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Esta invenciénrse refiere a un procédimiento para la
preparacidn de compuestos de 3—(5—nitroimidazol-2—il)pira-
zolo£3,4—§]pirigidina.”Ios compuestos son utiles como agen—
tes antibacterianos y antiprotozoarios. 7

Ia invencidn proporciona un procedimiento para la
preparacién de un nuevo compueéto de férmulé:

_ R
‘ C|H3 N/I\IT
OgN———’//N \jD “ V\n\~¢/}
|

| S

Pdrmula I

donde

Z esté geleccionado entre el grupo formedo por
1\ R 0 3 gt g H r6
—NH—C—NH-C- -N=C|>-I&-g- y-N-—-(‘}—N=(l}-;
R es alquilo C1—C3, hidroxialquilo C1--C3 o haloalquilo

...C3;
R! es -CHZX;

|
R es-0- C- CHQX;
es bi‘omo, cloro, fldor o yodo;
R3 es hldrogeno, alquilo C C o GE‘3,
R* es hidrégeno, alquilo C~Cy, (CHz)nN(alquilo C1-C4)2,
CH,, C# [0(alquilo €;~C4 )]y (CHy) ~OH, 9-octadecenilo,

/_\ : [/]
(CH 0 o (CH,) |
N 2 Xy

R’ es NH g oxigeno;
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R7
R6 es'NHz, NHCOCH3, NHCHCOZH o} NHNHQ;
{ ; .
3 eg hidrégeno o —CHECstCHj,
n est, 2, 304; .
¥y sus sales no téxicas y farmacolégicamente aceptables; por

reaccién de un compuesgto de fdrmula:

oty in N,
lll\ : | | \[‘/

-N ‘ =N

Férmula II

donde R es el definido en la Pdérmula I,con (a) un 4cido orgd
nico, un anhidrido orgdnico o un anhidrido cloroacédtico o
(b) cuando Z es '
6 - r3 gt »%
' -—N=CH'I—N=L- o =N= &- I!'[ - é—
donde B3 es hidrdgeno, r* os aistinto de hidrégeno, R es NH
& R6 es el definido anteriormente; hacer reaccionar el com-

puesto de Férmulas II con ortof ormiato de trialquilo para for

mar un compuesto de férmula:
’ R

' |
j‘% Wy TN:CHo-alquilo

| OZN-EI’ »“ \CE:N

.Férmula III

donde alquilo es alguilo C!,]’---G3 y después hacer reaccionar

un compuesto de Férmula III con una amind primaria orgénice.

Se han llevado a cabo muchas investigaeiones paras po-
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;. ra preparacidn de estos compuestos ¥y medicamentos que los

|

ner a punto agentes para el control de lag bacterias y los
protozoos. Asf, han sido objeto de amplios estudios los com-

puestos y los métodos de control de Escherichia coli,

Pasteurella multocida, Selmonella jyphimurium{_2.-vaginalis
¥y organismos similares,

En la técnica anterior, la patente britdnica ndméro
14326, 360, publicada el 8 de Agosto de 1973, describe las

5—n1tro—fur11-p1razol sustltuldo-plrlmldlnonas, métodos pa-

contienen como ingrediente activo. Segun se afirme, los com-
pueétds poseen actividad como agentes antibacterianos, anti-
helminticoéé antiprotozoérios, coccidiostaticos, antimald-
ricos, tripanicidas y antimicoplasmdticos.

As1mlsmo, en la tecnlca anterlor se encuentra la pa-
tente estadounldense 3. 711 495 (16 de Enero de 1973) que
describe los 1soxazalln—3—11~5-n1tr01m1dazoles sustituidos
¥y metodos para su preparacidn. Se 1ndlca que los compuestos
son activos como agentes tricomonacidas ¥y antitripanosomid~
ficos. .
' Ademds, en 1a tecnica anterior se encuentra la paten-
te alemana n? 2.218. 717, también 1dent1f1cada como Derwent
n? i4§5§T, que describe derivados 5—n1tro£ur111cos“sustltuld
de aminogirazolopirimidinas y métodos para su preparacidn.
Se indica que los compuestos poseen actividad coceidiostdti-~
ca, tripanocida, antibactériana, antimicotica, antimicoplds-
ﬁica; antibelmintica, ant}protozoaria ¥y antimaldrica, con
amplio espectro y toxicidad muy béja. Los compuestos includi-
dos estdn ilustrados pof la 4-amino—1-metil—3l(5—nitro—2—

furil)-1B-pirazolo[3,4~d) pirimidina.

Otra referencia de la técnica anterior es 1a patente

DS




10

15

20

25

30

da difieren significativemente en su estructura de los de

I tra varios organismos, tales como Escherichia coli,

estadounidense 3.772.294 (13 de Noviembre de 1973) que se
dirige a un procedimiehto para la preparacién de I~pirazo-
10[3,4—d]pirimidinas 4=mono~sugtituidas o 4,6rdisu§tituidas.
Se indica que estos compuestos son utiles en el tratamiento

de la gota.

_ Otra referencia de la técnica anterior es la patente
estadounidense 3. 755 324 (28 de Agosto de 1973) que estd di-
rlglda & compuestos'de la clase de la 3-(5-nitro-2-furil)-
1H;pirazolo[3,4—d]pirimidin—4(5H)ona,'alegéndose que posee
propiedades antimiofobianas y es dtil péra el tratamiento de
las infeoc%énes del trécto urinario en los memiferos.

Todav1a otra referencia de la tecnlca anterior es la
patente britdnica n? 1.353.892, publicada el 22 de Mayo de
1974 y dirigida a las microimidagzolil-~triazolopiridaszinag,
de las que se afirme que son activas como agentes antimicro-
blanos tanto in vitro como in x;zg; especialmente ;ontra
Irichomonades y éalmonella.

Los compuestos descritos en la técnica anterior cita-

egta golicitud.

Los compuestos de esta invencidn son activos como

“a

agentes antibacterianos y antiprotorocarios. Son activos con-

Pagteurslls multocida, Salmonella typhimurium; My coplasma

hxopneumoniae; Mycoplasma synoviae, Treponema hyodysenteriae

¥ Irichomonas vaginalis.

Los compuestos mas preferidos son aquellos donde

R r%* ®S
. i | | )
Zes-N=0Cn-N-Cni
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cade, como metilo, etilo, n-propilo o isopropilo.

R es alquilo 01—03, hidroxialguilo 01-03 0 haloalqui
RS es hidrdgeno;
/ N\

’* es hidrégeno, alquilo C -04, (cH,) -N

] .2)n 0o,

R5.es NH p oxigeno;

n esl, 2, 3 04

y sus sales no toxicas y farmacoldgicamente aceptabled
__ En la férmule anferiog, alquilo C4~C, representa un

rgd}cal hidrocarbonzdo saturado, de cadena lineal o ramifi-

Alguilo 01-04 representa un radical hidrocarbonado
saturado,.de cadeng lineal o ramificada, como metilo, etiloj
n-propilo, isopfopilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo o
terc-butilo. B | .

HidroxialquilouC1—C3 es hidro;imetilo, hidroxietilo,
o hidroxiproepilo. '

Ha;oalquilo 01—03 es haiometilo, haloetilo o haloprod
pilo. “‘ ‘

Halo es bromo, cloro, flior o yodo. ]

Los compuestos de Formula I presentan -actividad in
vitro contra el siguiente grupo de microorganismos, muchos
de los cuales son importantes patdgenos de los animales:

Pssudomonas

Egcherieh%a coli

- Selmonella

Pagteurellsa mulfocida
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(genado vacuno)

(pavos)
ﬁordetella
Streptococcus
Staphylococcus
Mycoplasma qurhinig

Mycoplasma synoviae

Mycoplasme hyosynoviae

Mycoplasma gallisepticum

Vibrio coli

My coplasme h&qpneumoniaé
Klebsiella pneumonise

Aerobacter aerozenes

Erwinis amylovora

Proteus morganii.

Trichomonas vaeginalis

Treponema'hyodysenteriae.

Los compuestos de Férﬁula I son sintetizados fdcil-
mente utilizando'5—amipo—1-metil~3—(1-metil—5—nitro—2—imi—
daZOIil)pirazol—4-carbonitrilo{' '

Asi, la: sintesis de algunos de los compuestos; por

w3 gto®S

| T |
ejemploy aquellos donde Z es =N = C= I = é-—, donde B3 = )

R47¥ hidrégeno y R = ox{geno, se lleva a cabo calentando,
os decir refluyendo, una mezcla de 5-amino-1-metil-3—(1-me-
til—5—nitro—2~imidazolil)pirazol—4—carbonitrilo v un dcido
ofgénico adecuado, como dcido férmico, durante un periodo
de tiempo suficiente para completar la reaccidn. Este perio

do de tiempo varis entre unas 2 horas y unas 24 horas. Des-

pués de calentar a reflujo durante el periodo de tiempb re~-
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.[dejar un residuo. Este dltimo se recristaliza en un disol-

L]

querido, se enfria la mezcla producto de reaccidn y el disol
vente se separa a vacio dejando un residuo. Este dltimo se
recristaliza en un disolvente adecuado para dar el producto
deseados. Los disolventes adecuados para la recristalizacidn
son dimetilformamida, etanol absoluto comercial y similares.

Egte procedimiento generél os ilustrado mis especifi-
camente en 1o que sigus. |

Se calienta a reflujo una mezcla de 5-amino-l-metil-
3~(ﬁ—metil—S-nitro—2—imidazolil)pirazol~4—carbonitrilo v
dcido férmico, adecuadamente éoido férmico al 90 % v se con-
tinda refluyendo durante unas 2 horas. Se enfria la mezcle

producto de reaccidén y el disolvente se separa a vacio para

vente adecuado, en este caso dimetilformamida, para dar un
producto con un punto de fusidn de 291-2920C aproximadamente
identificado por andlisis elemental y eépectro RMN como 1-
met11-3-(1—met1145-nitroimidago1—2-i1)-1H-pirazolo[3,4-d]pi-
rimidin-4 (5H)-ona.

Ie gintesls de otro de los. compuestos, por ejemplo

aquéllos donde Z en la férmula gendrica es

’ R r* RS

o S

donde R? es distinto de hidrégeﬁo, r* es hidrdgeno y R es
oxigeno, se realiza calentando y refluyendo una mezcla del
5-amino-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil }pirazol=d—-
carbonitrilo intermedio con un anhidrido de un dcido orgdni-
co adecuado, tal como.anhidrido propidnico o anhidrido tri-
fluoracético.

Asi, por ejemplo, se calienta a reflujo, es decir se

calienta a la temperatura de reflujo de la mezcla de reaccidy
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durante unas 24 horas, una mezcla de anhidrido propidnico
¥ S5-amino-1=-metile3—(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-
4=-carbonitrilo. Se deja enfriar a la temperatgra ambiente la
mezcla producto de reaccidn y lps cristales que se forman se
separan por filtracidn. Los cristales se recristalizen en
un disolvente adecuado, en este caso etanol absoluto comer-
cial, para dar un producto con un punto de fusidn de unos
243-2459C, identificado por andlisis elemental como 6-etil-
1, 5=dihidro=1-motil=3~ (1-metil-5-nitroinidazole2=il )=4H-pi-
razolo[3,4-d)pirinidin-4-ona. _
El compuesgto donde.Z en la férmula genérica es
RNV
donde-R? es GHZCl y Bf CE] —OﬁCH201,se obtiene cuando se si-
, 0
gué un procedimiento algo similar al que acabamos de descri-
bir. En esta preparacidn, se calienta a feflujo (ebullicidn)
5-amino—1—metil—3—(1—meti1-5—ﬁitro—E-imidazolil)pirazol—4—
carbonitrilo con anhidrido clorpacético, en presencia de
unas gotes de dcldo sulfirico ooncentfado en un disolvente
adecuado, como benceno, durante'unas 24 horas. Degspués la
mezclea prodﬁcto de reacéién se enfria y filtra. Bl sélido

crudo asi obtenido se recristaliza en un disolvente adecua-

do,'cbmo alcohol absoluto comercial, para dar 'un producto con

un punto de fusidn de unos 217-218°C (desc.). EL producto se
identifica por andlisis elemental y espectro RMN como el
éstor olorbacético de 6—(clorometil)-6,7-dihidro-6—hidroxi—
=metil-3-(1-metil-5-nitroimidazol~2~il)=1H-pirazolo[3,4~d]
pirimidin-4(5H)-ona. En este caso, el dcido sulfirico actia

catalizando la.reaccidn entre el anhidriéo y el aminopirazold
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te en esta memoria) reaccione con una amina primaris organi~-|

“tiempo de reaccidn varia entre unos 10 minutos y unas 24 ho-

_10 _

e

éarbonitrilo para formar el dster.

Todavia otros compuestos, en especial aguellos donde
7 en la fdérmula genérica es

R} g B
-§ = c‘;- Il‘I - g-,

donde R> es hidrégeno, B} es distinto de hidrégeno y RO es
NH, son sintetizados dejando que el compuesto intermedio
identificado como Ne[4-ciano-1-metil-3-(1-metil-5-nitrom2-
imidazolil)pirazol-5-1il) formimidato de metilo (siendo prepa-

rado este producto intermedio como se describe mds adelan~

ca en un disolvente adecuado, como etanol, durante un perio-
do de tiempo suficiente para que la reaccidn sea completa.
Ias aminas orgdnicas primarias adecuadas son etilamina, n-
propilamine, dimetiletilendiamina asimétrica, dimetilpropi~
lendiamina asimétrica, dietiletilendiamina asimétrica, 4-pi-

ridilmetilamina,‘N—(2—aminqeti1)morfolina y similares. El

ras, segin la naturaleza y la identidad de las sustancias
reaccionantes. Ia temperatura de reaccidn varia entre 1la
temperaturs ambiente y la de reflujo, es decir, la tempera-
tura de ebullicién de la mezcla de reaccidn. Una vez termina-
dé 8l periodo de reaccidn, la mezcla producto se enfria y
filtra y el sblido que se obtiene se recristaliza en un di=
solvente adecuado, como dimetilformamida. Esta sintesis es
ilugtrada en lo que sigue.

