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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesién de un2

PATENTE DE TNVENCION

SOLICITANTE: ... .SOCIETA ITAIO-BRITANNICA L. MANETTI - H.

RESIDENCIA: ....1. . Via Carlo. Risacane, 50134 FIRENZE,

Italia.~

ENUNCIADO: . UN PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE

.....l!.,....lﬁl.Af.:...hj,ﬁ.:.(i:nigq;il.).:#rmetoxi-_isoi;talamiﬂ.

Prioridad: Patente ... ... ... 8 odel )
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Este invencién se refiere a un agente que inhibe la

agregacién de las plaquetas de la sangre y a un procedimien-
to para su preparacibén. El inhibidor es una picolilamida del
| deido 4-metoxi-isoftdlico y, més exactamente, un compuesto
al qﬁe es aplicable la denominacién quimica de N,N*-bis(3-
picolil)-4-metoxi~isoftalamida,

El compuesto corresponde a la siguiente fémula estrucH

fural:
N

CO-NH—HZC (:)

CO~NH-H,,C O

N
OCH3

Férmula empiricas 021H20N403

Peso molecular 3 376,4

El compuesto se presenta como un polvo blanco, cris-
talino, estable, que es ficilmente cristalizable en benceno,
Su punto de fusién es 124°C.

Con fines‘puramente ilustrativos ¥ en modo alguno li-
mitativos, describiremos ahora dos ejemplps de la preparg-
ciénrde la N,N'-bis(3-picolil)-4-metoxi-isoftalamida a par-
tir-del 4dcido 4-metoxi-isoftdlico,

En estos ejemplos, pueden utilizarse las siguientes can

| tidades de sustancias reaccionantes:

dicloruro de dcido 4-metoxi~isoftéd-

lico (peso molecular 233,061) 0,02 moles 4,7 ¢
3-aminometilpiridina (peso molecu~- :
lar 108,146) 0,044 moles 4,75 g

trietilamina (peso molecular 101,19) 0,044 moles 4,44g
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Método A

En un matraz de 3 bocas y 250 ml de capacidad, provisto
de agitador, refrigerante a reflujo con un tubo protector de
gel de s{lice y embudo separador, se introducen 4,7 g (0,02
moles) de dicloruro de deido 4-metoxi-isoftdlico, disueltos
en 50 ml de tetrahidrofurano; después se afiaden 4,95g (0,044
moleg) de 3-aminometilpiridina (3-picolilamins) disueltos en
50 ml de tetrahidrofurano: por lo tanto, hay un ligero exceso
de la base con respecto al cloruro de fcido. A la suspensién
que se ha formado en el matraz se afladen gota a gota, a tra-
vés del embudo separador, 4,44 g (0,044 moles) de trietilami-
na disueltos en 50 ml de tetrahidrofurano. Una vez completada
esta adicién, la mezcla se calienta a reflujo durante 20 ho-
ras con agitacién continua. El exceso de tetrahidrofurano se

destils a vacfo. El residuo se recoge con un exceso de una So+

lucién acuosa saturada de NaHCO3, ge filtra y el pesiduo solido s

lava con agua y se cristaliza en etanol y se recristaliza en
benceno. Su punto de fusién es 124%,
Método B

En un matraz de 3 bocas y 250 ml de capacidad, provisto
de agitador, refrigerante a reflujo con un tubo protector de
gel de silice y embudo de separacién, se introducen 9,5g de
3-picolilamina disueltos en 50 ml de tetrahidrofurano. A esta
solucién se afiaden gota a gota, a través del embudo separa-
dor, 4,7 g (0,02 moles) de dicloruro de decido 4-metoxi-isof-
tdlico disueltos en 50 ml de tetrahidrofurano. Una vez com-
pletada esta adicién, la mezcla se calienta a reflujo duran=
te 16 horas con asgitacién continua. Teminada la reaccién,
el contenido del matraz se vierte en un exceso de una soluciény

acuosa saturada de NaHCOB. Cuando ha transcurrido un cierto
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tiempo, se separa un producto cristalino que sucesivamente
ge Tiltra y se cristaliza en benceno. Su punto de fusién es
124%.

