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La presente patente de invencidn trata de la pre-
paracibén de nuevas sales de la 2,4~diamino-5-(3,4, 5~trimeto
xibencil )~pirimidina, que presentan una interesante activi-
dad antibacteriana v un efecto "retard" como consecuencia
de la insolubilidad en agua de dichas sales.,

Se ha demostrado que la 2,4—diamiﬁo—5-(3,4,S—trimg
toxibencil )-pirimidina, conocida también con el nombre de
trimetoprim, es un potente inhibidor del enzima &Acido dihi-
drofbélico~-reductasa, que cataliza la reaccidén de reduccibén
del &cido dihidrofdlico a tetrahidrofblico, €l cual es un
coenzima muy activo que interviene en la biosintesis del &=
cido inosinico.

En efecto, el Acido tetrahidrofélico mediante la
reaccidn con formiato y el concurso del ATP, se convierte
en N-10~-formil-tetrahidrofolato, que interviene en la etapa
de formilacidén del S~amino-imidazol-4~-carboxamida ribonucled
tido, cuya molécula al ciclarse con pérdida de agua, se
transforma en el ribonucledtido purinico, &cido inosinico,
que es un precursor directo del RNA.

Por lo tanto, la presencia del trimetoprim, cuya
estructura quimica tiene cierta analogia con la del &cido
dihidrofbélico, produce la inhibicidén competitiva del enzima
que cataliza la reduccidn a tetrahidrofdlico, impidiendo por
tanto la formacidn de éste, y, de esta manera, es bloqueada
la etapa que implica la formilacibén del S5—amino~imidazole4-
—carboxamida ribonucledtido, inhibiéndose de esta Forma el
crecimiento de un gran namero de bacterias.

El tetrahidrofolato participa en reacciones bio-
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sintéticas que son vitales para el crecimiento celular y pa
ra su supervivencia. En el microrganismo, el dihidrofolato
se sintetiza a partir de &cido p-aminobenzoico. En animales
superiores, el acido £6lico se asimila con la dieta. En to-
das las especies el tetrahidrofolato se oxida a dihidrofola
to en la sintesis del timidilato, y el enzima dihidrofolato-
~reductasa es esencial para el mantenimiento de los niveles
de tetrahidrofolato. El1 (TMP) trimetoprim inhibe selectiva-
mente las reductasas microbianas y su selectividad se basa
en la capacidad de distinguir las diferentes estructuras de
las reductasas aisladas de varios organismos. Su efectivi-
dad se ve sorprendentemente aumentada cuando se bloquea si-
multineamente la sintesis del dihidrofolato por las sulfona
midas, tales como el sulfametoxazol (SMX).

Debido a que las sulfonamidas inhiben la biosinte
sis de folatos y debido a que el TMP reduce el nimero de
reacciones en el ciclo del 4cido £61ico, inhibiendo la re-
duccibén del dihidrofolato, los componentes TMP-SMX pueden
presentar cierta actividad cuando acthan conjuntamente.

La combinacidn SMX~TMP (co-trimoxazol) tiene un
amplio espectro de actividad antimicrobiana, actlia rapida-
mente y es menos susceptible al desarrollo de resistencias
que cada uno de los componentes por separado.

Los espectros de actividad del trimetoprim y de
las sulfonamidas generalmente coinciden y las bacterias més
importantes las podemos dividir en dos grupos: un primer
grupo de cocos piogénicos, estreptococos hemoliticos, pneu-

mococos y estafilococos. Las infecciones causadas por estos

- T



10

15

20

25

microorganismos son generalmente tratadas con efectividad
por antibibticos, en particular con penicilinas, por 1o que
en estos casos es poco usada la combinacién de trimetoprim
con sulfonamidas. En el otro gran grupo de bacterias podemos
citar las entercbacterias que son habitantes saprdfitos in-
testinales, Escherichia coli, especies de Proteus, Klebsie-
lla, y los patdgenos del género Salmonella y Shigella. En-
tre todos los organismos denominados comirmente colifommes,
5610 la Pseudomonas aeruginosa es resistente al trimetoprim.

Tal como hemos sefialado anteriormente este tipo
de sales presentan un efecto "retard" y un mejoramiento de
las propiedadés organolépticas debido a su insolubilidad en
medio acuoso.