Una mezcla de Ne[4-ciano-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-
2-imidazolil)pirazol-5-il) formimidato de metilo, n-propilamil
ne y etanol se agita a lg temperétura amblente durante unos

10 minutos. Se filtra la megcla producto de reaccidn y el
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861lido que se obtiene se recrisfaliza en un disolvente ade—
cuado, como dimetilformamida. El producto obtenido tiene
un punto de fusidén de unos 239-240°C y es identificado por
andlisis elemental y espectro RUN como 4,5~dihidro-4-imino-
1mmetilm3m (1=metil=5~nitroimidezol=>2=11 )=5=propil-1H-pirazo~
103, 4-d) pirimidina. '

Ia sintesis de los compuestos donde Z en la fdrmula

genérica es
6

R
-N=m-ﬁ=éﬂ

donde R6 e3 amino o hidrazino, ée realiza en general dejan—
do que el compuesto intefmedio,-identificado como N—[@—oia—
10-1-metilm3- (1=me t11-5-ni tro~2~inidazolil )pirazol-5-il] for
mimidato de metilo, reaccione con hidrdxido amdénico concen—
trado o con hidraziﬁa, regpectivamente, en un disolvente co-
mo etanol, a la temperatura de reflujo de la mezclé, duran=-
te una hora aproiimadamente._Después se filtra la mezcla
producto de reaccidn y el producto sdlido se purifica por
recrigtalizacién. Egta.preparacidn es ilustrada a continua-
cibn, donde R® en el producto es aminé.

- Se calienta a reflujo, bajo un condensador de reflujo,
durante uné hora; una mezcla de N—[@-cianb—1—metil—3—(1—me—
t11=5=nitro-2~imidazolil)pirazol-5-il)fornimidato de metilo
e hidréxido aménico concentrado en etanol absoluto comercial
Se filtra la mezcla producto de reaccién y el material sélid
que se obtiene se recrigtaliza en un disclvente adecuado, en
egte caso dimetilformemida. El producto obtenido tiene un
punto de fusién de unos 317-318°C (desc.?_y es identificado
por andlisis elemental y espectros infrarrojo y RMN como 4~

amin041-metiL-3-(1-metil—5—nitrdimidazol—2~il)—1H;pirazolo
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_12

(3,4-d) pirimidina.
El derivado acetilado dei conpuestec anterior se prepa—
ra fdcilmente dejando a reflujo durante unas 22 horas wna
mezcla de 4—amino—1—metil—3—(15metil—5—nitroimidazol—2—il)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina y anhidrido acético. Ia mezcla
de reaccién se enfria y filtra. El sdlido asi obtenido se
récristaliza en un disolvente adecuado como dimetilformami-
da pare dar un producto cristaiino con un punto de fusidn
de unos 284~286°C, producto que es identificado por andlisis
elemental y espectro RMN como N;[ﬁ-metil-3-(1-metil—5-nitro~
imidazol~-2-il)=-1H-pirazole [3,4-d]pirimidin~4-il] acetamida.
El compuesto donde Z en lﬁ férmula genérica es
R6

l
-N=C-N=C-,

.VR6

es -NHCH,COOH, se prepara calentando a reflujo una mez-
cla de N-[4~ciano—1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)
pirazol—S—iJJforﬁimidato de metilo, glicina y carbonato sé-
dico en un disolvente constituido pus volumenes iguales de
etanol y agua y refluyendo la mezcla durante hora y mediam
aproximadamente. Después la mezcla producto de reaccidn se
enfria y filtra. El material sélido asi obtenido se purifica
disolviéndélo en agua caliente y después enfriando y acidu~
lando empleando un dcido fuerte tal como dcido sulfdrico
concentrado, dcido clorhidrico concentrado, dcido bromaidri-
co concentrado o dcido fosférico concentrado. Ia acidulacién

provoca la precipitacidn de un sdlido gris azulado. Este dl-

timo se separa por filtracidn y se recristaliza en dimetil-

| formamide para dar un producto con un punto de fusidn de

unos 240-241°C. El producto es identificado por andlisis ele

mental y espectro RMN como N—[H~metil—3—(1—metil—5-nitroimi—
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N—[ﬁ—ciano—1-metil—3—(ﬁ—metil—S—nitro—2—imidazolil)pirazol—

13 -

dazol=2=il)~1i-pirazolo[3,4-d)pirinidin-4-11] glicina.
El compuesto donde Z en la £éruula genérica es
R6
“-N=Cl-N= : -
y R6 es -~NHCHCOOH , se prepara calentando una mezcla de

CH,, CH, SCHy

5—ii]formimidato de- metilo y metionina, siguiendo el mismo
procedimiento general entes descrito pare la glicina. El prg
ducto, con un punto de fusién de unos 207-208°C (desc.), se
identifica por andlisis elemental y espectro RN como N[ e
metil~3-(1-m§til—S—nitroimidazol-z—il)—1H;pirazolo[3,4-iku,
rimidin—4—i1-_| metionina.

En el caso de los nuevos'compuestos donde % en la fér-

nula genérica es
r Rt RS

BEPE PRI |
donde R3 = H, R* = GH CH(OC,Hg), ¥ R® = NH, la preparacién
se 1lleve a cabo agitando una mezcla de N-[4~ciano-1-metil—
3w ({=mo$ilm5=nitro-2-imidazolil)pira 201m5=11] formimidato
de metilo, dietlilacetal dé eminoacetaldehido y etanol abso-
luto comer;ial, a la tgmperatura ambiente, durante unas 2
horas. Transcurrido este tiempo, se filtra la mezcla produo
o de reaccién. El meterial sélido obtenido se recristali-
ze en dimetilformemida para dar un producto cristalino con
un punto de fusidn de unos; 160-164°C. El producto se iden—
tifica por andlisis elemental y espectro RMN como dietilace
tal de 4—imino—1—metil—3—(1~metil—S—nitroimidazol—Z—il)~1H@
pirazolo[3,4~d)pirinidin-5(4H)-acetaldenido.

Tas sales de adicién de dcidos de los compuestos,se
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prepafan por métodos muy conocidos por los expertos en este
campo. La preparacibén de la sal hidrocloruro, por ejemplo,
se lleva a cabo generalmente suspendiendo o disolviendo

la pirazolopirimidina sustitufda en éter etilico seco, en-
friando la mezcla a unos 0°C en un baiio de hielo y agua y
haciendo borbotear cloruro de hidrégenc a través de la mez-
cla durante dnos 15 minufos, mientras se mantiens la tempe—
ratura de la misma a unos 0°C. Transcurrido este tienpo,

s¢ tapa el matraz que contiene la mezcla producto de reao-
cidn y se mantiene a unos 0°C durante una hora aproximada~
mente. Después se filtra la mezcla para aislar el material
Vsélido, que es anal{ticamente puro y es identificado por el
punto de fusidn, el andlisis elemental y el espectro RIN.

Ia preparacidn de las sales de adicién de dcido nitri-
co, sulfuirico o fosfdérico, de estos compuestos se lleve a
cabo generalmente suspendiendo o disolviendo la pirazolo-
pirimiding sustitufda en un disolvente adecuado, como me-
tanol y afladiendo gota a gota a la mezcla, con agitacidn,
ol deido sulfurico, nitrico o fosférico (fosfdrico al 85 %),
Despuds la mezcla se agita a la temperatura ambiente duran—
te 1 & 3 horas mas. Despuds se filtra la mezcla y el sélido
gue se recbge se lava con metanol. El producto se identificy
por el punto de fusién, espectro RWN y analisis elemental.
Pueden prepararse otras sales de adicién de dcido empleando
écidos como el bromhidrico.

Ia preparacién del S5-amino-1-metil—3-(1-metil~5-nitro~
2:imidazolil)pirazol—4—carbonitri19 intermedio, empleado en
lg sfntesis deulos compuestos, estd descrita en la solicitud
de patente estédounidense copendiente numero de serie

469.176, presentada el 13 de Mayo de 1974.
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| medio es la oxidacidn del ligando estirilo del 1-metil-R-ni-

' suspendido en un digolvente adeciuado, con ozono, aproximads

— 15—

Este producto intermedio, el S-amino~1-metil-3-(1-me-
til=B=nitro~2-imidazolil)pirazol-4~carbonitrilo, es fdcil-
mente sintetizado partiendo de 2~-metil-5-nitroimidazol co-
mercial. El 2-metil-3-nitroimidazol se deja reaccionar con
un agente alquilente adecuado, como sulfato‘de dimetilo, en
un disolvente adecuado, por eiemplo benceno, paras formar ol
compuesto identificado como ],2—dimeti1:5~nitroimiﬂazol. Es{
te dltimo compuesto se deia a su ver reaccionar con benzal-
dehido en presencis de una base, por ejeuplo etdxido sdédi-
co en etanol absoluto, para dar 1-metil-S-nitro=-P-estiril-
imidazole

Ie siguiente etapa en la sintesis del producto inter—

tro-2-estirilimidazol. Egte oxidacién puede ser realirada
mediante uno cualquiera de los oxidantes adecuados para o0xi-
der este tipo de ligando al grupo aldehido (formilo).

De acuerdo‘con un procedimiento, la oxidacibn puede

ger efectuada tratando el 1-metil-5-niltro-2-estirilimidazol,

mente & la temperaturs ambienté. Los disolventes adecuados
son metanol, una mezcla de metanol y agua o una mezcla de
metanol, dicloruro de metileno'y agua y Similares.

Otro método para oxidar el compuesto egtirilico es el
descrito por Henry y éolaboradores, patente estadounidense
3.472.864 (14 de Octubre de 1969). Estos autores describen
el uso de un sisteme oxidante gonstituido por un peryodato
de metal alcalino y tetrdxido de osmio en un medio diéolven~
te acuogo adecuado, preferiblemente agua y 1,2-dimetoxietanq,
2 ung temperatura comprendida aproximadémente entre 20 y

35°C, durante un periodo de unas 10 a 20 horas.
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. son las mismas para todas las hidrazinas. Asi, por ejemplo,

cuando se hace reaccionar metilhidrazina con 1-metileS5-ni-

16 - : i

Ie proxime etapa en la preparacién del compuesto in~

termedio consiste en dejar que 6l 1-metil-5-nitroimidazol-2+

carboxaldehido, preparado como se ha descrit9 antes, reao-
cione con una hidrazina sustituida de fdérmula H2N~NHR, don-
de R representa alquilo C4-Cq o hidroxialquilo C4~C3. Ia
reaccién se lleva a cabo en un disolvente adscuzsdo como
cloroformo, a la temperatura de reflujo, para dar una al-
quilhidrazona o alquil(sustitufdo)hidrazona de 1-metil~5-
nitroimidazol=2-carboxaldehido. Ias hidrazinas sustitufdas

adecuadas para uso en esta reaccién zon la metilhidrazina,

etilhidrazina, n-propilhidragzina, isopropilhidragina, 2-hi-| -

droxietilhidragina y similares. Ias condiciones de reaccibn

troimidazol-2-carboxaldehido en cloroformo como disolvente,
se obtiene metilhidrazona de 1-metil-5-nitroimidezol~2-car—

boxaldehido.

La hidrazone formada de esta maners se hace reaccionar

a su vez con N=bromosuccinimida, alrededor de la tempera tu-
ra amblente, en un digolvente adecuaao como cloroformo, pa-
ra formar la alquilhidrazona o slquil(sustituldo)hidrazona
de bromuro de 1-metil=5~-nitroimidazol~2-carbonilo. Ia reao-
cidén con N-bromosuccinimide es aplicable a cualquiera de
las hidrezonas sustitufdas para dar las bromo-hidrazonas
sustituidasg. Como ejemplo especifico, cuando se hace reao- |
cionar metilhidrazonag de 1—metil—5—nitroimidazol—2—carboxaL
dehido con N-bromosuccinimida a la temperatura ambiente en
cloroformo como disolvente, se obtiéne metilhidraéona de
bromuro de 1-metil-5-nitroimidazol-2~carbonilo.

Esta bromohidrazona sustituida es inestable y pre~

{337
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- na disuelta en metanol absoluto mientras se mantiene la tem

| perature de ia mezela de reaccidn a unos 10-20°C mediante
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senta propiedades vesicatorias'y lacrimdgenas. Por lo tan—
to, s€ emples inmediatamente sin ailslarla o purificarla ex-
tensamente. Ia bromohidrezona sustituida se suspende en un
digolvente adecuado, por ejemplo metanol absoluto y se afia-

de melopmitrilo. A la mezcela asi formadae se aflade trietilami~

ung refrigeracibén adecuada. Esta reaccidn es ligeramente
exotérmica y es necesario enfriar algo para mantener la tenm
leratura deseada. A medida que transcurre la reaccidén, la
suspensidn smarilla inicisl se disuelve y es sustitulda por
otra suspensidn duranterun periodo de 1 a 2 horas aproxime-
demente. El material sblido en esta segunda suspensién es el
producto deseado y se separa por fileracidn, se lava con me-
tanol y después con agua y se seca. Por ejemplo, cuando se
emplea metilhidrezona de bromuro de 1-metil-5-nitroimidazol-
Z-carbonilo,:esté material sélido es identificado por andlid
sis elemental y espectro RMN como 5—amino—1—metil—3—(1¥me—
til-5-nitro~2-imidazolil )pirazol~4~ carbonitrilo.

Los haloalquilimidazolilpirazoles, tales como 5-ami
no~1-(haloalquil)-3—(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-
4—carboni%rilo, se preparan haciendo.reaccionar el compuesto
hidroxialquilico correspondiente con un agente halogenante
como tricloruro de fdsforo, tribromuro de fésforo, trifluo-
ruro de fésforo, cloruro de tionilo y similares. Asi, se ha-
ée reaccionar el 5-amino-1-(B-hidroxietil)-3-(1-metil-5-ni-
tro-2-imidazolil)pirazol-4-carbonitrilo con cloruro de tio-
nilo en un disolvente inerte como benceno, en presencila de
una pequefla cantidad de dimetilformamida, péra formar 5-ami-

no-1-(B-cloroetil)—3~(1-meti1-5-nitro—2-imidazolil)pirazol—
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4-carbonitrilo.

