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RESUMEN DE LA INVENCION

4,5-0iaril-2-(tio sustituido)imidazoles anti~inflamato
rios ¥ sus correspondientas sulféxidés y sulfonas, dtiles
rara el tratamiento de la artritis y enfermedades afines.

ANTECEDENTES DE LA TNVENCION

Esta invencién se refiere a imidazoles anbi-inflanato-
rios,

Lombardino, en la patente estadounidense 3;707.475,
describe 4,5-diaril-imidazoles 2-sustitufdos anti-inflamato
rios, |

Doebel, en la patente estadounidense 3,505.350, deseri

-be 4-alquil-5-aril-2-mercapto-imidazoles i-sustitufdos anti

inflamatorios, )

Zauer, K. y colaboradores, en Chems Ber., igg, 1638 (1973)
describe 4,5-bi(4-metoxifenil)-2-metiltioimidazol y 4,5-
bi (4~dlorofenil }-2-metiltioimidazol pero no sugiere ninguna
aplicacién,

En diversas referencias, tal como Current Sci. India
17, 184=85 (1948) y Acta Cheﬁ. Acad. Sci. Hung, 2g_(2) 197~
212 (1973) se describen 2-(tio sustitufdo)-q,5-difenilimida—

zoles con sustituyentes como metilo, propilo, alilo y aceto

-.nilo,

Existe una continua necesidad de agentes anti-inflama.

torios seguros y eficaces. La inflamacién es un proceso pa-

t0ldgico caracterizado por rojez, fiebre, hinchai6n y dolor,
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La artritis, en sus diversas formas, es la mds prevalente,
crdénica y grave de las enfermedades inflematorias, Ias he=
ridas traumiticas y las infecciones tembién implican infla
maciones ¥y con frecuencia se utilizan drogas~anti—iqflama7
torias en su tratamiento. La utilidad de la mayorfia de los
anti-inflamatorios comerciales es limitada debido a su to-
xiddad y a los efectos secundarios adversos. Muchos produ
cen irritacibn géstrica y otros efectos, como cambios en
las células de la sangre y en el sistema nervioso caniral,
Los esteroides adrenocorticales producen irritacidn gistri-
ca y supresién de la funcibn adrenal normal.

The Journal of the American Medical Associaticn, Vol.
224, n? 5 (suplemento), 1973, "Primer on the Rheumatic
Diseases" afirma que "las reacciones inmunoldéioas desempe=
flan al parecer un importante papel en la perpetuacién de
la inflamaocidén reumatoide". Las drogas anti-inflamatorias
no esteroides ampliamete utilizadas, como la aspirina, la
indometacina, la fenilbutazopa y el ibuprofen, no tienen
ningln efecto sobre estas reécciones'inmunoldgicas sino que
simplemente alivian los s{ntomas de la respuesta inflamato-
ria; estas droges no detienen los procesos‘progresivos ¥y
finalmente destructores de la artritis reumatoide. Las dro-
gas inmunosupresoras, como la ciclofosfamida, son eficaces.
en el tratamignto de 1la artritis reumatoide pero son dema~

siado téxicas para que su uso se haya extendido.’
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g Esta invencibén es el resultado de los esfuerzos de

poner s punto nuevos compuestos anti-artriticos con buena
actividad anti-inflamatoria e inmuﬁorreguladora vy efectos
secundarios minimos, que pucdern ser més eficaces en el tra-
tamiento de la artritis que las drogas actueales.

Los compuestos de esta invencidn han exhibido pro-
piledades tnicas en diversos ensayos de actividad anti~iﬁ~
glamatoria e inmunorreguladora. Los perfiles bioldgicos
de esitoy compuestos son difersntves &¢ los dc las drogos
enti-inflamatorias no esteroides y de leas drogas inmunosu-
pfesoras. Estas propiedadeé Gnicas constituyen una nueva
solucidén al tratamiento de la artritis reumatoide y ademés
tanbidn pueden sér Gtiles en el tratamiento de otras en-
fermedades que implican estados inmunes alterados. Ademds
de las propiedades antisinflamatorias e inmunorreguladora,
los compuestos de esta invencidén han mostrado actividad
analgésica en un método de ensayo. Esta propiedad adicio-
nal es deseable en el tratamiento de la artritis o enfer-
medades relacionadas; sin embargo, dichos compuestos pue-
den emplearse fnicamente paraigliviar el dolor.

COMPENDIO DE LA TNVENCTION

De acuerdo con esta invencidn, se proporcionan com-

“puestos de férmula I y sales farmacéuticamente aceptables,

procedimientos para su manufactura, composiciones farmacéu-

ticas que los contienen y métodos de uso para prhtar la ar-

e

tritis en los mamiferos.




donde

es alquilo C~-C»; alilo; vinilo; -CHgCOCH";
donde m os O; 1 ¢ 2~ mono— y po-~halc
alquilo C™-C7;

Rg y R®, iguales o diferentes, representan

Y~ e Yg, iguales o diferentes, representan hidrogeno,

15 hidroxi, alcoxi CN-C», acetoxi, alquilo Cr-C», clo-

CH"SOg, o Y™ y Yg unidos forman un puente de dioxime-
tileno;
20 con la condicidén de que, cuando es alquilo Cr-C”, ha-
loalquilo C*-C” con el halégeno situado en la posicioén
3 60 4, alilo o acetonilo, Y™ e Yg no pueden ser ambos hi-
droégeno.
Dos compuestos de férmula I no son nuevos: aquéllos donde
nes 0, R* es CH* e YA y Yg son ambos p-Cl o p-OCH".

La condicidén de la formula | es necesaria para excluir
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los compuestos que no son suficientemente activos como para
tener ubtilidad practica.

Compuestos preferidos

R

Los compuestos preferidos por su actividad son aqué-
llos donds By es ~CF,OFH. |
También se prefieren aquellos compuestos donde
R2 ¥ R5 representaﬁ independientemente _4<:::>}_ Yl _ donde
. Yi es Hy C1, o F;
.' También se prefieren los compuestos donde n es 1 6 2.
Més preferidos sbn los compuestos donde
Ry es -CE20F2H; -
R2 ¥y R3 representan independientemente —4<::j>—»Y1 donde
Yi‘es H,CloFy
n \es 0, 1% 2.

Los més preferidos por su facilidad de sintesis son

los compuestos donde:

Ry es -CF,CF,H; "
R, ¥ B; son independientemente ¥; donde Y, es
HyClo Py .
n es 06 2. ’ i
Son especificamente preferidos los siguientes compues-
bos:
4,5-bi(4-fluor£eni1)-2-(l,1,2;2-tetrafluoretilsulfonil)-

“ imidazol,

4(6 5)-(4=-£luorfenil)-5(é6 4)-fenil=-2-(1,1,2,2-tetrafluoretil-

o

sulfonil)imidazol,

7
B

i
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4;5-bi(4-clorofeail)-2-(1,1,2 ,2-tetrafluoretilsulfonil)imi-
dazol,

4(6 3)-(4-clorofenil)-5(6 4)fenil-2-(1,1,2,2-tctrafluoretil-
sulfon.il) imidazol, " -

4,5-AifoRii-2-(1,1,2,2-tctraflucretilsulfonil)imidazol,

4, ~difenil-2-(1,1,2,2-tetrafluoretiltio)imidazol.

"Los compusoos que se indican a continuacidén son pre-

feridos por su actividad analgésica:

S(0) A

donde

R¥= alquilo C*-C”, monohalo- y polihalo-alquilo

Y~ e Yg) iguales o diferentes, son hidrégeno, 2-metoxi,
4-metoxi, 2-etoxi, 4-etoxi, 2-cloro o 4-cloro;

h=0, 1 o 2. -

Has preferidos son los compuestos donde:

R~= polihaloalquilo C™-Cg;

Y-~ e Ygs iguales o diferentes, son hidrogeno, 2-metoxi,
4-metoxi, 2-etoxi, 4-etoxi, 2-cloro o 4-cloro;
con la condicién de que por lo menos una de Y/
e Y2 sea 4-metoxi o0 4-etoxi;

n=0, 1 o 2.

Son especificamente preferidos por su actividad anal-

gésica los siguientes compuestos:.. *
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4.5- bis(4-metoxifeni)-2-(l,1,2-trifluorotilsulfonil)imidaaol;
4.5- bis(4-metoxifenil)-2-(1,1,2,2-tetrafluoretilsulfonil) imi-
dazol;
4 ;5. ts(@metcxifenil) 2+ (2,2, 2—trifluorcti 1 tj.0) imrda™"M
4.5- bis(4-metoxifenil)-2-(2,2,2-trifluoretilsulfinil)imidasol;
4_.5- bis(4-metoxifejiil)-2-(2,2,2-trifluoretilsulfonil)imidasol;
4.5- bis(4-metoxifejiil)-2-trifluormetilsulfonil)imidazol".
Tautorneros 2

Cuando R™ vy son diferentes, las dos estructuras si-

guientes son tautdmeras:

s(0)* -R,

Sales farmacéuticas

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos
donde n=0 comprenden las sales farmacéuticamente aceptables de
adicion de acido, preferiblemente formadas con acidos minera-
les e incluyen hidrocloruro, nitrito y sulfato.

El acido preferiblemente, no tiene un valor de pKa ma-
yor a 2,5.

Las sales fTarmacéuticamente aceptables de los compues-
tos donde n= 1 o 2 comprenden las de algunos metales tales do
mo sodio, potasio y calcio.