Andlisis para CpqHag, 05

Encontrado s C, 67,19; H, 6,14; N, 14,68

Calculado : C, 67,01; H, 5,36; N, 14,88,

Se ha encontrado que la N,N'-bis(3-picolil)-4- etoxi-
igsoftalemida presenta una marcada actividad contra la agre-
gacibén de las plaguetas de la sangre y, por lo tanto, es
dtil en el campo farmacolégico y terapéutico. Esta actividad
ha sido enseyada in vitro e in yivo mediante el agregbmetro
de Born, aparato que permite determinar el grado de inhibi-
cién ejercido sobre la tendencia a la agregacidén de las pla-
quetas de la sangre,

1) Actividad inhibidora de la agregacidn, in vitro

Unos conejos, que habfan sido mantenidos en ayunas des-
de 12 horas antes con agua a placer, fueron anestesiados con
20 % de etiluretano que fué inyectado en los mismos por via
intraperitoneal a una dosis de 0,6 m1/100 g de peso corporal.
Ia sangre se saca de la arteria carétida y se recoge en citras
to sédico al 3,8 % en una proporcidén de 9:1, y sucesivamente
se centrifuga durante 15 minutos a 1000 rpm: se obtiene un
plasma rico en plaquetas de la sangre que serd llamado PRP .
en lo que sigue.

Parte de este plasma se centrifuga durante 10 minutos
mds a 8000 rpm, con lo que se obtiene un plasma pobre en pla-
quetas de la sangre (que serd denominado PPP en lo que sigue)w

Ia N,N'-bis(3-picolil)=4-metoxi-isoftalamida, disuelta
en solucidén 1N de HC1l (o en una solucién estequiométrica de

deido fumdrico) y regulada con fosfatos g pH T,4, se agrega
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g diversas concentraciones sl PRP en la relacién de 0,1:1,0
de plasma y se incuba eén un bafio de agua a 37°C durante 30
minutos. En la cubeta del agregémetro de Born se colocan

1,0 m1 del PRP as{ tratado (posicién O para PPP) y la agrega-
¢ién de las plaquetas de la sangre es producida por uns con-
centracién 1072M de la sal disédica de ADP,

La actividad se calcula como la inhibicién de la curva
de agregacién obtenida con el mismo plasma de control (incu-
bado en un bafio de agua a 37°C durante 30 minutos después de
la adicién de 0,1 ml de solucién salina fisioldégica por ml
de plaema). El valor del control se hace igual a 100.

2) Actividad irhibidors de la agregacién in vivo

Unos conejos que habian sido mantenidos en ayunas du-
rante 12 horas con agua a placer, fueron anestesiados con
20 % de etiluretano que se inyecté en los mismos por via
intraperitoneal a una dosis de 0,6 m1/100 g de peso corporal.
Ie sangre se extrae de la arteria carétida, antes (control)y
después de una hora y 30 minutos de la inyeccién intraperito-
neal de N,N'~-bis(3~picolil)-4-metoxi-isoftalamida a dosis
de 25, 50, 100 y 200 mg/kg de peso corporal. las muestras
de sangre se recogen en una solucidn de citrato sédico al
3,8 % en la relacién de 9:1 y después se centrifugan a 1000
rpm dursnte 15 minutos.

la actividad inhibidora de la agregacién se calcula
oon el método ya descrito para el ensayo in vitro, directamen
te sobre los diversos plasmas tratados, después de su centri-
fugacién.

Ia confirmacién de la actividad inhibidora in yivo del
compuesto sobre la agregacién de las plaguetas de la sangre

se ha obtenido inyectando intramuscularmente el compuesto en
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cobayas & una dosis de 20 ng/kg de peso corporal, asi como trg
tando por via oral a voluntarios humanos con una dosis de

12 mg/kg de peso corporal y utilizando el mismo método de de-
terminacién.

Resultados

Sobre la base de los ensayos realizados subre el efec— .
to inhibidor in vitro de lz N,N'-bis(3~picolil)-4~metoxi-isof
talamida sobre plasma de conejos, se calculd la concentracién
que daba el 50 % de inhibicién de la agregacién de las plaque
tas de la sangre (GISO) por andlisis probit. Se ha encontrado
que la concentracién molar del compuesto, capaz de inhibir en
un 50 % la agregacién de-las plaqugfas de la sangre, corres—
ponde a 5,2.10"H (CI5, in vitro).

En el cdlculo del efecto inhibidor de la agregacién
in vivo en ratones tratados por via intraperitoneal, se ha en
contrado que la dosis capaz de inhibir en un 50 % la agrega-
cién de las plaquetas de la sangre corresponde a 108,2 mg/kg
(CI50 in vivo).

En los cobayas, la actividad del compuesto alcanzé un
méximo de 64,50 % en la cuarta hora después de su inyeccidn,
mientras que el limite de tiempo al cual el efecto del com~
puesto desaparecis fué de T2 horas. |

En el hombre, se encontré un efecto mdximo del 70,11 %
a las 8 horas de la administracién, mientras que el limite
del tiempo dentro del cual desaparece este efecto fué tam-
bién en este caso de 72 horas.