Los oiros productos intermedios, los formimidatos,
se obtienen haciendo reaccionar el 5—amino—1—qétil—3—(1—me—
til—5—nitr0-2—imidazolil)pirazoi—4—carbonitrilo, preparado
como se ha descrito antes, con orto—-ésteres tales como orto-
formizto de trimetilo, ortoformiato de trietilo, ortoformia-
to de tri(n-butilo) o similares, en presencia de una pequefia
cantidad de anhfdrido acético. Otros orto-ésteres que pueden
reaccionar con cualquiera de los 5—aminopirazol-4—cérbonitri-
los son el ortoformiato de trialilo, ortoformiato de tri(2-
cloroetilo), ortoformiato .de tri-isobutilo, ortoformiato de
tri(2-etilhexilo) y similares. Asf, por ejemplo, cuando las
sustancias reaccionantes son el S5-amino-l-metil-3-(1-metil-5-
nitro-2-imidazolil)pirazol-4-carbonitrilo, -el ortoformiato
de trimetilo y una pequefila cantidad de anhfdrido acético, el
producto obtenido es N—E@-ciano—]—metilr3-(1—metil—5-nitro—
2—imidazolil)pirézol—S—ii]formimidato de metilo.

Ias siguientes Preparaciones ilustran la sintesis de
los compuestos intermedios.

PREPARACION 1

S=Amino=1-metil=3~-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-4-car;
| bonitrilo

A una solucidn de 5 g (0,0394 moies) de 2-metil-5-ni;
troimidazol en 100 ml de benceno a reflujo se afiade gota a gof
ta una solucidn de 5 g (0,0394 moles) de sulfato de dimetilo
en 10 ml de benceno. La mezcla de reaccidn se deja a reflujo
durante la noche. Después se enfrfa y a la misma se aflade go-
ta a gota una solucidn de 6 g de carbonato potdsico en 6 ml
de agua. la mezcla se agita durante una hora y se filtra. Se

separan las capas orgdnica y acuosa del filtrado y la capa

T

1
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1 extracto bencénico se combina con la capa orgdnica original

-9 -

acuosa se extrae dos veces con 50 ml cada vez de benceno. El

y se seca sobre sulfato magnésico anhidro. El agente deseca~-
dor se separa por filtracidn. El filtrado se concentra 'a va~-
éio para dar un producto con un punto de fusidn de unos 135-
138%¢. Se identifica como 1,2-dimetil-5-nitroimidazol. Peso:
4 g. |

Fn un matraz de fondo redondo de 10 litros, equipa-
do con un agitador mecdnico, un condensador de reflujo y un
embudo de decantacidén, se introducen 705 g (5,0 moles) de 1,2
dimetil=5-nitroimidazol y .3,75 litros de etanol absoluto. la
disolucidn se consigue agitando. A la solucidén asf preparada
se afiaden rdpidamente 685 g (6,5 moles) de benzaldehido. A
esta mezcla se afiaden rdpidamente 150 g de sodio disuelto en
2,5 1 de metanol, siendo realizada la adicidn a la tempera-
tura ambiente. Ia mezcla de reaccidn se agita y calienta a
unos 70°C dufanté un periodo de 90 minutos aproximadamente.
A una temperatura de 40°C,,cambia el color a parde oscuro.
Al cabo de los 90 minutos, la mézcla producto de reaccidn se
deja enfriar durante 90 minutos sumergiendo la vasija de reag
cidn en un baflo de agua de hielo. Se forma un precipitado. Se
filtra la ﬁezcla parda. ELl producto cristalino se lava cua-
tro veces con una mezcla de hielo,.agua y etanol, en una relg
cidn 1:1:1, empleando 1 1 de la mezcla. El producto cristali-
no se seca al aire a 100°C. Se identifica como 1-metil-5-ni-
tro-2-egtirilimidazol. Tiene un punto de fusidn de 191-192°¢
aproximadamente., Peso: 582 g.

En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 5 1 de cg
pacidad, equipado con un agitador y un tﬁbo dé introduccidn

de gases, se prepara una solucidén de 454 g (2,0 moles) de 1-
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" cidn del ézdénido es controlada a intervalos por cromatogra-
. fia de gas-lfquido (CGL) y cromatografia en capa fina (ccF).

' E1 tiempo total de ozonolisis es alrededor de 25 horas, al

| rillo palido.

- redondo de 10 1 mientras la solucidn de ozonolisis se vierte

en el mismo con bastante rapldez, manteniendo la temperatura

_20 _

metil-5-nitro-2-estirilimidazol en una mezcla de 2,5 1 de me~-
tanol, 1,5 1 de diclorometano y. 200 ml de agua.,El matraz se-
mantiene g la temperatura amblente mediante un baflo de agua.
Se hace pasar a través de la solucidn una mezcla de ozono

y oxigeno (3 % de 03, 2 razén_dé 1,1 1 per minuto). Ia forma-

ecabo de lag cuales el color de la solucidn se ha vuelto ama-—

Una solucidn de 594 g de yoduro sdédico en 2 1 de

agua ¥y 400 ml de dcido acético se agita en un matraz de fondo

por debajo de 40°C mediante un bafio de agua de hielo. Después
de agitar la mezcla durante unos 10 minutos, se aﬁa&e una So-
lucidn de metabiéulfito éddiqo (192 g en 2 1 de agua) para s¢
parar el yodo libfe y hacer que la solucidn resultante se vue
va amarilla. La mezcla-se agita dﬁrén#e'otra hora aproximada=
mente. Después la mezcla se filtra y se desprecian los cris—-
tales amarlllos. El filtrado se concentra a vacio hasta apro-
ximadamente un tercio de su volumen y se neutrallza e pH 6,5
por adicidn de bicarbonato sddico SOlldo, agitando. Se re-
quieren alrededor de 300 g derbicarbonato séddico., Ia mezcla
se extrae cuatro veces con 700 ml cada vez de acetato de eti-
lo0. Los extractos combinados en acetato de etilo se secan SO-
bre sulféto magnésico anhidro durante media hora aproxXimada-
mente. Se separa por filtracidn el agente desecador y el fil
trado se concentra s vaclo para dar un sélido pegajoso. Este

sélido se recoge en unos 2,5 1 de n-hexano y la mezcla se ca-
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lienta a reflujo durante umos 15 minutos. El sélido pardo re-

sidual se separa por filtracidn. Al enfriar, el filtrado depos
sita cristales amarillos que se filtran y se secan a vacio a
40°C. El filtrado se utiliza repetidamente para refluir el
86lido pardo residual procedente de la operacidn anterior,
de la misma forma'que antes, hasta que se han realizado cua-

tre extracciones del tipo descrito. Se obtiene un total de

unos 146 g de produoto con un punto de fusidn de 81-83°C apro;

ximaodamente, que se identifica como 1-metil=5-nitroimidazol-21

carboxaldehido. °

Se hlerve a refluao durante unas 2 horas una mezcla

de 23, 5 g (O 152 moles) de 1—met11—5—n1tr01m1dazol-2-carboxa1
dehido ¥y 7,0 & (0,152 moles) de metilhidrazina en 300 ml de
cloroformo. Ia mezecla producto de reaccidn se evapora a se-
quedad para formar un adlido amarillo brillante gque pesa alrg

dedor de 25,5 g. Una pequefia muestra cristalizada en etanol
i

tiene un punto de fusidn de unos 175°G, Se identifica como mej
4ilhidrazons de 1-metil-5-nitroimidazol-2-carboxaldehido.

A una solucidn agitada de 23,5 g (0,128 moles) de
metrilhidrazona de 1—metii-5—nitroimidézol-2—carboxa1dehido
en 200 ml de cloroform6 ge afiaden lentamente, a la temperatu-
ra.ambienté, 22,9 g (0,128 moles)-de N-bromosuccinimida. Ia
reaccidn es ligeramente exoté;mica y la temperatura interna
se mantiene por debajo de 30°C mediante refrigeracidn externa
ocasional. Después de agitar durante wnas 2 horas, el cloro-
formo disolvente se separa a vacio y el residuo se extrae
cinco veces con 100 ml cada vez de tetracloruro de carbono
caliente. Se desprecia el residuo insoluble y los extractos
en tetracloruro de carbono combinados se concentran para dar

an sélido emarillo brillante, identificado como metilhidrazo-
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na de bromuro de 1-metil-5S-nitroimidazol-2-carbonilo.

Ia cromatografia en capa fina indica que el compues

; to es casi puro., Rendimiento: 31,0 g.

Este compuesto es inestable y presenta propiedades

- vesicantes y lacrimégenas. Se utiliza inmediatamente sin pu-

rificarlo mds en la siguiente etapa de la preparacidn.

Se suspenden 31,0 g (0,118 moles) de la bromohidra-
zona asi preparada en 250 ml de metanol absoluto y se afiaden
7,80 g (0,118 moles) de malononitrilo bidestilado. A la mez-

cla se afiade gota a gota ura solucién de 12 g (0,118 moles)

‘de trietilamina en 25 ml de metanol mientras se mantiene la

_mezcla de reaccidn a una temperatura de unos 10-20°¢C. Ia

reaccién es ligeramente exotérmica.

Se disuelve la suspensidén amarilla inicial y es
reemplazada por otra suspensidén durante un periodo de 1 a 2
horas aproximsdamente. Transcurrido este tiempo, se filtra
la mezcla pfoducfo de reaccién y se recoge el material séli-
do. E1 sdélido se‘lava con metanol y después con agua y se
seca. Este producto sdlido tiene un punto de fusidén superior
a 300°C y pesa alrededor de 23 g. Se identifica como 5~amino-
1-metil—~3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-4-carbonitriy
lo. E1 proﬁucto es anallticamente puro cuando se aisla.

PREPARACION 2

5-Amino—1—-(2-hidroxietil)=3~(1-metil-5-nitro—2-imidazolil)pi

razol-4-carbonitrilo

Se hierve a reflujo durante unas 2 horas una mezcla
de 15,5 g (0;1 moles) de 1-metil-5-nitro-2-imidazolcarboxal-
dehido y 7,6 g (0,1 moles) de 2-hidroxietilhidrazina en 300
ml de clorofémmo. Ia mezcla producto de reaccidén se evapora

a sequedad a vacio para dar un producto que pesa 21,3 g ¥
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$iene un punto de fusién de unes 122-129°¢. Este producto

se identifica como 2-hidroxietilhidrazona de 1=metil=5-nitro-
2-imidazolcarboxaldehido. Una pequefla muestra.recristaliza&a
en agua tiene un punto de fusidn de 136-14000 aproximada-
mente.

A una solucidn agitada de 21,3 g (041 moles) de 2-
hidroxietilhidrazona de 1-metil-5-nitro-2-imidazolcarboxal-
dehido (preparada antes) en 200 ml de cloroformo se afladen
poco a poco, manteniendo la temperatura por debajo de 30°C,
17,8 g (0,1 moles) de N—bromosﬁccinimida. Ia mezcla de reac-
cién se agita durante unas 3 horas a 25°¢ gproximadamente.
La mezcla producto de reéccidn se concentra a vacio y el re-
siduo se extrae ocho veces con SOO ml cada vez de tetraclo-
ruro de carbono caliente. Ios extractos de tetraclorurc de
carbono combinados se concentran a vacfo para dar un séli-
so emapillo brillante, identificado como 2-hidroxietilhidra-
zona de bromuro de 1-metil-5fnitroimidazol—Q—carbonilo. El
producto tiene un punto de fusidn de 85-94°¢C aproximadamente
¥y pesa 20 T &e.

Se suspenden 20,7 g (0,071 moles) de la bromohidra—
zona asi preparada en 150 ml de metanol anhidro y se afladen
4, 7 g (0, 071 moles) de malononltrllo. A la mezcla se afiade
gota a gota una soluclon de 7,3 g de trietilamina en 15 ml
de metanol absoluto mientras se mantiene la temperatura de
regccidn alrededor de 10-20°C mediante un bafio de agua de
hielo.

Se formz un preéipitado denso que se separa por
filtracidn al cabo de una hora aproximadamente y se lava con
una pequefla cantidad de etanol absoluto‘comercial. El mate~

rigl tiene un punto de fusidn de 242-243°C aproximadamente y
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"l amins—1-(2-hidroxietil) -3~(1-metil-5-nitro—2-imidazolil)pi~-

-con etanol absoluto comercial para dar un sélido amarillo que
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se identifica por andlisis elemental y espectro RMN como 5-

razol—4—carbonitrilo.

PREPARACTON 3

SeAmino=1=(2-cloroetil)=3~(1-metil-5-nitro—-2-imidazolil)pira-

z0l-4-carbonitrilo

Se calienta a reflujo durante unas 24 horas una mez-|
cla de 1 g de 5-amino-1-(2-hidroxietil)-3-(1-metil-5-nitro~
2-imidazolil)pirazol-4-carbonitrilo (preparadé antes), 25 ml
de cloruro de tionilo, 2 gotas de dimetilformamida y 5 ml de
benceno, La mezcla producto de reaccidn se concentra a vacio

para dar una goma roja como residuo. Este residuo se tritura

pesa alrededor de 0,7 g y tiene un punto de fusién de unos
206-228°C. Se identifica por andlisis elemental y espectro
RMN como 5-amino—1—(2—cloroeti1f—3—(1—metil—5—nitro—2—imida—
zolil)pirazol—4-éarbonitrilo.

PREPARACION 4

SeAmino=1=etil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-4-car-

bonitrilo

Se calienta a reflujo durante unas 24 horas una mez-
cla de 5,0 g (0,0322 moles) de 1-mebil-S-nitroimidazol-2-car-
boxaldehido, 3,4 g (0,0322 moles) de oxalato de etilhidrazi-
ﬁa Yy 3,38 (0;322 moles) de trie%ilamina en 100 ml de cloro-
formo. Se enfria la mezcla producto de reaccidn, se suspende
con unos 25 ml de agua y se filtfa la mezcla para dar un sé-
1lido amarillo. Por cromatografisa en capa fina de una muestra
del sélido amarillo, empleando acetato de etilo/benceno en
una relacidn 1:1; se observa una-mancha amarilla principal

m4s trazas de dos impurezas que se mueven mas rdpidamente. El
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producto, etilhidrazona de 1-metil-5-nitroimidazol-2-carbo-
xsldehido, se utiliza sin purificarlo nis.

