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Como resultado del Examen de Fondo realizade, con fundamento en el Articulo
45 de la Decisién 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcién: ' Folios 2272496  18/Junio/2009
Reivindicaciones: ~ Folios 487 a 508 _18/Junio/2008
Prioridad: DE102006060230.7 20/Diciembre/2006

- DE102007003036.5  20/Enero/2007
2. Analisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicacion de Prioridad porque esta solicitud fue presentada
dentro del plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde
con el de la prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencién

Titulo de la solicitud: “Pirimidinilpirazoles como principios activos insecticidas y
parasiticidas”.

El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de nuevos compuestos
insecticidas y parasiticidas, que se puedan usar en la fitoprotecelon, en la higiene
veterinaria y en ia proteccion de materiales para el combate de parasitos dafiinos
no deseados.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
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pirimidinilpirazoles de la férmula (1) r' N—7"R's  dende loe radicales

estan debidemente definidos {folios 228 a 230) como insecticidas vy/e
parasiticidas. .

£l objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de
Patentes (CIP): A 01 N 43/54 // C 07 D 403/04.

4. Relvindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (Art 14 y 21 D
488)

£l uso de |a reivindicacion 12 no es patentable, de acuerdo con el Art 14,

El procedimiento de la reivindicacién 13, corresponde al usc de compuesto de de
férmula (1), mencionado en las relvindicaciones 1 a 4 para combatir parésitos
dafinos animales. Es evidente que la llamada etapa de "dejar actuar sobre
parasitos dafiinos animales y/o su hébitat y/o simientes” corresponde a la forma
de usar el compuesto de férmula |, aunque en su preambulo se reclame como
procedimiento. Se le aclara al solicitante que un procedimiento cuya Unica etapa
corresponde a una aplicacién, dicha aplicacién es un uso.

Por lo tanto dicho procedimiento no es patentable de acuerdo con el articulo 14,

5. De la Solicitud de Patente
Titulo

El titulo no corresponde con el objeto de la solicitud porque es muy general, ya
que existen muchos derivados de pirimidinilpirazoles, se debe ser mas especifico
con ia o las sustituciones principales del compuesto de interés, por lo cual se
sugiere al Solicitante hacer la correccion necesaria.

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Las reivindicaciones 1 a 4 no se encuentran debidamente soportadas en la
descripcién puesto que en las realizaciones preferidas sélo hace referencla a la
preparacién de iog compuestos mencionados en la tabla 1, lo cual no evidencia la
actividad de todos los compuestos. Se sugiere restringir ia solicitud a una
razonable cantidad de acuerdo al tipo de compuestos que ha sido sintetizado y
probado, es decir, gue se encuentran debidamente soportados en el capitulo
descriptivo. Teniendo en cuenta la descripcién en los ejemplos se encuentra;

Tabfa 1. Ejemplos de los compuestos soportados

Sustituclones Saporte de los ejemplos preseﬁtados
R CFy
R? * NH,, NHCHa, NHC,Hs
R’ | F
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Sustituciones

Soporte de los ejemplos presentados

n

0,1

-

G': 4-F, 3-Cl, 4-C|, 4-Br, 4-1, 2-F, 2-C|, 3-F, 3-Br

G%H, 3-F, 4-F, 3-C|, 4-C|, 5-Cl, 6-C|, 4-Br, 5-Br, 6-Br

G': 2-F, 3-F, 3-Cl, 2-CI

a

G% 3-F, 4-F, 4-Cl

G’ 5-F, 6-F, 5-Cl, 3-C|

(1)
o
2

G* H, 3-Cl

G': 2-CF,, 3-CF3, 4-CF., 5-CF,

G® H, 5-CF, 3-Cl, 2-Cl, 4-Cl, 5-Ci, 4-F, 5-F, 2-Br, 2-F

oy

G': 3-OCHF,, 4-OCHF,, 3-OCF;, 4-OCF;, 4-OCF,CI,
4-OCH,CF,

G% H, 4-F, 3-F, 4-C1, 5-Cl, 4-CF,, 3-Cl

.

G': Me, iPr, tBu, OMe, OMe, OEt, OiPr, QCHcpentilo,
0O-(3-C1-5-CF,-2-piridilo), SMe, SOMe, SO, Me, SCF;,
NMe,

O—

7\

G' Me, SCF,, CN, NO,

o

mli‘
W

G': 3-Me, 3-OMe, 3-F, 3-CI, 3-Br, 2-OMe, 2-CI, 2-F, 2-
Br, 4-OCHF,, 3-OEt

G*: 4-Me, 5-Me, 4-OMe, 4-OFEt, 5-Me, 4-Me, 5-Br, 5-C|,
3-OMe, 3-F, 4-Br, 4-OnPr, 4-0iPr, 5-0OCF3, 5-CF,

G* H, 5-OMe, 5-CI, 4-OMe

G'y G% 3, 4-(0-CH,-CH,-0)

0‘

G'+G% 3,4-C4Hp, 3,4-OCH,0, 3,4-OC;H40, 3.4-
OCF,0

-

Q,
ii‘-}/n

¢’ , yR*con
varias opciones

G': 3-Cl, 3, 4-1, 3-OCF;, 5-Cl, H, 4-F, 4-Me, 4-Cl, 4-
OMe, 3-CF,

G*: H, 5-Cl, 4-F, 3-Cl, 4-Cl, 4-OCHF,, 2-F, 3-OMe, 3-
OCF3, 3-F, 4-Br, 5CF;

G*H, 5-F

R%NMe,, NE;, NHnPr, NHiPr, NHCH,fenilo,
NH,cPr,NHCH,CH=CH,, NHCH,-4-CI-Ph,NHCOCHj,
N(COCH;),, NHCOOEt, N(COC,Hs),, NCO,CH,CCH

o...
8

G y R? con
varias opciones

G': 4-Cl, 3-Cl, 4-Br

G* H, 4-Cl

R% Cl, NH-CO-COOMe

s

7

¢! y R con
varias opciones

G': 4-Cl, 3-Cl, 4-1, 4-Br, 3-OCF3, 3-CF3, 3-Br, 3-F, 2-CI,
6-NMe2, 6-OMe

G°: H, 5-Cl, 4-C|, 5-Br, 5-OCF, 4-Br, 5-CF, 4-F

R": CH,F, CHF,, CCIF,, CBrF,, CF,Br, Me, Et, nPr, iPr,
nBu, iBu, tBuCH, CH;OMe, CH,OEt, CH,SMe,
CH(OMe)}Me, CHFCHs, CF,CH3, CF,CF3, CF{CHS3)2,
CH,CH,CF3, CHFC;Hs, CHFnPr, CH,CH(CF;)CHj,
CF,CF,OMe, CF,CH2Br, (8)-CHFCH3, CF3