Las sales se pueden preparar por métodos bien conocidos
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en la técnica de¢ preparacidn de sales.

Los compuestos de férmula I pueden ser preparados como
: la benzoina o una benzoina apropiadamente sustituida,

proéparada como describen Ide, W.S. y Buck, J.S. Organic Reac-

tions, Vol. IV, pag. 629, se condensa con tiourea en dimetil-
formamida a reflujoc o en otro disolvente polar de elevado pun
to de ebullicidn, para dar 4,5-diaril-2-mercapto imidazol. Un
proceso de condensacidn similar estd descrito por Kochergin, P.M.
Zhur. Obshchei Khim, 31, 109% (1961); Chem. Abstr. 55, 23503f.
Los 4,5—diaril-2~mercaptoimidazoles también pueden ser
preparados calentando los 4,5-diarilimidazoles con azufre a -
teuwperaturas comprendidas entre 150 y 3000, con o sin disolven
te. Un disolvente adecuado para esta reaccidn es la tetrameti-
lensulfona. Este procedimiento es andlogo a la conversidn de -
l-metilbencimidazol en 2-mercapto-l-metilbencimidazol coio se
describe en A.V. E1 “tsov y X.M. Kricozheiko, ZhOrkh, 2 , 189
(1966) . ;
- E1 grupo Rl apropiado puede ser introducido alquilando
el 4,5-diaril-2-mercaptoimidazol con un agente alquilante ade-
cuado como yoduro de etilo o triclorometanosulfonato de 2,2,2-

trifluoretilo. Estos procedimientos ¥ el uso de otros agentes

'alquilantes pueden encontrarse en los ejeuplos.

Asimismo, el #,5-diaril-2-mercaptoimidazol puede hacer-
se reaécionar con tetrafluoretileno para formar los derivados
de 4,5-diaeril-2-(1,1,2,2-tetrafluoretiltio)imidazol. Reacciones

de adicion similares de tetrafluoretileno y otras olefinas fluo

-9 -



10

15

20

25

radas estén descritas en England, D.C. y colaboradores, J.Am.
Chen. Soc. 82, 5116 (1960) y Rapp, X.E. y colaboradores, J. Am.
Chem. Soc. 72 , 3642 (1950). Para los fines de esta descripcién,
el tetrarluoretilgno ¥y otras olefinas fluoradas utilizadaé se -
consideran agenteq alquilantes.

Después e1!4,5—diari1-2-(tio sustituido)imidazol puede
ser oxidado deépuﬁs al correspondiente sulféxido o sulfcna, em
pleando agentes ogidantes como acido m-cloroperbenzoico, Tweit,
R.C. ¥y colaboradoées, J. Med. Chem. 16, 1161 (1973), metaperyo-
dato sodico, Leonsrd, N.J. y Johnson, C.R. J. Org. Chem. 27, -
282 (1962), perdxido de hidrdgeno, Kochergin, P.M. y Sachukina,
M.N., J. Gen. Chem. U.R.S.S., 25, 2289 (1955) o permanganato pg
tésico, Rapp, K.E. y colaboradores, loc. cit.

La preparacién de estos compuestos es ilustradé ademés -
mediante los siguientes ejemplos. Las partes se dan es peso sal
vo indicacidén en contrario.

EJEMPLO 1
4,5-Difenil-2-(2,2,2-trifluoretiltio)imidazol

. Se calienta a reflujo bajo nitrdgeno, durante 4 horas
una mezcla de 71,9 g (0,285 moles) de /,5-difenil~2-mercaptoini
dazol, 80,3 g (0,285 moles) de triclorometanosulfonato de 2,2,2-
trifluoretilo, 28,8 g (0,285 moles) de trietilamina y 700 ml de
tolueno. Después de enfriar a la temperatura ambiente, se recu
peran por filtracién 13,4 g de 4,5-difenil-2-mercaptoimidazol.
El filtrado se lava dos ﬁeces con agua y al enfriar la fase or-

génica cristaliza el producto. Se obtienen 46,2 g (49 %) de 4,5-

- 10 -

R
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difenil-2-(2,2,2-trifluoretiltio)imidazol como cristales ca-
si incoloros, po.f. 185,5-1870.
Analisis para C17H13F5H23:
Calculado : C, 61,0063 H, 3,92; N, 8,38
k Encontrado: C, 61,28; H, 3,97; N, 8,49.
EJEMPLO 2
4,5-Difenil-2-(2,2,2-trifluoretilsulfinil)imidazol
A una mezcla de 13,9 g (0,0416 moles) de 4,5-difenil-

2-(2,2,2-trifluoretiltio)imidazol y 75 ml de cloroformo, enfria
da en un baio de hielo, se¢ afladen gota a gota 8,4 g (0,042 mo-
les) de acido m-cloroperbenzoico al 86,4 % en 85 ml de cloro-
formos Después de sgitar durante la noche, la'mezcla se lava
con solucién saturada de bicarbonato sédico, se seca sobre sul
fato magnégico Y se destila el disolvente para dar 12,2 g de -
producto crudo. Por recristalizacion en tolueno se obtienen -
10,1 g (69 %) de 4,5-difenil-(2,2,2-trifluoretilsulfinil)imi-
dazol como prismas incoloros, p.f. 198° (desc.).
. Anélisis para Cl7H13F3N208‘
Calculado : C, 58,28; H, 3,74; N, 8,00
Encontrado: C, 58,27; H, 3,76; N, 8,10

EJEMPLO 3

4,5-Difenil-2-(2,2,2-trifluoretilsul fonil)imidazol

A una mezcla de 15,7 g (0,0470 moles) de 4,5-difenil-
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2-(2,2,2~trifluoretiltio)imidazol y 100 ml de cloroformo,
{ .
enfriada en un bafio de hielo, ce efiaden gota & gota 19,0 g

(0,0952 moles) de Acido m-cloroperbenzoico al 86,4 % en

* 200 ml de cloroformo. Después de agitar durante 4 dias a la

temperatnra ambiente, se agrega tetrahlidrofuranc y la mes-
cla se lava con solucidn saturada Ge bicarbonato sédico, se
seca sobre sulfato magnésico y se separa el disolvernte pa-

ra.dar'l6,9 g de producto crudo. Después de dos recristali-

zaclones en acetonitrilo, se obtienen 8,8 g (51 %) de 4,5~

difenil-2-(2,2 2-tr1fluoret11su1fon1l)1miaazol como agujas
1ncoloras, p.f. 228° (desc.).

Anéllsls para 017H13 5Né 0,8:
" Caloulado : C; 55,73; H, 3,58; N, 7,65, F, 15,56
Encontrado: C, 56,18, 56,06; H, 3,94, },95; N, 7,45,
7452 '
F, 15,44,

EJENPIO 4
4,5-bi(4-Metoxifenil)-2-(2,2;2-trifluoretiltio)imidazol

Se calienta a reflujo durante 6 horas, bajo nitrégeno,
una mezcla de 31,2 g (0,100 moles) de 2-mercapto-4,5-bi(4-
meboxifenil)imidazol, 31,0 g (0,110 moles) de triclorome-
tﬁnosulfonato de 2,2,2-trifluoretilo, 11,1 g (0,110 moles)
de trietllamina y 300 ml de tolueno. la mezcla se enfrla,

se lava tres veces con agua, se seca sobre sulfato magné31-




i
co y se concentra para dar 43,4 g de producto crudo que se
1 cromatografia en una columna que contiene 1 libra (454 g) -

de gel de silice, eluyendo con cloroformo, El residuo de la

fraccién prineipal se recristaliza en mefilciclohexano para~
dar 21,5 g (55 %) de 4,5-bi(4-metoxifanil)-2~(2,2,2~trifluor
5 etiltio)imidazol como eristales casi incoloros, p.f. 119~
120°, Una forma polimérfica funde & 150-151°,
Andlisis para 019H17F3N202$:
Calculado ¢ C, 57,86; H, 4,34; N, 7,10
Encontrado: C, 57,963 H; 4,013 N; 7,09,
10 EJEMPLO 5 '
i 4,5-bi{4-Metoxifenil )=2=(2,2,2~trifluoretilsulfinil )inidazol
JEnpleando 4,5—bi'(4—metonfen11)—2-.(2,2,2—trif1uore+.11-g
tio)imldazol -en lugar del 4,5-difenil-2-(2,2,2-trifluoretil-

tio)imidazol del Ejemplo 2, se obtiene como producto 4,5~bi-

15 (4-metoxifenil)-2~(2,2,2~trifluoretilsulfinil)imidazol. Por
‘recristalizacibn del producto crudo en etanol acuoso, se ob~
tiene el producto puro con un rendimiento del 83 %, p.f.
193,5° (desc.).