A una mezcla agitada de 6,8 g (0;032? moles) de etil]
hidraiona de 1-metil—5~nitroimidazol-2—carboxaldehido y 100
ml de cloroformo se afladen poco & poco 5,8 g (0,0322 moles)
de N~bromosuccinimida mientras se mantiene la tanperatﬁra
de la mezcla de reaccidn por debajo de 30°C. Después de agi-
tar a la temperatura ambiente durante 3 horas aproximadamen-—
te, la mezcla productc de reaceidn se-concentra a vacio. El
residuo que se obtiene se extrae tres veces con 250 ml cada
vez de tetracloruro de carbono caliente. Los extractos de te~
tracloruro de carbono coﬁbinados se concentran a vaclo para
dar un sdlido amarillo que ﬁesa 6,3 g. Este compuesto, etil-
hidrazopa de bromuro de 1-metil~5-nitroimidazol-2~carbonilo,
se emplea siﬁ purificarlo mds en la siguiente etapa de la
preparacidn. . |

Se suspenden 6,3 g (0,0228 moles) de la bromohidra-
zina asi preparada en 75 ml de etanol absoluto y se afiaden
poco a poco 1,5 g (0,0228 moles) de malononitrilo. Ia tempe-
ratura se mantiene g unos 10-20°¢ empieando un bafio de agua
de hielo. Una vez completada la adicidn, le mezcla producto
de resccién se agita durante una hora aproximadamente, a la
temperatura ambiente. Se filtra ia mezcla producte de reac— |
cidén. El material sélido que se recupera se recristaliza en
dimetilformemida para dar un sélido amarillo que pesa 2,3 g,
tiene un punto de fusidn de unos 284-285°C ¥ se identifica
por andlisis elemental y espectro RMN como 5-amino-1-etil=

3-(1nmetil—S-nitro-z—imidazolil)-pirazol—4—carbonitrilo.'

*
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PREPARACION 5

N-[4-ciano=1-metil=3-(1-metil-5-nitro—2-imidazolil)pirazol-

‘mental y espectro RMN.

5-i1) formimidato de metilo

Se calienta a reflujo durante unas 24 horas una mez-
cla de 1 g de 5-amino~1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil
pirazol-4-carbonitrilo, 12 ml de ortoformiatoAde trimetilo y
1 ml de anhidrido acético y despuds se deja enfriar, Se fil-
tra la mezcla producto de reaccidn. El material sélido que se
separa por filtracién'se recrisfaliza‘en etanol absoluto co-
mercial para dar un producto con un punto dé fusién de unos
184-185°C. El producto se identifica por andlisis elemental
y espectro RMN como N—[@—ciandF1-metil—3—(1—meti1—5—nitro—2—
imidazolil)pirazol-5-il] formimidato de metilo.

ﬁiguiendo el mismo procedimiento general indicado
en la Preparacidn 5 y empleando materiales de partida apro-
piados, se preparan los siguientes formimidatos homélogos inA
termedios adicionales:

N—[4-ciano-1—metil-3—(1-metil-S—nitro—2-imidazolil)
pirazol-5-il]formimidato de butilo; con un punto de fusidn

de 120-121°C aproximadamente. Identificado por andlisis ele-

N-[4~-ciano=1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)
pirazol—S-dJ]fbrmimidato de aliio, con un punte de fusidn de
131-133% aproximadamente, Identificado por andlisis elemen-
tal y espectro RMN, .

N-[4~ciano-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)
pirazol—S—ii]formimidato de 2-cloroetilo, con un punto de fu-
sidn de 169-171°C aproximadamenfe. Identificado por andlisis

elemental,




10

18

20

25

30

- 27 -

" N-[4-ciano~1-metil-3~(1-metil-5-nit ro-2-imidazolil)
pirazol-s-ii]formimidato de isobutilo, con un punto de fu-
gidn de 134-136°C aproximadamente. Identificado por anglisis
elemental. .

| N-[4-ciano-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)
pirazoi—S-ii]formimidato de 2¥gtilhexilo, con un punto de fu-
gidn de 93-94°C aproximadamente. Identificado por andlisis
elemental.

Los siguientes ejemplos ilustran la sintesgis de los

compuestos.

EJEMPLO 1
1-Metil—3-(1—metil—54nitr0midazol-2-il)-1H—pirazolo[3,4-&in-

rimidin-4 (5H)~ona

Se calienta a reflujo durante unas 2 horas una mezclg
de 1,0 g de 5-amino-ﬂ-metil-3—(1—metil—5—nitro—2—imidazolil)
pirazol-4-carbonitrilo y 25 ml de dcido férmico al 90 %. Se
enfria la mezcla producto de reaccidn y el disolvente se sepa-
ra a vaclo. El residuc, que pesa'1,2 g, se recristaliza en di-
metilformamide para dar un producto con un punto de fusidn de
291-292°C aproximadamente, que se idenfifica por andlisis ele-
mental y espectro RUN como 1=metil=3=(1-metil-5-nitroimidazol-
2—11)-1H—pirazolo[3,4—d]pirimidin—4(5H)-oha.

A BJENPLO 2 .
6-Emil-1,5~dihidro—1—metil—3-(1—metil—5-nitroimidazol-2—il)—

4H—pirazolo[3,4—d]pirimidin—4—ona

Se calienta a reflujo durante unas 24 horas una mez-
cla de 1,0 g de 5-amino—1-metil-3~(1-metil-5-nitro~2-imidazo-
1i1) pirazol-4-carbonitrilo y 25 ml de anhidrido propidnico ¥y
después se enfria. Ia solucidn oscura déposita cristales lentg

mente. Los cristales se recristalizan en etanol absoluto comer
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mercial para dar un producto con un punto de fusidn de unos
243-245°C que se identifica por andlisis elemental como 6-
etil—1,5—dihidro—1—metil-3-(1—metil—5—nitroimidazol-Z—ilj-
4H—pirazolo[B;4—q]pirimidin—4—ona.

EJEMPLO 3
6-(GLorometil) =6, -dihidro=6-hidroxi-1-metil-3-(1-metil-5-ni-

troimidazol—z-il)+1H-pirazblo[3,4—&]pirimidin—4(5H)—ona, dg-

ter cloroacético

Se calienta a reflujo durante unas 24 horas una mez-
cla de 1,0 g de 5-gmino~1-metil=3-(1-metil-5-nitro~-2-imida-
z0lil)pirazol-4-carbonitrilo, 3,5 g de anhfdrido cloroacéti-

co, 10 gotaé'de 4eido sulfurico concentrado y 20 ml de bence-

ra dar un sélido crudo. Este sélido se recristaliza en etanol
absoluto comereial formando cristales blancos con un punto
de fusidn de 217-218°C aproximadamente, con descomposicidn,
gue se identificé por andlisis elemental ¥ espectro RMN como

el dster cloroacético de la 6-(clorometil)~6,7~dihidro—-6~hi-

E3,4—i]pirimidin—4(5H)-ona.
EJEMPIO 4

4-Amino—1—metil-3—(1-meﬁil-B—nitroimidazol-2—il)—1H—pirazo—

10[3,4-3) pirimidina

Se calienta a reflujo durante una hora aproximada-
mente una mezcla de 2 g de Nldzrciano—1—metil—3-(1—metil-5-
nitro-z-imidazolil)pirazol-S—ii]formimidato de metilo, 20 ml
de etanol absoluto y 10 ml de hidrdxido aménico concentrado.
Se enfria la mezcla producto de reaccidn y se filtra para
dar un sélido amarillo. El sélido se recristaliza en dimetil

formamida para dar un producto con un punto de fusidn de 317+




10

18

20

25

30

-29 ~

318°¢ aproximadamente, con descomposicidn, que se identifica
por espectros infrarrojo y RMN, asi como por andlisis ele-
mental, como 4—amino-1-metil—3-(1ﬂnetil—5—nitroimidazol~2—
11)~1H-pirazolo [3,4~d) pirimidina.

4a. La salvhidrocloruro de este compuesto se prepa~-
ra como sigue:

Se prepara una mezcla de 1,0 g de 4~amino-1-metil—3
(1-metil-5-nitroimidazol-2-11)~-1H-pirazolo [3,4-d] pirimidina
y 70 ml de éter seco y se hace borbotear a través de la mez—
cla cloruro de hidrdgeno durante 15 minutos aproximadamente,
mientras se enfria la mezcla en un bafio de hielo y agua a
unos 0°C; durante este tiempo, la suspensidn amarilla cambia
el color a rosa. Ia mezcla producto de reaccidn se tapa y se
deja en reposo durante una hora aproximadamente, & 0°c. se
filtra la mezcla para dar cristales de color rosa palido con
un punto de fusidn de 268-269°C .aproximadamente (desc.) ¥ ‘
un peso- de alrédédor de 1,2 g. El producto se identifica por
andlisis elemental y espectro RNMN como hidrocloruro de 4—
amino-1—metil-3—(1-metil—S—nitroimidazol—e—il)—1H~pirazolo
[3,4-d)pirimidina. |

4b, Ia sal sulfato de este compuesto se prepara co-
mno sigue:‘

A 1,0 g de 4-amino-1—metil—3—(1—metil—5-nitroimida—
201-2i1)~1H-pirazolo [3,4-d] pirimidina suspendidos en 25 ml
de metanol se afiaden gota a gota 0,72 g de Acido sulflrico
concentrado. La mezcla se agita a la temperatura ambiente dut
rante unas 2 a 3 horas, Se filtra la mezcla producto de reag
cidn. El sélido obtenido -tiene un punto de fusidn de 222-
229°C aproximadamente y se identifica por anéiisis elemental

y espectros RMN e IR como sulfato de 4-amino-1-metil-3-(1-met
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pil—s-nitroimidazol-z-il)-1H-pirazolo[3,4-&]pirimidina;
EJEMPLO 5

4,5—Dihidro-4-imino-1—metil—3—(1-meti1-5—nitroimidazol-2—il)-

5—propil—1H—pirazolo[3,4—d]pirimidina

Se agita a la temperatﬁra ambiente durante unos 10

minutos una mezcla de 1,0 g de N—[}-ciano—1~metil—3-(1-meti1--

5—nitro—2—imidazolil)pirazol—s—ii]formimidato de metilo, 5 mlj-

de n~propilamina y 10 ml de etanol. Se filtra la mezcla pro-
ducto de reaccidn y el sélido -que se recupera se recristali-

za en dimetilformamida para dar un producto con un punto de

fusién de unos 239-240°C. .El producto se identifica por espec

tro RMN y andlisis elemental como 4,5-dihi dro~4-imino-1-metil
3—(1—meti1—5-nitroimiaazol-z-il)-5-propil-1H-pirazolo[3,4—&]
pirimidina.

5a; Ia sel hidrocloruro del compuesto anterior se
prepara como sigue: ‘

Se prepéra una suspgnsidn de 0,45 g de 4,5-dihidro-
4—imino-1—ﬁetil—3—(1-metil-S—nitroimidazol-Z—il)—S-propil—
1H-p1ra2010[3 4-d3pir1mldlna en 65 ml de &ter etilico anhidro
y se hace borbotear clon;ro de hldrégeno geco a través de la
mezcla agitada a 0° ¢, durante unos 15 minutos. Después se ta-
pa el matréz y se mantiene a 0°¢ durante una hora aproximada-
mente., Después se filtra la mezéla para dar 0,4 g de un s6-
1ido con un punbo de fusién de unos 230-231°C. El sélido se
identifica por andlisis elemental como hidrocloruro de 4,5-
dihidro-4—imino—1—metil~3—(1~meti1-5-nitroimidazol—2—il)—5-
propil-iH-pirazclo (3,4-d] pirimidina.

Se preparan otras sales de adicidn de dcido del com-
puesto del Ejemplo 5 siguiendo el procedimiento general del

Ejemplo 4b y utilizando los 4cidos apropiados:

1
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5b, Mononitrato.de 4,5-dihidro~4-imino-1-metil-3-
(1-metil—S-nitroimidazol—z-il)—5—propil—1H—pirazolo[3,4—&]
pirimidina, con un punto de fusidn de 209—212?0 aproximada—
mente. Identificado por espectro RMN y anélisis'elemental.

. 5¢. Monosulfato de 4, S-dihidro—4—imino—1—meti1-3—

( 1-met11—5-n1’cro imidazol=2-il)=5-propil- _{H-piresolo[3,4~d]
pirimidina, con un punto de fusidn de 255-257 C aproximada-
mente. Identificado por analisis elemental.

. EJEMPLO 6 ]
Ve [ —me 41 1-3=( 1-metil=5=nitroimidazol-2-311)~1H-pirazolo

[3 N 4-d] pinimidin—4—il] glicina

Se calienta a reflujo durante hora ¥ media aproxi-

. madamente una mezcla de 1,0 g de N-[4-ciano~1-metil-3~(1-me-

til—S-nitro—Q—imidazolil)piraz&l—S-iiJformimidato de metilo,
0,3 g de glicina, 0,4 g de carbonato sédico, 20 ml de etanol
y 20 ml de agua. Se enfria la mezcla producto de reaccién y
se filtra para dar un producto ‘erudo. Este producto se di~
suelve en agua caliente, Se enfria y la solucidén se acldula
con dcido sulfirico cohcentrado<para dar un precipitado gris
azulado. Este precipitado se separa por filtracién y se re-
cristaliza en dlmetllformamlda para dar un producto con un
punto de fu516n de 240-241°C aprox1madamente. El producto se
identifica por anédlisis elemental y espectro RMN como N—[ﬁ—
netil-3~(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo (3,4-d]
plrlmldln-4—1ﬂ glicina.

Siguiendo el mismo procedlmlento general indicado
en el Ejemplo 6 ¥ empleando materinles de partida apropiados
se prepara el siguiente compuesto ad1c1onal'

N~ |:1 ~metil-3-(1-metil-5-nitro imidazol-2=il)=-1H~-pi-

razolo[3,4-é]pirimidin-4—ii]metionlna, con un punto de fu-
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sién de 207-208°C aproximadamente (desc.). Identificado por
espectro RMN y andlisis elemental.
EJEMPLO 7

5—Et11—4 5-dihidro—4-imino=1-metil-3— (1—met11—5—n1tr01m1dazol

2-11)-1H—p1razolo[3 4—d]p1r1m1d1na

Se calienta a refluao durante 24 horas aproximada-
mente una mezcla de 1, O g de N~[4-ciano-1-metil=3~ ~(1-metil~-5-
nitro-2-imidazolil)pirazol—S—li}formlmldato de metilo, 10 ml
de una solucién acuosa de etilamina al 70 7 4y 20 m1 de etanolf
Se enfria la mezcla producto de reaccidn y se filtra para dar

un sélido verde pilido. EY sélido se recristaliza en piridina

para dar un producto con un punto de fusidn de 279—281°C apro

ximadamente. EL producto se identifica por espectro infrarro-

jo como 5—eti1—4,5-dihidro-4-imino-1-metil—3—(1—metil-5—nitro~

i1midazol-2-il)—1H-pirazolo[3,4-d] pirimidina.
EJEMPIO 8-

5 2—(Dimetilamino)etil) =4,5-dihidro~4—imino-1-metil-3-(1-me-

$i1-5-nitroimidazol~p=il)-1H~pirazolo(3,4-d)pirimidina

Se agita a la temperatura ambiente durante una hora
aproximadamente una mezcla de 1,0 g de N-[ﬁ—ciano—1-metil-3-
(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-5 -il]formimidato de me-
$ilo, 0,6 g de dimetiletilendiamina asimétrica y 30 ml de eta
nol. Se filtra la mezcla producto de reaccidn y el sélido que
se recupera se cristaliza en dimetilformamida para dar un
producto con un punto de'fusidn de unos 192—19400. El produc-
to se identifica por andlisis elemental y espectro RMN como
5-[2-(dimetilamino)etil]~4,5-dihidro-4~imino-1 _metil-3-(1-
metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo (3,4-d] pirimidina.

