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MEMORIA DESCRIPLIVA

pare solicitar PATENTE DE INVENCION por 20 aiios

) a nombre de THE WELLCOME FOUNDATION LIMITED

entidad britédnica

establecida en 183-193 Buston Road, Londres N.W.l.,
Inglaterra

por: "UN METODO DE PREPARAR DERIVADOS DE PTERIDINAM
(¢lase Internacional CO74)
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Bl presente invento se refiere a derivados de
pteridina, a su sintesis quimica y a formulaciones farma
céuticas que los contienen. La llemoria descriptiva tam—
bién describe composiciones y formulaciones farmacéuticas
que comprenden estas pteridinas en combinaciones que son
Utiles en el tratamiento de infecciones microbianas.

Ya se ha establecido que los compuestos 2-gmi-
no-4-hidroxi-6-hidroximetil-7,7-dimetil-7,8-dihidropteri
dina y 2-amino-4-hidroxi-6-netil-7,7-dimetil-7,8-dihi-
dropteridina o sus tautdémeros o sus sales farmacéuticamen
te aceptables, tienen actividad bacteriostética, siendo

particularmente eficaces contra Cl. perfringens y Derm.

dermgtonomous, tal como se describe en las Memorias des-

criptivas de la patente britdnica n? 1303171 y la solici-
tud de patente espafiola n? 393.486 (patente belge n?
770.577).

Se ha encontrado ahora que las nuevas pteridinas
de acuerdo con la siguiente férmula (I) o sus tautdmeros
o sus sales farmacéuticamente aceptables, que son andlo-
gas & las pteridinas descritas en las Memorias descripti-
vas de la sblicitud de petente britdanica pendiente ne
35814/72, y 35816/72, y en la solicitud de patente espafio
la n? 417415, son también Utiles como antagonistes del me

tabolismo microbianc. En la férmula (I)
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R! y 52 son iguales o diferentes y cada uno es un grapo
alcohilo inferior o R! Ng R?, junto con el 4tomo de car-
bono de la estructura del anillo de pteridina, forman un
sistema de anillo espirocicloalcohilico que tiene 4 a 6
étomos de carbono fuera de la estructura del anillo de

pteridina.

Tel como ge emplea la presente Memoria y a tra
vés de toda ella, la expresioén "grupo alcohilo inferior"
ge refiere & un grupo alcchilo de cadena recta o ramifi-
cada que tiene de 1 a 4 &tomos de carbono.

Los compuestos de férmula (I) en donde R v R®
son iguales y son ambos grupos alcohilos inferiores, ta-
les como grupos metilos y particularmente grupos etilos
son grupos especialmente preferidos. Asi, se han descu-
bierto los compuestos 2-gmino-4-hidroxi-7,7-dinetil-7,8-
dihidropteridin-6-carboxaldehido y su andlogo 7,7-dieti
lico que son particularmente Utiles en el tnatamiento de

infecciones nicrobianas.
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De acuerdo con el presente invento, por consi-
guiente, se crean en un aspecto 1los nuevos compuestos de
la férnula (I) y sus sales.

Los compuestos enteriores y sus sales inhiben
une de las enzimas implicadas en la biosintesis del dci-~
do dihidrofélico, llamada hidroximetildihidropteridina-
pirofosfokinasa, que es esencigl para el desarrollo de
los microorganismos, por ejemplo las bacterias. Dichos
compuestos pueden ser empleados por consiguiente en .in-
vestigacioneé farmacoldgicas in vitro pera establecef ne~
diante ensayos de diagndstico y clinicos, por ejempls,
las propiedades de las bacterias. Cuando se emplean conmo
bacteriostéticos dichos compuestos pueden encontrarse
presentes en ung concentracién de 50 a 500, en particular
110 a 180 mg de base/ml de la solucidn en la cusl se desa
rrolla el organismo en ausencia de un compuesto. Un em-
rleo adicional de los compuestos, cuando se encuentran en
solucidn, es en el tratamiento de heridas, por ejemplo
después de operaciones quirdrgicas, para impedir el dessa-
rrollo de bacterias. Ademds los compuestos de férmula (I),
Y sus sales manifiestan una toxicidad inesperadamente ba-
Jja en mamiferos o aves, por ejemplo aves de corral, que
los hace particularmente adscuados para la aplicacidn con
tra las infecciones microbisnas en tales huéspedes, bajo

las circunstancias que se describen & continuacién.



Los cofactores de tetrahidrofolato son metabo
litos esenciales en todas las células para la biosinte-
gis de purinas, dcido timidilico, serina y otros diver—
sos compuestos bioldgicamente importantes. La mayoria de

5 estos cofactores son aductos de un carbono del 4cido te-
trahidrofélico. La fuente Ultime de éstos para los anima
les superiores y el hombre estd constituida por los ali-
mentos, que conbtienen folatos preformades usualmente on
forme de vitaminas.

