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MEMORIA DESCRIPTIVA
EXTRACTO DEL INVENTO

Se proporcionan composiciones para combatir el
cdlera utilizando nuevas quinoxalinas subsiituidas repre -

sentadas por la formula

en donde
R es hidrdgeno o alquilo inferior con 1 a 5 &to -
mos de carbonos por ejemplos metilo & pentilo.
Se proporciona también'un procedimiento para la preparacidn
de los compuestos.

. Este invento se refiere & compuestos Gtiles para
oombatir ol cblera. Se refiere tambidn a un procedimiento
para la preparacidn de los compuestos.

El cbdlera es una enfermedad altamente infecciosa
producida por un organismo vibrio. Si bien la infeccidn .
puede extenderse por el contacto de persona a persona, la
fuente mis comin es el suministro de agua conteminada, sur
giendo normalmente la contaminacidén de las aguas residua =
les que contiene el organismo. Por 1o general el cdlera se
oontrola adminigtrando fdrmacos apropiados a lag personss
que padecen de la enfermedad. Sin embargo existen muchas

ventajas en tratar profildcticamente perscnas expuestas y
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$retar el agua contaminade pare evitar o reduolr en gren
menere la incidencia de la enfermedad.:

Un ohjeto de esgte invento oconsiste en proporecio-
nar compuestoss composiciones que los oontienen y métodos
que los utilizan para combatir el cblera.

0tro objeto de oste invento oonsiste en proporeio
nar un método pare ovmbatir el cdlera mediante la adminis-
tracidn profilbotica de una gquinoxalina substitulde.

‘ Constituye todavis otro objeto de este invento
el proporcionar un método para combatir el cblera mediante
1a administrecitn profiléctice de una guinoxalina substi -
tuide que combate selectivamente los organismos causantes
del oblera sin afectar perjudicialmente ol equilibrio de or
ganigmos deseados en un medio ambientes por cjemplo el siste
mg, bioldgico humanos tal como, por ejemplo la flore intes=
tinal.

Otros objetos resultardn evidentoes para los ex -
pertos en el artc a partir de esta desecripeibn.

Constituye el descubrimiento de cste invento el
que las quinoxalinas substituides:(llamadas en adelante los

ngompuestos C" reprosentadas por la £ormula

NH2

|

CC gt



en donde
R es hidrbgeno o alquilo inferior @n 1 a 5 &tomos
de carbonos por ejemplo, etilo, propilo y simi -
lares,

5, son Gtiles para combatir los organismos productores del cd-
lera. Estas gon especialmente Gtiles para la administracidn
profildctica antes de desarrollarse log sintomas del céleré.
El término “inferior" fal eomo agui se utiliza significa
una cadena que comprende de 1 a 5 4tomos de oarbono.

10, Los compucstos C del presente invento incluyens
pero sin limitgcién
00-1: 1ls4-didxido de 2-[2-(2~amino-4-pirimidinil)-
~ etenill-quinoxalina
€0-2: 1;4-didxido de 2-[2-(2-amino-6-metil-4-pi-
15. rimidinil)etenill-quinoxalina.,
Estos oompucstos se preparen haoiendo reaccionary
ventajosamente en una rolacidn molar de aproximadamente l:ls
quinoxalina-di-N-bxido~2~carboxialdehido o su alquilacetal

inferior y un compuesto representado por la fdrmuls

20. 5
ﬁ NI
H3(}’/\/‘\R
25. en donde

R tiene el significado antes indicado.
Ia reaccibn se lleva a cabo, vonbajosamentes on
presencia de un catalizador de deido fuertc y un disolven=-

te apropiados por cjomplo, un dcido aleanoico inferior tal
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como deido fdrmico o dcido acdtico. la reaccién tiene lugar
a temperaturas de reacclion suficientes parxe efoctuar la '
reaccidn y estas tomperaturas pueden ir desde la tempere -
tura del ambientcs por ¢jemplo a 02C, hasta fomperaturas
elevadas, por cjomplo de 802C, o mis y de preferencia, por
ejemplo, desde alrcdedor de 252 & 50¢C o mds. Cuando se -
oompleta la reaccidns por ejemplo al cabo de unas 10 a 24
horas: el producto sc reoupera, ventajosamente, mediante
eristalizacidn on agua.