Sse ha comprobado que las suspensiones de trimeto-
prim tienen un sabor muy amargo, por cuyo motivo se presen-
tan algunos problemas al administrar tales suspensiones en
general y, en particular, a los nifios. Esta desventaja orga
noléptica, ha sido corregida al enmmascarar totalmente el sa
bor amargo del trimetoprim, por formacidn de sales insolu=~
bles, tales como pamoato, palmitato, estearato, etc., de tqi
metoprim.

La medicacidn "retard" por via oral, muy usada ac
tualmente, permite, ademis de dismimir el nimero de dosis
diarias, asegurar durante un determinado periodo de tiempo
unos niveles terapeliticos regulares en sangre, y por consi-
guiente, conduce a una mejor tolerancia de la medicacibén al
evitarse concentraciones de choque.

Para lograr sustancias con efecto "retard" exis—
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ten en general varias posibilidades:

a) Modificar quimicamente la estructura de la mo-
lécula, frenando de esta manera la eliminacién de estos com
puestos. Este es el caso de las sulfamidas "retard”.

b) Por procedimientos galénicos con los cuales se
consigue frenar y regular la absorcidn, utilizéndose varios
métodos; uno en el que la dosis total es fraccionada en pe-
quefias dosis, liberadas progresivamente a intervalos regula
res, y otro en el que el principio activo es retenido en el
seno del excipiente, el cual frena su difusidn.

Por otra parte existen métodos quimicos que permi
ten, mediante la formacibén de sales o esterificaciones apro
piadas, obtener compuestos muy poco hidrosolubles. Uno, de
estos Gltimos procedimientos es el descrito en esta patente
el cual es exclusivo para sustancias bésicas, y consiste en
la formacidn de sales del compuesto alcalino con el &cido
pamoico, palmitico, etc. Estas sales asi obtenidas son muy
insolubles en agua, de cuyo medio la parte activa es libera
da progresivamente, lograndose mantener buenos niveles tera
pelticos en sangre, tal como especificamos mis adelante a
modo de ejemplo, permitiendo ademis enmascarar, debido a la
poca hidrosolubilidad de las susodichas sales, el desagrada
ble gusto propio de la 2,4-diamino-5-(3,4, S~trimetoxiben-
cil )~pirimidina.

BEstos compuestos se obtienen generalmente forman—
do la sal en un disolvente comin a la base y al acido, y
posterior evaporacibén de éste; o por doble descomposicidén

entre las sales sbdicas, potésicas, etc., de los &cidos pa~
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El &cido pamoico, también denominado &cido embbni
co, es el &cido 4,4'-metilen~bisw-3~hidroxi-2-naftoico, de

Peso molecular 388,36 y que tiene por f£érmula:

O,
OH

ii.ﬂ OH
O COOH

Se obtiene por reaccidn del acido 3-hidroxi-2-naf
toico con formaldehido., E1 Acido pamoico se presenta como
un polvo cristelino de color amarillo que se descompone a
2800; es poco soluble en agua y soluble en soluciones alca—
linas. Forma con bases numerosas sales insolubles en agua,

generalmente insipidas.

Estudio farmacocinético

Se ha llevado a cabo un estudio fammacocinético
comparativo del trimetoprim y de sus pamoatos (proporcidn
1:1 y 1:2, pamoico~trimetoprim, respectivamente), en dos es
pecies animales: rata y conejo.

Caracteristicas de los animales de experimenta~
cibén: ratas Wistar, hembras de peso aproximado 200 g ¥y cone
jos albinos, machos de peso comprendido entre 1,8 y 2,3 Xg.
Alimento estindar y agua "ad libitum" hasta el momento del

ensayo.
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Administracidn

a) En rata:

Se han preparado suspensiones de los tres produc—
tos en carboximetilcelulosa, a una concentracidn del 1%
(p/v) en TMP, de forma que se administrd 0,5 ml por 100 ¢
de peso/animal, 1o que corresponde a una dosis de 50 mg/kg
peso.

b) En conejo:

Anilogamente, tres suspensiones al 2% (p/v) en
T™P, de las que se administraron 2,5 ml por kg de peso del
animal, 1o que corresponde a una dosis de 50 mg/kg peso.