10 En los microorganismos, los cofactores se sin-
tetizan & pertir de compuestos quimicos mas sencillos.
Generalmente el procedimiento de biosintesis proporciona
primero "dihidropteridina" (Pt), es decir el éster piro-
fosfato de 2-amino~4-hidroxi-6-hidroximetil-7,8~dihidrop-

15 teriding (HMP%), a partir de su HMPt% precursor inmediato
en presencia de la enzima hidroximetildihidropteridinae-pi
rofosfokinasa (HMPPS). La Pt se condensa luego con dcido
p-eminobenzoico (pAB) en presencie de la enzima dihidrop-
teroato-sintetasa para formar decido dihidropteroico

20 (DPtA). Bste compuesto intermedio se condensa después con
glutamato para formar dcido dihidrofdélico (DFA o "folato")
que luego se reduce enzimdticamente para proporcionar el
tetrahidrofolato esencisl en, por ejemplo, las bacterias

¥y otros microorganismos.

25 La formacidn del "folato" a partir de los blo-

17-2-T4 -5 -
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ques integrantes bdsicos, es decir la pteridina, el pAB,
y el gutamato, y la conversidn adicional de éste en te-
trahidrofolato se sabe que es inhibida en dos modos dife
rentes. Por ejemplo las gulfonamides desplazan al pAB,

en el esquema de reaccidén anterior. Debido a su mucha se
mejanza estructural con el pAB, las sulfonamidas u otrcs
"competidores" similares entran en la biosintesis e impi
den la formacién de DAtA y de DFA, y son por consiguiente
antimetabolitos para el metaholito pAB. También se sabe
que los compuestos que son "inhibidores" de la enzima doi
do dihidrofélico-reductasa bloquean la etapa de sintesis
que conduce &l tetrahidrofolato. Un numero considerable
de derivados de pirimidina muestran propiedades antimi-
crobianas sustanciales sobre la base de tal bloqueo.

Se ha establecido més tarde que tales inhibido
res pueden actuar de modo sinérgico con las sulfonamidas,
es decir puede existir un bloqueo doble secuencial y una
potenciacidn mutua potente de los efectos antibacterianos
de los dos materiales. El margen de accidén antimicrobiana
ejercido por tales combinaciones es considerablemente uids
amplio que el esperado de la actividad de cualquier farma
co0, ¥y los organismos que son solamente sensibles de modo
margingl & los agentes Ilndividuzles llegan a ser muy sen-
sibles en las combinaciones.

También se ha sugerido hipotéticamente que los
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antimetabolitos para la Pt podrian inhibir la biosinte-

sis del DPta (y DPFA) (ef. Hitchings and Burchall Advan-
ces in Enzymology 27, 417-468 (1965), pero los compues-

tos en cuanto hen sido ensayados para tal fin han sido
desesperanzadores, siendo o inactivos o demasiados téxi
¢08 o ambas cosas & la vez (¢f. los compuestos descritcs
en las patentes britdnicas ne 981,506 y 987.916).

Se he egtablecido que, para fines antimicrobisa
nos, es un requisito previo para un antagonismo efectivo
del Pt que el compuesto debe ser un inhibidor de la HMPPS
sin actuar también como antimetabolito para la hidropte-
ridina que sirve cowo cofactor para la hidroxilacidén de
la fenilalanine y tirosina, precursoras de las catecola-
minas, tales como la norepinefrina, que Hienen importan-
tes acciones como reguladoras de los sistemes cardiovas-
culares, Tal efecto antimetabélico podria conducir a une
toxicidad prohibitiva para especies de maniferos o aves,
que normelmente son los huéspedes infectados con los mi-
crobios.

Se ha encontrado que los conmpuestos de la fér-
mula (I) y sus sales cumplen totaluents los requisitos
anteriores, es decir, la inhibicidn de la HIPPS combinada
con baja toxicidad para las especies de huéspedes, como se
demuestra por ejemplo en pollos y ratas. Estos compuestos

no solamente inhiben el desarrollo de microorganismos por
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si mismo, sino tambidén para una extensién limitada con

ciertas bacterias, tales como Staphylococcus aursud,

Strephococcus pyogenes, Streptococcus faecalis, bscheri-

chia coli, Salmonella typhi, Proteus vulgaris, Pseudomo-

nas aerugenoss, rasteurella multocida entre otras, sino

que también se han encontrado que actuan con un efecto si
nérgico mds notable cuando se combinan con un competidor
del dcido p-aminobenzoico, es decir sulfonamides y com-
puestos similares, o con inhibidores selectivos de la di
hidrofélico-reductasa, es decir pirimidinas y compuestos
afines, o con una combinacidn de ambos tipos de agentes
antinmicrobiancs. Este efecto potenciador de los compues—
tos de la férmula (I) forms parte del objeto de la solici
tud de patente britdnica cognada pendiente n? 5187/73 pre
sentada el 1 de Febrero de 1973.

En tal solicitud se describe y reivindica una
composicidén para ensayar o tratar sistemas microbianos o
infecciones que comprenden una cantidad potenciadora efi
caz de un compuesto de la férmuwla (I) en combinacidn con
una cantidad eficaz de un competidor o inhibidor, o am-
bos, tal como se define en la presente Memoria descripti-
va.

Las infecclones microblanas contre las que son
eficaces estas combinaciones son infececiones protozoarias

0 bacterienas causadas por los microorganismos que sinte-
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tizan @l menos une parte sustanciel de sus necesidades

de cofactor tetrahidrofolato. Mds especificamente estos
microorgenismos infectantes son los que absorben adecug
damente las combinaciones farmascéuticas descritas en la
presente Memoria descriptiva y adenmds son aguellos en
los cusles estas combinaciones tienen efecto sinérgicu
en la interferencia con las sintesis de novo de los co-
factores de tetrahidrofolato requeridos. Por ejemplo, lzs
composiciones descritas se han encontrado dtiles en el

tratamiento de infecciones causadas por Staphylococcus

aureus, Pseudomonas serugenosa y Pasteurella multocida.