Siguiendo el procedimiénto general del Ejemplo 8 em-

pleando materiales dé partida apropiados, se preparan nuevos
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compuestos adicionales, enumerados a continuacidn.
| 8a. 5-[2—(Dieti1amino)etii]—4,5—dihidr0—4—imino—1-

metil-3—(1-meti1—5-nitroimidazol—Z—il)-1H—pirgz010[3:4-d]pi—
rimidina, con un punto de fusidn de 146-148°C apfoximada—
mente. Identificado por andlisis elemental y espectro RMN.

8b. 4,5-Dihidro-4-imino-1-metil-3~(1-metil-5-nitro-
imidazol-z—il)—1H—pirazolo[3,4-&]pirimidin—B—etanol, con un
punto de fusion de 272-274°C aproximadamente. Identificado
por andlisis elemental.

8¢+ 4,5-Dihidro~-4-imino-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-
imidazol—2—;1)-5—(9-octadeceni1)—1H—pirazolo[3,4-éjpirimidi-
na, con un punto de fusi&n de 110-114°C aproximadamente. Iden
tificado por andlisis elemental.

8d. 4,5-Dihidro—4—imino~1—meti1-3—(1—metil—5—nitro-
imidazol-2-il)=5-(4~piridi lmetil)~1H-pirazolo [3,4=d] pirimi-
dina, con un punto de fusidn de.256-258°C aprdximadamente.
Identificado por'anélisis elgmental y espectro.RMN.

8e. 4,5-Dihidro~4~imino-1-metil=3=(1-metil-5-nitro~
imidazol-z-il)—s-(2-piridi1met11)-1H-pirazolo[3,4—d]pﬁﬁmidi-
na, con un punto de fusidn de 248-24960 aproximadamente
(desc.). Identificado por andlisis elemental y espectros RNN
e IR. ‘ '

8f. 4,5-Dihidr0—4—imino—1ﬂneti1—3-(1—metil-5-nitro—
imidazol—Z-il)—5—(3—piridilmetil)—1H—pirazolo[3,4—d]pirimi-
dina, con un punto de fusidn de 231-233°C aproximadamente.
Tdentificado por espectros RMN e IR y andlisis elemental.

Empleando la base (8) preparada antes, se prepara
la siguiente sal de adicidn de dcido, identificada como 8g:

8g. Se prepara una suspensidn ée 0,6 g de 5-[2-(di-

metilamino)etil -4 ,5-dihidro-4-imino—1-metil-3~(1-metil-5-ni-
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$roimidazol-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d|pirimidina en 50 ml de
éter anhidro, se enfria a 0°c eﬁ un bafio de hielo y agua y

se hace borbotear cloruro de hidrdgeﬁo a travég de la suspen-
sidn agitada durante unos 15 minutos. Transcurrido estevtiem—
po, se tapa el matraz'y la mezcla de reaccidén se deja en re-
Poso a 0°¢ durante una hora aproximadamente. Después se fil-

tra la mezcla y el sélido que se recoge sobre el filtro se la;

- va con éter anhidro -para dar un polvo blanquecino con un pun-
: to de fusidn de 251-252°C aproxXimadamente (desc.). El produc-

;10 se identifica por andlisis elemental y espectro RMN como

Eno-1-metil-—3-(1—metil-5—nitroimidazol-Q—il)-1H—pirazolo[3,4—&:

pirimidina. _

Empleando la base (8a) antes preparada, se preparan
las siguientes sales de adicidén de dcido, identificadas como
8h y 8i:

8h. Difosfato de 5-[2-(dietilamino)etil]~4,5-dihi-
dro-4-imino~1-metil-3-(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pi-
razolo[3,4-i]pirimidina, con un punto de fusidén de 154-166°C
aproximadamente. Identificado por andlisis elemental y espec-
tro RUN.

8i. Diswlfato de 5-[2-(dietilamino)etil)-4,5—dihidro;
4-imino-1—metil-3-(1-meti1-5—niﬁroimidazol—Q-il)—1H—pirazolo
[3,4—d]pirimidina, con un punto de fusidn de 229-234°C apro-
ximadamente. Identificado por andlisis elemental y espectro
RMN.

Empleando la base (8d) antes preparada, se preparan
las siguientes sales de adicidn de dcido, identificadas como
8j, 8k y 81:

8j. Se enfria a 0°c, con agitacidn, una mezcla de
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ti1)~1H-pirazolo[3,4-d]) pirimidina en 25 ml de metanol se

'la mezcla produéto de reaccién y el sélido sobre el filtro
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0,94 g de 4, 5-d1h1dro~4— m1no—1—met11—3 (1-metil-5-nitroimi-
dazol-2-il)-5- (4-piridilmetil)- 1H—p1razolo[3 4-d) pirimidina
y 65 ml de éter anhidro y se hace borbotear c}oruro de hidré
geno seco a través de la mezcla durante unos 15 minutos. Des-
pués se tapa el matraz y se manfiene a 0°C durante una hora
aprox1madamente. Se filtra la mezcla para dar 1,1 g de un sd
1lido amarillo con un punto de fusidn de 233-234 C aproxima- -
dameﬁte (desc.). El sélido amarillo se identifica por anali-
gis elemental como dihidrocloruro de 4,5-dihidro~4~imino—1-
metil-3—(1—metil-S—nitroimidazoi—Z—il)—5—(4-piridilmetil)—
1H-pirazolo E',,4-d]pirimidina. .

8ic, A una suspensidn de 0,7 g de 4,5-dibidro-4-imi-

afiaden 0,9 g de écido.fosfdrioo al 85 %. La mezcla se agi-

ta.duranté unas 3 horaes a la temperatura ambiente. Se filtra

se lava con una pequefla cantidad de mebtanol. Se recristaliza
el sélido en metanol para dar un producto que pesa alrede~
dor de 0,4 g y tiene un punto de fusidn de 198-202°C apro-
x1madamente. El producto se identifica por analisis elemen-
tal como dlfosfato de 4 5-dihidro—4—-imino- 1—met11—3—k1—me—
til-5-nitroimidazol—Z—il)—5-(4—p1r1d11met11)-1H+p1razolo'
[3,4—d]pirimidina.

81. Dinitrato de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3~(1-
met11—5—nltr01m1dazol—2—11)—5 (4—p1r1d11met11) -1H-pirazolo
f3 4—&Jp1rim1d1na, con un punto de fu51dn de 174-176°C apro-
xima@amente. Identificado por espectro RMN y anédlisis ele~
mental. ’ |

Bmpleando la base (8e) preparada anteriormente, se
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preparan las siguientes sales de adiéién de 4eido, identi-
ficadas como 8m y 8n:

8m. Dinitrato de 4,5-—dihidro—4—imino-71—metil—3-(1-'
metil-5-nitroimidazol-2-1i1)-5-(2~piridilmetil)-1H-pirazolo
[3,4—d]pirimidina, con un punto de fusién de 178-180°C apro-
ximadamente. Identificado por espectro RMN y andlisis elemen-
tal. .

8n. Disulfato de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3-(1-
metil-5-nitroimidazol=-2-il)=5-(2-piridilmetil)~1H-pirazolo
[3,4-d)pirimidina, con un punto de fusién de 258-260°C apro-
ximadamente. Identificado-por andlisis elemental y espectro
RMN.

Empleando la base (8f) antes preparada, se pfeparan
las siguientes sales de adicidn de 4cido, identificadas como
8o, 8p ¥y 8q: .

80. Disulfato de 4,5-dihidro~4-imino-1-metil=3-(1-
metil—S—nitroimidazol—Z—il)—5—(3—piridilmetil)-1H—pirazolo
EB,A—d]pirimidina, con un punto de fusidn de 267-272°C apro-
ximadamente. Identificado por andlisis elemental.

8p. Trifosfato de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3-(1-
metil—S—n;troimidazol—Q-il)—S-(3—piridilmetil)-fH-pirazolo
[3,4-d]pirimidina, con un punto de fusidn de 183-184°C apro-
Ximadamente. Idgntificado por andlisis elemental.

8q. Dinitrato de 4,5-dihidro~4-imino=1-metil-3-(1-
metil-5-nitroimidazol-2-il)~5-(3-piridilmetil)-1H-pirazolo
[3,4-d]pirimidina, con un punto de fusién de 228—232°C apro-
ximadamente. Identificado por espectro RMN y andlisis ele-

mental.
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EJEMPIO 9

4-Hidrazino-1-met il—3—r( 1-metil~5-nitro imidazol=2-il)-1H~pi-

razolo[374-d]pirimidina

Se agita durante una hora aproximadamente, a la tem-
peratura ambiente, una mezcla de 1 & de N—[@-ciano-1-metil—
3-(1-me$il-5-nitro-2-imidazolil)pirazol-5-il]forminidato de
metilo, 1 ml de hidrazina y 10 ml de etanol. Se filtra la
mezcla pro@uqto de reaccidn y el sdlido que se recoge se re-
cristaliza en dimetilformamida para dar un sélido amarillo
con un punto de fusidn de 246-248°C aproximadamente. El pro-
ducto se identifica por andlisis elemental y espectro RMN

como 4—hidrazino-1-metil—3-(1-metil—5-nitroimidazol~2—il)—

1H—pirazolo[3,4-d]pirimidina.

Las sales de adicidn de dcido de este compuesto se
preparan como sigue:

9a. A una suspensidn de 0,5 g de 4-hidrazino-i-me-
ti1é3~(1rmetil-5;nitroimidaqu—2-i1)-1H—pirazolo[3,4—d]piri—
midina en 25 ml de metanol se afiaden gota a gota 0,4 g de
deido fosfdérico al 85 % y la mezcla se agita a la temperaiu-
ra ambiente durante unas 2 horas. Se filtra la mezcla pro-
ducto de reaccidn y el sélido obtenido se lava sobre el fil-
tro con un poco de metanol. El sélido pesa 0,5 g ¥ tiene un
punto de fusidn de 222-225°0 aproximadamente. El sélido se
identifica por andlisis elemental y espectro RMN como mono-=
fosfato de 4~hidrazino-i-metil-3-(1-metil-5-nitroimidazol-2-
i1)-1H-pirazolo [3,4-d]pirimidina.

9b. Monosulfgio de 4—hidrazino-1-métil—3—(1—metil-
5—nitroimidazol-2—il)-1H-pirazolo[3,4—é]pirimidina; con un
punto de fusién de 248-250°C aproximadarente. Identificado

por espectro RMN y andlisis elemental.
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EJEMPIO 10
5-[3-(Dimeti lamino) propill-4,5-dihi dro-4~imino~1-metil-3-

(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo [3,4-d)pirinidina

Se .calienta a reflujo durante unas 2 horas una mez

cla de 1,5 g de N-[4-ciano-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imi

dazolil)pirazol-5-il] formimidato de butilo, 0,93 g de 3-amiy

nopropildimetilamina (dimetilaminopropilendiamina asimétri-
ca) y 50 ml de etanol absoluto comercial. Ia mezcla produc-
to de reaccidn se enfria y filtra. El sdélido que se recupe-
ra se recfistaliza en dimetilformamida para dar un produc-

to con un punto de fusidn de 151=-154°C aproximadamente. El

prcducto se-identifica por andlisis elemental como 5-[3—(diu

metilamino)proﬁii]-4,S-dihidro-4—imino—1—metil—3—(1—metil-
5—nitroimigazol-2—il)—1H—pirazolo[3,4—d]pirimidina.

10a. Una mezcla de 0,72 g de la base libre prepa-
rada antes y 65 ml de éter anhidro se mantiene a 0°C mien-
tras se pasa a-través de la mezcla cloruro de hidrégeno se-
co, durente 15 minutos aproximadamente. Se tapa el matraz
con su contenido y se deja en reposo durante una hora a 0°¢
Se filtra la mezcla para dar 1 g de un sélido higroscépico
con un punto de fusidn de 266-268°C aproximadamente (desc.)
£l producfo se'identifica por andlisis elemental como mono-
hidrato de dihidrocloruro de 5—[3-(dimetilamino)propii]-4,5-
dihidro-4—imino-1-metil-3~(1-metil-5-nitroimidazol~2-il)-
1H—pirazolo[3,4—&]pirimidina.

EJEMPLO 11

N[ -Meti1-3—( 1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo

[3,4~51Eirimidin—4—ii]acetamida

Se calienta a reflujo ‘durante unas 22 horas una

mezcla de 2,3 g de 4-amino-1-metil-3-(1-metil-5-nitroimida-
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201~2-11)~1H-pirazolo[3, 4-d)pirimidina y 30 ml de anhidrido
acético. La mezcla producto de reaccidn se enfria y filtra.
El sélido que se obtiene se recristaliza en dimetilformamida
para dar un producto con un punto de fusidn de wnos 284-286°C
El producto se identifica por andlisis elemental y espéctro
RUN como N-[1-metil—3~(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pira~
z0lo[3,4-6) pirimidin-4-i1) acetamida.
' EJEMPLO 12

1,5—Dihidr0h1-metil—3§(1—meti1-5-nitroimidazol—2—il)—6—(tri—

fluormetil)-4H-piraZold[3:4-d]pirimidin—4—ona

Se calienta a reflujo durante la noche una mezcla de|

3 g de 5—amino—1—meti143—(1—metil—5—nitro-2—imidazolil)pirar
zol-4~carbonitrilo y 25 ml de anhidrido trifluoracético para
dar un material éélido. Este sd}ido se recristaliza en etanol
para dar dos productos. El prodﬁcto de punto de fusidn més
alto funde aproximadamente a 284~286°C. Se identifica por
andlisis elemental como 1,5-dihidro-1-metil-3~(1-metil-5-ni~
t204midagol-2=i1)=6=(trifluormetil) ~4H-pirazolo[3,4=d]pirimi~
din-d-ona. El otro producto, el de punto de fusidn mds bajo,
que Ffunde aproximadamente a 225~228°C, se identifica por
endlisis elemental como N-[4-ciano-1-metil-3-(1-metil-5-ni-
troimidazoi-z—il)pirazol~5-iﬂ -2,2,2-trifluoracetamida.
EJEMPLO 13
1,5-Dihidzo=1,6-dimetil=3~(1-metil-5-nitroinidazol-2~il)-4H-

pirazolo[3,4-d] pirimidin-4-ona

Se calienta a reflujo durante una hora aproximadamen
te una mezcla de 5 g de 5-amino-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-
2-imidazolil)pirazol-4-carbonitrilo, 10 ml de deido sulfdrico

concentrado y 20 ml de etanol absoluto. Después se enfria la

mezcla producto de reaccién y se afiaden 50 ml de agua a la
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' drido acético. Ia mezcla producto de reaccidn se concentra
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misma. El producto crudo que precipita se identifica por
CCF como 5-amino-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pi-
razol-4—-carboxamida con un ﬁunto de fusién de‘249—2500C,apro—
ximadamente. Este material se emplea sin purificarlo més.