Tos eatalizadores apropiados para la prictica de
este invento son gencralmente conocidos como dcidos fuertes
¥y puede wtilizarse cualquier 4dcido fuerte oonocido en el
arto. Log 4cidos fuortes apropiados incluycns pero sin li-
nitacibn, dcido clorhidrico, bromhidrico, gulfirico, nitri-
cos arilsulfbnico, por ejemplo &cido tolucnsulfénico, dcido
tricloroacdticos etc. Ios Acidos se utilizan, por lo gene =~
ral, on una rclocidn de alrededor de 0,5-2 moles de &cido
por mol de compuestv de partida de quinoxalina.

Se eonocc on ol arte el di~N=-dxido-2~-carboxialde-
hido de quinoxalina y sus acetales utilizados como material
do pertida para la preparecidn de log oompucstos del prosen
$e invento. Los acotalos pueden prepararse segin el proce -
dimiento de Haddadin y col.s patente britdnica mne 1.305,138,
Ejomplo XIII. El aldehido sc describe en la patentc cstado~-
wnidense n? 3.3715,090,

Tos compucstos de pirimidina utilizados como me —V
terinles de partida son similarmente conocidos en el arte.
Estos se encuentran en el comercio y ¢s apropiada la cali =

dad usual. Do proforcncia deben ser de buona calidadyoxen -



S5e

10.

15.

20.

25.

t0s de material perjudicial.

Los compucstos C del presente invento son Gtiles
para combatir los organismos causantos del obloras por ejom
plo organismos vibrio. Los compuestos tlenon baja toxici -
dad y son apropiados para la administraocibén oral para el
control profildctico dol cbdlera. Son venbajosos porgue no
so0lo combaten los organismos causantes del odlera sino que
pueden combatir sclectivamento los orgdnicos causantes del
cdlera sin afoctdr perjudicialmente ol equilibrio de los
organismos descados on un mcdio, por ejemplo, ol sistoma
bhioldgico humano.

Para la adninistracién oral un compucsto C se pre
pars on una forma do domificacidén farmacduiica unitaria
tal como una pildora, comprimido, pastilla o cdpsula conr'
un vehiculo aceptablc en farmacia. Estag formas de dosifi-
cacidn wnitarias por e¢jemplo, contoniendo de alrededor do
50 a alrededor do 500 miligramos de un compucsto Gy son muy
satisfactorias y so proparan seghn téonicas oonocidas por
los expeftos en ol arbe. Asi pucs estas formas de dosifica
cién unitaria contendran los diluyentess oxoipiontes, agen-
tes lubricantos y extondedores normales rogulormentce utili-
zados en la proparacidn de ostas formas. Ejomplos de vehi -
culos son los sélidos tales como la lactosa y ol almidén ¥
pueden utilizarse on cdpsulas o pastillas on cantidados com
prendidas entre alredddor de 100 y 300 ﬁg. por unidad de do
gificacidén. En gonoral eg apropiada unn administracidén dia-
ria de alrededor de 1 o 6 cédpsulas o pastillas. Io dogifi-
cacidn diaria proforida estd comprendida entre alrededor

de 0;5 a 3 g por dia durante 3 a 5 dias.



Log compucstos son tambidn apropisdos pare utili-
garse en la esterilizacidn de aguas quo ocontiecnon organis -
mos vibrio. Tipicamonte puede utilizarse mds de 10 micro-
gramos por milimetro de agua, de prefcrencia alrededor de

5. 30 a 100.