Se ha encontrado especificamente que, cuando
los compuestos de férmule (I) se combinan con una canti-
dad del competidor y/o el inhibidor que ordinariamente no
es suficiente para ser eficaz como agente antimicrobiano
por si misma, la combinacién de un compuesto de la férmu~
la (I) con esta cantidad normalmente ineficaz del compe-
tidor y/o el inhibidor proporciona una composicidn que
actua en su totelidad como agente antimicrobiano eficaz.
Esto es especislmente notable cuando la cantidad del com
puesto de férmula (I) es tan baja que sustanclalmente ca
rece de efecto microbianoc al nivel particular, pero en
la combinacidn la potenciacidén es marcada y en algunos
casos muy marcada. Asi{ empleando une cantidad potenciado-

ra eficaz de un compuesto de la férmula (I) junto con el
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competidor y/o el inhibidor, es posible ahora reducir
significativamente la cantidad de competidor y/o inhibi-
dor requerida para inhibir el desarrollo de estas bacte-
rias.

De acuerdo con lo anterior, por consiguiente,
la expresidén "una cantidad eficaz" empleada junte con los
términcs "inhibidor" de la dihidrofdélico-reductasa y "com
petidor" del édcido p-aminobenzoico significa: (&) ura can
tidad de "inhibidor" o "competidor" que es eficagz én cler
t0 grado como agente antimicrobiano por si misma pero que
ge potencia por el empleo de un compuesto de la férunle
(I) o (b) una cantidad de "inhibidor" o "competider" que
es ineficaz como agente antimicrobiano pero gque cuando se
combina con un compuesto de la férmula (I) proporciouna
una composicién que es un agente antimicrobieno eficaz.
Una "cantidad potenciadora eficaz” significa una cantidad
del compuesto de férmula (I) que aumenta la sctividad de
un inhibidor y/o un competidor de modo que proporcions
una efectividad mejorada o adecuada para le combinacién
en conjunto.

Debe ponerse énfasis en gue la inhibicién de los
procesos biosintéticos por tales medios puede ser denomi-
nada antagonismo competitivo en los tres casos, y puede
haber potenciacidn entre los tres tipos de agentes. Los

términos "inhibidor", "competidor" y "potenciacién' pura

- 10 -



17-2-T74

10

15

20

25

un compuesto de la férmula (I) son arbitrarios y deben
servir sclamente como nombres convenientes para el tipo
apropiado de componentes en los productos de combinacidn
descritos y reivindicados en la Memoria descriptiva de la
solicitud cognada anteriormente mencionada.

La actividad de inhibicidén frente a la HIPPS
de un compuesto seleccionado de la férmula (I), puede ser
ensayada por ejemplo vigilando la transferencia del fosfa
Y0 terminal del adenosintrifosfato ATP—}(—P32 parsa La "di
hidropteridina". Se ha encontrado que las concentraciones
requeridas para una inhibicidn del 50% de la formacidn de
Pt (0150) en tales ensayos estdn bien correlacionadas y
dentro del margen de error obtenido por otros ensayos per
tinentes & este respecto, que miden la inhibicidn de cual
quiera de las dos enzimas implicadas en la formacidn de
lae HMPt y el DPtA. Por ejemplo, tal inhibicidn puede ser
fdeil y sencillamente efectuada incubande un extracto de
B.coli con pAB—7—014, ATP, Mg y "dihidropteridina'. La
formacidén del dihidroPteroa‘bo—C14 puede demostrarse cuan-—
titativamente, después de separar el sustrato de pAB gque
no ha reaccionado, por ejemplo por cromatografia. Se ha
encontrado que los compuestos que poseen en tales ensayos

un valor de la CI_ _ de aproximadsmente 100/uM 0 menos,

50
usualmente por debajo de 50/uM, representan compuestos que

ejercen un efecto potenciador util, con tal de que su to-

-11 -
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xicidad en los vertebrados apropiados sea aceptable. Pre
feriblemente el valor es 25/ﬂM ¢ menos, tal como en el
margen de entre 2 a 12/ﬂﬂ, generalmente es deseable un va
lor inferior a 7 uM.

Como se ha explicado anteriormente, para el fin
descrito es esencial que el compuesto_de férmula (I) no
tenga una toxicidad prohibitiva pare los sistemas cardio-
vasculares de los huéspedes de las aves o memiferos. Aun-
que la toxicidad baja es por consiguiente un requiéitd
esencial, un indice terapdutico incorpora tanto los valo-
res de actividad como de toxicidad pertinentes para la
presente descripcidn y debe emplearse con ventaja para la
seleccién de los compuestos potenciadores de férmula {(I).

El Indice terapdutico se define como la relacidn
de dosis mdxima tolerada a dosis minima eficaz y en la ma
yoria de los casos es preferiblemente mayor de 10, adecug
damente &l menos 5 y en circunstancias excepcionales al
menos aproximadamente 3 para los seres humanos, pero posi-
blemente tan bgja como 2 pars animsgles.