ciclopropilo, CsHs-CHz. 3-C|-CEH4-CH2, 2'F'C5H4-CH2.
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Sustituclonés | Soporte de los ejemplos preéentadoa
3-F-CgH4~-CHa, 3-CF3-CgHa-CHy, 2,4-Cly-CsMa-CH,, 2-
Br-CeH4-CHj, 2-CH3-CeHy-CH;, 3-CH3-CgHy-CHy, 4-
MEO'CngCH& CaHs*CHgCH?gHz
ie' G': 3-Cl, 4-Cl, 4-Br _
/ - G~ 5-Cl, H_4-C|
o, .
t6  yRicon R® 5-Me, 6-F, 5-C|, 5-CFs, 6-OCHS
variag opciones _ e e ——aar e
G": 4-Cl, 2-C
e—f> ) G* H, 4-F
o R%CHs y G H, 4-F, 4-ClI
R2 NHC,H. R% NHnPr, NHiPr, NHCHfenito, NHCH,cPr,
NHCH,C=CMe;, NHCH,CO,Et, NHnBu, NHIBU,
| NHCOCH,
od® ' _ G’ 3-Cl
- ] ' G 56-Cl
ol R1y R? R": CH,F, CF|_F2
con varias opciones R%:NHCH,Ph, NE,

El solicitante debe definir especificamente la materia y el alcance de la invencién
a través de las caracteristicas técnicas esenciales que se encuentren
enteramente soportadas en la descripcion.

La reivindicacion 1 no es concisa porque R', R R® y X, se definen de manera
imprecisa, puesto que en los grupos funcionales, alquilo, haloalcoxi,
alquilsulfonilo, dialquilamino, cicloalquilamino, entre otros no se menciona el
numero de atomos. Se sugiere colocar el numero de atomos de cada grupe
funcional en la reivindicacién 1 que es donde se deben incluir todos los elementos
esenciales del compuesto gue se reclama.

Las reivindicaciones 1 y 2 no son claras porque la expresién: “uno o varios”
precediendo una caracteristica no es precisa, porque hace opcional a las
caracteristicas y no limita el alcance de la reivindicacién. Se sugiere cambiar el
término precisando mas.

En la reivindicacién 4 se mencionan una serie de condiciones que no todas se
cumplen, de ser parte importante de la Invencién se debe restringir la
reivindicaciones precedentes 1 a 3 teniendo en cuenta dichas caracteristicas, ya
que dichas reivindicaciones no cumplen a cabalidad las condiciones mencionadas
en la reivindicacion 4.

La reivindicacién 7 no es concisa cuando se encuentran expresiones como:
sustancias tensioactivas, extensores, porque no se define un componente como
tal y no permite delimitar de manera adecuada el alcance de la invencién. Se
sugiere al solicitante definir estas expresiones de manera apropiada con
constituyentes especificos.

6. Unidad de invencién (Art 25 D 486)

Teniendo en cuenta que el objeto de invencion esta definido por compuestos de
férmula |, como insecticidas y/o parasiticidas, después de una comparacién con el
estado del arte se encontré que dicha formula no se puede considerar el elemento
unificador que relaciona todos los procedimientos de la invencién, puesto que el
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compuesto de féormula | esta divulgado en el documento D1 {pagina 1,
parrafos [0004] — [0024]; pagina 2, péarrafo [0025] — {0046]). Por lo tanto el
concepto comun no es inventivo y no se cumple el requisito de unidad de
invencién.

Ademas puesto que el compuesto de formula |, cuya preparacién es objeto de
invencion, es bien sabido que “No hay unidad de invencién entre los
procedimientos de sintesis de un producto conocide, aunque tales
procedimientos sean nuevos € inventivos. Cada procedimiento es un grupo
inventivo diferente, porque el producto no es el concepto inventivo comdn a todos
los procedimientos” (GUIA PARA EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTE DE
INVENCION Y MODELO DE UTILIDAD. Bogota D. C., Colombia Diciembre 2011).

De tal manera que se encuentran al menos 8 grupos inventivos debido a los
diferentes procesos que son mostrados para preparar los diferentes compuestos
mencionados.

lLos Grupos Inventivos estan definidos por las siguientes caracteristicas

esenciales:
a
- N=—
N
T

\
1° compuestos de formula ()R N R’ny proceso para preparar

composiciones (reivindicaciones 1 —4 y 14).

2° Proceso para la smtesrs de compuestos de formula (IA-1) (reivindicacion 5)

f-*w N0,

1A-1

3° Proceso para preparar compuestos de formula (1A-3) (reivindicacidn 6)

H, R"
X - — R:-LG
| \/”_{5% + yo —> I( _(‘;}
Rr' N N " >~ 7
. 1A-3

RE-LG
IA-1

4° Proceso para preparar compuestos de férmula (I1B) (reivindicacién 7)

_(‘ presencia
=y N 9 de iones —> —(JQ
‘-. I
nitrosilo
IA-1 conun

halogenuro

5° Proceso para preparar compuestos de formula (IA-1-2) (reivindicacién 8)
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- Acido con una
\r{‘ —{‘ +h|d?o?<li?aur:‘lllna éo’N\ =2,/ —49
IA-1-1 R-O-NH, 1A-1-2
6° Proceso para preparar compuestos de férmula (IA-1-3) (relvindicacién 8)
= -@ b A S
OR

IA-1-4

Deshidratacién X

1A-1-1

7° Proceso para la sintesis de compuestos de férmula (I1A-1) (reivindicacién 10)

Agente
Wn

by MR

cioracién
1} Vil 1A-1
Agente de
R cloracién
X
HO OH
e

8° Proceso para la sintesis de compuestos de formula (I1A-1) (reivindicaciéon 11)

D, e T,

{A-1-5 1A-1
7. Determinacién del Estado de la Técnica

E! Estado de la Técnica se determiné con base en la Fecha de Presentacion de la
Solicitud de Prioridad: Diciembre 20 de 2006 y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Rocumento_ _ ' Titulo | Fecha de Publicacién’
p1 _ U$2004102465 ) Pyraquyl pyrimidines 30/noviembref2006
Aggarwal ' '
Ranjana et Al, . )
Bioorganic & Synthesis and antibacterial

D2 Medicinal activity of some new 1-heteroaryl-

§-amino-3H/mathyl-4 - 21/noviembre/2005

Chemistry, vol
14 NQIGI rga;:s phenylpyrazoles
1785 - 1781
D1
hitp.//worldwige espacenet.com/ ND= i
ello A1 divulga (paglna

1, parrafos [0004] — [0024]; pagina 2, parrafo [0025] - [0046] paglna 25, parrafos [0501] - [0508);
pagina 25 a pagina 26, parrafo [0510]; pagina 76, reivindicacion 14) un compuesto de farmula (1)

Expediente 00 063 290 1er Art 45




577

2
X

— P

oS ey
Rr' N N R », los cuales son usados como pesticidas, en el cual R y R?
independientemente unc del otro son H, halégenc, nitro, halegenoalquil, -NR*R®, donde R* y R®:
alquil, entre otros, entre otros sustituyentes; X representa aril, arilalquil, opcionalmente sustituido
por halogeno, alquil, entre otros, -S(O)pRa. donde R® es aril saturado o insaturado, entre otros, -
COR®, -CSR® donde R® es arilalquil, entre otros, y otros suslituyentes; n representa 0,1, 2 6 3,
donde X representa diferentes o identicos radicales sines 2 6 3; Y; Z y R astan debidaments
definidas. Ademas de las composiciones y preparacidn de las mismas.