Ia toxicidad aguda del compuesto se determiné adminis-
trdndolo intraperitonealmente a ratones suizos machos blan-
cos, Los ensayos de DLy, (FL 95 %) se realizaron por el méto-

do de Iitchfield y Wilcoxon (I. Pharm. exp. Ther., 96, 99/1949)
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Acido flu
G-137 Agpirina _Heparina fenémico
Inbibicién de ls 5, 2.10‘411 g,m.1o"3u - 3,2.1073x
agregacién 4
plaquetas inv:ﬂm
Activided anticoa—4,8,107 M - 0,398 U.1/
gulante (tiempo e ml
recalcificacién) _
Actividad fibrino-8,7.10™M - - 5470 107K
1{tica in vitro
Actividad enti-in inactive 74,5 mg/kg  _ 10,8 mg/kd

Ia siguiente tabla contiene los resultados de los ensayos com

i:arativos, donde el compuesto de la invencidén es denominado

=137, “

flamgtoria (ede-
ma por carrage

Dlgg 1205 mghe 495 mg/kg - 235 mg/kg
Beséndose en estos resultados y considerando su baji-

sima toxicidad, se espera que esie compuesto encuentire su cam
po de éplicacidn en terapéutica, en forms de preparados ora=-
les o parenterales, par;:. todos a(.':l?ellos estados en los que es
aconse jable reducir la tendencia a la agregacién espontdnea de
las plaquetas de la sangre, como los relacionados con la trom-
bofilia y la fibrinofilia.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita de-
berd recaer sobre las sigulentes: '

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacién de N,N'~big-(3-
picolil)—4-metoxi-isoftalamida de férmula estructurals

N
co-m—azc—_@

CO-NH~H,C O

OCH3
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que' consiste en afiadir a una solucién de dicloruro de deido

4-metoxi-isoftdlico en tetrahidrofurano otra solucién de 3-
aminometilpiridine en tetrahidrofurano y agrega.f gota a gota
a la suspensidn as{ formada, una solucién de trietilamina en
tetrahidrofurano, calentar la mezcla a.reflujo, destilar a

vacio el exceso de tetrahidrofuranc, recoger el residuo con
un exceso de una solucidn acucsa saturada de Na.HCO3, filtrar

lsver dl maidd solido con agua cristalizarlo en etanol ¥y recrisq

talizarlo en benceno.

2. Un procedimiento para la preparacién del compuesto
de la Re:i.v:l.nc.l:i.c:a.c::i.én~ 1, que consiste en afladir gota a gota
& una solucidn de 3-picélilamina en tefrahidrofurano otra so
lucién de dicloruro de dcido 4-metoxi-isoftdlico, calentar
a reflujo y agltar esta mezcla t‘na.sta que la reaccién es com-
pieta y verterla sobre una solucidén acuesa saturada de NaﬂGOB,
filtrar el prodﬁcto eristalino que se separa de esta Wltima
mezola ¥y cristalizarlo en benceno.

3. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1 que cop
siste en introducir en un matraz de 3 bocas 4,7 g (0,02 mo-
les) de 'é.cloruro de dcido 4~metoxi-isoftdlico disueltos en
50 ml de tetrahidrofurano, afiadir una solucién de 4,75 g
(0,1044 moles) de 3-aminometilpiridiné. (3~-picolilemina) en
50 m1 de tetrahidrofurano, introducir gota a gota en la sus-
pensién formada en el matraz 4,44 g (0,044 moles) de trietil
emina disueltos en 50 ml de tetrahidrofuranc y sucesivamente
calentar a reflujo la mezecla durante 20 horas, destilar a
vacio el ex;:eao de tetrahidrofurane, recoger el residuo con
un excego de una solucién acuosa saturada de NaHCO3, filtrario
laver el residud mlib con agua, cristalizarlo en etanol y

recristalizarlo en benceno.
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4, Un procedimiento segin la Reivindicacién 2, que
consiste en introducir gota a gota, en un matraz que contie-
ne una solucién de 95 g de 3-picolilamina en 50 ml de tetra-
hidrofurano, 4,7 g (0,02 moles) de dicloruro de 4cido 4~melo-
xi~isoftdlico disueltos en 50 ml de tetrahidrofuranoc, calen-
tar a reflujo y agitar la mezcla durante 16 horas; una vexz
completada la reaccién, verterla sobre un exceso de una solu-
cidén acuosa saturada de NaHCl3, filtrar el producto cristalid
no que se ha separado al cabo de cierto tiempo de la soluciéy
y recristalizérlo en bencéno.

5. Se reivindica por dltimo como objeto sobre el que
que ha de recaer la patente de invencidén que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA L4 PREPARACION DE N, N’-bis~(3-picolilt)
~4-metoxi-isoftalamida.

Todo conforme gqueda descrito y reivindicado en la pz;}
sente memoria desriptiva que consta de nueve péiginas mecano

grafiadas,

Madrid, 11 febrero 1.975

BERVARDO, UNGRIA
PP»@/
£
& .
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