Aunque la técnica es poseedora de muchos compues
tos que son competidores con dcidos del dcido para-aming
benzoico y son entimicrobianos, los compuestos de azufre
que se describen, como agentes antimicrobisnos desde la
parte superior de la pagina 994 a la pdgina 1007 del "Merck

Index", 82 edicidn, 1968 se presentan solamente a modo de

- 12 -
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ejemplo.

De los compuestos conocidos gue son competido-
res se prefieren para el fin descrito los compuestos de
sulfonamidas siguientes, o sus sales farmacéuticamente
aceptables.

Sulfanilamida, swlfadiazina, sulfametisazol,
sulfametizol, sulfapiridina, sulfaftiazol, sulfamerazina,
sulfametazina, sulfisoxazol, sulfadoxina, sulfasomidina,
sulfacloropiridazina, 2-(p-aminobenceno)-sulfonami do—f;—
metoxipirazina (Kelfizina),o{ —amino-p-toluensulfonamida,
5-sulfanilamido-2,4-dimetil-pirimidina, 4~(N'-acetil-sul
fanilamido)-5,6-dinetoxi-pirimidina, 3-sulfanilamido-4,5-
dimetil~isoxazol, 4-sulfanilamido-5-metoxi~b6-deciloxi-pl
rimidina, sulfamonometoxina, 4-p-(8-hidroxiquinilinii-4-
azo)~fenil-sulfaenilanido-5,6~dimetoxi-pirimidina, sulfadi
metoxina, sulfametoxazol, sulfaquinoxalina, y p-(2-metil-
8~hidroxi-quinilinil-(5)-azo)fenil-sulfanilanido~5,6~dime
toxi-pirimidina. Ejemplos de tipo no sulfonamide de compe
tidores son el dcido p-smino-selicilico (P4S) y la p,p'-
dieaminodifenilsulfona.

Similarmente, aunque se conocen muchos coumpues-—
tos que pueden inhibir la dihidrofdlico-reductasa y actuer
como agentes antimicrobianos, los compuestos descritos en
las gsiguientes patentes se presentan a modo de ejemplo de

compuestos adecuados para empleo para el fin descrito.

- 13 ~
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Patentes de Estados Unidos N2 2.658.897;
2.767.183; 3.021.332; 2.937.284; 3.322.765; 2.909.522;
2.624.732; 2.579.259; 2.945.859; 2.576.939; 2.926.166;
2.697.710; 2.749.345; y 2.749.344.

Sin embargo, se prefieren los inhibidores si-
guientes (o sus sales farmacéuticamente aceptables) vara
las combinaciones descritas:

2,4-diamino-6-etil-5-p~clorofenilpirimidina
(pirimetaming), 2,4-diamino-5-(3%,4',5' —trimetoxibencil)—
pirimidina (trimetoprim), 2,4-diamino-5-(3',4' ~dimetoxi
bencil)pirimidine (diaveridina), 2,4~diamino-5-(2!'-isopro
pil-4'-clorofenoxi)piridimina, 2,4-diamino-5-metil..f-sec—
butilpirido-(2,3-d)pirimidina, 2,4-diamino-5-metil-6-ben
cilpirido-(Z,B-Q)pirimidina, 2,4~diamino~-6~bencilpirido-
(2,3-d)~pirimidina, 2,4-diamino-5,6-trimetilenquinazolina,
2,4~dianino-5,6-tetrametilenquinazolina, 2,4-diamino-5-
(21,47 ,5'~trimetoxibencil )pirimidina, 2,4-diamino-5-(2'-
etil-4',5-dimetoxibencil )pirimidina, 2,4-diamino-5-(2'-
metil-4',5'—dimetoxibencil )pirimidina.

Sin embargo, las combinaciones mds preferidas
incluyen las que combinan un compuesto de la férmule (I),
especialmente aquellas en donde R1 y R2 son iguales y
son awmbos grupos metilo o etilo, con sulfadiazina, sulfa-
metoxazol, sulfadoxina o sulfaquinoxalina en calidad de

competidores, o con trimetoprin, diaveridina o pirimeta-

- 14 -
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ming en calidad de inhibidores. En viste de las posibles
ventajas sinérgicas de emplear ciertos competidores e in
hibidores en combinacidn contra enfermededes particulares,
y el efecto potenciador de los compuestos de la férmula

5 (I) sobre ambos tipos de compuestos antibacterianocs, se
ha preferido formuwlar combinaciones triples, que compren—
den un compuesto de férmuls (I) con uno de los competido-
res preferidos aenteriormente mencionados, y uno de tales
inhibidores. Por ejemplo, las combinaciones de sulfudiazina/

10 trimetoprim, sulfametoxazol/trimetoprim, sulfadoxina/trimg
toprim, o sulfaquinoxalina/diaveridina, cada una junto con
un compuesto de la férmula (I), da una efectivided mejora-
da cuando se comparen con los componentes 80los o con pa-—
res de ellos.