E1l invento se entenderd mejor oon rcforoncia a
los ejemplos siguiontos. Sin embargo so ontenderd que los
cjomplos Gnicamontc ticnen finnlidad ilustrativa y quo no
limitan en modo alguno ¢l invento.

10. EJEMPIO 1

En un rocipionte de roaceidn so adicionaron 15 co
de deido férmico al 99%, 1,15 g de dcido sulfirico al 96%,
1,09 g (0,01 mol) do 2-amino~4-metil-pirimidina, y 2536 g

(0,01 mol) do quinoxalin-di~N-éxido~2-corboxialdehido dimo-

ip. tilacetal. Se calentd la mezcla a 45«502 y goc mantuvo a di-

cha temperatura durantc 10 horas. Lung'se onfrib, seo diluybd
con 35 cc de agua fris y so ajustd el pH a alrededor de 5
con bicarbonato sbddico. Se formd un preeipitado crigtalino
amarillo. Se filtré y so lavb con agua. Sc obtuvo, con ron-

20, dimiento del 64%; 1,8 g de 1l,4-didxido do 2-[2-(2-amino-4-
-pirimidinil)-etenillquinoxalina, punto do fusién 237-239
con descomposicidn.

El producto, dosignado (0=l por convenioneia, se
probdé frente a cinco razas de vibrio cholecrac o concentra-

25. ciones de 10, 30 y 100 microgremos por milflitro. Ios re =
sultados se exponen en la Tabla l.

Se efectuaron tambidn pruebas pare comprobar si

el compuesto rosultaba cofcetivo contra vibrio cholerac El

Tor Ogawe 6 cn prescncia de aguas residuales. Ias muestras



de aguas resilduales so obtuvieron del sistoma de alcanmarij
llado de la ciudad de Modena, Italia. Estas sc centrifugaron
para separar los sflidosy el liguido sobremndante se utilizé

en las pruchas. Ios resultados se exponen en la Tabla 2. Con
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10 microgramos/occ de CO-l no se produjo desarrollo de 3 do
los organismosal cabo de 48 horas y solo un dosarrollo mar-
ginal de logs dos rostantes con 100 microgramos/cc.

TABLA 1

Efecto sobre varias razas de Vibrio Cholerae

= === ===

B Concen *-EE. Tor E1 Tor E1 Tor
Compuesto tracidn Inaba 35 Oggwa 41 Ogawa Ogawa Inaba

,zug/oc clasica clasica 5 ) N ,,
Co-1 100 - - + - s !
30 - - = - +F
10 - - ++ - +
C0=-2 100 - - & - &
30 - - - - e
10 - - NN - A

- ¢ Ningln desarrollo al cabo de 48 horas a 37¢C.

I+

: Desarrollo apenas apreciable.

+ : Evidente desarrollo pero en menor extensidn.que en
los experimentos de testigos sin tratar.

++ ¢ El migmo grado de desarrollo que en log experimen=—

tos de testigos sin tratar.

TABIA 2

e e T Yt
PRt e b R e e e b e e o b e b et

Concentracidn Efecto despues de

Muesgtra
-1 24 46
de €0 horag horas d:‘?as

Tegtigo+Vibrion - bt E el o+t
Agnas residuales - — —— —

Aguas residuwales
+ Vibrion - ot bt e
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TABIA 2 (cont.)

o ety P ——
=t —— m=mEEsmEm=s=

. eraoil “Efeoto despuds de
oncentracion

Muestra - 24 48

de CO-1 horas horas dfas

Aguas resgidvales

+ Vibrion 5 b/ /ec R— — —
Id.  ia. 10 Y /ec — — ——
Id.  id. 20 X /cc S — —
Id.  ide 30 x /co _— — e e——

El compuesto se probd con respecto & la toxi-
cidad aguda cun varias formas dé administracibén en cuatro
especies; 0 sea; ratbn, rata, cobayo y coneju. Se aprecid
que el compuesto es de baja toxicidad. Log resultados de
pruebe ge exponen a continuacidn en las Tablas 3y 4, 5 y 6.