Anélisis para 019H17F3Né0353
20 Calculado ¢ C, 55,60; H, 4,18; N, 6,83
Encontrado: ¢, 55,52; H, 3,80; N, 6,77.
EJEMPLO 6 .
4,5=bi(4~Metoxifenil )=2=(2,2,2-trifluoretilsulfonil )imidazol
A una mezecla de 6,0 g (0,015 moles) de 4,5-bi(4-meto-
25 xifenil)-2-(2,2,2-trifluoretiltio)imidazol y 75 ml de clo-

roformo enfriade en un bafio de hielo, se afiaden gota'a gota

=15~

e o < arm e e b smbm——————tne.
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" lueno para dar 15,1 g (37 %) de 4,5-bi(4~clorofenil)=-2-(2,2,2-

- 25‘trifluoretiltio)imidazol puro como cristales incoloros, p.f.

i
6,1 & (0,031 moles) de 4eido m-cloroperbenzoico al 86,4 %

en 75Eml de cloroformo. Después de agitar Gurante la noche
a la temperatura ambiente, 1la mezcla se lava con solucién

saturada de bicarbonato sédico, se seca sobre sulfato mag-
nésicc y sc concentra para dar 7,1 g de producto crudo. Por
recristalizacién en 1-olorobutano se obtiene 4,5-bi(4-meto-
xifenil)-2-(2,2,2-trifluoretilsulfonil )imidazol como agujas
incoloras, p.f. 173-174°, '
indlisis para O gHy P3N0, St
Calculado t ¢, 53,51; H, 4,02; N, &
Encontrado: G, 53,47, 53,81; H, 4,06, 3,69; N, 6,55,
‘ 6,59. '

R77
you

EJEMPLO 7
4,5-bi(4~Clorofenil)-2~(2,2,2-trifluoretiltio)imidazol

Se calienta a reflujo durante 3 horas una mezcla de
32,1 g (0,100 moles) de 4,5-bi(4-clorofenil)-2-mercapto-
imidazol, 28,1 g (0,100 moles) de triclorometanosulfoﬁato
de 2,2,2-trifluoretilo, 5,9 g (0,109 moles) de metéxido sé-
dico y 300 ml de etanol. ILa mezcla de reaccidén se vierte
en agua y el sélido se recoge por filtraci&n; se lava con
agua y se seca. Después se agitan durante la noche 43,9 g
de este sblido en 400 ml de acetato de etilo. Se filtra la
mezela ¥y se evapora el disolvente del filtrado para dar

21,7 g de un residuo. Este residuo se recristaliza en to~

212-213%, !

o L
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Anfligis para 017}1]1012?3N2$.
Caleulado : G, 50,63; H, 2,75; N, 6,95
Encontrado:~c; 50,873 H; 3,05; N; 6,69
BJEMPLO 8
4,5-bi(4—01orofenil)—2—(2,2,a-trifluoretilsulfinil)imiéazol

Empleando 4,5-bi(4-clorofenil)~2-(2,2,2-trifluoretil-
tio)imidazol en lugar del 4,5-difenil-2-(2,2,2-trifluoretil~
tio)imidazol del Ejemplo 2; se obtiene como producto el 4,5-
bi(4~clorofenil)-2-(2,2,2-trifluoretilsulfinil)imidazol, Por
recristalizacibn del producto crudo en acetonitrilo, se ob—
tiene el producto puro con un rendimiento del 77 %y D>Ee
214° (desc.).

Anflisis para Gy Hy CLFaN,08.

Caleulado ¢ C, 48,70; H, 2,64; N, 6,68

Encontrados C, 48,97T; H; 2,89; N, 6,47

_ EJBMELO 9
4,5=bi{4~Clorofenil)=2-(2,2,2-trifluoretilsulfonil)imidazol

A wa mezcla de 5,3 g (0,013 moles) de 4,5-bi(4-cloro-

fenil);z-(z,2,2-trif1uoretil%io)imidazol y 50 ml de c¢loro-
formo, enfriada en un bafio de hielo, se afiaden gota a-gota
5,3 g (0,027 moles) de Acido m—cloroperbenzoico al 86,4 %

en 60 ml de cloroformo, Despuds de agitar durante 1la noche
aila temperatura.ambiente, la mezcla se calienta a reflujo
durénte 15 minutos; se enfrfa y el sélido se recoge y lava

con cloroformo frio, Después el sélido se disuelve en una

- 15 -
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mezele de &ter y tetrahidrofuranc y la solucidn resultante

se lava con solucién saturada de bicarbonato sédico. La fa

se orginica se seca con sulfato magnésico y se destila el

disolvente para dar 5,8 g de un residuo sélido incoloro que
se recristaliza en 125 ml de nitrometano, Asi se obtienen
4,1 g»(72 %) de 4,5~bi(4-clorofenil)-2-(2,2,2-trifluoratil~
s&lfonil)imidazol puro como agujas incoloras, p.f. 244°
(desc.).
Anflisis para 017H1101233N2023
", Calculado : C, 46,91; H, 2,55; N, 6,44 '
Encontrados C, 47,13, 47,29; H; 2,67, 2,58; N, 6,56,
\ 6,58. '
) EJEMPLO 16
2-Etiltio=4 ,5=bi(4-metoxifenil)inidazol
4 una éuspensidn de 31,2 é (0,100 moles) de 2~-mercap~—

t0=4,5-bi(4-metoxifenil)imidazol en 200 ml de metanol se
afiaden de una sola vez 6,5 g (0,12 moles) de metdxido sbdi~
co y la mezcla se agita durante 15 minutos, Se afiade gota a
gota una solucidn de 17,1 g k0,11 moles) de yodoetano en
50 ml de metanol y la mezcla se calienta a reflujo durante
4,5 horas. Despuls de agitar durante la noche a la tempera—
tgra anbiente, la mézcla sg vierts en agué y el s8lido que
pfecipita se recoge, Se lava con agua y se seca para Qdar
33,0 g de producto crudo. Por recristalizacién en etanol

acuoso se obtienen 28,8 g (85 %) de 2m=etiltio=4,5-bi(4-meto—~

- 16 ~
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xifenil)imidazol puro, p.f. 108=-109°,
Anflisis para 019Héoﬂé025
Calewlado 3 €, 67,03; H, 5,925 N, 8,23
Encontrado: C, 66,963 H; 6,10; N, 7,85
EJEMPLO 11 |
2-A1i1ti0~4,5-bi(4-metoxifenil)imidazol

Se calienta a reflujo durante ;a noche una mezcla de
31,2 g (0,100 mples) de 2—mercapto-4,5—bi(4—metoxifenfl)-
imidazol, 13,1 g (0,108 moles) de bromuro de alilo, 2o,é g
(0,200 moles) de trietilamina y 500 ml de cloroformo, Des-
puds se afiaden 4,8 g (0,040 moles) de bromuro de alilo y se
continda refluyendo‘durante 2 horas. Se afiaden dos porcio-
nes adicionales de 4,8 g cada una &e bromuro de alilo, se-
guidas en cada caso por un peri?do de reflujo de 2 horas. Se

enfria la solucibén transparente, se lava tres veces con agua,

" se seca con sulfato magnésico y se concentra. El residuo se

tritura con éter y el sbélido se recoge para dar 31,5 g de
producto crudo. Por recristalizacidn en etanol acuoso se ob-
tienen 26,7 g (76 %) de 2-a1:‘i.ltio-4,§-bi(4-metoxifenil)imi-
dazol puro, p.f,. 167~167,5%.
Andlisis para GQOHQONQOZS.. ' ‘
.. Caleulado : C, 68,163 H? 5,723 Ny 7,9
"\ Encontrado: C, 67,22 H, 5,87; N, 7,81.

N
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EJEMPLO 12
4, 5~bj. (4~metoxifenil)-2-(metiliiometiltio)imidazol

’ mepleando sulfuro de clorometilo y metilo en lugar del
bromuro de alilo del Ejemplo 8; se obtiene como producto
4,5~bi (4-metoxifenil)~2-(metiltiometiltio)imidazol, p.f.
171-172°,
| anflisis para O gy W0,8,5

Calewlado : C, 61,263 H, 5,41 N, 7,52

Encontrado: C, 61,32; H; 5,57; N; 7,32
EJEMPLO 13

2-Btilsulfiniles,5=bi(4-metoxifenil)imidagzol

' A una solueibn de 10,2 g (0,0300 moles) de 2—etiltio-
4,5-bi(4-metoxifenil)imidazol en 200 ml de diclorometano,
enfriada en un bafio de hielo; se afiade gota a éota una solu-
cién de 6,0 g (0,030 moles) de 4cido m~cloroperbenzoico al
86,4 % en 100 ml de diclorometano, Después de agitar duran-
te la noche a la temperatura ambiente, la mezcla de reac-
cibén se lava tres veces con ?5 ml cada vez de solueién sa-
turada de bicarbonato sbdico. Ia fase orginica se seca so-
bre sulfato magnésico y el disolvente se separa en un eva-
porador rotatorio, El aceite residual se tritura con éter
y}el s6lido resultante se recoge y recristaliza en 500 ml
de 1=-clorobutano para dar 7,5 g (70 #) de 2~etilsulfinil~
4,5-bi(4-metoxifenil)imidazol puro, p.f. 161-1620."

r

Anflisis para 019H20N203S:

- 18 -
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Caloulado : C, 64,02; H, 5,65; N, 7,86
Enoontrados C, 63,98; H, 5,59; N, 7,97
EJEMPLO 14

- 2-Biilsulfonil-4,5-bi (4-metoxifenil)imidazol

Empleando 12,0 g (0,060 moles) de deido m-cloroperben-—
zoico al 86,4 % en lugar de los 6,0 g de 4cido m-clovoparben
zoico al 86,4 % del Ejemplo 13, después de recristalizar en
125 ml de 1=-clorobutano se obtienen 6;0 g (54 %) de 2-etil-
sulfonil-4,5-bi(4-metoxifenil)imidazol, p;f. 136—13i°a

Anflisis para 019Hé0N§O4S: ‘

Ggleulado s G, 61,27; H, 5,415 N, 7?52

Encontrados €, 61,47; H; 55473 Ny T435

~“ EJEMPLO 15
4,5-b3 (4=NetoxiPenil)-2-metiltioinidazol

Emplean&b‘yodometano en lugar del yodoetano del Ejem- |
plo 10, se obtiene- como producto 4,5-bi(4-metoxifenil)-2-
metiltioimidazol,‘p.f. 157~158,5%,

Andlisis para 018H18N2023: |

Calculado : C, 66,233 H, 5,563 Ny 8?58

_Encontrado: C; 65,843 H; 5,533 Ny 8,46

EJEMPLO 16

2-Acetoniltio=4,5=bi{4-metoxifenil )imidazol

.E' A wna mezcle agitada de 31,2 g (0,100 moles) de 2-mer-
capto~4,5-bi(4-metoxifenil)imidazol, 11,0 g (0,11tmoles)

de trietilamina y 500 ml de cloroformo se afiaden gota a gota

- 19 =
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10,2 g (0,11 moles) de cloroacetona en 50 ml de cloroformo.
Después de agitar durante la noche a reflujo, la mezcla de
reaceidn se lava tres veces con agﬁé; se seca sobre sulfato
Qagnésico y se concentra para dar 32,0 g de produeto crudc,
Por cromatograffa (zel de silice, cloroformo) se obtienen

27,0 g (73 %) de 2-acetoniltio=4,5-bi(4-metoxifenil)imica~

" gol puro, p.f. 115-117,5°.