La extraccidn de muestras de sangre, a diversos
tiempos tras la administracién, se llevd a cabo por puncidn
en los capilares prdximos al ojo de la rata y por corte en
la oreja del conejo. Las muestras se centrifugaron inmedia-
tamente y se separd el plasma, en el cual se efectud la de-
terminacidn. E1 volumen de plasma necesario para cada ensa-
yo fué de 0,2 ml en las muestras de rata y de 1,0 ml en las
de conejo.

La determinacibén siguid la técnica fluorimétrica

que a contimiacibén se detalla.

Reactivos.

- solucibn de carbonato sédico, 0,1 N:14,3 g de
Na,CO04 « 10 H,0 disueltos en 500 ml de H,0 destilada.

~ cloroformo

—H2804 0, 01N

- permanganato potédsico 0,1N en NaCH 0,1N; 1,58 g

de KMx_xo4 disueltos en 100 ml con NaOH O, 1N.
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-~ solucibén de formaldehido 35%.
- H2804 TN,
Técnica.

1. Primera extraccibdn : en un tubo provisto de
tapbdn de rosca tomar: 8 .ml Na,C0q 0,1N , la muestra de
Plasma y 10 ml de cloroformo. Tapar Yy agitar durante 4 minu
tos; seguidamente centrifugar por espacio de 10 minutos a
3000 r.p.m. Desechar la fase acucsa.

2. Segunda extraccibén: en otro tubo andlogo al an
terior, tomar 7 ml de la anterior fase clorofbérmica. Adicio
nar 4 ml de H2804 0,01N y agitar durante 10 minutos; segui
damente centrifugar en la misma forma de la primera extrac—
cidn. Desechar la fase clorofbdrmica.

3. Oxidacidn: en otro tubo del mismo tipo tomar
3 ml de la anterior fase sulflirica. Adicionar 2 ml de la so
lucidn de KMn0, . Mezclar y dejar por espacioc de 20 minutos
en un bafio de agua a 60°C. Pasado este tiempo sacar del ba-
fio y afiadir 0,3 ml de formaldehido y 1 ml de H2804 2N, ho-
mogeneizar y dejar nuevamente en el bafio a 60°C durante o=
tros 10 minmutos; en este tiempo, remover varias veces. Dejar
enfriar,

4, Tercera extraccidn: a la mezcla enfriada, adi
cionar 2 ml de cloroformo. Agitar durante 10 minutos y se-
guidamente centrifugar en la forma usual. Tomar la fase clo
roférmica y destinarla a la medicidn espectrofotofluorimé-
trica en cubeta tapada.

exc = 275 am em 350 nm (tebdricas)

]

exc

284 nm emn

356 rm (halladas)
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Resultado

Las concentraciones plasmiticas que seguidamente
se exponen han sido halladas por interpolacidn, en una cur-
va de calibrado previamente elaborada en la que se han re-
presentado pares de valores mcg/ml - unidades de fluorescen
cia.

Se ha utilizado un espectrofotofluorimetro Aminco-
-Bowman, equipado con lémpara de Xenon,

a) rata.

meg TMP/ml plasma

tiempo desde la

administracién TMP PTMP P2TMP
(min) (1:1) (1:2)
15 21,2 5,2 10,0
30 44,8 12,1 14,5
45 65,5 13,5 23,1
60 57,2 19,8 29,5
90 40,1 22,0 33,5
120 36,8 25,2 33,2
150 27,2 25,3 35,1
180 21,5 19,8 31,7
210 20,3 17,4 27,2

240 14,2 15,7 22,5



b) conejo.

mcg TMP/ml plasma

Tiempo desde la

administracidn
(min) TMP
15 23,6
30 ) 35,2
45 43,2
60 40,2
90 36,4
120 27,5
150 20,0
180 15,8
210 11,2
240 6,8

()
6,3
9,5

14,8

17,5

18,8

20,5

18,0

15,6

12,6
7,8

10

g
7,2
10,8
14,8
18,9
24,5
26,0
28,2
25,0
19,2
14,3

Las sales de la 2,4-diamino-5-(3,4, 5~trimetoxiben

cil) pirimidina descritos en esta patente de invencibén co~

rresponden a las siguientes estructuras quimicas:

L,
OH

CH2 .