D2

Divulga (folio 584, pagina 1786, esquema 1, folio 585, pagina 1787, tabla 1) la
He—N—wsd
HN R

sintesis de un compuesto de formula 3 y actividad, donde R es CHj,
H; Het: 4 6-dimetilpirimidin-2-il, entre otros; los cuales presentan una actividad
antibacterial.

8. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

Nivel Inventivo (Art18 D486)

2

X

= N=

L, . . LA ’N_<\3 3
La reivindicacién 1 consiste en un compuesto de formula (I}r'” N N—R,,
donde R', R? R?, X y n estan definidos (ver folios 487 ~ 499).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenclales D1 D2
Pirazoilpirimidinas sustituidas de
compuesto de formula (1) P Estructura 3

2 s‘-f’\ ¥ Hre=N—N
X /""WJJY ® I'R;EHJ\./L

b

- N=
R' \NJN‘&; R, NYN O

férmula (1) Yomzmm

R

X fenilo, 2-piridilo, 3-piridilo,
en cada caso sustituido ¢con
ung o varios sustituyentes
seleccionados de haldgeno,
alquilo, haloalquilo, alcoxi,
alquilsulfonilo, entre otros.

X aril, arilalquil, opcionalmente
sustituido per halogeno, alquil,
entre otros, -S(0),R° (R*: aril
saturado o insaturado, entre
otros}), -COR®, -CSR® (R®:
aritalquil, entre otros), entre otros

R": alquilo eventualmente
mono ¢ disustituido con
hidroxi, entre otros, bencilo
(eventualmente sustituido),
haloalquilo, entre otros

R* amino, amino
monosustituido con alquilo,
alquenilo, entre otros, amino
disutituide con alquile, alcoxi
carbonilo, entre otros,
halégeno, piperidina, entre
otros
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R’y R% indepandientamenta uno
del otro H, halogeno. hitro,
halogenealqull, -NR*R® (R*y R*:
alquil, entre otros)
Y, enlace dlrecto.
oxigeno -5(0)- 6
-NR* pes 0162
Z (CHz)p. <(CHz)
(GHz)(CHg)y, entre | Het: 4,6-dimetlipirimidin-2-
_otros !
n 061 Uisllystor (
R: | ""“é .
: K
—L
N

N

R* halogeno, alquile,
haloalgquilo, alcoxi o
dialquilamino

1
R''  entre
otros

Teniendo en cuenta el grupo 1°, conformado por los compuestos de formula |, es
posible concluir que los documentos del estado de la técnica cercanos a la
invencién corresponden a D1y D2 porque:

q
fo (
\ }
D1 divulga un compuesto de férmula I} R a, los cuales son usados

como pesticidas, en el cual R' y R mdependlentemente uno del otro son H,
halégeno, nitro, halogenoalquil, -NR*R®, donde R? y R%: alquil, entre otros, entre
otros sustituyentes; X representa anl arilalqwl opcionalmente sustituido por
halogeno, alquil, entre otros, -S(0O),R?, donde R® es arll saturado o insaturado,
entre otros, -COR® -CSR® donde R® es arilalquil, entre ofros, y otros
sustituyentes; n representa 0,‘1 2 6 3, donde X representa diferentes o identicos
radicales si n es 2 6 3; Y representa un enlace directo, oxigeno, -S(0),- 6 -NR™-, p
es0,162, 2 representa -(CHa)p, ~(CH2)-{CH:)-(CHz)w, entre otros; R representa

SN

o =4 q
—L e

vt e , entre otros (pagina 1, parrafos [0004] ~ [0024]; pagina 2,
parrafo [0025] — [0048])

l Ho—~N—n
| N .4

D2 divulga la sintesis de un compuesto de férmula 3, # y actividad,
donde R es CHs, H; Het: 4,6-dimetilpirimidin-2-il, entre otros (folio 584, pagina
1786, esquema 1), los cuales presentan una actividad antibacterial (folio 585,
pagina 1787, tabla 1).

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacién 1 y el compuesto de
D1 consiste en la posicion que esta enlazado el pirazol a la pirimidina que para el

T - .
N
. o~ S \ //N '
documento D1 es en la posicién 4 N (estructura de manera

general), mientras que para la solicitud el pirazol esta enlazado en la posicién 2
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ol

(estructura de manera general).

La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacién 1 y el compuesto de
D2 consiste en el radical X que para la solicitud puede ser un fenlio sustltuide,
mientras que en el documento D2 en un fenilo sin sustituir.

El efecto que lograria las diferencias antes mencionada en el compuesto de
formula | de la reivindicacion 1, en cuanto a su actividad insecticida y/o
parasiticida, no puede ser determinado toda vez que no existe alguna evidencia
que indique que dichas diferencias estructurales, mas especificamente en cuanto
a posicién de un pirazol para D1 o sustituciones en el fenilo para D2, otorgan al
compueste ahora reivindicado una ventaja técnica sobre los. compuestos ya
conocidos en las anterioridades D1 o D2,

Por lo tanto, el problema técnico objetivo a resolver consiste en plantear una
alternativa a los compuestos de formula | conocidos segin D1 o D2 para que sea
mas eficiente su actividad como insecticida y/o parasiticida.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la personas de nivel medio
versada en la materia derivara de manera obvia los compuestos descritos en la
reivindicaciobn 1 de la presente invenciébn a partir de las ensefianzas del
documento D1 o D2, toda vez que estos se limitan a variaciones en la posiciéon de
uno de los sustituyentes o en la sustitucién en un fenilo, de los compuestos
divulgados respectivamente, sin que ese hecho confiera una mayor actividad
como insecticida y/o parasiticida a los mismos.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 2 — 4 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales, tampoco pueden ser consideradas inventivas.

Conclusién:
Las reivindicaciones 1 — 4 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no
cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

La reivindicacion 14 consiste en un “procedimiento para preparar composiciones
agroquimicas, earacterizado porque se mezclan compuestos de la férmula (1) de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4 con extensores y/o sustancias
tensioactivas”

Comparacién de las caracter(sticas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales M
Procedimiento para preparar
compesiciones caracterizado

Proceso para preparar pesticidas, caracterizado

Se mezclan Pirazoilpirimidinas sustituidas de
porque se mezclan compuestos de

2 &{\ &
X N \/:\'\H\(n-‘
= = s
1 ’N—<\ }RS "
férmula (1) R N N a

formula (1) Y pem it
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X: fenilp, 2-piridile, 3-piridile, en cada X aril, arllalqull, cpclonalmente sustituido por
caso sustituido con uno o varios halogano, alquil, entre atros, -8(0),R* (R*: arll
sustituyentes seleccionados de saturado o insaturado, entrs otros), -COR®, -CSR®

halégeno, alquilo, haloalquile, alcoxi, (R% arilalquil, entre otros), entre otros

atquilsulfonila, entre otros.