| TABIA 3

Toxicidad aguda de CO-1 en ratones hembre

Dosis  Muerte/amimdles tretados al czbo de

et G i

mg/kg 1 _dia 2 ddas 4 dias 7 dias

Administracidn endoperitoneal

2000 6/6 6/6

1000 6/6 6/6
500 6/12
250 0/18

Administracibén esofégica

o(x) 0/6
4000 1/12 1/12
2000 0/12
1000 ' 0/12

==

(x) - Con administracibn gistrica y recibiendo s6lo el
vehleulo.
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TABIA 5

Ioxicidad agude de C0-1 en el cobayo mediante admi-

nistracién esofdgica

I ot et i o it v o s et et T et e i et S i - St ot s
= o~ = —

DOSii Mucrte/tratados al cabo de 21 dias

mg/kg e
500 0/4
1000 1/4
2000 5/6
4000 6/6
0 (x)

T S e e o ey

(x) = Sb6lo se administrd el vehiculo.

TABLA 6

Toxicidad aguda de 00-1 en el conejo mediante ad-

ministracidn esofdgica

——— e — = =

Dogis Muerte/tratados Peso corporal g (m % ES)

mg/kg al7ogggsde inieio ferminacidn
2000 0/2 % 2250-2150 2180-2140
1000 0/4 2037510453 1922,5%71,5
0(x) 0/4 2135% 75 2262 215
500 0/2 2000-2100 1650-1550

(x) = 86lo se administrd el vehiculo.
# «~ De siefe animales tratados se produjeron dvs muer-
tes al cabo de 4 dias.

En vista de log favorables datos de toxicidad aguda se
administré el compuesto oralmente con dosis sub~agudag pero
relativamente grandessa ratones y ratas durante 15 daias.Se
recogieron datos sobre log efectos en la velocidad de muer—
tespeso, higado y rifiones ILos datos se exponen en lag Ta=
blas 7 y 8.
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TABL4 8
Toxicidad gubaguda de CO-l en ratas hembre

Dosis diaria: 2 g/kg/dia de C0-1 mediante administracidn

ghstrica durente 21 dias

5., == : I -

Tretamiento Muerte/ Peso corporal en g (m+ES)

oral tratados __ Inicilo terminacibn

Vehiailo 2/6 (x) 200,0%4,1 23352 £ 5,1

00-1,2 gfkg/dia 1/6 (x) 204,1%2,0 21046 £ 9,6

10. (x) - Muerte producida por un error en la incanulacién
del, es0fago. Egte diagnbstico se oconfirmb con el
examen pogt-mortem.

Dogis diaria: 2 g/kg/dia de C0-1 mediante adninistracidn

g.otrica durante 21 dias.

15 g = == = ==

Tretamiento Peso porcentual medio de Srganos frescos(mfES)

oral Pumbdn Higedo Rifiones

Vehiculo + + +

0385=~0,06 314504507 0,95-0,04

(3 animales)

C0-1 + + +

1,07-0,09 NS 4454=0,10 HS(x) 1,04-03 NS
20. (5 animales)

(x) = Muerte producida por un error en la incanulacidén del
esOfago. Estc diagnbstico se confirmd con el exemen
post-nortem. |

5 En vista de la favorable toxicidad sub-aguda, se
25.

estudid la toxicidad crénica en los ratonos hombras. Los

resultados se exponen en la Tabla 9.
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_TABLA 9

Toxicidad crénica on el ratbn hembra

Tyaiamiento diario mediente administracibn ghstrica duran-

te 18 spemenas (4 meses y medio)

a. Mortalidad y peso corporal

Tratamiento Mierte —~ " Pesd corporal en g (m+hs)
oral tratados  Inicio Terninacidn
Vehiculo 3/10 28,2 = 1 33,0 1,1
C0-1, 500 mg/kg/dia  2/10 3054 2059 30,0 = 0,7
C0-1y 250 mg/kg/dia  0/10 97,3 2045 2657 = 047

b. Excrecidn de orina. Cantidad de orina excretada por 6.
snimalegs en 6 horas

Tratamiento orel Centidad de orimalec)
Testigos 6
Co-1, 500 mg/kg/dia 7
co-1, 250 mg/kg/dia 615

o - — P

c. Glucosa en la sangre. Valor medio para 6 animales.
So tomaron mucstras de sangre 24 horas después do la
_f1time dosis.
Tratanicnto oral