Anflisis para Co ot o2 0358
Calculado ¢ C, 65,20; H? 5,473 Ny 7,60
Encontrados: C, 65,143 H, 5,42; N, 7,36
EJEMPLO 17
&,E-big4~Metoxifenil)w2—(ggtiltiometilsulfinil)imidazol h 4
4,5-bi(4~metoxifenil)—2—(metilsulfinilmetiltio)imidazol
4 una solucién de 7,4 g (0,020 moles) de 4,5-bi(4-meto-

xifenil)-2~(metiltiometiltio)imidazol en 100 ml de dicloro-
metano, enfriado en un bafio de hielo, se afiade una soluciédn
de 4,0 g (0,020 m&les) de dcido m—cloroperbenzoico al 86,4 %
en 100 ml de diclorometano. Despuds de agitar durante la no-
che a la temperatura ambienté, la mezcla de reaccidn se la-
va tres veces con solucidn saturada de bicarbonato sédico,
se seca sobre sulfato magnésico ¥ se concentra. Despuds el
residuo (7,5 g) se cromatograff{a en una columna de gel de
sklice que se eluye con una mezcla de tolueno y acetato de
etilo,

El primer compuesto puro que eluye de la columna es

- 20 =
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el 4,5-bi(4-metoxifenil)~2~(metiltiometilsulfinil)imidazol,
p.fe 142,5-143,5%, '
Andlisis para Cgtpolp 035, ¢
Calculado $ Oy 58,743 &, 5,13 N, 7,2
Encontrado: ¢, 59,00; H, 5;13; N; 6,93
. Una nueva eluciln de la columna proporciona 4,5-bi /!4~
metoxifenil)~-2-(metilsulfinilmetiltio)imidazol puro, p.f,
84,5-86,5°.
Agélisis para 019H20Né0382:
Calculado ¢ C, 58,74; H, 5,19; N, 7,21
Bncontradot C, 58,85; H, 5,36; N, 6,94
\ EJEIPLO 18
4,5-Difenil-2-(1,1,2,2~tetrafluoretiltio)imidagol

En un fubo de acero inoxidable se introducen 5,0 g
(0,020 moles) de 4,5-difenil-2-mercaptoimidazol y 50 mL de
dime tilformamida que contiene 0,5 ml de una solucién etand-
lica al 40 % de hidréxido de benciltrimetilamonio, Después
de purgar el tubo varias veces con nitrégeno seco, se in-

troducen 2,2 g (0,022 moles)'de tetrafluoretileno. El tubo

_se agita durante 7 horas. La mezcla de reaccidn se vierte

en agua y el s6lido se recoge y lava con agua dando 5,7 g

de producto erudo. Por cromatograffa en columna (gel de s{-

lice, cloroformo) se obtienen 3,5 g de 4,5-difenil-2-(1,1,2,2-

tetrafluoretiltio)imidazol puro, p.f, 212-213%
Ané1151s para 017H12F4NZS: ¥

-2l -
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Caloulado : G, 57,953 H, 3,43; N, 7,95
Encontrados C, 57,715 H, 3,70; N, 7,89.
EJEMPLO 19
A 5—b1(4~memoxifen11)-2-v1n11t10*m1da 5ol

En un tubo de acero inoxidable se introducen 15,0 é
(0 05 moles) de 4, 5-b1(4-metoxifen11)-2—mercapt01m1dauo
0 75 g de cloruro cuproso y 100 ml de dimetilformamida. EL
tubo se enfria, se evacua y despuds se presuriza con 1,3 g
de acetileno, Se calienta el tubo a 150° con agitecidn duran-
te 8 horas, se enfrfa y se evacua. El contenido se diluye
con 500 ml de ague y se afladen 25 ml de solucidn concentra—
da de hidréxido ambnico, La mezcle acuosa se cxtrae cuatro
veces con 300 ml de éter cada vez. Los extractos etdreos
combinados se lavan de nuevo ﬁres'veces con 300 ml cada vez

de agua y despuds se secan y concentran en un evaporador ro

© tatorio. El residvo se cromatograffa en una columna que con

tiene 600 g de gel de sflice (SilicAR(:)cC-7). El prodveto se
eluye con cloroformo (fracciones 6-8, 1 litro cada una), pa-
ra dar, después de concentraf, 2,9 g de cristales, Por re-
cristalizacién en 1-clorobutano/hexano se obtienen 2,8 g de
producto puro, p.f. 114-115°,
. Anélisis para C,gH,gN,0,8:
* Caleulado : C, 67, 43, H, 5,363 N, 8,28
Encontrado: C, 67,17; H, 5,40; N, 8,42

-22-
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EJEMPLO 20
4,5-bi(4-Metoxifenil)=2~(1,1,2~trifluoretiltio)imidazol
A una solucidn de 14,2 g (0,03 moles) de 2-(2-bromo=

1y1,2=trifluoretiltio)—4,5=bi(4-netoxifenil)imidazol en
150 ml de tolueno se afiaden 9,0 g (0,03 moles) de hidruro
de tri-n-butilestafio, La mezcla se calienta a reflujo du-
fante 4 horas. Se afiaden otros 9,0 g (0,03.moles)‘de hidruro
de tri-n-butilestafio y la mezcla se calienta a reflujo du=
fante la noche. Después la mezcla se agrega directamente a
una columna de 2 libras (908 g) de gel de silice (SilicARiD
CC~T)« Por elucidn con tolueno seguido de toluenofacetato
de etilo (95/5) se obtienen 6,5 g de producto cristalino, Me
diante una recristalizacidén en metilciclohexano se ob%ienen
5,6 g de producto puro, p.f. 143,5-145°, .

Anélisis para ~C1 9H17F3N202$:

Caloulado : G, 57,86; Hy 4,343 N, 7,10

Enoontrado: C, 57,953 Hy 4,715 N, 7,04

EJEMPLO 21

0T g 5 Difenil=2=(1,1,2-trifluoretiltio)imidazol |

Sustituyendo el 2-(2~bromo-i,1,2—trifluoretiltio)—4,5-
bi(4-metoxifenil)imidazol del Ejemplo 20 por 2-(2-bromo-
T,],2-trif1uoretiltio)-4,5-difenilimida;01,'se obtiene como
producto 4,5—difenil—2-(1,1,2—trifluoretiltio)imidazol; Pefe

225-226,5°, -

]
4
s
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EJBMPLO 22
Sal sbédica de 4,5-bi(4-Fluorfenil)=2—-(1,1,2,2-tetrafluor-

' etilsulfonil)imidazbl

~ Se agita durante la noche a lg temperaturn ambiente una
mezcla de 5,0 g (0,0119 moles) de 4,5-bi(4~Ffluorfenil)=2-
(1,1,2,2—tetrafluoretilsulfonil)imidazol, 0,6 g (0,0111 mo—
les) de metéxido sbdico y 300 ml de éter. Se recoge el sb-
lido y se lava con éter para dar 2,1 g de sal sbdica de 4,5~
b1(4-fluorfen11)-2~(1 1,2 2-%etrafluoretllsulfonll)1m1dazol,
. £, 290-292°, '
Anélisis para G17H9F6Né028Na:
. Caleulado : C, 46;16; H; 2,053 N; 6433
Bneontrado: C; 45,98; H; 2,19; N; 6,0%
EJEMPLO 23
Sal sédica de'4,5-Difenil-2-(1,1,2,2-tetrafluoretilsulfonil)-

;midazol
Utilizando el procedimiento descrito en el Eﬁemplo 22
¥ empleando como material de partida 4, 5 difenil~2-(1,1,2,2~
tetrafluoretllsulfonil)1midazol, se obtlene como producto
la sal sfdica de 4, 5-difen11—2—(1 1,2,2-tetrafluoretilsulfo~
nll)lmldazol, pefe 296-302° (dese,).