R": alquilo eventualments mono o
disustituido con hidroxi, antre otros,
bencile (eventualments sustituido),

haloalguilo, antre otros
R*: amino, amino monosustituido con
alaullo, alquenllo, entre otros, amino
disutituide con alquilo, alcoxi carbonilg,
antre otros, halégeno, plperidina, entre
otres

n: 0,1, 2 6 3, dende X: diferantas o identicos
radicales gines 263

R'y R* independientemente uno dal otro H,
halégeno, nitro, halogenoalquil, -NR*R® (R*y R®:
alguil, entre otros)

Y: enlace directo, oxigeno, -$(0),-
6~-NR™ pes0162
YA -(GH:)D. '(CH:)[‘-‘(CH;)'(CHQ)M
entre otros

R*: halogeno, alquilo, haloalquilo, alcoxi
o dialguilamino

y - o
nogo1 Y onn £ v i N
. nH
_..<. .M‘f’ -’.{»:*'l}"
R: SO - :
entrs otros

con extensores y/o sustancias
tensioactivas

con extensores y/o tensicactivos

Teniendo en cuenta el grupo 1°, conformado por el proceso de preparacion de
composiciones que contienen compuestos de férmula |, es posible concluir que
las caracteristicas esenciales del compuesto de la reivindicacién 1 habian sido
divulgadas previamente en D1,

El documento D1, considerado el estado de la técnica mas cercano a la invencion
definida en la raivindicacion 1, divuiga proceso para preparar pesticidas,
caracterizado porque los compuestos de férmula () son mezclados con
extendadores y/o tensicactivos (pagina 76, reivindicacion 14), Estas
formulaciones contienen solventes liquidos, vehiculos solido, tensicactivos, entre
otros (pagina 25, pdrrafos [0501] ~ [0508]), ademas pueden tener otros
compuestos activos (pagina 25 a pagina 28, parrafoe [0510)). Donde el compuesto
2

X
po) Vo
.I{W"}}s o
de férmula (l) esta representado R N N~R. donde R' y R

independientemente uno del otro son H, halégeno, nitro, halogenoalquil, -NR*R®,
donde R*y RY alquil, entre otros, entre otros sustituyentes; X representa aril,
arilaiquil, opcionaimente sustituido por halogeno, alquil, entre otros, -S(O),R®,
donde R® es aril saturado o insaturado, entre otros, -CORS, -CSR®, donde Rg es
arilalquil, entre otros, y otros sustituyentes; n representa 0,1, 2 6 3, donde X
representa diferentes o identicos radicales sin es 2 6 3; Y representa un enlace
directo, oxigeno, -S(0),- 6 ~NR®>- p es 0,1 & 2: Z representa -(CHa)p, -(CH2)-

Mo,

Y]

st =l
N N

N
(CH2)-(CHz)w, entre otros; R representa S 2 , entre otros (pagina
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1, parrafos [0004] — [0024]; pagina 2, parrafo [0025] — [0046])

La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacién 14 y proceso de D1
es en el compuesto de férmula (1) pueste que se presenta una diferencia en Ia
posicion que esta enlazado el pirazol a la pirimidina que para el documento D1 es

e

N N

>~ 7/ \N—//(

en la posiciébn 4 N

'

estructura de manera general), mientras que

. P
4 IN/kN/
para la solicitud el pirazol esta enlazado en la posicion 2 N
(estructura de manera general).

El efecto que lograria tas diferencias antes mencionada en el proceso de la
relvindicacion 14, en cuanto a su actividad insecticida y/o parasiticida, ne puede
ser determinado toda vez que no existe alguna evidencia que indique que dichas
diferencias estructurales, mas especificamente en cuanto a posicién de un pirazol
para D1, otorguen al proceso ahora reivindicado una ventaja técnica sobre el
proceso ya conocido en la anterioridad D1, puesto que la etapa principal del
proceso es la de mezclar los ingredientes y esta se encuentra mencionada en D1.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo a resolver consiste en plantear una
alternativa al proceso que contiene los compuestos de férmula | conocido segun
D1 para que sea mas eficiente su actividad como insecticida y/o parasiticida.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la personas de nivel medio
versada en la materia derivara de manera obvia el proceso de la reivindicaclén 14
de la presente invencibén a partir de las ensefianzas del documento D1, toda vez
que la variacion se presenta en el compuesto de férmula (I) donde se limitan a
variaciones en la posicién de uno de los sustituyentes, de los compuestos
divulgados respectivamente, sin que ese hecho confiera una mayor actividad
como insecticida y/o parasiticida a los mismos, ya que la etapa fundamental de
mezclar los ingredientes se encuentra divulgada.

Conclusién:
La reivindicacién 14 cumple el requisito de novedad (Art. 18), pero ne cumple con
el requisito de nivel inventive (Art. 18).

9. Conclusién

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

Item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
D1 US2004 102465 1-4y14 Nivel Inventivo
Aggarwal Ranjana
et Al, Bioorganic &
o2 Medicinal
Chemistry, vol 14,
N°§, pages 1785 -
1791

1-4 Nivel Inventivo
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En cumplimignto del articulo 45 de la Decisi6n 486 de la Comisién de la
Comunidad Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del términe de
sesenta (60} dias contados a partir de la fecha de notificacién de la presente
comunicacién. En caso de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a
pesar de la respuesta subsistieran los impedimentos para la concesién, se
denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asf lo considera, su renuncia al término
faltante y presentarla por escrito

Notifiquese ef presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

f _"'j———*_-
Ba——— -5

JOSE LUIS SALAZAR L.OPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterioE requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha
02 0CT, 00

Elaborado por: Mayra Alejandra Quintero
Revisado por: Gloria Jacqueline Alfonso /‘)\(M
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Abstract—The regioselective synthesis of 1-hetcroaryl-5-amino-4-phenylpyrazoles 3a-g and 1-heteroaryl-S-amino-3-methyl-4-phen-
ylpyrazoles 3h-n was achieved by the treatment of heteroarylhydrazines 1a-g with -phenylformylacetonitriie 2s and m-[?hm)rla_ce-

tylacetonitrile 2b, respectively. The strugtures of the compounds 3 were establishod by the combired use of 'H and

IC NMR

spectroscopy. All the fourteen compounds were tested for their in vitro antibacteria] activity agninst throe Gram-positive and
two Gram-negative bacterin. Six compounds 3a, 3d, 3¢, 3g, 31, and 3n from this series were found 10 be equipotent or more potent

than the commercial antibiotics (Linezolid and Cefroxime axetil).