——a———— b ottt —

———— ———

GLlucoga en la sangre

Tegtigos 1,14
€0-1y 500 mg/kg/dia ' 1,06
C0-1, 250 mg/kg/dia 1,10

d. SGPT y SGOT, Valores medios para 6 animales. Se toma

ron muestras de sangre 24 horas después de la f1time

dosis .
Trataniento oral Unidados/oc _

I o SGOT SGPT
Teatigos 175 5
CO-1, 500 mg/ltg/dia 159

C0-1, 250 mg/kg/dia 118 ) 5




TABIA 9 (cont.)

Poxicidad crbénica de CO-1 en ¢l ratdn hembra

== —_—=== o s

e. Peso en fresce de drganos

5.
‘RelEEIEﬁW?F@Eﬁ?TFE§§éo g TeE0 O TporaL
Tratamiento oral . Sy 4 animales) ~
Rifiones Corazon Higndo Pulmones
Controles 01938x0,044 0,481%0,055 4,57%0;15 0,674%0,044
C0~1,500 mg/kg/dia 1,07%0,04  0,47%0,02 4,66%0,91 1,01130,110
CO=-14250 mg/kb/d:v.a 0'87—0,08 0460 0:08 4)57“0:25 09731“01035
10- = s

En vista de los resultados favorables sobre la
toxicidad crénica se efectud un estudio teratogbnico con
ratones y rates machos y hembras. ELl nimero de crias que
vivieron con el nacimiento fué comparable. ton el de los
testigos. No se aprecid ninguna malformacidn en ningin