‘ EJEMPLO 24
4,§—bi(4—Hi§roxifénil)-2-(1,1,2,2~tetrafluoretilsulfonil)—-
, imidazol

Se agita durante la noche a2 la temperaturs ambiente

- 24 -
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uwna mezcle de 4,5-bi(4-terc-butoxifenil)~-2-(1,1,2,2-tetra=
fluoretilsulfonil)imidazol y decido trifluoractico. La mez
cla de reaccidn se vierte en agua y mediante el tratamiento

adecuado se obtiene como producto 4,5-bi(4~hidroxifenil)e

' 2~(1,1,2,2~tetrafluoretilsulfonil)imidazol,

EJEMPLO 25

" 4,5-bi(4-Acetoxifenil)-2-(1,1,2,2-tetrafluoretilsulfonil )~

imidazol

Se calienta durante 2 hores en un bafio de vapor una
mezcla de 0,1 moles de 4,5~bi(4~hidroxifenil)=2-(1,1,22~te-
trafluoretilsulfonil)imidazol, 0,2 moles de anhfdrido acé-
tico y 500 ml de piridina., Vertiendo la mezcla cn agva se
obtiene eomo producto 4,5-bi(4-acetoxifenil)-2-(1,1,2,2-te~
trafluoretilsulfonil)imidazol. ’ .

Empleando los hateriales de partida apropiads y el
procedimiento descrito en el Ejemplo 10, pueden prepararse
los compuestos de la Tabla I. Los disolventes t{picos que
pueden ser utilizados.son metanol, etanol o tolueno,

Empleando los materialeé de partida apropiados y el
procedimiento descrito en el Ejemplo 18, pueden prepararse
los compuestos de la Tabla II, Los catalizadores t{picos
que se ufilizan son la di-isopropilamina o el hidréxido de
béhciltrimetilamon;o. |

Empleando los materiales de partida apropiados y los

procedimientos descritos en los Ejemplos 13 y 14, pueden

-~ 25 -
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1
13

prepararse los compuestos de la Tabla III.
La Tabla IV contiene otros compuestos que pueden ser
preparados por los procedimientos descritos en los ejemplos,

Forma de dosificacibn

Los agentes anti-artri{ticos de esta invencisn pueden
ser administrados para tratar este estado por cualquier me-
dio gue produzca el contacto del agente activo con el cen-
tro de accidén del agente -en el organismo de.un mam{fero, Pue

den ser administrados por cualquier medio convencionsal ade~

" cuado para uso en combinacién con productos farmacéuiicos;

ya sea como agentes terapbéuticos individuales o en una com-
binacidn de agentes terapéuticos. Pueden ser administcados

s6los pero generalmente se administran con un vehiculo far—

mac8utico seleccionado de acuerdo con la via de administra-

¢ibn- elegida y con la prictica farmacéutica habitual,
Naturalmente, la dosis administrada variaré con los fag

tores conocidos tales como las caracteristicas farmacedini-

micas del agente particular y su modo y via de administra-
. ‘ . . .

cidn; edad, salud y peso del paciente; naturaleza y exten—
sién de los sintomas, tipo de tratamiento simulté.neo; fre—
cuencia de tratamiento y efecto deseado. Habitualmente una
dosis diaria de ingrediente activo puede ser alrededor de
0,601 a 40 mg por kilogramo de peso corporal. Normalmente
una dosis de 0,005 a 20 y preferiblemente de 0,01 a2 4 mg

por kilogramo al dfa, administrada en dosis fraccionadas

- 26 -
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dos & cuatro veces al dfa o en forma de liberacién prolonga
da, es efectiva para obtener los resultados deseados,'

Laz formas de dogificacidn (eompbsiciones) adecuadas
para administracién interna contienen alrededor de 0,1 a
500 mg de ingrediente activo por unidad;:En estas composi-
ciones- farmacéuticas, el ingrediente activo normalmente se
encuentra en una proporcidn de alrededor de 0,5-95 % en pe=
so; aaleulado sobre el peso total de la composicidn,

El ingrediente activo puede ser administrado por via

orsl en formas sélidas de dosificacién, como cdpsules, ta-

bletas y polvos o en formas lfquidas de dosificacién como

elixires, jarabes y suspensiones; también puede ser admi-~
nistrado parenteralmente, en formas lfquidas estériles de
dosificacidn, '

Ias cédpsulas de gelatina contienen el ingrediente ac—
tivo y vehfculos pulverizados como lactosa; sacarosa, mani-
tol, almidén, derivados de celulosa, estearato magnésico,
dcido estedrico y similares.\Pueden emplearse diluyentes
anflogos para preparar comprimidos. Tanto las tabletas co=
mo lag odpsulas pueden ser manufacturadas como productos de
liberacidn prolongada para conseguir la liberacidn continua
de la medicacidn durante varias horas. Los comprimidos pue
den estar recubiertos de azfcar o de una pelfcula para en-:
mascarar cualquier sabor desagradable y proteger la table-

ta de la atmfsfera o pueden estar entéricamente revestidos
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para lz desintegraciln selectiva en el tracto gastrointes-
tinal. o

Las formas de dosificacidn 1{quidas para administra-
c¢ién oral pueden contener agentes colorantes y aromatizan-
tes para aumentar la aceptacidén por parte del paciente.

En general, el agua, un aceite adecuado, solucidén sali-

" na, dextrosa acuosa (glucosa) y soluciones agucaradas simi-

lares y los glicoles como el propilenglicol o los polieti-
lenglicoles son vehfculos adecuados para.las solucignea Pa~
renterales. Las soluciones pars administracibn parenteral
contienen preferiblemente una sal soluble en agua del ingre
diente activo, agentes estabilizantes adecuados'y, 8i es ne
cesario, sustancias reguladoras dei pH. Tios agentes antioxi-
dantes como bisulfito sédico, sulfito sbdico o 4cido ascérbi-
co, sblos o combinados, son agentes estabilizantes adecua-"
dos, También se ubtilizan el deido citrico y sus sales y el
EDTA sddico. Ademdés, las soluciones parenterales pueden con-
tener preservativos como clorpro de benzalconio, metil- o
prOpil-parabeﬁ Yy clorobutanof, _

Los vehfculos farmacéuticos adecuados estén descritos

en la obra Remington Pharmaceutical Sciences, E.W. Martin,

libro de texto de referencia en este campo.

* Las dsis farmacéuticas dtiles para la administracidn -

* de los compuestos de esta invencidn pueden ser ilustradas

s

como sigue: . <
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Cépsulas
Se prepara un gran nimero de cépsulas unitarias llenan

do cépavlas de gelatina dura de dos piezas, corrientes, con
50 mg cada una- de ingrediente activo en polvo, 110 mg de
lactosa, 32 mg de talco-y 8 mg de estearato magnésico.
Cédpsulas
Se prépara una mezcla de ingrediente activo en aceite
de anja y se inyecta mediante una bomba de desplazamiento po-
sitivo en gelatina para formar cdpsulas de gelatina blanda
que contienen 50 mg del ingrediente activo. Las cépsulas se
lavan en éter de petrdleo y se secan,
.Tabletas
Se prepara un gran nimero de tabletas por procedimien-
tos convencionales de manera'que la dosis unitéria contiene.

50 mg de ingrediente activo, 7 mg de etilcelulosa, 0,2 mg

" de dibxido de silicio coloidal, 7 mg de estearato magnézico,

11 mg de celulosa microcristalina, 11 mg de almidén de maiz
Yy 98,8 mg de lactosa. Pueden aplicarse revestimientos apro-
piados para mejorar el sabor o retrasar la absorcidn,
Inzectablés
Se prepara una composicidn parenteral adecuada para su
administracién por inyeccin agitando 1,5 % en peso de in-
grediénte activo en 10 % en volumen de propilengiicol Y

agua, la solucifn se esteriliza por filtracién.

- 29 -
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Suspensidn

Se prepara una suspensién acuosa para administracibn
oral de manera gue cada 5 ml contengaﬁ 10 mg de ingredien-
te activo finamente dividido, 500 mg de goma aribiga, 5 mg
de benzoato sbdico, 1,0 g de solucién de sorbitol, U.S.P,.

5 mg de sacarina sddica 30,025 ml de tintura de vainilla,
Inyectable

Se prepara una composicibn narenteral adecuada para su
administracidn por inyeccidn disolviendo 1 % en peso de in-
grediente activo en oloruro sbdico para inyéécién UeS.Pe XV
y ajustando el pH de la soluéién entre 6 y 7. La solucidn

_ge esteriliza por Ffiltracién,
Dso o
Para detectar y comparar les actividades anti~inflama~ ,

toria e inmunorreguladora de los compuestos de esta serie y

" de las drogas habituales, se utilizd una serie de ensayos

basados en un modelo patrdén para el qué existe una bucha co-
rrelacibn con la eficacia en seres humanos. E1 modelo es una
artritis inducida por un coadyuvante en ratas. Federation
Proceedings, Vol. 32, ne 2, 1973, "Models Used for the Study
and Therapy of Rheumatoid Arthritis" - Symposium of the
Amgrican Society for Pharmacology axid Experimental Therapeutics -
afirma "Ia poliartritis inducida en ratas por inyeccién intra

dérmica de una suspensién de Mycobacterium tuberculosis en

aceite mineral (coadyuvante) ha sido utilizada extensamente

~-30 -
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para la seleccilén de drogas de aplicacién potencial en la
artritis reumatoide".

Artritig establecida en ratas, inducida por coadyuvante

Ensayo ubilizado fundamentalmente para determinar la
actividad anti-inflamatoria.