@ 200§ Blsevier Lid, All rights reserved,

T

}. Intraduction

5-Aminopyrazeles are an important class of compounds
becauss of physiclogical properties associated with
them. They display many diverse types of biological
properties such as antibacterial', anti-inflammatory?,
and herbicidal activitics,’ and have been extensively
investigated over the past hundred years (¢.g., antipyrine
sinco 1884). They are also known to possess a good syn-
thetic potential, especially in the preparation of con-
densed  heterocycles such  as  pyrazolo[3,4-d]
pyrimidines, imidazopyrazeles, etc., which are found
to possess adenosine recafter affinity, antl-tumor activ-
ity” besides being purine® and folate antagonists.” Uren
derivatives of S-aminopyrazoles have recently been
reported as potent inhibitors of P* kinase,® TNF-g pro-
duction,’ and cholesteral acyltransferase.' In vigw of
these observations and in continuation of our work
related to heteroarylpyrazoles,’! it was envisaged in
the present investigation to undertake the synthesis

Abbreviations: MTCC, microbial type culture collcction; SCDA, soy-
uheun casein digast agar; BtOH, ethanol; MHA, Muller-Hinton agar;
MIC, minimum inhibitory goncentration,

Keywords:  1-Heteronryl-5-amina-4-phonyipyrazoles; |-Heteroaryl-5.
amino-3-methyl-4-phenylpyrazoles: NMR speetroscopy; Antibacterial
actjvity.

* Corresponding auther. Tel.: +91 1744238734; fx: +911744238277;

e-mpil! ranjanp6?@yahoo.com

0268-0896/8 - soc front matipr @ 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved,
doi10. 1016/ bme.2005.10,026

and gvaluation of the antibagtgrial activity of some
new l-heteroaryl-S-aming-3//methyl-4-phenyipyrazoles
3 with an expectation to find new and more potent anti-
bacterial agents,

2. Chemistry

Synthesis of 1-heteroaryl-5-amino-4-phenylpyrazoles
3a-g and 1<heteroaryl-5-amino-3-methyl-4-phenylpyraz.
oles 3b-n is outlinad in Scheme 1.

Starting compounds, «-phenylformylacotenitrile 28 and
a-phenylacetylacstonitrile 2b, were readily propared by
the acylation of a-phenylacetenitrile with ethyl fermate
ond ethyl ucctate, respectively, in the presence of sodium
cthoxide.'? Refluxing 2 with heteroarylhydrazings 1 in
ethanol provided 1-heteroaryl-5-aminopyrazoles in
excellent yield. In principle, the reaction of hetero-
arythydrazines and e-phenylacylscetenitrile may lead
to the formation of isomeric pyrazoles 3 and 4 through
the pathways detailed in Scheme 2.

However, in the reaction of 1 with 2, a single isomer was
obtained in each case. The product may be one of the
two possible isomers having H/CH; located cither at po-
gition 3 or 5 of the pyrazole ring. The isomer was iden-
tified as 3 a by combined use of 'H and *C NMR
Spectroscopy.
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(Path-1 & 3) (Path-2 & 4)
&chome 3,

The '"H NMR spectra of 3a-g displayed the pyrazole
proton appearing as a sharp singlet at 8 7.7 ppmn, while
in 3h-n, a singlet of three protons for methyl group ap-
peared at § 2.3 ppm. The chemicel shifis of the pyrazole
and methyl protons indicated that they are located at
position 3 of the pyrazole ring. It has earlicr been cstab-
lished in our laboratory that the Himethyl group located
at position 3 of the pyrazole moiety resonates upfield as
compared to position § (i.e., ~6 8.7 for Cs-H/~6 2.7 for
Cs-CH,).1?

The presence of H/Me group at position 3 and gonse-
guent lecation of the eminp group at position § finds
further support by the study of "*C NMR spectra of
compounds 3p-n. The compounds 3a-g and 3h-n
displayed C-3 signal at 4 140-142ppn and &
149-152 ppm, respectively, and C-5 signal at §
146~147 ppm which is a oharacteristic signel for C-§
bearing an amino group. These values are in complete
agreement with caclier reports.'®!%15 Had the H/Me
graup been located at position 5 and amino group at po-
sition 3 of pyrazole ring, the C-5 would have resonated
at & 129-130 ppm/é 140-142 ppm and C-3 at § 156-
157 I311.”,1_16‘1’7

The presence of H/Me substituent at position 3 auggests
that the carbonyl carbon of w-phenvlacylacetonitrile is

more reactive toward nucicophiles than the cyano group
and unsubstituted nitrogen of heteroarylhydrazine is in-
volved in the initial reaction.

The complete assignment of the signals in '*C NMR
gpectra of the eempounds is given in Table 1.

IR spectra (in KBr) of all the compounds displayed the
characteristic bands at 3280, 3380 em™! due to NH, str.

3. Biological results and discussion

All the 14 compounds were tested in vitro for their
antibacterial aotivity against three Gram-positive bacte-
ria namely, Staphylecoceus aureus (MTCC 3160),
Staphylocaceus apidermidis (MTCC 2639), and Bacillus
pumilus (MTCC 1456), and two Gram-negative baete-
ria namely, Salmonella (yphi (MTCC 733) and Pssudo-
monas aeruginosa (MTCC 3541) (Table 2). Six of these
compounds 3a, 3d, 3e, 3, 31, and 3In exhibited good
antibacterial activity against both Gram-positive and
Gram-negative baoterin. The ecempound 3n showed
maximum antibacterial activity apgainst & auwreus
(MIC 0.5 pg/ml) and 8. epidermidis (MIC 1 pg/mL).
It also displayed inhibitory activity against B, pumilus
(MIC 2ug/al) and S yphi (MIC 4 ug/ml).
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Table 1. %G WMR data for somg campounds (3)

" BeH,oH,

Corbons” 313 M % ¥ ¥ s A T
C3 142.78 14196 14249 140.50 14032 14176 35107 150,93 152.12 15056 148.72 150.38
C-4 103,38 103.50 104,04 10480 104.84 10444 102,81 10212 103.94 102.58 103,55 103,73
c-5 144,80 14490 144,69 145.31 (4298 14544 144.86 144.90 i44.8] 14482 14606 146,01
c-2 161,93 160,50 I61.04 15340 151,08 168.42 16125 160.55 162.10 16633 153.01 168.38
C-3 - - — 11361 11785 — — - - - 133 —
C-3' 150.8] 14831 148,72 — - 150.53 147.03 140.71 14830 — -—
C=Af 12,78 1210 121.30 145.51 14271 15766 13107 121.87 122,26 130.5] 14525 15746
C4ly o~ e~ 12544 12228 — @~ = — = 12567 e
C-3' 123.86 11442 12577 123.82 [28.61 11658 12785 11344 12660 12893 12358 )16
(4, *o-r = 34.25 Ha) (4, Yo 24,15 H) '
C-6' 124,47 159l2 134,56 12566 137.00 18968 13392 |50.07 132,13 133,58 12581 15748
(4, e = 268.5 He) {d, Yoy = 268.5 He)
C-7! 121,31 10872 121,18 126,85 1356) - 1087 107,44 12809 130.81 12860 -
{d, Yo =205 Ho) (4 ¥ep = 97.51 Hz)
C¥p 1AL84 13255 19— = = 13187 1327 13282 13183 &~ -
C-8t — - - 1982 12341 ~ - el — = 12949 =
o8 o~ — —  M742 14807 — @ — o~ - 146RF —
cet 132,18 131.0§ 131,86 13313 132,32 13304 13103 13128 128,84 131,07 133.08 133,02
C-27, 6" 129.02 12880, 12875 12873 |28.6] 128.04 L2B05 12835 |3R48 13822 12879 13882
C3 8 13602 125,76 12770 )28.26 12568 120.16 12705 12795 136.12 127.89 12630 (28,5}
c-4" 12644 125,51 12693 12600 13541 1287t 12580 125.58 12708 12206 13794 136,03
3CH; - - — — — - 1281 1268 1326 1258 1326 13,53
CHy — — 2135 1872 — 12 - - - - 1873 24.10
" Curhons having single prime and double primg represent heteroaryl and phenyl carbons, respectively,