grupo. Log datos se exponen en la Tabla 10,

-------------
~~~~~~
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El ocompuesto CO=-1 se administrd a humanos ex =
puestos a cdlera bajo condiciones epidémicas en dosis de
03 2 5 g por persona y dia durante 3-5 dims. Ninguna de
las personas tratadas resultaron infeotadas pero numerosas
de las que tienen contacto diario con éstas resultaron in-
fectadas. Se determind que el (0~1 es efootivo mediante
adminigtracidn oral como un agente profildciico para prevé
nir el cblera. Bl C0-l es también ventajoso por cuanto
combate selectivamente; (por ejemplo, inhibe ol deserrollo
de los microorganismos causantes del cdlera)s el cdlera
gin afectar perjudicialmente los organismos en el sigtema
bioldgico humano.

EJENPIO 2

En un reoipiente de reaccidn sc introdujo una

solucidn de 1,15 g de dcido sulflrico al 96% disuelto en
25 cc de dcido acdtico, 1,23 g (0,01 mol) de 2-amino-4,6-
- dimetil-pirimidina y 1,9 g (0,01 mol) de di-N-o0xido de
2=formil=quinoxalina. Se calentd la mezcla a 4020 durante
16 horas, lucgo se enfrid, se diluyd con agua y se ajustd
a pH 5 con solucibn de bicarbomato sédico. Se £iltrd ol
procipitado cristalino amarillo resultante y se lavd, lo
que did, con rondimiento del 71%, 2,1 g de ls4-didxido de
2-[2-(2-amino~6-metil-4~pirimidinil)~etenill-quinoxalina,
designado como (0-2 por conveniencia. Egte fundié con des
compogicidn a 2402C.

El producto se probd contra los ginco razas de
vibrio cholerac $al como se ha descrito en ol ejemplo 1,
L?S resultados so exponen en la Tabla l. Con 10 g/cc de

00=-2 no se produjo cl desarrollo al cabo dc¢ 48 horas en
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3 de los organismos y golo desarrollo marginal de los dos
restantes con 100 g/ac. 7

Se probd la toxicidad del compucsto CO~2 de igual
modo que se ha descrito para (0-l en el c¢jemplo 1. Se obtu-—
vieron resultadevs comparables mogtrando que el compuesto
es apropiado para profilaxis. .

El compucsto C0-2 se administrd =2 humanos ox -
pucstos a cdlera bajo condiciones epidbmicas on dosis de
0;3 a 5 g por dla durante 3 2 5 dias. Ninguna de las persgo-
nas tratadas resultd infectada pero numerosas de las que
ostédn en contacto diario con éstas resuliaron infectadas.
Se determina que el C0=~2 es efectivo mediante administra -
cibn oral como un agonte profiléctico para prevenir el cb-
lera.

Pucden utilizarse de modo andlogos en calidad de
agente profildctico, compuestos conteniondos rospectivamen-—
tey 6-etil, propil, butil y pentil substituyentcs en lugar
del 6—me?il substltuyente. '

REIVINDICACIONES

Descrito ol objeto del presenic invento se decla
ran nuevas y de¢ propia invencidn lag siguiontos reivindice
ciones con prioridad de la solicitud de patentos norteame-
ricanas nims. 672,123 de 31 do marzo de 1976 y 771,118 de
23 de febrero de 1977.

1.~ Un procedimiento de sintesis para la obten
cidn de una quinoxalina substituldas efectiva para combatir

el cblera, de la férmula
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en donde

R eég hidrfgeno o un alquilo inferior do 01-65;
caracterizado porguc sc hece reacciomar, cn relacidn moler
sustancialmente de 1l:1ly quinoxalina-di~N-bxido~-2-carboxi-
aldehido o su alquilacetal inferior y un compucsto que tie
ne la férmula

NH

/I\z
I \1\T

H,C R

en donde
R +tiene ol gignificado antes indicado,

en pregencia de un catalizador de dcido fuerto.

2.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porquc en su realizacibdn profeorcntemenie so
parte de 2-amino~4-metil~pirimidina para formar la quinoxa=
lina substituida 1ly4~dibxido do 2~[ 2~ ( 2= ino=4-pirimidinil)
etenill-quinoxalina,

3.~ Un procedimlento seghn lo roivindicacidn 1,
caracterizado porque en su realizacidn también preferento-
monte, se parte del compuesto 2-amino-4,6-dimctil-pirimidina
para formar lo guinoxalinn substituida 1,4-didxide de 2-[2-

~(2=amino-6-motil-4~pirimidinil)-etonilJ-quinoxalinn.
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4.~ Un procedimicnto sogim la reivindicacidn
1, 2 o 3; caracterizado porque la rcaccidn sc lleva a cabo
en w. disolventec.

5.- Un procedimiento segln la reivindicacidn
4y caracterizado porque preferentemente ¢l disolvente es
dcido £oérmico o dcido acético.

6.~ Un proccdimionto seghn la roivindicacidn 1,
caracterizado porgue la roaccidn se lleva a cabo a 25-502C.

7.~ Un procedimicnto sogln lo reivindicacidn
1, caracterizado porque la proporcibén del fcido fuerte cs-
t4 comprendida enire 0,5 y 2 moles por mol del compucsto
de partida do guinoxalina.

8.« Un procodimiento sogﬁh le reivindicacidn
1, caractorizado porquc el dcido fuerte os dcido clorhidri-
coy bromhidrico; sulflricos, nitrico, triclorvactico o un
decido aril-sulfbnico.

9.~ Un procedimiento de sintesis para la ob =
tencién de wna quinoxalina substituida. '

Seghn sc deseribo y reivindica en la presento mo-
wria descriptiva que consta de 20 hojas foliadas y escrités

a méquina por uma socla cara.

Madrids, a 30 Marsze
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