-
bo de acuerdo con el método descrito en H. Hidaka y M.
Shibuya, titvlado: "A new assay of cyclic nucleotide phos-
phodiesterase and its application to human" ("Un ensayo
nuevo de la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos, y su

aplicacidén a los seres humanos" ). Biochemical Medicine,

en prensa.
3) Efecto hivotensor de los nresentes comvuestos

en las ratas espontdneamente hipertensas

Los presentes compuestos tienen un efecto hipo-
tensor excepcional en las ratas espontdneamente.hiperten-
sas. Las ratas espontdneamente hipertensas, abreviadas
ratas EH, se obtienen por crianza selectiva de ratas es-
pontdneamente hipertensas y reprodupoién continuada den-
tro de la misma raza con machos o hembras también hiper-
tensos, y dichas ratas podrian reconocerse como genética
mente hipertensas. Se cree que las ratas EH tienen una
semejanza notable con 1a hipertensidn esencial humana y '
se han implicado en esta condicidn mérbida.

La 4~hidroximetil-l-ftalazona y la T-etoxicarbonil-4-hidro
-ximetil-1l-ftalazona descritas en la técnica anterior,

no exhibieron un efecto hipoténsor. importante en dosis
intraperitoneales u orales hasta 50 ng/kg. Por el con-
trario, los presentes compuestos exhibieron un efecto

hipotensor notable en dosis de 0,78 a 50 mg/kg, adminis- -

- 23 -



tradas por vias intraperitoneal u oral como se muestra en
la Tabla III-b.
En el ensayo de presién sanguinea, se utilizaron
ratas EH que tenfan un peso de 210 a 250 g y una edad de
5 13 2 15 semanas, y los compuestos ensayados se administra-
ron por la via intrgperitoneal. Cada valor de la Tabla

TII representa un valor medio correspondiente a tres ra-

tas.
10 ) b Tabla III-a
Compuesto Presidn sanguinea
15 " (Dosis: 50 mg/kg) : Antes 1 3 6 24 48
. 4=hidroximetil- Presign - )
1-ftalazona - sanguinea 183 178 179 180 182 184
20 ..
T~-etoxicarbonil- Presidn .-
4-hidroximetil~- sanguinea 178 165 176 180 179 184
1-ftalazona
25

7.10.75 - 24 -



Tabla IITI-b

Compuesto: 6,8-dimetil-T-etoxicarbonil-4-hidroximetil

-1-ftalazona

Presidn Sanguinea y % de Depresidn

Tiempo (horas) después de la dosificacidn

Dosis,
/1
nes L& Antes 24 48
50 Presidn Sanguinea 170 145 152
Denresidn % 2,9 22,4 35,3 14,7 10,6
12,5 Presidn Sanguinea 175 142 155
Devresidn,% - 1,1 11,4 28,6 18,9 11,4
3,1 Presidn Sanguinea [ 173 135 150
Devresidn, % ' 1,7 20,2 36,4 22,0 13,3
0.78 Presidn Sanguinea 183 160 169
Depresidn, % 8,7 21,9 12,6 8,8
7-10-75 ' - 25 -




10

25

4) Ensayo de Toxicidad

Los resultados del ensayo de toxicidad (DL al

50%) de los compuestos de la presente invencidn con los

compﬁestos de la técnica anterior se muestran en la ta-

bla siguiente. El ensayo se llevd a cabo por administra
cidn oral utilizando ratones. El ensayo de toxicidad
muestra que estos compuestos son comparativamente no té

xicos.

DL al 50% (mg/kg)

A-Hidroximetil-~ 4.000
l-ftalazona

T-Etoxicarbonil~ 5.000
4=hidroximetil~ T
1-ftalazona

6,8-Dimetil-7- (el presente 4.250
etoxicarbonil-  compuesto)
4~hidroximetil-

1-ftalazona

La presente solicitud, que corresponde a la
presentada en Japdn, el 30 de Octubre de 1.973, bajo el
N2 121260/73, se acoge a los beneficios del Articulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

7.10.75 _ . - 26 -
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RETIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva, que se
presentan parza que sean objeto de esta solicitud de Pa~
tente de Invencidn en Espafia, son los que se recogen en
las feivindicaciones siguientes:

- l2,~ Un procedimiento para preparar un dériva—

do de l-ftalazona representado por la férmula general I:

CH,OH
R2 2
. I
R 00C “\ Ry
4
_ I
R, O
3
en laque Rlbes un 4tomo de hidrdgeno o un grupo alcohilo

que tiene de 1 a 3 4tomos de carbono; cada uno de R2 ¥

Ry es un grupo alcohilo que tiene de 1 a 3 4tomos de car
bono; R4 es un Atomo de hidrdgeno o un grupo alcohilo que

" 4iene de 1 & 5 4tomos de carbono, con la condicidn de que

R4 puede formar junto con 33 un grupo metileno, o un gru-

T7.20.75 - 27 =
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po metileno sustituido con metilo o etilo, que comprende

hacer reaccionar un compuesto de la fdérmula general II:

CO-7
R, . N
2 | 11
R, 00 -,

en la que Rl, Ré, R3_y R4 son como se ha definido arriba
v %2 es un 4dtomo de haldgeno, o un grupo azido, hidroxilo
o alcoxi, preferiblemente ﬁn grupo alcoxi que tiene de

1 a 5 4tomos de carbono, o un grupo representado por la

férmula:

0

"
-0-C-0R
en la que R es un grupo metilo o etilo, con un hidruro
metdlico complejo en presencia o en ausencia de un halu-
ro metdlico.
22.,~ Un procedimiento para preparar derivados

de l-ftalazona.

- 28 -
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MNM/

Tal y como se‘ha. descrito en la Memoria que an-
tecede, y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veintinueve hojas escri-

tas a mdquina por una sola cara.

nearia, 10 0CT. .5}

1

P.A.
Alberto de Elzagurv
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