Table 2. 1In vtlm .lmlbac!emul acnvuy of' Su—n by usmg agur dlﬂuslon usEHY tuc.hmque

Compound Dlnmuter of zann of growth lnh|b|!lon (mm)E o

Sa ' Se Bp St O m
B R TETH UL = L ATF 3V O ISB3IE AT
3b — . _— — _—
3o 22,16 £ .37 15% .81 — — -
k]! 20831 .37 22 .81 - 18,16 % .37 154 8
e 1516 .37 0% 8 14.85 + .37 158 .81 W06t .37
af o - — - —
kT 184 81 1516 £ .37 — 14,§3 £ .37 15,164 .37
3h A.16% 37 15% .81 = — —
kJ] — — — - —
3 . 20+ .57 2016 4 .37 —_— — —
£l 22,16 +.37 15.83 .37 216%.37 1583 & 37 18 .52
dm — — - - _—
An 40 & £ g 57 25164 .37 20,83 % 37 15 Rl
Bthugal 6.83 .37 6834 .37 6.10% .37 6832 37 6,16 X .37
Linzaolid 22.814.37 0+ 8l 1516 £ 37 10,83 & 37 1283+ 37
C‘sfmxlmn nxuul 10.83 £ .37 12,16 £ .37 10+ 8! 1206 37 19+ 55?

— T T T e T T TP e T T AT e D Sk O

— g amwuy,
8a, §. qureus (MTCC 3160Y); 8g, 5. epidormidis (MTCE 3639); Bp, B praplius (MTCEC 1456); 81, 8 1ypht (MTCC 733),; and Pa, R aeruginosa (MTGC
341,

 Moan of six roplisate £ stundard deviation,

Compeund 31 was found to bo offective against S qure- Compounds 3a and 3d displayed the same inhibitory
us and B pumifuy showing a MIC of 2 pg/mL. It also activity against all the test organisms. They possess
inhibited the growth P. aeruginosa at 4 pg/ml. goed activity against §. epidermidis (MIC 2 pg/mL)
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and & gursus (MIC 4 pg/ml). Compound 3o inkibited
the grawth of § epidermidis and P. aeruginesa at 4 ug/
mL; while Saureus, B pumilus, and 8 typhi were
inhibited at 4 pg/mL, The lost cempound of this series,
that is, 3g inhibited the growth of all the organisms, ex-
cept for B pumiluy at. MICs 4 and 8 yg/ml.

A careful analysis of MIC data shows some interesting
trends, Comparisan of the MIC data of 1-(ben-
zothiazol-2'-yl)-5-amine-3 Hfmethyl-4-phenylpyruzales
3p-d and 3h-k revealed that replagemnent of pyrazole
proton with a mothyl group, in general, reduecs the anti-
bagterial activity. The most striking example in this ser-
ies is that of 3d and 3k. While the compound 3d exhibits
significant level of antihacterial activity against 8a, Se,
5%, and Ba, compound 3k is completely inactive toward
all the microorganisms.

Moreover, incorperation ef fluoring atl position 6 of
benzothiazolyl also results ip the cemplots loss of anti-
busterial activity as in 3b and 2i. On the ather haad,
in 1-(quinalin-2'-yl)-3-amine-3H/methyl-d-phenylpyraz-
oles 3z and 3 and 1-(4',6'-dimethylpyrimidin-2'-yl)-5-
amino-3H/methyl-4-phenylpyrazoles 3g and 3In the
antibacterinl activity inoreases to a significant extent
when the pyrazols proton is replaced by the methyl
group toward eertain microerganisms. It was alse ob-
served that when 2-quinoline nueleus is replaced by
4-guinoling at position | of the pyrazole, there is cam-
plete loss of aniibacterial activity (3e vs 3f and 3l va
3m).

4. Conglusion

Using easily ohiainable sompounds 3 and 1 we havo pra.
pared a pew series of l-hctorearyl-S-amine-IH/meth-
ylpyrazoles regioselectively. Many of these compeunds
3n, 3d, 3¢, 3g, 31, and 3n showed excellent activity as dis-
played in Table 2 and Fig. 1. The antibacterial activity
of these cempounds was also comparad with those of
two commercial antibiotics namely Linezolid and Ce-
froxime axetil.

& Experiments]

Melting points ware determined in open eapillaries with
an oleetrienl apparatus and ars uncerisoied. TR speatea
wern recorded on a Buck Scientific It M SO instrument.
The 'H and ''C NMR speotra were recordsd on g Reu-
ker instryment at 300 MHz and 78 MHz, rospuctivaly,
High resolution wmass gpestrs (HAMB) were measured
in Bl mede on 3 Kratpa MB-50 spactrameter.

Heteroarvihydrazines!® 1p-g were aynthesized sceording
to the literature precodusss.

331 1-Heteroaryl-S-amina-3Himethyl-4-phenyipyrazolos
a1}

Geusral  procedurs:  wsphenylacylacetenitiie  (Aa-~b,
0.01 mol) was disiolvad in athanel (38 mL) and an egui-
molar amount of apprepriate hatcroarylhydrazine (lo-
h, 0.01 mol) was added to it. The raaction mikturs was
reflused for 1 b, Exeess of the solvent was remeved by
distillation. The crude produsts s ebtained on gepling
were recrystallized from ethanol.

The physical, analytical, and spectral data of synthesized
compounds are given below!