Unas ratas macho de la variedad Charles River Lewis
(130—150 g) se inyectan subcuténeamente en la zona plantar

la pata +trasera derecha con 0.1 ml de coadyuvante

2
©
"3

(Mycobacterium butyricum liofilizado, matado térmicamente,

Difco, suspendido en aceite mineral, 5 mg/ml), Se inyectan
con aceite mineral 20 controles no artriticos. Los animales
se mantienen durante dos semanas para permitir gue se desa-
rrclle la artritis. Se miden los voldmenes de la pata (no
inyectada, pata trasera izquierda) y las ratas inyectadas

con coadyuvante se entresacan y distribuyen en grupos ce

" tratamiento de 10 animales con igual gravedad de la enferme-

dad. Log controles no artriticos se distribuyen en des gru-
pos de 10. Las ratas reciben gosis orales de compuesté ]
PVA-Acacia® (10 ml/kg) mediante purga, ese mismo dfa y du=
rante los seis dfas siguientes, Un dfa después de la dltima
dosis, se miden los vollmenes de la pata (no inyectada, §a~

ta trasera izquierda) ubilizando un medidor diferencisl de

% Alcohol polivinflico 1 %, goma ardbiga, U.S.P. 5;%,

metilparaben 0,5 %.
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volumen Ugo Basile, modelo 7101.

Control artr{tico, volu Grupo de tratamiento, vo ‘
men medio de la pata (ml) - lumen medio de la peta(ml) % 100 =
Control ariritico, volu Control no artritico,vo-

men medic fels pata . (mI) -~ Jumen medio dala pais (ml)

% de disminucién respecto al volumen medio de la pata

de control.

I.é,s 1ineas de regresidn dosis-respuesta del porcentaje
de disminucibn se representan en papel semilogar{tmico me-
diante ajuste visuai!. y se determina por examen la DE para el
50 % de reduceién con resr;ecto al volumen de la pata de con-
trol, _ ' ‘
Artritis no establecida, inducida por coadyuvante en yatas

Ensayo utilizado fuhdamentalmente para_detemina:: los
efectos de losg compuestos sobre las reacciones'inmun016gicaa
implicadas en el proceso de inducgiGn y pai'a evitar ei ‘desa-
rrollo de la artritis. ’

Unas ratas macho de la variedad Charles River Lewis
(130-150 g) se inyectan subcuténeamente en la zona pluntar
de la pata trasera derecha con 0,1 ml de coadyuvanté (Myco~ -

bacterium butyricum liofilizado, matado térmicamente, Difco,

suspendido en aceite mineral, 5 mg/ml). Se inyectan 40 con—
troles no artriticos con aceite mineral. Unos grupos de

20 ratas reciben dosis individueles orales diarias de com-
puesto (en un vehfculo PVA--Acacia, 10 ml/kg) o solamente

vehfculo, mediante purgai, comenzando inmedia'bamer}t'e' después
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de la inyeccidn en la pata durante un total de 14 dosis, El
volumen de la pata no inyectada (trasera izquierda) se mide
24 horas despubs de la Gltima dosis'u%i}izando un aparato me-—
didor diferencial del volumen Ugo Basila modelo 7101. Sc de-
termina como se ha descrito anteriormente la DB para un 50 %
de reduccién con respecto al control, '

Para evaluar todavia mejor las propiedades inmunorregu-
ladoras de estos compuestos, se utilizaron dos ensayos adi-
cionales que se describen a conbtinuacibn. El andlisis de pla
casbemoliticas Jerne mide el efecto de los compuestés sobre
las células productoras de anticuerpos especificos (linfoci-
tos B). La proporcidn relativa de linfocitos B ¥y linfoei-
tos T (implicados en la inmunided celular mediata) se deter-
mina por manchado fluorescenté de anticuerpos.'

METODOS DE JERNE MODIFICADOS DE ANALISIS DE PLACAS HEMOLITI;

- CAS DE CELULAS DE BAZO.

En estos estudios se utilizb una modificacibn de la
téenica descrite por N.K. Jerne y A.A. Nordin (Science, 140,
450, 1963). Unas ratas (Charfes River Lewis) con artritis
inducida por coadyuvante (y unos controles no artriticos)
recibieron por via oral una vez al dfa vehfculo de PVA-Aca-
Cv_i,,a.ﬂ 0 los compuestos en un velg:fculo a partir del dia 14

(despuds de la inyeccién de coadyuvante) hasta el dfa 20, -

3 Alcohol. polivinflico 1 %, goma ardbiga 5 %, metilbéra—'

ben 0,5 % en agua.
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Los animales fueron sensibiligados con glébulos rojos de
oveaa (SrBC) (0,2 ml de una suspensién al 10 % = 2=3 x 106
g16bulos) por. via 1ntravenosa, el afa. 17. Los SRBC (Micro-
biological Associates) fueron lavados ircs veces.en solucidn
de cloruro sbdico al 0,9 % antes de la inyeccién. El dié 21,
las ratas fueron anestesiadas con un 1 % de pentobarbital
sbdico ﬁor via intraperitoneal y se extirparbn,los bazos. Cak, bazo
se colocd sobre un tamiz de acero inoxidable suspendido so=
bre un vaso de pldstico en un bafio de hidlo y se macerd Sua-~
vemente con un émbolo de una jeringa de fidrio. Las:células
se lavaron para atravesar la malla hasta el vaso utilgzando
una pipeta de Pasteur para aplicar alrededorjde 10 ml, de
medio esencial mfnimo de Eagle (MEM) durante el prodeso de
maceracibn hasts que solemente quedaba sobre ei‘tamiz el ma-
terial fibroso. Las partfculas grandes se dejaron sedimen—b
tar durante unos 5 minutos y unos 5 ml de lfquido sobrena~
dante se pasaron a un tubo de pléstico. Se prepararop'dilup
ciones de 1:10 y 1320 en MEM frio, ‘ _
Formacifn de placat Se‘calentaron previamente en un
bafio de agua a 45°C 2 ml e 0,? % de agarosa (1,4 % dilufda
1:2 con 2 x MEM de Eagle) y 0,2 ml de suspensién al 10 % de
SRBC. Se agregaron 20 A de dilucién de células de bazo, se
mézclé suavemente y se vertié en una capa de soporte de 2.ml
de agarosa al 1,4 % en un-disco-. Petri de pléstlco de, 60 x

15 mm, Los discos Se incubaron a 37°C durante hota y media
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en un incubador humidificado. Se afiadieron 1,5 ml de comple
mento de cobaya (dilufdo a 1:10 con MEM) y se prosiguif la
inoubacién durante 1 hora més. o

Se contaron las zonas des hcmolisis (placas) por didco
Petri sin aumento contra una fuente'de luz difusa. Suponien

do que cada placa era el resultado de la hemolisine produci-

"da por una sola c¢élula de bazo, el ntmero de células forma

doras de placa (CFP) por milldn de eélulas de bazo fue cal-

culado para cada dilucién{ Los cilculos estadisticos (media,

erroyr tipico y ensayo "§") incluyen el recuento de éFR/millén

para cada dilucibn de cada bazo. |

MANCHADQ INMUNOFLUORESCENTE DE ANTICUERPOS DE CELULAS B EN
BAZO DE RATA

Método

Para las determinaciones de la relacidén de porcentaje"

© de células B, se utilizaron unas ratas (variedad Charles

River Lewis) en el proceso de produccién de artritis por
coadyuvante. Las ratas recibicron por via oral una vez al
dfa un vehfculo de PVAJAcacié“a 0 la droga en un vehfeulo,

El tratamiento ge inicib 3 dfas antes de administrado el

coadyuvante, E1l dfa 0, las ratas fueron inyectadas subcutd-

neamente en la pata trasera izquierda con 0,1 ml (5 mg/ml)

de Mycobacterium butyricum (Difco, secado y térmicamente

2 plcohol polivinflico 1 %, goma ardbiga 5 %, metilpara-

s

ben 0,5 % en agua.
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ma%ado) en aceite mineral. ELl tratamiento con la droga se
prosiguib hasta el dfa 7. Se recogieron los bazos ¢l dfa 8
después de administrar el coédyuvantel

Se prepar6é una suspensidn ds células cde bazo macerando
los bazos sobre tamices de acero inoxidable en medio RPﬁI
1640, Se dcjaron sedimenter las partfculas grandes y el 1i-
quido sébrenadante se pasb a tubos limpios y se centrifugb
a 800 rpm IEC, International Centrifuge Model K, tamafio 2,
durante 10 minutos. El botén celular se suspendié.de nuevo
en NH401 al 0,83 % (pH ajustado a %,0 con NaOH) para la li-
sis de los glébulos rojos (aproximadamente 1 parte de eélu-
las .compactadas por 3 partes de NH#Cl). Estas sdspensione;
se mantuvieron en hielo durante 5~7 minutos j despubs se
centrifugaron a 800 rpm durante 10 minutos, Ias células se -
lavaron dos veces en solucidn salina regulada con fosfato".
(PBS) de Dulbecco y finalmente se suspendieron en PBS de
Dulbecco. La concentracidn celular final era tal que una go

ta de la suspensién de células sobre un porta- de micérosco-

pio cubierts con un cubreobjetos daba 10-15 células por ca@ o

po de alta potencia. Juzgando el tamafio del botén celular
v teniendo en cuenta la experiencia, se agregaron 8-10 ml.
de PBS de Dulbecco por bazo a esta suspensisn final de'éé-
1ﬁlas.