" Se calienta a reflujo durante unas 6 horas una mez-

cla de 1 g de la carboxamida preparada antes y 10 ml de anhi-

a vacfo. El residuo se recristaliza en etanol para dar un
producto con un punto de fusidn de unos 287-288°C con descom-
posicidn. Se identifica por andlisis elemental como 1,5=-di-
hidro-1,6ndimetil—3—(1rmetil—5—nitroimidazol—2-il)-4H-pirazo-
10(3,4~d}pirimidin-4-ona.
EJEMPIO 14

Dietilacetal de 4-imino-1-metil-3—-(1-metil-5-nitroimidazol-

9-11)~1H-pirazolo[3, 4~d) pirimidin-5(4H)-acetaldehido

Se agita aproximadamente a la temperaturé ambiente,
durante unas 2 ﬂoras, una mezcla de 2 g de N—[d—ciano—1—me—
ti1-3-(1-meti1—5-nitro—2-imidazolil)pirazol—S—ii}formimida—
to de metilo, 1,7 g de dietilacetal de aminoacetaldshido y
30 m1 de etanol absoluto comercial. Una vez transcurrido ese
tiempo, se filtra la mezcla producto de reaccidén. El sélido
que se reéoge se recristaliza en dimetilformamida para dar
un producto cristalino con un punto de fusidén de 160-164°¢C
aproximadamente. El producto se identifica por andlisis ele-
mental y espectro RMN como dietilacetal de 4-imino-1-metil-
3=(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)~1H-pirazolo[3,4-d) pirimi-
din-5(4H)-acetaldehido.

EJEMPIO 15

Dihidrocloruro de 4,5-dihidro-4~imino-1-metil-3—(1-metil-5~

nitroimidazol-z-il)—5—(2-morfolinoetil)—1H—pirazolo[3,4—&]
' pirimidina
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. se filtra la mezcla producto de reaccidn. El sdélido que se

i recoge se recristaliza en dimetilformamida para dar un mate-
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Se agita alrededor de la temperatura ambiente,..du-
rante hora y mediq aproximadamente, una mezcla de 2 g de N-
[4—ciano-1-metil-3f(1-meti1-5-nitro—2—imidazo;i1)pirazo1—5—
ii]formimidato de metilo, 1,6 g de N-(2~aminoetil)morfolina

y 50 ml de etanol absoluto comercial. Transcurrido ese tiempo,

rigl con un punto de fusidn de 232-234°C aproximadamente, que
ge identifica por espectro RMN como 4,5-dihidro-4-imino-1-me-
$il-3=(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-5-(2-morfolinoetil)-1H~
pirazolo[3,4~d)pirimidina.

15. Ia sal dihidrocloruro del compuesto anterior
se prepara como sigue:

Una suspensidn de 0,8 g del compuesto en 65 m} de

dter et{lico anhidro se enfria a unos 0°C y se mantiene a

gsa temperatura mientras se hace borbotear cloruro de hidrdge

no anhidro a través de la mezela durante unos 15 minutos. Des
pués se tapa el matraz y se deja en reposo alrededor de 0°C
durante una hora aproximadamente. Después se filtra la mezcla
para dar 0;9 g de un sélido con un punfo de fusidn de unos
256-257°¢ (desc.). El sélido se identifica por andlisis ele-
mental comé dihidrocloruro de 4;5—dihidro¥4~imino—1—meti1-3—
(1~metil-5-nitroimidazol=2~il)=5-(2-morfolinoetil)-1H-pirazo-
10[3;4-d]pirimidina.

Siguiendo el pfoéedimiento general del Ejemplo 8i,
se preparan otras sales de adicidén de dcido de la base ante-
rior (15) como sigue: .

15b. Difosfato de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3-(1-
metil—S—nitroimidazo1—2-11)-5-(2-morfoli£oetil)-1H—pirazolo

[3,4—i]pirimidina, con un punto de fusidn de 203-208°C apro-
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Ximadamente. Identificado por espectro RMN y andlisis elemen-—
tal. |

15¢. Dinitrato de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3-(1-
metil—S—nitroimidazol-2—il)-5-(2-morfolinoetii)—1H—pirazolo
[3;4-d]pirimidina, con'un punto de fusidn de 183—18506 apro-

ximgdamente. Identificado por andlisis elemental.

Tos miembros de esta serie de compuestos han presen-—| -

tado actividad in vitro contra varios organismos, muchos de
los cuales son importantes patdégenos de los animales. La actl
vidad antimicrobiana in vitro de los nitroimidazoles ha si-
do determinada empleando el ensayo de diluéidn en tubo.

EXPERIMENTO 1

La eFficacia de los nuevos compuestos contra la bac-

teria Escherichia coli fué determinada: como sigue:

Esta bacteria, Escherichia coli, crece ripidamente

a titulos de alrededor de 109’0 meg/ml (ml de medio) y produ-

ce un crecimiento muy visible al cabo de un corto periodo de

_incubacidn. Para realizar este ensayo, se solubiliza una

muestra de 5,0 mg de la pirazolopirimidina en 5,0 ml de di-
metilsulfdéxido (DMSO). Después se afiade esta solucidn a

45,0 ml de un caldo estéril ae Mueller-Hinton para dar una
concentracidn de 100 mecg/ml del compuesto. Se prepara una
serie de diluciones al doble de:esta mezcla en cantidades

de 5,0 ml, empleando caldo de Mueller-Hinton como diluyente,
oscilando las diluciones finales entre 100,0 y 0,78 meg/ml.
Se ‘incluye un tubo de control que contiene 5,0 ml de caldo
de Mueller~Hinton. Empleando- una pipeta de 1,0 ml, cada tu-
bo de ensayo se-inocula con una gota de una dilucidn 107410

de la bacteriarg. coli preparada en caldo Mueller-Hinton. Des

pués los tubos de ensayo se incuban a unos 36°C durante 20-22
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el crecimiento es considerablemente superior a 24 horas, a

saber, de 36 a 96 horas. De nuevo, estas variaclones nece-

i to. son conocidas por los expertos que estdn familiarizados

plasmas de un indicador del cambio de pH, por ejemplo rojo
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horas y se determina la concentracidn minima de inhibicidn
(CMI) del compuesto de ensayo para esa bacteria, tomada como
la concentracidn que evita completamente un crecimiento vi-
sible.

El ejemplo anterior sirve para ilustrar el procedi-
miento de ensayo general empleado. Como saben bien los exper-
t0S en este campo, es necesario introducir variaciones en
ciertas partes del procedimiento de acuerdo con el organismo
experimental especifico. Asi, cuando se utilizah ciertas bac-
terias como la pasteurella, donde el crecimiento es relativa-
mente ligero, se emplea un inoculum menos dilufdo. Con algu-

nas otras bacterias, el tiempo de incubacidn requerido para

sarias en el tiempo de incubacidn requerido para el crecimien
1

con los procedimientos'de ensayo bioldgicos. Otra variacidn

en el ensayo antes descrito implica el uso con ciertos mico-

de fenol en el medio especifico del micoplasma. Ia inhibiecidn
o prevencidén del crecimiento se detecta por no producirse un
cambio de color, | '

Logs resultados de los ensayos de compuestos represen
tativos, identificados mds adelante, se encuentran en la ta-
bla qﬁe sigue. En la tébia, la Columna 1 identifica el com-
puesto de enséyory las Columnas 2 a 15 dan ias CMI en mcg/ml
de los compuestos individuales contra los organismos experi-
mentales individuales. .

Los-compueétos ensayados son identificados por refe-

rencia a los nimeros de los ejemplos que describen la prepa~

T
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|| gando esta solucidn sobre 9,5 ml de una suspensidn de carboxi
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racién de los compuestos.

EXPERIMENTO 2

Se estudid la eficacia de los compuestos. contra las in-

fecciones causadas en ratones por Pasteurella multocida, cuan

do se administran por inyeccidn.
Se emplearon unos ratones suizos hembras con un peso de
15 a 20 g aproximadamente. Se pesaron 5,0 mg del compuesto

de ensayo y se disolvieron en 0,5 ml de dimetilsulféxido, agr

T

metilcelulosa sddica., Se inyectaron intraperitonealmente unos
grupos de 5 ratones con 0,1 ml cada uno de la composicidn de
ensayo asi prepérada. Esta preparacidn producfa una propor—
cidn dé ensayo de 2,5 mg por kg de peso corporal de ratén. Los
compuestos se ensayaron a razén de 1,25, 2;5 o 5,0 mg por kg
de peso corporal del ratén y se obtuvieron de forma similar
preparaciones de ensayo para las proporciones de 1,25 y 5,0
ng/kg. Inmediatamente después de recibir el compuesto de en-
sayo, log ratones fueron gtacadcs empleando diluciones loga-

6

ritmicas en base 10 de .10'4, 10 y 107> de un cultivo de

caldo de triptosa de 16 a 20 horas de Pasteurella multocida

a 0y1 ml por ratdn, por via subcutdnea. También se atacaron
unos grupoé gimilares de ratones de control no tratados, sien
do administrado el atague.subcutdneamente. Los grupos de ra-
tones fueron observados diariamente para determinar la morta-
lidad y después se compard la mortalidad total en los grupos
tratados con la que se producia en los grupos de control no
medicados. Los resultados se encuentran en la Tabla II dada
a continuacidn. Cada dompuesto de ensayo se identifica por el

nimero del ejemplo que describe su preparacidn.
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Comp. monas

Esche-

Pseudo richia Salmo do va
coli nella cuno

Pasteure-
1lla mul-
tocida

@ana—

=

Strep Star

Borde toco~ loco

Pavos tella

ccus ccus

1
2
3
4
4a

4b
5

. 5a

5b
5¢
6

8a
8b
8e
8e
8f
8g

8h

81
8k
81
8m

>50,0 25,0 25,0
>56;0 >50,0 >50,0
>50,0 >50,0 >50,0
>5o;o >50,0 >50,0
>50,0 >50,0>50,0
so;o 12,5
50,0 50,0 50,0
25,0 12,5 12,5
12,5 12,5 25,0
12,5 12,5 50,0
S50,0 $50,0 50,0
50,0 12,5 25,0
50,0 25,0 12,5
$50,0 50,0 >50,0
12,5 25,0 12,5
12,5. 25,0 25,0
$50,0 >50,0 50,0
6,25 12,5 25,0
50,0 12,5 12,5
12,5 50,0 50,0
50,0 6,25 50,0
3,12 12,5 12,5
50,0 50,0 25,0
12,5 25,0 25,0

£1,56 50,0>50,0 50,0 >50,
3?1'2 50;0>5o;o 50,0 >50,
3,12 50,0>50,0 50,0 >50,
0,19 1,5650,0 >50,0 >50,
<o,'}8 <0,78550,0 >50,0 >50,
6,25 - 6,25 50,0 50,0 25,
0,19 3,12>50,0 6,25 12,
' <0,78 <0,78 50,0 6,25 12,
1,56 1,56 25,0 12,5 12,
3,12 1,56 25,0 12,5 12,
<0,78 6,25'50,0 12,5 - 25,
<0,78 1,56 50,0 6,25 12,
<0,78 3,12 50,0 <0,78 6,
<0,78 >50,0 $50,0 >50,0 >50,
<0,78 1,56X50,0 3,12 3,
<0,78 1,56>50,0 3,12 1,
0,78 6,25 50,0 25,0 25,
<o,78 <0,78 50,0 3,12 3,
.<o;78 1,56 50,0 <0,78 6,
1,56 6,25 50,0 6,25 12,
6,25 3,12 50,0 12,5 12,
0,78 = 3,12 50,0 3,12 3,
6,25 6,25 50,0 50,0 50,
3,12 3,12 25,0

6’25 67
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TABIA I

Pasteure-

1la mul- ,

tocida Myco~ Myco- Myco- Myco- -

rana- Strep Staphy plas~ plas- plas- plas-~ Mycoplag Hemophi-
lo va Borde toco- loco- ma hywr masy- mlysy magilli Vibrio ma hyo- lus galli
guno  Pavos tella ccus ccus hinis rovize roviae sepbicum coli  pneume narum
1,56 50,0 >50,0 >50,0 >50,0 50,0 25,0 >50,0 50,0 6,25 6,25

3,1'2 50,0>50,0 50,0 >50,0. >50,0 50,0 50,0 50,0 £4,56 12,5
3;1250,0>50,0 50,0 >50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 12,5

0,19  1,56550,0 >50,0 50,0 50,0 '_‘;',56 3,12 50,0 0,39

fo,iS <o,'78>so,o>5o,o>50,o 50,0 1,56 >50,0 50,0 50,0

6,25 - 6,25 50,0 50,0 25,0 3,12 50,0 25,0 25,0

0,19  3,12>50,0 6,25 12,5 6,25 0,78 1,56 0,19 0,78

0,78 <0,78 50,0 6,25 12,5 <1,56 1,56 3,12 1,56 1,56 12,5
1,56 1,56 25,0 12,5 12,5 6,25 3,12 12,5 1,56 )
3,12 1,56 25,0 12,5 12,5 6,25 3:',12 12,5 3,12