5.1.1, 1-(Bonznthinzol-2'-yl)-S-amlno#phenquyrnzolo
(3a), Yield 78W; mp 220-225C; IR (KBr, em™') 1368,
3410 (NH; ste); 'H NMR (CDCly + DMSO«ds) &
6.18 (br 5, 2H, NH;), 7.24-749 (m, 7H, 5, 6’ Ba-H,
Ph-H), 7.70 (s, 1H, 3.H), 7.83-7.87 (m, 2H, ¢, 7' Bz~
H): M8: mfs M* 292, Anal. Caled for €,6H(2N48: N,
19,18%, Found: 18 84%,

8§13,  1-(6-Fiuorabenzothiazal-3'~yl)-S-amino=d«plion-
yipyragole (3b). Yield 80%; mp 365 *C; IR (KBr, em™")
3300, 3412 (NH; str.); 'H NMR (CDCl; + DMSO-dy)
8: 6.70 (br 5, 2H, NH,), 7.17-7.52 (m, éH, ¥-H, Ph-H),
7.60 (dd, 1H, 7'-H, Jou.;m = 8.1 Hz, J, = 2.4 Ha), 7.69
(s, IH, 3-H), 7.82 (dd, IH, 4'-H, J, = 9.0 Hz, J .00 %
4.7 Hz); MS: mie M"* 310. Anal. Calod for € gH; FN45:
N, 18.06%. Feund: 17.92%,

~ED

r; w5 1|

an Liazulld Cef Axelial

=11

@Pa

Compounds! antiblotics

Figuee 1, Comparisan of minjmum inhibiiory sonegatration (MIE) of seme compounds and standsrd antibiotice ngainet 105t microorganisms.
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£.1.3.  1{6'-Chlorabenzothinzole2'«y})-5-amino-d-phen:
ylnygaznlg (). Yigld 774 mp 270-27] °C; IR (KBr,
on ) 3298, 3408 (NH; stry 'H NMR
(CDCl; + DMBO-dg) 4: 6,54 (br 5, 2H, NHy), 745
7.56 (m, 6H, §-H, PBh.-H), 792 (d, IH, 4,H,
Jo 7.8 Ha), 7.84 (5, 1H, 3-H), 8.08 (s, I1H, 7-H); M&:
miz 326 (M™) and 328 (M*+8) in the ratic of 3:1 show:
ing the typical isotopis profile. The exagt mass measure-
ment of the {wo isotopes was CygH;,CIN,S requiring
326.0393 (Found: 326.0406) and 328.0381 (Found:
32B.0366), respectively, in the ratio 3:1. Amal, Caled
for C14H CINGS: N, 17.18%, Found: 16.87%.

5.14.  1=(6'-Methylbenzothiazol-2'-yl)-S-amino-4-phen-
vipyrazale (3d), ¥igld 81%; mp 238-230 C; IR (KB:,
em™) 3261, 3405 (NH, str); 'H NMR
(CDCl; + DMSBO-d,) 4: 2.48 (s, 3H, 6-CHa), 6.45 (br
§, 2H, NHy), 7.25 (d, tH, §'-H, J, = 8.7 Hz), 7.45-747
(m, SH, Ph-H), 7.64 (s, 14, 7-H), 7.68 (5, {H, 3-H),
7.73 (d, 1H, 4".H, J, = 8.6 Hz2); MS: m/z M™ 306. Anal,
Caled for Ci7H,4N.8: N, 18.30%, Found: 18.22%,

5.1.5.  1-(4'-Mothylquinolin-2'~y1):3-amino-4-phenylpy»
raxole (3). ¥icld 78%; mp 148 9C; IR (KBr, em™")
3276, 3311 (NH, sty 'H NMR (€DCly) & 2.76 (s,
3H, 4-CHj,), 6.62 (br 5, 2H, NHy), 7.22-7.5% (m, SH,
Ph-H), 7.67-7.%2 (m, 2H, &', 7'-H), 7.70 (5, 1H, 3-H),
7.92 (dd, IH, 5"-H, J, = 8.4 Hz, J,, = 1.2 Hz), 7.99 (dd,
IH, §-H, J, =84 Hz, J, = 1.2 Hz), .11 (5, IH, 3-H),
MS: mfz M" CisHigNs roguires 300.1372 (Found:
300.1374). Anal. Caled for CigHigsNa: N, 18.67%.
Found: 18.61%.

5.1.6, 1-(7"~Chloroquinolin-4’-yl)-5-omino-4-phenylpyraz-
ole (3f). Yield 76%; mp 182-183 °C; IR (KB, em™)
3287, 3405 (NH; str.); 'H NMR (CDCl) 8: 4.60 (br s,
2H, NHj), 7.23-7.56 (m, 7H, 3', 6', Ph-H), 7.78 (s,
1H, 3-H), 8.02 (d, 1H, 2-H, J, = 8.7 Hg), 810 (d, 1H,
8'-H, ,{[n =2.1 Hz), 8.96 (d, 1H, §-H, Jf= 4.9 Hz}; M§:
miz M™ 320. Anal. Caled for C|3H3CINg: N, 17.50%.
Found: 17.12%,

517 1{4',6'-Dimethylpyrimidin-2'-yl}-5-amino-4-phen-
¥lpyrazole (3g). ¥ield 74%: mp 182°C; IR (KBr
cm~') 3288, 3468 (NH, str); 'H NMR
(CDCl; + DMS8O-d5) d: 2.48 (5, 6H, 4, 6'-CH3), 6.18
(br s, 2H, NH;), 6.81 (s, 1H, 5'-H), 7.31-7.43 (m, 5H,
Ph-H), 7.66 (s, |H, 3-H); M8: m/fz M* C sHsN;s re-
guires 265,1327 (Found: 265.1330). Anal. Caled for
CisHsNs: N, 26.41%. Found: 26.04%,

§.1.8.  1«(Benzathipzol-3‘-yl)-5-amino-3-methyl-d:phen-
¥inerazale (3h). Yield 81%; mp 182-183 °C; IR (KA,
em”’) 3283, 310 (NH: stri 'H NMR
(CDCly + DMBO-d) &: 2.26 (s, 3H, 3.CHs), 6,28 (br s,
M* 306. Anal, Caled for Ci9H ) aNE W, 18,30%. Found:
19.82%.

§1.9, 1-(6'-Fluorahenzothiazol-2'-yl)-S<amine-3-mothyl-
d-.phenylpyeagole (31). Yicld 78%; mp 195-197°C; IR
(KBr, em™'} 3283, 3399 (NH, str); 'H NMR
(CDCl; + DMBQO-ds) & 2.22 (s, 3H, 3-CH3), 6.41 (br s,

2H| NH]). :1'18*?‘45 (ml éﬂt 55, Bh=H)I 7-§9 (dd! lﬁp

Tl dogrm = 8.2 Heo Jmgiy 5 2.5 He, 774 (dd, 1H,

#'-H, J, 5 8.8 Hg, Jygip = 4.8 Ha); MB: mir M 324,

ﬁsngl. Caled for C\yHisFN.8: N, 19.38%. Found:
3 9%,

£.1.16, 1=gﬁfuchlqmpmmtlziazm;%’u!!)séeaming;égusilg
yld-phenylpyvozale (3]). Yield 768%; mp 206°G; IR
(KBr, om™) 3330, 3471 (NH. str); 'H NMR
(EDCl; + DMBO-dg) &: 2.22 (s, 3H, 3-CHy), 5.83 (hr 5,
2H, NH,), 7.18-740 (m, 6H, §, Ph:H), 7.65 (d, 1H.
4-H, J,=89Hz), 971 @, 1H, 7H, J,52.1Hz)
MB: miz M" 340. Anal. Caled for €):H ;61N N,
16.47%. Found: 16.06%.