‘Pars el manchado inmunofluorescente, se mezclaron

10,2 ml de suspensibn celular con 0,2 ml de una dilucidn 1:4

- 36 -
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de isocianato de fluoresoceina conjugado con IgG conejo-
anti-Rata (Miles-Yeda Laboratories). Las células se incuba
ron a 2-4°0 gurante 1 hora, se centrifugaron a 800 rpm du~
rante 10 minutos, se lavaron dus veces an 2 ml d; PBS de
Dulbecco y se suspendieron de nuevo en C,2 ml de PBS de
Dulbecco. Se colocd una gota de suspensibn celular sobre el
porta de un microscopio, se cubrid con un cubreobjetosg y se
examind por microscopfa luminosa y fluorescente, Se contd
un total de 200-300 células por suspensibén de bazo, El nfi-
mero de linfocitos fluorescentes o céiulas B fue exprasado
como porcentaje,

+ Log datos relativos a los efectos de algunos compucstos
de esta serie en los ensayos antes descritos se encuentran
resumidos en las Tablas V, VI y VII, ‘

Los compuestos de esta invencién son equipotentes en
el tratamiento de la artritis establecida en ratas (efecto
anti-inflamatorio) y en la prevencién del desarrollo de la
artritis en ratas (artritis go establecida) como demuestra
la Tabla V, Las drogas anti-infkamatorias habituales como
la indometacina y la fenilbutazona son menos eficaces en la
prevencidn del desarrollo de la artritis en ratas que en el
tratamiento de la inflamacién en la artritis establecida,
Una droga inmunosupresora, la ciclofosfamida, era mis efi--
caz en la prevencién del desarrollo de la artritis en ratas

que en el tratamiento de la artritis establecida en ratas.

D T e L i e, P e
1 . .
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Los compuestos de esta serie presenten unas propiedades dni-
cas en estos ensayos. .

Las ratas con artritis‘inducidé por coadyuvante presen
tan unos sistemas inmunolbgicos considerablemente modifica-
dos como indica el mayor nimero de cédlulas formadoras de

placas (productoras de anticuerpos) (CFP) en las suspensio-

" nes de células de bazo (ensayo de placa hemolitica, Tabla

VI). El tratamiento de las ratas artriticas con compuestos
de esta invenciln reduce el nimero de CFP frenmte al normal,
El tratamiento con indometacing no ejerce ningin efés;o 80=
bre el némero de OFP mientras que el tratamiento con 6iclo-
fosfamida reduce lag CIFP muy pof debajo dé lo ndrmal. Los
coﬁpuestos de esta serie producen una actividad dnica en es-
te ensayo.

Las suspensionés de células de bazo de ratas con artri-
tis inducida por coadyuvante presentan una mayor proporcidn
de linfocitos B (productoras de anticuerpos) que de linfoci-
tos T (mediadoras de la inmunidad celular) cuando se compa~
ra con las células procedentés de ratas normales. (Tabla
VII). El tratamiento de ratas artr{ticas con los compuéstos
de esta invencidn reduce la proporcibn de linfocitos B a
los valores normales. El tratamiento con indometacina no ejer
cé ningén efecto sobre la poblacidn de 1infocitos mientras.

que el tratamiento con ciclofosfamida reduce la proporeidn

e
i

de linfocitos B por debajo de lo normal. %

- 38 -

 —tabp e m— e camwm mees ——




10

15

20

25

TABLA |
4t5-Diaril-2-(tio sustituido)imidazcles y sus resultados sobre

la artritis inducida en ratas por coadyuvantes

S-R
Artritis con
coadyuvante
Ej. X % Z p.f. COEs0
15 ,4-CHMO 4-CI-I"0 A3 156-1570 H4
26 4-C1 4-C1 OHN 241-242° 3,0
27 4-CI™NO 4-CH™o CHACHgC™ 152-153° 9,0
28 4-F 4-F 222-223,5° 3,5
29 4-CH”MO 4-CH™MO CHFg 170,5-172° 1,8
30 H H CHFg 227-228° 21
31 4-C1 4-C1 CHFg 222-223° c,35
32 4-F 4-F CHFg 192,5-194° 0,42
33 4-ci 4-F CH3 222-223° 3,8
34 4-CF™ H 176-177° 20
35 4-F 4-CF3 CH” 196-197° 17
36 40l 4-Cn A3 214-215° 3,6
37 3,4-001"0 3,4-0CHgO ~g 201-202° 20
4 4-CH™NO 4-CHMO CF~CHg 150-151°~ " 20
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11

16

17

4-C1
4-CHMO
4-CHA

4-CH™NO
A nlT

4-C1

4-C11M0

4-CH™O

4-CH"O

4 —CHO

TABLA | (continuacidn)

R

CFACHA

CI™NCHCHg

CH”COCHg
CHASCO 1i.

Artritis con

coadyuvante
Sorf 4 (DEMQ c%)2
212-213° 5,0
108-109°~ 4,7
167-167,5" 22.
115-117,5 9,4
y - 52

~ Este sistema biolégico ha sido descrito anteriormente

Las unidades se dan en mg/kg

3 Un"polimorfo

tiene un punto de fusidon de 119-120°

~ Un poliformo tiene un punto de fusidn de 146°.

TABLA 11

4_5-Diaril-2-(oolihaloalouiltio)imidazoles y sus resultados

en la artritis inducida en ratas con coadyuvantes*

Ej< X
38 4-CH™O
39 4-C1

4-CHMO

4-C1

40 -

Artritis con
coadyuvante,

(~50%)
134-136° . * 4,2

222,5-223,5° 0,3
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TABLA IT (continuacién)

Artritis con
coadyuvante,

Ej.,  .X oy z .t (DE5 o)
40 4-F . 4-F F 220-221,5° 0,075
41 H ;! CL 187-+188° 3,9
42 4-CL 4-F F 206,5-207,5° 0,18
43 4~CH, 4=CHy F 204-205° 18
44 £-CH;0 H ¥ 175-175,5° 20
45  4~CL H T 205-206° 0,3
46 3,4-0CH,0 3,4-0CH,0 ¥ 204-205,5° 10
4T 4-CTy H F 202-204° 4,5
48  4-TF 4~CF4 F 182,5-183,5° 1,5
49  4-F H F 196-197,5° 0,2
50  3-Cl 3-C1 F 208-209° 142
51 4-0H;0 4=CH,0 Br 151-153° 10
‘52 H H Br 184-186° 11
53 4=(CHy),N H Fo 189-192,5° 2,5
18 H H F 218-219,5° 9,75

1 Bste sistema Dbioldgico ha sido descrito anteriormente

2 1as unidades se dan en mg/kg.

-4 -




TABLA 111
4 _5-Diaril-2-(Calguilsu.Ifinil)imidazoles y 4 .5s-diaril-2-Calguil-
sulfoniljimidazoles y sus resultados eh la artritis inducida en

ratas coa coadyuvante”

Artritis con

15

20

25

coadyuvante
B. - X Y R n p.F. (DE”a
2 H H CF~CHg 1 198° (dése.) 48
3 H H CFACHg 2 226,5° (dése.) 12
5 4-CH,0 4-CHMO  CFACHg 1  193,5° (dése.) 10
6 4-CHAO 4-CHAO  CFACHA 2 173,5-174,5° 3,8
8 4-c1 4-C1 CFACHg 1 214° (dése.) 3,0
9 4-Cl 4-C1 CF~CHg 2 241° (dése.) 4,5
13  4-CH?O 4-CH~O CHACHA 1 161-162° 10
14 4-CH™O 4-CHMO CHACHg 2 136-137° 5,2
54 4-CHMO 4-CH"O CH2=CHCH2 1  118-119°(desc.) 11
55 4-CH™O 4-CHMNO CHANCHCHN 2 162-163° 11
56 4-CH™NO 4-CH™NO CH™ 1 167-168,5° 6,2
57 4-CHMO 4-CH™O 2 142-143° , 6,4
58 4-Cl 4-C1 CFACHg 1 214° (dése.) 3.,0

42 -
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TABLA III (continuacidn)
N Artritis con
coadyuvante
Ej, X ¥ R' n p.f. (DE; o)
59 4~Cl 4-C1 cné 1 202° (desc.) 2,3
60 H H HCF,CF, 2 239-240° 0,13
61 4-CH;0  4-CHy;0  CHyCHO, 1 143-144,5° .13
62 4-CH;0  4-CH,0 CHy(CH,), 2 152-153° 9
63 4-CI,0 4 CH,0 (CH),0H 2 175-176° 30
64 4-CHy0  4-CH;0 HOR0F, 2 156-157° 1,1
65 4-CH;0 4-CH,0  HOF,CF, 1 162,5-163,5° 2,4
66 H H HOR,CE, 1 181-182° 0,18
67 4-Cl 4~CL CH, 2 255-256° 2,0
.68 4-CL 4-CL  HCF,CF, 1 198° (desc.) 0,2
69 4~Cl 4~C1  HOF,CF, 2 235-236,5° 0,2
© 70 4~F 4-F OF,CH, 2 247° (desc.) 3,5
71 4=F A-T HOF,CF, 2 241,5-242° 0,025
72 4-F 4~F CH, 2 239-240° . 4,5
73 H H CLFCHCF, 2 213-214° 0,25
T4 4-CH,0  4-CH;0 CHF, 2 186-187° 0,5
75 H H CHF, 2 265° 0,35
76 H H HO1,CF, 2 223-223,5° 1,5
=77 4-Cl 4-C1 CHF, 2 244-245° 0,35
78 4-F 4-F CHF, 2 246,5-247° 0,1’
79 4-Cl 4-F CHy 2 226-227° 2,8
80" 4-C1 4-F HOR,CF, 2 212-213° 0,09

¢ 2a b B, e
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TABLA III (continuaciébn)