°”
COOH

(

CHy0

CH,0

w

CH,;0

CH,

N__~NHj
ad

~N

'
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Pamoato de ditrimetoprim
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Pamoato monosddicoe de trimetoprim
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Pamoato de trimetoprim
EJEMPLO I
A 400 ml de H,0 se afiaden gradualmente 2,9 g (0,01
moles) de trimetoprim, formindose una suspensidn. A esta
suspensidn, en constante agitacidn, se afiaden 10 ml HCL 1N
5 (0, 01 moles) hasta disolucibn total.
A esta solucibén de hidrocloruro de trimetoprimm
se afiade una solucibdn de pamoato sbédico, formada por 4,32 g
(0,01 moles) de pamoato sbdico en 60 ml de H,Of formandose
un precipitado que corresponde a la sal monosbddica de tri=-
10  metoprim, el cual es filtrado y secado. Punto de fusibn

168° 170°%C.
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EJEMPLO IT.

A 400 ml de H,0 se afiaden gradualmente 2,9 m (0,01
moles) de trimetoprim, formindose una suspensidn; con el
F£in de formar el hidrocloruro se afladen 10 ml HCl 1N (0,01
moles), y se agita hasta disolucidn total.

Seguidamente se prepara una disolucidén con 2,16 ¢
(0,05 moles) de pamoato sbdico en 30 ml de H,0, esta solu~-
cibébn es afiadida a la anterior forméndose un precipitado co-
rrespondiente al pamoato de ditrimetoprim.

IR caracteristico, punto de fusién 172° - 175°.

EJEMPLO III.

En 150 ml de THF se disuelven 2,9 g (0,01 moles)
de trimetoprim y 1,94 g (0,005 moles) de Acido pamoico, ca-
lentando ligeramente. Una vez disueltos los dos totalmente,
se evapora a sequedad en el rotavapor bajo vacio a una tem-
peratura de 36°, obteniéndose la sal pamoato de ditrimeto-

prim de punto de Eusibn‘96° - 100°.

EJEMPLO IV.

En 150 ml de THF se disuelven 2,9 g (0,01 moles)
de trimetoprim y 3,88 g (0,01 moles) de acido pamoico. Una
vez disueltos el THF es evaporado en el rotavapor bajo vacio
a 35°. Cbteniéndose la sal pamoato de monotrimetoprim de
punto de fusién 119° - 123°.

El invento, dentro de su especialidad, puede ser
desarrollado en otras formas de realizacidn que difiera en
detalles de las indicadas a titulo de ejemplo, a las cuales
alcanzari igualmente la proteccidn que se recaba. Podra pues
realizarse con los medios y aparatos mds adecuados, por que-

todo €110 incluido en el espiritu de las reivindicaciones,
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REIVINDICACIONESS

1.  Procedimiento para la obtencibén de nuevas sa
les de la 2,4~-diamino~5-(3,4, 5~trimetoxibencil )=pirimidina
insolubles en medio acuoso, que se caracteriza, esencialmen
te, por el hecho de que estas sales se obtienen por reaccidn
directa entre el 4cido y la base correspondientes, utilizqg
do un disolvente apropiado para iniciar la reaccidn.

2. Procedimiento para la obtencidn de nuevas sa
les de la 2,4-diamino~5-(3,4, 5-trimetoxibencil )~pirimidina
insolubles en medio acuoso, segin la reivindicacidn 1, que
se caracteriza, ademds, porque las citadas sales también se
pueden obtener, por doble descomposicidn de las sales alca~
linas del Acido correspondiente y el halogenuro de la base,
en medio acuoso.

3. Procedimiento para la obtencién de nuevas sa
les de la 2,4-diamino=5-(3,4, 5~-trimetoxibencil )~pirimidina
insolubles en medio acuoso, seg@in la reivindicacibn 1, que
se caracteriza, porque los compuestos asi obtenidos son muy
insolubles en medio acuoso, mejorandose acusadamente las pro
piedades organolépticas de los productos de partida.

4., Procedimiento para la obtencidén de nuevas sa
les de la 2,4~diamino~5-(3, 4, 5~trimetoxibencil)~pirimidina
insolubles en medio acuoso.

Todo ello seglin queda descrito en la presente me-
moria y resumido en las reivindicaciones contenidas al final
de 1a misma, establecidas de acuerdo con el articulo 100

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial y que com-
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prenden en conjunto catorce hojas foliadas, escritas a ma-
quina por una sola de sus caras.

Barcelona, 29 de octubre de 1976

LABORATORTO-MARTIN~GUATRECASAS, SA
p .a. : / ,/,x' M%\
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