0,78 6,25 50,0 12,5 - 25,0 3,12 6,25 G,56  <0,78 1,56

0,78 1,56 50,0 6,25 12,5 12,5 <0,78 12,5 3,12 1,56

0,78 3,12 50,0 <0,78 6,25 3,12 <oé'78 <0,78  <0,78 <0,39

20,78 >50,0 50,0 >50,0 >50,0 >50,o>50‘§,0 12,5 >50,0 >50,0 >5o,o.
0,78 1,56550,0 3,12 3,12 3,12 6}25 3,12 <0,78 1,56 6525
0,78 1,56550,0 3,12 1,56 6,25 6,25 3,12 <1,56 1,56 25,0
0,78 6,25 50,0 25,0 25,0 6,25 12{,5 1,56  <0,78 50,0
0,78 <0,78 50,0 . 3,12 3,12 <0,78 1,56 <0,78  <0,78 6,25
20,78 1,56 50,0 <0,78 6,25 6,25 <0)78 3,12 <o0,78 <0,78

1?56' 6,25 50,0 6,25 12,5 0,78 1,56 1,56 0,78

6,25 3,12 50,0 12,5 12,5 ~ 3,12 3,12 12,5 6,25

0,78 © 3,12 50,0 3,12 3,12 0,78 3,12 0,78 0,78

6,25 6,25 50,0 50,0 50,0 3,12 6,25 12,5 6,25

3,12 3,12 25,0 6,25 6,25 1,56 3,12 6,25 6,25
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1 TABLA

Pasteurella
multocida
Esche- Gana- Strep- S
Pseudo -richia Salmo do va Borde- toco- 1
5 Comp. monas coli nells cuno Pavos tella ccus c

én 50,0 50,0 >50,0 <0,78 3,12>50,0 6,25
8o 25,0 5o;o 25,0 3,12 1,56 50,0 3,12
8p 50,0 25,0 50,0 3,12 3,12 50,0 12,5 1
8¢ 12,5 50,0 25,0 6,25 6,25 50,0 6,25
10 1 9 >50,0 6,25 6,25 <0,78 <0,76 25,0 1,56
9a 50,0 50,0 50,0 3,12 1,56 50,0 3,12
9% 50,0 50,0 25,0 1,56 1,56 50,0 3,12
10 25,0 6,25 6,25 <0,78 50,0 <0,78
10a 6,25 6,25 6,25 <0,78 <0,78 25,0 3,12

1o 11 50,0 >50,0 >50,0 <0,78 3,12 >50,0 25,0 1
12 >50,0 >50,0 50,0 >50,0 >50,0 50,0 >5
13 >50,0 >50,0 25,0 <0,78 6,25 12,5 25,0 >5
14 50,0 >50,0 >50,0 3,12 12,5 >50,0 25,0 5
15a 50,0 12,5 25,0 <0,78 1,56 >50,0 3,12
20

150 25,0 6,25 25,0 1,56 1,56 50,0 6,25 1.
15¢ 50,0 ~ 50,0 50,0 25,0 25,0 50,0 50,0 1

25

50




‘asteurells
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TABIA I (continugcidn)

multocida Myco- Myco- Myco-  Myco-

fana- Strep- Staphy plas- plas—- plas- plas- Mycoplas Hemophi-
outs Pavos elie osd” loco- B Meie il pe g Vibtlo ma by~ lus @l
0,78  3,12>50,0 6,25 6,25 <0,78 3,12 <0,78 0,78

3,12 1,56 50,0 3,12 6,25 1,56 3,12 3,12 3,12

3,12 3,12 50,0 12,5 12,5 1,56 3,12 3,12 3,12

6,25 6,25 50,0 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 3,12

0,78 <0,78 25,0 1,56 6,25 1,56 6,25 <0,78 <0,78

3,12 1,56 50,0 3,12 6,25 ° 1,56 12,5 1,56 1,56

1,56 1,56 50,0 3,12 6,25 1,56 12,5 1,56 1,56

0,78 50,0 <0,78 6,25 <0,78 <0,78 1,56 <0,78 <0,78 6,25

0,78 <0,78 25,0 3,12 3,12 3,12 <0,78 1,56 <1,56 <0,78 6,25

0,78 3,12 >50,0 25,0 12,5 12,5 12,5 12,5 3,12 12,5 50,0

0,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 >50,0 '

0,78 6,25 12,5 25,0 >50,0 50,0 50,0 25,0  <0,78 >50,0

3,12 12,5 >50,0 25,0 50,0 12,5 25,0 12,5 <0,78 25,0 50,0

0,78 1,56 >50,0 3,12 6,25 3,12 3,12 <0,78 >1,56 <0,78 12,5

1,56 1,56 50,0 6,25 12,5 3,12 3,12 6,25 1,56

5,0 25,0 50,0 50,0 12,5 1,56 3,12 12,5 3,12
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En la Tabla II, la Columna 1 contiene el compuesto
de ensayo; la Columna 2, la dosis del compuesto de ensayo en
mg/kg de peso corporal del ratdén; la Columna 3, la dilucidn
del organismo de ataque; y la Columna 4, la relacidén entre el
nimero de ratones que sobreviven al ensayo a cada dosis y
dilucidn de ataque y el numero de ratones ensayados a cada

dosis y dilucidn de ataque, denominada relacidn de supervi-

vencia.,
TABLA II
Dosis; Dilucidn de Relacidn de supervi-—
Compuesto mg/kg ataque vencia..
2 .50 10”4 3/15
1072 5/15
1070 5/15
3 5,0 1074 1/20
1072 4/20 |
107° 5/20
2,5 10™4 3/10
1077 1/10
, 1070 - 2/10
4 5,0 107 4/10
107 5/10
1070 5/10
4a 5,0 1074 7/10.
107 7/10
1070 7/10
5 5,0 104 ' 3/10
1072 6/10
1070 *9/10

6. 5,0 1074 2/10
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Compuesto

8a

8d

8g
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TABLA IT (continuacidn)

Dosis, Dilucidn

mg/keg de atague
1072

1070

5;0 1074

1072

1076

2,5 1074
5,0 T
2,5 1074
1,25 1074

5,0 1074
1072
1070
5,0 1074
1072
100
5,0 10™4
1072
1076

2,5 10~4

Relgcidn de su-
pervivencia

2/10
2/10
4/10
7/10
10/10
1/5
2/5
3/5
10/10
10/10
10/10

- 2/5

3/5
5/5
1/5
2/5
3/5
2/5
1/5
5/5
5/5
5/5
5/5
7/10
9/10
10/10
2/10
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PABLA TIT (continuacidn)

- Dosis, Dilucidn .de Relacidn de su
Compuesto mg/ke ataque pervivencia
1072 6/10
, 107 10/10
g 5,0 1074 10/10
107 8/10
1070 9/10
10 5,0 1074 5/5
107 4/5
1076 5/5
11 5,0 1074 0/5
1072 0/5
1076 1/5 -
12 5,0 1074 1/5
1072 /5
1076 0/5
13 5,0 1074 1/10
107 5/10
1070 5/10
2,5 1074 1/5
1072 1/5
| 107¢ 3/5
14 5,0 1074 /5
107 1/5
T 2/5
Eﬁ?ﬁiﬁiﬁis 0 1074 6/70
107 16/80
1070 . 26/90
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,dr0-4~imin0-1—meti1-3—(1—metil-S—nitroimidazoln2_il)_5_(4_

| de 5 ratones cada uno y cada uno de los grupos se somete a

una medicacidn acuosa que contiene:

— 50—

EXPERTMENTO 3

Se realiza un ensayo éomparativo de la actividad
in vivo de un compuesto y nitrofurazolidona (Furacin) cuan-
do se administran en el agua de bebida para el,trafamiento

de la infeecidn en ratones de Pasteurells multoeida. El com-

puesto utilizado en este estudio fué difosfato de 4,5-dihi-

piridilmetil)-1H~pirazolo[3,4;djpirimidina identificado por
su ejemplo operativo n¢ 8k. El ensayo se realizé de la si-
guiente forma. .

Veinficuatrb ratones hembra blancos, pesando cada ung

de ellos alrededor de 15;20 g, se dividen en cuatro grupos

a. Compuesto 8k, 0,5 g/galén (0,13 g/1)

b. Compuesto 8k, 2,0 g/galdén (0,53 g/1)

c. Nitrofurazolidona, 0,5 g/galdn (0,13 g/1)

d. Nitrofurazolidona, 2;0 g /galdn) (0,53 g/1).

_ Los grupos que.reciben cada tratamiento son atacados
con 0,1 ml cade uno de una dilucidn 1074, 1075, 1076 o 1077
de un caldo de cultivo de 16 a 20 horas de P. multocida. Los
grupos de ;atones no tratados son atacados con diluciones
logaritmicas en base 10 del mismo caldo de cultivo utilizan-
do 0,1 ml de diluciones 10_4 a 10—9. Se observan los rato-
nes durante 7 dfas y después se calculan las DLSO para los
diversos grupos tratadgs de ratones y las DL50 para el gru-
po de control de ratones. Substrayendo la DLSO de cada uno
de los grupos tratados de la del grupo de ratones de control,

se obtiene una cifra denominada fndice protector. Cuanto ma-

yor sea el valor del indice protector, mds activo es el com-|.
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1 Controles no

| contra dos bacterias patdgenas de los peces fué determinada

N -

puesto contra la infeccidn.
Los resultados se encuentran en la tabla que sigue.

En esta tabla, la Columna 1 indica el tratamiento; la Colum-

na 2, la DIy y la Columa 3 el log,, de la proteccidn ob-

tenida.
TABLA IIT

Proporcidn, Indice de pro
Pratamiento g/galén (gl) DL, - teccidn
8i 2,0 (0,53) - 22,5

0,5 (0?13)' - >2,5
Nitrofurazoe 2,0 (0,53) - >2,5

lidona a3
0,5 (0,13) 10742 2,2

medicados 107015

EXPERIMENTO 4

Ia actividad in vitro de algunos de los compuestos

utilizando caldo‘dp triptosa v ¢l sistema normal de ensayo

de dilucidn en tubo. Se prepafaron diluciones dobles compren
didas entre 100,0 j 0,78 meg/ml de cada uno de los compues—
tog de eﬁéayo en porciones dé 5 ml de éaldo de triptosa. Des-
pués cada tubo de la serie fud inoculado con una gota de un
caldo de cﬁltivo de 24 horas de Pseudomonas Sp. O uné cepa

de Aeromonas ligquefaciéns. Los itubos se incubaron durante la

noche a unos 37°C v se determiné y registré la concentracidn
minima de inhibicién (CMI).

Los resultados se encuentran en la siguiente Tablg IV
Ia Columna 1 contiene los compuestos de ensayo identificados
por su numero de ejemplo operativo; la Columna 2 contiene

los vaiores CMI pars Pseudomonas sp. y la‘Columna 3 contiene

los valores CMI para Aeromonas liguefaciens.
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Compuesto del

Ejemplo no meg/ml meg/ml
2 - 50;0 50,0
5b 3,12 25,0
8 1,56 12,5
8k 0,78 50,0
9a 0;78 25,0
15b 5,56' 50,0
EXPERTIMENTO 5

- 52~

TABLA IV

Pseudomonas,

‘Aeromonas li-

quefaciens,

Se determina la activided in vitro contra Treponema

hyodysenteriae, de varios compuestos representativos, a sa-
ber, 5b, 8 y 15b. EL Treponema fué propagado soﬁre placas

de égar sengre. Cada placa ppeparadé contenfa 20 ml de 4gar
soja tripticasa (Baltimore Biological laboratory EBBfa) con
5;0 g/1 de extrécto de levadura .(Difco) y 5 % de sangre de
eaballp desfibrinada estérilf Las placas eran placas Petri
ae pldastico estéril, de 15 x 100 mm. Ia inclbacién se reali-

z6 a 37°C durante 4 dias en condiciones ‘anaerobias, empleando

el sistema Gas Pak BBL.

Las concent;aciones de los compuestos de ensayo en
esta prueﬁ; inicial se prepararon a diluciones comprendidas
entre 2000 meg/ml y 7,8 meg/ml. El procedimiento de ensayo
se 1levd a cabo de la siguiente forma. Se mezclaron 5 ml de
una concentracidn a 20 veces en caldo de triptosa (Diféo)
de cada dilucidn del compuesto de ensayo esterilizada por
filtracidn en una serie de matraces gue contenian 90 ml de
agar soja tripticasa fundido con extracto de levadura. Des-
pués se afiadieron 5 ml de sangre de caballo por matraz. A

continuacidn se utilizé el contenido de estos matraces para
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| por adicidn de 3,0 ml de caldo estéril de triptosa a la su-
F.perficie de una placa sobre la que se habila propagado & tre-

:ponema. Se utilizé una hila estéril con punta de algoddén pa-

'minima,de inhibicidén (CMI) de cada compuesto de ensayo es la

2-il)—4H—pirazolo[3,4—dJpirimidin—4—ona

53

preparar una serie de placas'de'égar sangre en diluciones do-| -

bles decrecientes comprendidas entre 100 mcg/ml y 0,39 meg/ml

V'El treponema para inoéular estas placas se obtuvo

ra desprender el treponema del dgar. Después esta suspensién
se diluyé cien veces y cada una de las piacas que‘contenia'
los compuestos de ensa&o fuéd inoculada con 0,01 ml junto

con las placas de control gque no contenian compuestos de en-
sayo. El inoculum se extendid de manera que cubria la super-
ficie de cada placa, utilizdndose una pipeta curvada estéril
de pldstico para este fin para cada placa. las placas se in-
cubaron a unos 36°C durante 4 dias aproximadamente y después

se examiné el crecimiento del tireponema. La concentracidn

concentracidén que evitaba el crecimiento de treponema.

Estos compuestos repI;GSentativos inhiben todos el cre
cimiento del treponema a cada uno de los niveles ensayados %
la CMI para estos compuestos es £1,56 hcg/ml..

Algunos de los compuestos son activos in vivo contra

Salmonellavtyphimurium en pollos cuando se administran a 1os

mismos subcutdneamente.

6-etil-1,5~dihidro=1-metil-3~(1-metil-5-nitroimidazol]

5-[2-(dimetilamine) etil) -4,5-dihi dro~4-imino=1-metil-
3-(1-metil-5-nitroimidazol-2~il)~TH-pirazolo [3,4~al pirimi-
dina ‘ ‘

1,5-d1hidro~1, 6-dimetil-3-(1-metil-5-nitroimidazol-2-

i1) ~-4H-pirazolo[3,4-d] pirimidin=4-ona.