Artritis con
coadyuvante

Bje e Y R n p.E. (DE50%)
81 4-CH, 4-CH,  HOFCE, 2 225-226° 0,35
82 4~CH,0 H HOF,CFy 2 169-170° 1,1
83 2-CL ©  4-CH,0 [HOR,CF, 2 176-177° 7,2
84 3-CH0 3-CH,0  HOT,CR, 2 155,5-156,5° 4,0
85 A-0L H CH, 2 1A9=1700 30
86 4-C1 H HOF,CR, 2 206-207,5° 0,065
87 4-F 4-CFy  CHy 2 189-190° 3,7
88 4-C1 4-CFy  CH, 2 = 224-225° 2,2
89 4-CF, H  HOF,CF, 2 188-189° 2,4
.90 4-01 4-CFy  HOF,CF, 2  208-209° 1.8
g1 2-C1 2-Cl HCT, T, 2 183-1840 0,8
92  4~F H HCR,0F, 2 228-229° 0,027
93 3-C1 3-C1  HOE,CE, 2  208-209° 0,16
94 4-C1 4-C1 CHF, 1 203-206 2,19
95 4~CH;0  4-CH,0 BrFCHCE, 2 187-188° 2,4
96 . 4~CH, H HCR,CF, 2 202-203°% 0,6
97 3,4-0CH,0 3,4~0CH,0 HOF,CF, 2 212-214° 1,0
17 4-CH;0  4-CH,0  CHySCH, 1 142,5-143,5° 28
98 4~CH;0  4~CHy0 CHyCOCH, 1  138-140° 56
99 4-CH,0 4~0H3o CH,S0,CH, 2 202-203° 54
100 4-CH,0  4-CH;0  CH,000H, 2  134-135° 18

1 Este sistema biolbgico ha sido descrito anteriormeﬁfe. ’

. Ias unidades se dan en mg/kg.
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3-F

3-C1
2-C1.
4-n-CrHA
4-CgHO
4-NE?
4-N(CHM)2
4-NHCOCHA
4-Nog
4-CHAS
4-CHASOg
3,4-Clg
4-CH™O
4-t-C"Hc,0

4-F

TABLA IV

H
H

2-C1
4-n-C™Hg
4-0270
4-NHg
4-N(CHN)g
4-NHCOCHA"
H

4-CH"S
4-CHNS02
H

4-CHMO
4-1t-0"HgO

4-F

45.

R
HCFgCFg
HCFgCFg
HCFgCFg
HCFgCFg
HCFgCFg
HCFgCFg
HCF2 CF2
HCFgCFg
HCFgCFg
HCFgCFg
HCF2 CF2
HCFgCFg
CICHgCFg
HCFgCFg

H2 CFCF2

N N o N N O O o BbN

N N O
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TABLA V

Artritis inducida por coadyuvante en ratas

N

Producto quimico, Artritis ésta

Ejemplo na blecida
18 1,5
39 0,2
[ 0,03
86 0,1
Fenilbutazona 10
Indometacina 0,3
. Ciclofosftamida 10

~ Ensayo en realizacion.

0%

Artritis no estable-
cida -

2,3
0,06
0,03
)
35
3
1,5
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TABLA VI

Anflisis de placas hemolfiticas en suspensiones de ¢élulas de

bazo de retas artriticas, no artriticas y artriticas tratadas

Producto quimico,

con drogas

Dosis oral diaria,

Nimero medio de célu~-
las formadorssde pla-

% Datos reunidos de 3 experimentos,

i Datos reunidos de 2 exverimentos,

a Producto quimico del Ejemplo n? 86:

Ejemplo nea mg/ke cas por millén de cé-
. lulas de bazo (N =20)
18 145 197
15 320
39 0,1 788
1,0 488
T 0,03 499
0,3 439
" Control artrii;ico’a - 863
Control no artri-
tico® - 323
. !
Indometacina 1,0 T20
Ciclofosfamida 5,0 S 25

ensayo en realizacidn.

En resumen la Patente de Invencibn que se sol:.c*ta

deberé recaer sobre las siguientes:

- 49 -
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparacién de nuevos

derivados de 4,5-diaril-2-(tio sustituido)imidazol de formula:

Rg. /N

SOp-Ri

y sus sales farmacéuticamente aceptables, donde
*
n e 0, 16 ;;
es alquilo C~-C»~; alilo; vinilo; -CHgCOCH";
-CHgS(0O)”~CH™ donde m es 0, 1 6 2; mono- y polihaloal-

quilo ;

Rg y R, iguales o diferentes, representan /——-\ * *

Y1

Y~ e Y2, iguales o diferentes, representan hidrégeno, hidroxi,
alcoxi CM-C¢p acetgxi, alquilo 0"-C¢p 01, F, CF™, NHg,
-N(CI1™)g, NO2, -NHC-CH”, CH"S-, CH”SOg- o Y~ e Yg unidos

forman un puente de dioximetileno; con las condiciones de que

cuando n=0,1 6 2 e Y e Yg son hidrégeno, R™ no puede ser Vvi-

nilo y cuando R™ es alquilo C*-C”~, haloalquilo C™-C” con el

halégeno situado en las posiciones 3 6 4, alilo o acetonilo,
s Yg no pueden ser ambos H; con la condicion adicional de
que, cuando n es 0 y R, es CK®, Y™ e Yg no pueden ser ambos

p-Cl ni p-OCH”, cuyo procedimiento consiste en hacer reaccio-

nar un compuesto de formula:
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donde P es un grupo protector adecuado con una base, poste-

riormente con un compuesto de formula:

RFS(O)™-W
donde es un resto alquilo fluorado, n es cero 6 dos y W es
un resto reactivo seleccionado entre ceto, mercapto (W - -SRp)

y sulfonato (W = SORM.) y después, opcionalmente, hacer reaccio-
nar el tiamidazol sustituido resultante con perdsidos organicos,
con un agente alquilante adecuado y después, opcionalmente, ha-
cer reaccionar el tioimidazol sustituido resultante con perecidos
organicos.
2. Un procedimiento segun la Reivindicacion

ne 0, 106 2;

es alquilo C~-C~; alilo; -CHgCOOH”; -CHgS(O)"~CH™ donde m

es 0, 1 6 2; mono- y poli-haloalquilo CN-C?;

Rg Y R™Mi iguales o diferentes, representan

e Yg! iguales o diferentes, representan hidrégeno, hidroxi,
metoxi, etoxi, acetoxi, alquilo C~-0% CI, F, OF", NHQ)

-N(CH™)g o0 Yj_ e Yg unidos forman un puente de dioximetile-

- 49, -
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no;

con la condicidn de que, cuando Rl es -alquilo 01—04, fluor-
alguilo c;-c4 con el fluor situado en las posiciones 3 6 &4,
alilo, o acetqnilo, I e Yé no pueden ser ambos H;

con la condicién adicional de que cuando n es O y R; es CHy,

.Yl e Yé no pueden ser ambos p-~Cl ni p—OCHé.

3. Un procedimiento segin '1a Reivindicacién 1,
donde R, es -CF,CF.H. '

4, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,

dm&ﬁay%smiMWmﬁmMMMe

5. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,

donde Yl es H, Gl o F.

donde n es 1 0 2. .
6. Un procedimiento seglin la Reivindicacion 2,
donde Rl es -CF20F2H;

R, ¥y R, son independientemente - :
2 ] .
donde Il es H, CloPy - O 'Y‘l.
n es 0, 10 2. .

7. Un procedimiento segin la Reivindicacibén 2,
donde Ry es ~CFCFH;

R, y R, son independientemente .
" "::" ’
. 1 )
donde Y, es H,ClLoFy ‘ s £

nes 034 2.

Ne,

8. Un procedimiento seglin la Reivindicacién 2,

- 50 -
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para la preparacién de 4,5-bi(4-fluorfenil)-2-(1,1,2,2-
tetrafluoretilsulfonil)imidazol.

9. Un procedimiento segln-la Reivindicaeidn 2,
para la preparacida de 4(6'5}(4~f1uorfcnil)—5(é 4)feni L-2-
(1,1,2,2-tetrafluoretilsulfonil)~imidazol.

10. Un procedimiento segin la Reivindicacién 2,

- para la preparacidén de 4,5-bi(4-clorofenil)-2-(1,1,2,2-te-

trafluoretilsulfonil)imidazol.

11. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 2,

. para la preparacibén de 4(4 5)-(4~clorofenil)-~5(8 4)-fenil-

2-(1,1,2,2-tetrafluoretilsulfonil) -imidazol.

‘ 12. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 2,
para la preparacidn de 4,5-difenil-2-(1,1,2,2-tetrailuore-
tilsulfonil)imidazol.

13. Un procedimiento segiin la Reivindicacién 2,
para la preparacidn de 4,5~difenil-2;(l,1,2,2—tetrafluore-
tiltio)imidazol.

‘%4, Un procedimiento segfin la reivindicacidn 1,
donde Ry = ~CF5. v

. 15. Un procedimiento segin la reivindicacidén 2,
donde el compuesto obtenido es 4,5-difenil-2-trifluormetil-
sglfonilimidazol.

o 16. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: UN

PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE NUEVOS DERIVADOS DE 4,5-
DIARIL~2-(TIO SUSTITUIDO)IMIDAZOL.

- 51 -
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, Todo Conforme queda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva que consta de cincuenta y dos

10
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25

paginas mecanografiadas.
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Madrid, 29 julio 1.977
BERNARDO UNGRIA
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