15 Los compuestos de la férmula (I), bien solo o
junto con el competidor y/o el inhibidor pueden encontrar-
se presentes en asociacidn con un'vehiculo en formulacio-
nes farmacéuticas adecuadas pare administracidén parenteral,
tépica, rectal u oral. Las formulaciones pare aduinistra-

20 cidén oral o rectal se presentan ventajosamente en unidades
individugles, tales como tabletas, cdpsulas, sellos, ampo-
llas o supositorios, conteniendo cada une de ellas una can
tidad predeterminade de cada compuesto, pero pueden tam-
bién presentarse como polvo, grdnulos, solucién o suspen-

25 8ién en un liquido acuoso 0 no acuoso, o como un ungliento

17-2-T4 - 15 -
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o pasta para administracidén tépica. Para empleo parente-
ral, las formulaciones que incorporan un vehiculo liqui-
do acuosoc o no acuocso, deben ser estériles y presentarse
en recipientes cerrados herméticamente. Las formulaciones
pueden prepararse por cualauiera de los métodos conocidos
y pueden incluir uno o mds de los siguientes ingredientes
accesorios:

Diluyentes, solutos pare hacer las soluciones
isoténicas con la sangre, agentes amortiguadores del'pH,
agentes de sabor, agentes de fijacidn, dispersantes, agen
tes tensiocactivos, agentes espesadores, lubricantes y ma-
teriales de recubrimiento, conservadores, bacteriostidti-
cos, antioxidantes, bases para supositorios y unglientus,
¥ cualesquiera otros excipientes aceptables.

En otro aspecto del presente invento se propor-
ciona por consiguiente una formulacidén farmacéutica que
comprende un compuesto de la férmuls (I), en combinacidn
con un vehiculo farmagéuticamente aceptable. Todavia en
otro aspecto el presente invento proporciona un método pa
re fabricar une formulecién farmacéutica mezclando el com
puesto de férmule (I), con un vehiculo por técnicas cono-
cidas. La Memoria descriptiva de la solicitud de patente
britdnica cognade antes mencionade describe y reivindica
ademds una formulacidn farmacéutica que coﬁprende unae com

posicidn, tal como se ha definido en lo que antecede, jun

- 16 -
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to con un vehiculo y su método de preparacidn, mezclando
la composicidn con el vehiculo por téenicas conocidas.

Las formuwlaciones que contienen el compuesto
de férmula (I) en asociacidén con un competidor o un inhi
bidor pueden también presentarse en forma de un estuche,
que comprende unidades separadamente envasadas o dosifi-
caciones de estos componentes con instrucciones para em-
pvleo en una forme combinade. Las instrucciones tambidén
pueden éspecificar le manera de adminisitracidn e indica-
ciones para las que es adecuada la férmula.

Log compuestos de la férmula (I), ya sea para
empleo s80los 0 en asocigeidn con un competidor y/o.un in
hibidor, y tembién los competidores y/o inhibidores,.pue
den presentarse en forma de sus sales farmscéduticamente
aceptables de un dcido mineral u orgdnico, por ejemplo
dcido clorhidrico, 4cido bromhidrico, dcido sulfirico,
dcido acético, deido citrico, dcido tartdrico, dcido léc-
tico, dcido maleico o dcido saliecilico, o especialmente
pers el competidor de sulfonemida, de una base tal como
hidréxido sédico, hidréxido potdsico, hidrdéxido de tetra~
metil-amonio o amoniaco.

Las releciones en las que se utilizan los com-
puestos terapéuticamente activos de férmuls (I) en las
composiciones descritas en esta Meumoria Descriptiva, pue~

den variar entre amplios limites. Dependiendo de la natu-
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rglezg y circunstancia del empleo, las composiciones pue
den contener el compuesto de férmula (I) con el competi-
dor y/o el inhibidor en proporciones y dosificaciones
apropiadas. Por ejemplo, en casos de empleos in vivo es
frecuentemente deseable mantener una cierta proporcién

de los couponentes en el suero sanguineo o en los fluidos
de los tejidos, preferiblemente durante un periodo pfdlqg
gado. Dependiendo de las diversas velocidades de absor-
cidn, descarga o descomposicioén de los componentes, las
cantidades y proporciones iniciales de los ingredientes
de la formulacidn pueden ser diferentes de las pretendidas
en 1os tejidos in vivo. Las formulaciones y dosificacio-
nes recomendadas para el tratamiento general de la enfer
medad de un ser humano o animal particular pueden &justar
se de acuerdo con los requisitos particulares de los afec
tados por la enfermedad, las actividades conocidas del
componente competidor o inhibidor contra el organismo cau
sante, la vida media y la toxicidad de los componentes in
vivo, y otros requisitos prdcticos.

Por ejemplo la composicién o formulacidn farma-
cdutica puede contener desde aproximadamente 1 a 30 par-
tes en peso, preferiblemente 5 a 15 partes en peso del con
puesto de férmula (I), o una cantidad equivalente de una
de sug sales, y 1 a 30 partes, preferiblemente 5 a 15 par

tes, de un competidor, o una cantidad equivaelente de ung

- 18 -~



17-2-74

10

15

20

25

de sus sales, y/o una parte de inhibidor, o una cantidad
equivalente de una de sus sales.

Las dosis varierdn dependiendo del organiswmo
infectante pero hajo circunstancias ordinarias puede ad
winistrarse diarismente en varias dosis hasta aproximada
mente 60 mg/kg de compuesto de férmula (I), vy competidor,
y hasta aproximadamente 7,5 mg/kg de inhibidor, en combi-
nacidn. La composicidén o formulacidn farmacéutica puede
administrarse & seres humanos en formas de dosificacion
unitarias que contengan hasta 750 mg del compuesto de fér
mula (I) vy hasta 750 mg del competidor, y/o hasta 25 mg
del inhibidor. Preferiblemente, para dosis de adultos la
ceantidad de compuestos de férmula (I) debe ser aproximada
mente 200 mg, la del competidor aproximadamente 200 wmg
y/0 la del inhibidor eproximadamente 25 mg.