T
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Estos compuestos pueden ser utilizados para tratar
el S. typhimurium en pollos. A
Algunos de los compuestos son activos in vitro e in

vivo contra Trichomonas vaginalis. Estos compuestosson: 5-[2-

(dimetilamino)etii]-4,5-dihidro-4-imino-1-metilf3—(1;metil-5-

nitroimidazol-2—il)-1H—pirazolo[3,4-d]pirimidina, 5-{3~(dime-

tilamino)propil-4,5-dihidro=4~imino—1-metil-3-(1-metil-5-ni- -

troimidazol-2-il)-1H-pirazolo [3,4-d] pirimidina y 6-(clorome-
til)-6,7-dihidro-6-hidroxi-1-metil-3-(1-metil-5-nitroimida-
201-2-i1)~1H~pirazolo(3,4-d)pirinidin-4(5H)-ona, éster clo-
roacético.,

A las vista de las actividades presentadas por estos
compuestos en los ensayos antes descritos, los compuestos

pueden ser utilizados para controlar T. vaginalis, P. miltoci

da

¥y S. typhimurium en los animales. Los compuestos también son
Utiles para combatir las bacterias patégenas de los peces

identificadas como Pseudomonas sp. ¥y Aeromonas liquefaciens,

respectivamente.

Cuando los compuestos se-utilizan para controlar
P, multocida o T. vaginalis en los animales, pueden ser for-
mulados como se ha descrito en el Experimento 2 anterior y
administraaos por inyeccidén. Los compuestos también pueden
ser administrados por via oral, por ejeﬁplo en el agua de
bebida'de los animales para'el control de P. multocida.

El tratamiento de S. txﬁhimurium en pollos se reali-
Za, incorporando el compuesto a la racidn normal del pollo y
dejando que los pollos se alimenten a placer. El compuestd
se incorpora al pienso a niveles eficaces, adecuadamente del
orden de 50 g por Tm g 100 g por Tm de pienso.

En resumen, lg Patente de Invencidn que se solicita
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deberd recaer sobre las siguilentes:
REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacién de compues-

to8 3-(54NImgg;m;nAZOL_z-IL)PIRAZOLO[3,4-de1rimidina de
R

férmula ' I
| CH3 ~N
Py
°2N"“["N\\g |l \\_,//
PSrmula I
donde

% estd seleccionado entre el grupo formado por

SN TS o U8 (RN S |
-M{~C-M-C-, ~-N=C=-N=C-, y-N=C=N=C-j

R es alquilo 01—03, hidroxialquilo C1-C3 o haloalquilo

R' es ~CH.X;

g -
R? @8 =~ 0 = C = CH.X;
X esbromo, cloro, fldor o yodo;
‘g3 es hidrdgeno, alquilo 01-'-04_ o CFy;
R* es hidrdgeno, alquilo C,-C,, (CH,) N(alguilo C,~C,),,
o ,CH [0(alquilo 01-04)]2, (CHp),~0H, 9-octadecenilo,

AN
(CHz)n—N\_/O 0 (CHz)n——@ ;

L R5 es NH u oxigeno; 7
R

=~

6 ' ‘
R es NH2, NHCOCH3, NHCHCOQH 0 NHNH?:;

R es hidrégeno o ~CH,CH,SCH;
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donde R3 es hidrégeno, R4 es distinto de hidrégeno y R5 es

- 56

nest, 2, 304;

cuyo procedimiento se caracteriza por hacer reaccionar un com

| i
o _d
oN N “

2 l 9 \\\CEN

puesto de férmula

Férmula: II

donde R es el definido anteriormente con (a) un 4cido orgdni-

co, un anhidrido orgdnico o anhfdrido cloroacético o (b) cuant
do Z es _

56 }r31?4?5

|

|
~N=CH-N=C- o  -N=C~N-C-

NH o R6 es el definido'anteriormente, con un ortoformigto de
trialquilo, en presencia de anhfdrido acético, para formar

un compuesato de férmula: R

rH3 N,/N\\T//NECHO—alquilo
: l
. N I
0 N-—T[: , o
2 | g ‘\CEN

donde alguilo .es alquilo C1—C3 y después hacer reaccionar

Pérmula IIX

el compuesto de Férmula ITI con una amina primaria orgdnica.

| 2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
 1a. preparacidn de 1—metil—3-(1—meti1;5~nitroimidaz01-2~il)-
1H-pirazolo[3,4-&]pirimidin—4(5H);ona, caracterizado por ha-

cer reaccionar 5—aminoa1—mefil—3—(1-metil-5—nitro-z—imidazolil)
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I z01il)pirazol-4~carbonitrilo con dcido cloroacético, en pre-

| 12 preparacién de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3~(1-metil-5-

- 5T -

pirazol-4~-carbonitrilo con decido férmico a temperatura elevad:

3. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn de 6~etil-1,5-dihidro-1—metil—3f(1—metil-5-ni-
troimidazol-Z—il)-4H—pirazolo[3,2—@]pirimidin—4-ona, carac—
terizado por hacer reaccionar 5-amino=1-metil-~3-(1-metil-5-
nitro—2-imidazolil)pirazo1—4—cérbonitrilo con anhidrido pro-
piénico, a temperatura elevada.

4. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn del éster cloroacético de la 6-(clorometil)~
6,7-dihidro~6-hidroxi~1-metil-3~(1-metil-5-nitroimidazol-2-
il)—1H—pirézolo[3,4—@]pirimidin-4(5H)-ona, caracterizado por

hacer reaccionér 5-amino~1-metil-3~(1-metil-5-nitro-2-imida-

sencisg de 4cido sulfdrico, en un disolvente a temperatura

elevada.

5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para

nitroimidazol—z-il)—5-propil—1H—pirazolo43,4-@]pirimidina,
caracterizado por hacer reaccionar N~[4—ciano-1-meti1-3—(1—
metil-5-nitron—imidazolil)pirazol-5-ii]formimidato de metilo
con.n-prop;lamina y etanol.

6. Un. procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn de 4-gmino—-1-metil-3~(1-metil-5-nitroimidazol-
2-i1)~1H-pirazolo[3,4~d) pirimidina, caracterizado por hacer
reaccionar N-E4-ciano-1-metil-3-(1—metil-s—nitro-z—imidaiolil
pirazol-S-iJJfbrmimidato de metilo con hidréxido amdnico y
etanol; a temperatura elevada.

s 7. Un.procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn de N—[ﬁ-mgtil—3—(1-metil—é—nitroimidazol-Z—il)

1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ii]acetamida, caracterizado por

Lo
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1 hacer reaccionar 4-amino-1-metil-3-(1-metil-H5-nitroimidazol-
2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina con anhfdrido acético, a
temperatura elevada. )

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
5 la preparacidn de N-[1-metil-3~(1-metil-5-nitroimidazol—2-
il)-1H-pirazolo 3, 4-d] pirimidin-A,-il] glicina, caracterizado
por hacer reaccionar N—[d-ciano;1—metil—3—(1-metii—5—nitro—
2-imidazolil)pirazol-5-il] formimidato de metilo con glicina
¥y carbonato sdédico en etanol y agua, a temperatura elevada.
10 9. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para

la preparacién de N-[1-metil-3-(1-metil-5-nitroimidazol-2-

e

il)—1H—pirazolo[3,4-&]pirimidin—4—ii]metionina, caracteriza-

do por hacer reaccionar N—[ﬁ-eiano-1-metil-3-(1—metil—5~nitro-

2—imidazolil)pirazol-S—ii]formimidato de metilo con metionina
15 ¥y carbonato sédico en etanol y agua, a temperatura elevada.
10, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn de dietilacetal de 4-imino-1-metil-3-(1-metil-
S-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo [3,4-d) pirimidin-5(4H)-ace~
taldehido, caracterizado por hacer reaccionar N-[ﬁ-ciano-1—

20 metil—3—(1—metil-S-nitro—2—imidazolil)pirazol—S-ii]formimi—

dato de metilo con dietilacetal de aminoacetaldehido en etanol.

11; Un procedimiento segun la Reivindicacidn 1 para 13
preparacidn de 5-etil-4,5-dihidro-4-imino-1-metil-3-(1-metil—
5—nitroimidazol-2—il)—1H-pirazolo[3,4—d]pirimidina, caracte~
28 rizado por hacer reaccionar N—[@-ciano-1-metil—3—(1—metil—5-
nitro-2-imidazolil) pirazol-5-ill formimidato de metilo con
§§\::§§_ etilamina en etgnol, a temperatura elevada.
N\ %4

12, Un pfocedimiento'éegdn la Reivindicacidn 1 para

%

la preparacidn de 5-[&-(dimeti1amino)etii]—4,5-dihidro—4-imi-
no-1-metil-3-(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo [3,4~d]
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| nitroimidazol—Z-il)—1H—pirazolo[3,4-@]pirimidin—S—etanol,
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metil—3—(1—metil—5—nitro—2—imidazolil)pirazol-S—ii]formimida—
to de metilo con dimetiletilendiamina asimétriga en etanol.

13. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacién de 5-[2-(dietilamino)etil]-4,5-dihi dro=4—ini~
no-1~metil-3—(1-ﬁetil-5—nitroimidazol-Z-il)-1H-pirazolo[3,4~:
pirimidina, caracterizado por hacer reaccionar N-[h-ciano-1-
metil—B-(1—metil-5-nitro-2-imidazolil)pirazol—S—ii]fonnimida—
to con dietiletilendiamina asimétrica en etanol.

14. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 1 para

la preparacidn de 4,5-dihidro-4-imino—-1-metil-3~(1-metil-5-

caracterizado por hacer reaccionar N-[ 4~ciano~1-metil=3~( 1=
metil—s—nitro-2-imidazoli1)pirazol—5-ii]formimidato con eta~
holamina en etanol,

15, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1 para
la preparacién de 4,5-dihidro~4-imino-1-metil-3=(1-metil-5-
nitroimidazol-Q-il)-5-(9-octadecenil)—1H—pirazolo[3,4-d3piri~
midina, caracterizado por hacer reaccionar N—[@-ciano-1-metil
3-(1-meti1-5-nitro—2—imidazoli1)pirazoi—s—ii]formimidatd con
9—octadecepilamina en etanol. '

16. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1 para
1z preparacidn de 4;5-dihidro-4-imino-1-metil-3-(1—metil—5—
nitroimidazol-z-il)-5-(4-piridi;metil)-1H-pirazolo[3,4—&in-
rimidina, caracterizado por hacer reaccionar N—[@—ciano—1—me—
til—3—(1-metil-5—nitro-2-imidaéolil)pirazo1-5-ii]formimidato
con 4-piridilmetilamina en etanol.

L 17. Un procedimiento segun la Reivindicacidén 1 para
la preparacidn de 4,5-dihidro-4eimino—1—ﬁeti1—3-(1—metil—5-ni

$roimidazol-2-il) -5~(2-piridilmetil)~1H-pirazolo[3,4-d] piri-

1
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1 midina, caracterizado por hacer reaccionar N-[4-ciano-1-me-
til—3—(1-metil—S—nitro—?—imidazolil)pirazol-5-ii]formimidato
con 2-piridilmetilamina en etanol.

18. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para

5 ? la preparacidn de 4,5-dihidro-4-imino-1-metil=3~(1-metil~5-
nitroimidazol-2-i1)-5-(3-piridilmetil)-1H-pirazolo 3, 4~-d] pi~
rimidina, caracterizado por hacer reaccionar N—[@—ciano-1—
metil-3~(1-metil-5-nitro~2-imidazolil)pirazol-5-il) formimi-
dato con 3-piridilmetilaming en etanol.
10 | 19. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidén de 4-hidrazino-i-metil-3—(1-metil-5-nitroimi-
dazol-2—il)-1H-pirazolo[3,4—d]pirimidina, caracterizado por
: hacer reaccionar N-[4-ciano-1—metil—3-(1-metil-5—nitro—2—imi—
dazolil)pirazol—s-ii]formimidato de metilo con hidrazina en
15 etanol, ‘

20. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn de 5-[3—(dimejilamino)propii]—4,S—dicloro-4—.
imino~1=metil=3=(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)-1H-pirazolo
. [3,4-&3pirimidina, caracterizado por hacer reaccionar N—f@-
20 ciano-1-metil-3-(1-metil-5-nitro-2~imidazolil)pirazol-5-1l]
formimidatq de butilo con 3-aminopropildimetilamina en eta-
nol, a temperatura elevada.

21. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1 para
la preparacidn de 1,5-dihidro-i-metil-3-(1-metil-5-nitroimi-
25 dazol-2-il)-6-(trif1uormetil)—4H—pirazolo[3,4—i]pirimidin—
4—bna, caracterizado por hacer reaccionar 5-amino-1-metil-3—
(1-meti1-5-nitro-2—imidazolil)pirazol-4—carbonitrilo con anhi
><drido trifluoradético, a temperatura elevada.

22. Un procedimiento segﬁn la Reivindicacidn 1 para

la preparacién de 1,5-dihidro-~1y6-dimetil=3=(1-metil-5-nitro-
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imidazol~2-il)-4H-pirazolo [3, 4-d) pirimidin-4-ona, caracteri-
.2ado por hacer reaccionar 5—amino~-1-metil=3~(1-metil-5-nitro—
2~imidazolil)pirazol-~4~carbonitrilo con écido_sulfdrico en
etanol, a temperatura elevada, para formar la correspondien-
te carboxamida y hacer reaccionar la carboxamida con anhidri-
do acético a temperatura elevada.

23. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 para
la preparacidn de dihidrocloruro de 4,5-dihidro-4-imino-i-me-
til-3-(1-metil-5-nitroimidazol-2-il)~5-(2-morfolinoetil)-1H~
pirazolo[3,4—d]pirimidina, caracterizado por hacer reaccio-
nar N-[4-ciano-1-metil—3-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)pira-
zol—5—ii]formimidato de metilo con N-(2-aminoetil)morfolina

‘en etanol.

24, Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidén gue se soli?ita:
UN PBOCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE COMPUESTOS 3-(5-NITR(
MIDAZOL-2-IL)PIRAZOIO [3,4-a) PIRIMIDINA,

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva que consta .de sesenta y una pé-

ginas mecanografiadas.

M
Madrid, 12 mayo 1.975
BERNARDO UW% 4
v [/

N
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