8111, 1-(6-Methylhenzathinzol-3'-¥])-F-amino-3:meth:
¥l-d-phenylpyragole (k) Yield 72%; mp 176-170 °C;
IR (K8r, em™") 3223, 3334 (NH; str.); 'H NMR
(CDCly + DMBO-dy) & 2.25 (5, 3H, 3-CHs), 245 (s,
3Hr 6,"CH3)1 6r4§ (]?F El EI-L NH?}@ 7'23"?v46 (m- GH:
8, Ph-HD), 7.63 (s, LH, 7:-H), 7.67 (d, IH, 4.H,
Jo=84Hz) MB: miz M" 320. Anal Caled for
CiaH1sNg8: N, 17.50%. Boynd; 19.11%,

5.1.12. 1-(4'-Methylquinolin-2'-y1)-8-amino-3-meihyl-4-
phenylpyrazele (31), Yield 82%; wp 1009C; IR (KBr,
em™) 3280, 3376 (NH; str.), 'H NMR (CDCly) &
2.34 (s, 3H, 3-CH;), 274 (s, 3H, 4'-CH,), 6.42 (br s,
2H, NH,), 7.25-7.50 (m, 6H, &', Ph-H}, 7.66-7,71 {m,
I1H, 7'-H), 7.86 (dd, 1H, 5.H, J, 5 8.4 Hz, J = 1.1 Hg),
7.94 (dd, 1H, 8'-H, J, = 8.4 Hz, J, = 1.2 Hz), 8.075 (s,
IH, 3-H); M8 m/z M" 314, Anal. Caled for
CapHigNa N, 17.83%. Found: 17.65%.

§1.13,  1-(7'-Chloroquinolined’syl)-S-aminorFmethyl-4-
phenylpyrazole (3m), Yisld 76%; mp 156-157°C; IR
(XBr, em™') 3281, 3403 (NH; sr); 'H NMR
(€DCls + DMSQ-d) d: 2,36 (5, 3H, 3.CHy), 3.81 (br 5,
2H, NHy), 7.28-7.58 (m, 7TH, 3, &', Ph:H), 8.07 (d,
IH, 2-H, J, = 8.7 Hz), 8.14 (d, 1H, 8'-H, J,IF‘ = 2.1 Ha),
896 (d, 1H, 5'-H, J, = 4.5 Hz); M8 miz M" 334, Anal.
Caled for CipH,sCINg: N, 16,77%. Found: 16.45%.

£.1.14, 1-(4',6'-Dimeathylpyrimidin-2'-yl}+S-aming-3-
methyl-d-phenylpyrazele (3n). Yield 78%; mp 146-
148°€C; IR (KBr, om™') 3308, 3474 (NH, str.); 'H
NMR (CDCls) 6: 2.33 (s, 3H, 3.CH;), 2.99 (s, 6H, 4,
¢'-CH;), 6.08 (br 5, 2H, NH,), 6.83 (s, 1H, §'-H),
7.25-7.45 (m, 5H, Ph-H); M8 mfz M" 279, Anal. Caled
for C‘:meNg! N, 25.09%. Found: 24.92%,

@ In vitro hiolagical assay
6.1, Medinm

Two selid media, npmely Mullor-Hinton Agar (MHA!
Beef infusion 300 g/L,, casein agid hydrolysate 17.5 g/L,
starch 1.5 /L., agar-agar 17 g/l,, and distilled water
1000 ml,, ndjusted to pH 7.4) and seyabean casgin di-
gost agar (SCDA,; casein enzymatic hydrolysate 17.0 gf
L, papain digest of soyabean 3.0 g/L, NaCl 6.0 g/,
dipotassium phosphate 2.5 g/L, dextrose 2.5 g/l,, and
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distilied water 1000 mL, adjusted ta pH %.3), wes used
for the biclagical assays.

6.3, "Test misEnorganisms

These Gramspasitive bacteria & qureus (MTGE 3160),
8. epidermidis (MTCC 2638), and A pumilus (MTCC
1486), and two Gram-negative bactsria 8, iyphi (MTCC
733) and P, aeruginosa (MTCC 35841) wero used for the
hiological assays.

6.3, Primary screening

Primary scregning of fourtesn compounds 3p-n was
doene by the agar diffusien assay teshnique by lollowing
the methed of Kumar gt ul.'® 24-h-o0ld bacterial cultures
of all test wicroorganisms wors used as inoculum, which
was adjusted to 0,5 MeFasland Standard, that is,
1.5 % 10° CPU/mL.'* The stack salutions of all the test
compounds (1 mg/mL) were prapased by disselvipg
1 mg of the test compound in ethanel (1 mL). Linczelid,
Cefroxime axetil, and cthanol were used as positiva and
negutive contrals, respostively,

20 mL of melien ard cooled MHA and 5060 ul of gach
teil baoterial eulture wore mixed (soparate flasks were
uged for each bacterial culture) and poured in sterilized
and labelled petri plates. The wells of 6mm were
punched in the selidificd petri plates, aseptically, Fifty
microliters from stock solutions of all the compounds
as well as controls was added to each well of labelled
potri plates and ingubated at 35 *C for 24 h. The diam-
stor of the zone of growth inhibition areund each well
was measured after incubation using a Vornier Caliper,

6.4. Minimum inhibitory concontration

The minimum inhibitory concentration (MIC) is the
lowest cencentration of the antimicrobial agent that pre-
vents the development of visible growth after overnight
incubation.*® MIC of compounds against Gram-pesitive
and (Gram.negative (est baoteria was datormined by the
method of NCCLS.*! Al the test cultuses wore stronked
on SCDA and incubatad everpight at 37 °C, Turbidity
af all the bacterial eultures was adjusted to 0.5 MoFar-
land Standard by preparing bacterial suspension of 3-
S-well isolated celonies of the same merphological type
selected from an agar plate culture. The cultures were
further diluted 10-feld to get an imoculum sizs of
1.2 % 10" CFU/mL. Stock solution of 4 mg/mL of each
cempound was prepared in ethanol and was apprepri-
ately diluted to get a final concentration of 64, 32, 16,
8 4,2, 1,05 0.25 and 0.12 mg/mL.

Btandard antibiotics (Linezelid, Manulacturer-Unl.
chem Lab, Lid,, Batgh No, N19583005; Cofroxime axes
til, Manufagturer-CHaxo, Batch Na. HI2-313) ware alse
diluted in the same manner. Three hundred and twenty
microliters of aach dilution was added to 20 mL molten
and coaled MHA (saparate flaaks were taken for cach
dilution), After thorough mixing, the medium was
poured in sterilized petri plates. The test bacterial cul-
turgs wore spotted in & predofined pattern by ascctically

transferzing & mi of cach bacterial culture an the aup
?‘“‘222 solidified agar plaies and incuhated at 355
ar .
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