La formulacién farmacédutica que comprende sl
compuesto de férmula (I) en combinacidn con el competidor
y/0 el inhibidor, también es utilizable en solucidn para
irrigar heridas, por ejemplo después de operaciones gui-
rirgicas, de modo que se impida el desarrollo de bacterias.
Por ejemplo puede emplearse una solucidn antibacteriana
que tengs la siguiente concentracidn preferida de compo-

nentes:

1-30 mg/l del compuesto de férmula (I), 1-30
mg/ml del competidor y/o 0,03-1 mg/ml del inhibidor, en

- 19 -~
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un disolvente farmecéuticamente aceptable, adecuado para
empleo extsiIno.

El efecto potenciador de los compuestos de fér
mula (I), puede demostrarse y utilizarse in vitro de un
modo relativamente fécil para fines de investigacidn y
précticos. Tales posibilidades incluyen la diagnosis y
la identificacidén de las floras bacterianas de los indi-
viduos y le seleccidn consiguiente de los programas del
tratamiento clinico.

Las diversas combinaciones pueden incorporarse
en discos porosos (tales como discos de papel de filtro)
o en un nutriente de agar u otros medios para el desSarro
1lo bacteriano para determinsr la suceptibilidad. Aghe-
1los articulos que incorporan el compuesto de férmula (I)
con un competidor y/o un compuesto inhibidor pueden dis-
tribuirse o venderse a los médicos, hospitales y clini-
cas para los fines anteriores. Un disco de ensayo tipico
puede impregnarse con una solucidén que contiene 5 a 50
ng/ml de competidor de 4cido para-aminobenzoico, 0,5 & 5
mg/ml de inhibidor de la dihidrofdélico-reductasa, y apro
ximadamente 10 a 100 pg/ml de un compuesto de la férmula
(I) en un medio que comprende una mezcla de una infusidn
acuosa y digerido de papaina de misculo de cabuallo.

Ademds, tales ensayos farmacollgicos implican

competidores o inhibidores potenciados pueden también ser

- 20 -
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Utiles para la caracterizacidn de bacterias de acuerdo
con su sensibllidad y su resistencia particular, por
ejemplo a un conmpetidor cuando se emples solo, y tales
investigaciones que implican una amplie varisdad de for-
mulaciones $al como se describe en la presente Memoria
descriptiva también forman la base de determinacidén de
las composiciones de formulaciones seleccionadas para 1los
fines de tratamiento general. La toxicidad de los cém—
puestos de férmula (I), es considerablemente mds baja que
la de los competidores o inhibidores, comunmente utilizs
dos, lo cual puede facilitar al médico o veterinario man
tensr o aumentar la efectividad de la actividad antibac-
teriana de la formulacidn, con un aumento concomitante de
la relacidén terapéutica o una disminucidn en la toxicidad
o efectos secundarios del medicamento.

Ademés de lo anterior, se ha encontrado que los
compuestos de la férmula (I) potencian la actividad de
los competidores y/o inhibidores antes mencionados contra
infecciones con microorganismos en animeles domésticos, e
incluyendo las aves de corral, por ejemplo frente a Pas-

teurella multocida, pero especialmente contra la coccidig

sis que es una enfermedad protozooaris. Tales formulacio-
nes triples que coumprenden un compuesto de férmula (I)
junto con un compuesto tal como sulfaquinoxalina, y un in

hividor tal como diaveridina son eficaces en concentra-

- 21 -



ciones inferiores a la de los componentes de competidor
¢ inhibidor solos y poseen una activided mejorads, sien
do eficaces contra diversas especies de Eimeria, que
causan esta enfermedad en las aves de corral. Se ha en-
5 contrado que el 2-amino-4-hidroxi-7,7-dimetil-T,8-dihi-
dropteridina-6-carboxaldehido era particularmente eficasz
en tales composiciones, incluso & concentracionss tan
bajas como 20 partes por millén (ppm.).
Los compuestos de férmula (I), pueden preparer
10 se por ejemplo, por oxidaciébn selectiva de el derivado
6-hidroxislcohilico correspondiente de férmuwla (II),
siendo satisfactoria dicha oxidacidn incluso en cohdicig
nes suaves. La oxidacidén puede efectuarse, por ejemplo,
en un medio deido, tal como dcido clorhidrico acuoso,
15 Acido féruico, o dcido sulfuroso, con un agente oxidante,
tal como aire, oxigeno, o yodo, venbtajosumente en presen
cla de un anti-oxidante, tal como didxido de azufre o
dcido ascérbico, para reaccionar con el perdxido de hi-~
drégeno formedo que descompondria el aldehido tan pronto
20 como se formara, reduciendo asi el rendimiento potencial

del producto.

25
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Los compuestos deseados de la férmula (I) pug
den también formarse durante la etapa final de la prepa
racifén de los compuestos correspondientes de fdérmula
(1II), por ejemplo como subproductos en la ciclisadién
reductors de la cetoxima de la pirimidina correspondien
te de férmula (III) por una ligera modificacidn dei mé--
todo descrito en la Memoris descriptiva de la solicitud
de patente espafiola pendiente nf 393.486, en donde se
gflade une cantidad controlada de agente reductor, por
ejemplo ditionito sbédico, para limitar el potencial re-
ductor de la mezcla de reaccion. El derivado de aldehido
puede separarse luego del compuesto de férmula (II) por

métodos de intercambio idnico.

- 23 -
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-C-C~CH 0 ————— (I} 4+ (II)

e N
ReNOH

(1II1)

Los compuestos de la férmula (II) pueden pre
pararse sipuiendo los métodos descritos en las Memorias
descriptivas de la patente britdnica n? 130171 y las so
licitudes espafiolas pendientes N2 393.486 y 417.415.

De acuerdo con el presente invento en aspec-
tos adicionales también se crean:

1.~ Los métodos descritos en la presente lemo
ria descriptiva parsg preparar cualquiera de los compues
tos de la férmula (I), que comprenden la oxidacidn del
compuesto correspondiente de fdérmula (II).

2.— Los métodos descritos en la presente Memo-
ria descriptiva para preparar cualquiera de 1los compues—
tos de férmula (I), que comprenden la ciclisacidn reduc—
tora controlada del compuesto correspondiente de férmula
(III) y la separacidn del compuesto correspondiente de

férmda (II).

- 24 -
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3.~ Compuestos de férmula (I), siempre y cuan-
do se hayan preparado por un método tal como se ha defi-
nido en (1) 6 (2).

4.~ Una formulacidn farmscéutica que comprende
un compuesto de férmula (I), o una de sus sales en combi
nacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, siem
pre y cuando se hayse preparado por el mnétodo descrito en
la presente Memoria descriptiva.

Los siguientes ejemplos ilustran el invento pe
r0o no ss intenta en modo elguno que limiten el alcence
del invento. Las temperaturas se expresan en 20.

Bijemplo 1
Pmamino~d-hidroxi-7 ,7-dimetil-7 ,8-dihidropteridined-

carboxaldehido. (I) (R'= R® = He)

Una suspensién de 2-amino-4-hidroxi-6-hidroxi-
netil-7,T-dinetil-7,68-dihidropteridina (II) (R'= R°= He)
(0,449 g) en dcido clorhidrico 2i1 (5 ml ) se agitd en
aire durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla
de color rojo oscuro se colocd sobre una resina de inter
cambio idnico (Amberlite CG-50, forma H+ ) y el producto
amarillo se eluyd con agua, siendo la fraccidn dcida ini
cial deshechada. Bl eluato fué concentrado hasta un pe-
quefio volunen a vacio, y el precipitado se recogié por
filtracidn, para dar el compuesto del epigrafe bruto en

forma de cristales amarillos que se oscurscian por enci

- 25 -
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ma de 2409C. (Rendimiento 0,13g.) EL producto se purifi-

4,

¢6 después disolviéndolo en agus/metanol y concentrando
la solucidn lentamente hasta que se separaron cristales,
dst0s oscurecieron cuando se calentaron por encima de
26020,

Ejemplo 2

- amino—4-hidroxi-7,7-dimetil-7,8-dihidropteridin-6-car-

boxaldehido. (I) (R1= o= e )

Une mezcla 1:2 de oxigeno y diéxido de azufre
se hizo pasar a través de una suspensién agitada del 2-

amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-7,7-dinetil-7,8-dihidro- .

pteridina (II) (R1= R%=Me ) (1,0 g) en dcido sulfuroso

acuoso saturado (20 ml) durante 7 horas y cuarto a la
temperatura embiente. La suspensién resultante de sdélido
casi incoloro se mantuvo luego a 09C durante una noche,
se tratd con didéxido de azufre durante 5 minutos, y se
f£iltrd, lavando el sbélido en el filtro con deido sulfuro
80 acunoso enfriado con hielo, para dar un aducto de alde
hido/4dcido sulfuroso escasamente soluble. La concentra-
cidén de las aguas madres a vacio hasta aproximadamente
10 ml, seguido por saturacién con dibxido de azufre y
conservacidén a 02C, durante varios dias, proporciond més
aducto (57 mg). Para aislar el aldehido fué calentada
una suspensién el aducto combinado en agua (20 ml) en un

bafio a 702C, y tratada con una corriente de nitrdégeno

- 26 =
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hasta que después de aproximadamente 20 minutos se hubo
completado el desprendiniento de didxido de azufre; la
suspengidén resultante fué luego enfriada a 0¢C y filtra-
da para dar el compuesto del epigrafe (puro). (Rendimien
to 0,748 g).

Ejemplo 3

2-gmino-4-hidroxi-7,7-dietil~7,8~dihidropteridin-6-carbo-

xaldehido (I) (R'= Bé= Bt)

Se afiadid ditionito sbdico en porciones a una
solucibn caliente de le oxima de 2-emino-4-(1',1'-dietil-
31-hidroxiacetonil )—amino-6~hidroxi-5-nitro-pirimidina
(17I) (®'= B°= Et) (450 mg) en hidréxido de sodio 0,1 M
hasta gue el color cambid de rojo a amarillo pélido. Pe-
ra gislar el producto la solucidn se evapord y el produc-
to se extrajo con etanol y se separd el material inorgéi-
nico por filtracién. La extraccidén se repitid y los ex-
tractos combinados fueron evaporados hasta sequedad & ve—
cfo. Bl residuo se disolvid en la cantidad minima de agua
v se colocd sobre una resina de intercembio ibnico (Amber
lite CG-50, forma H¢ ). La elucidn con ajyua dié dos ban-
das fluorescentes principeles. La evaporacidén de une 80-
lucidén que contenia la primera banda dié el compuesto
del epigrafe en forma de polvo de color naraenja brillan-
te. La segunda bande dié el derivado 6-hidroximetilico

correspondiente de la férmula (II) (R! = R® = Bt) en
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forma de un polvo amarillo brillente; p. de f. = 3002C
(con descomposicién). Este derivado se oxidd luego has-
ta el 6~carboxaldehido tal como se ha descrito en el
Ejenplo I.

Lijemplo 4

2-amino-4-hidroxi-7,7-dietil-7,8-dihidropteridin-6-car-

voxaldehido. (I) (R'= R°= Bt)

Una suspensidn agitada de 2-amino-4-hidroxi-6-
nidroximetil-7,7-dietil-7,8-dihidropteridina (II)
(R1=R%= Et) (1,1 g) en dcido sulfuroso acnoso saturado
(20 ml ) se tratd con oxfigeno y didxido de azufre tal co
mo se describe en el Ejemplo 2. El aducto combinado, ob-
tenido como residuo sélido después de la filtracién Y
concentracidn de las aguas madres a vacio, se puson en
suspensidén en agua (20 ml) calentads a T09C y se tratd
con una corriente de nitrdgeno tal como se ha descrito
en el Ejemplo 2. La suspensién se enfrid a ORC y se fil-
trd dando el compuesto del epigrafe (puro).

Bjemplo 5
2—amino-4-hidroxi-7,7-di-n-propil-7,8-dihidropteridin.b-

carboxeldehido. (I) (R'= R%= B - Pr)

Se siguid el método del Ejemplo 2, empleando,
sin embargo, como material de partida 2-amino-4-hidroxi-
6-hidroximetil-7,7-di-n-propil-7,8-dihidropteridina (II)

(R'=R%=n-Pr) (1,3 g) que se puso en suspensién en dcido
12 q Y

- 28 ~
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sulfuroso acuoso saturado (2% ml). Luego se aisld el com
puesto del epigrafe en una forma pura a partir del aduc-
to de aldehido/dcido sulfurcso tal como se ha descrito
en el Ejemplo 2.
Ejemplo 6

Los antagonistas de pteridina potenciales de
la férmula (I) pueden ser ensayados investigando el sfec
to inhibidor que imponen sobre las enzimas responsables
de la biosintesis del dcido dihidropteroico (DPta), prin
cipalmente la hidroximetil-dihidropteridina-pirofosfoki-
nese (HMPPS), y la dihidropteroato-sintetasa, denominade
en 1o que sigue "sintetasa'. En las siguientes ecuaclones
de reaccidn los compuestos se denominan por sus formas

abreviadas definidas en la pdgina n? 5 de esta memoria

descriptiva.
1. HIPPS
=eea Mg2+

HMPt + ATP —— Pt 4 AP

2. Sintetasa

Pt 4+ pAB——7DPtA 4 pirofosfato

(a) Se desarrolld un ensayo para la HMPPS en el cuul la
trensferencia del fosfato terminal del ATP -Y- p32 a la
Pt pudo ser vigilada y correlacionada con la cantidad de
inhibicién de la HMPPS por el compuesto sometido a ensa-

Jyo.
Pl compuesto de f£érmula I que es objeto del en

- 29 -
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sayo se incorpord a diversas formulaciones que compren-—
dian metabolitos y enzimas contenidos en tubos de ensa-
yo, tal como se indica en la TABLA I.

Los componentes de la mezela eran los siguien-
tes:
I) 2-gmino-4-hidroxi-6-hidroximetil-7,8-dihidropteridina
(HMPt) en una concentracidn de 800 uM, es decir micrbﬁo—
lar; II) una fuente de HMPPS, obtenida a partir de un
extracto de B. coli y separada de la "sintetasa sobre
Sephadex G-100 (Marca Comercisl Registrada) de acuerdo
con el método de Richey y Brown en J.Biol.Chem.244, 1582-
1592 (1969)
III- 3uM ATP -Y-p3°

IV - ATP O,10M neutralizado (no marcado radiactivaneante)
V .- MgCl,.6H,0 0,02

VI.- MgOl,.6H,0 0,1H

VII.- Fuente ée HMPPS y "sintetasa.
VIII.- Bl conpuesto de ensayo en una concentracidén de
0,93 x 1073 N
IX.— paB-C'* 0,4mm
Tal como se muestra en la TABLA I, los tubos 1
a 9, contenian todos fuentes de HIHPPS, ATP marcado radisc
tivamente y MgCl,. 6Hy0 0,02M, los tubos 2 a 9 contenian

ademds HIPt y los tubos 4 a 9 contenian ademds el compues

to de ensayc. Los tubos testigos 10 a 12, incluian una

- 30 -
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fuente tanto de HMPPS como de sintetasa, ATP no marcado
radiactivamente, MgClz. 6H20 0,1 y pAB no marcado ra-
dioactivamente.

Los tubos 1 a 9, que contenian las cantidades
de los componentes citados en la Tabla, fueron llenados
hasta 200 ul con agua destilada, incubados durante 50
minutos a 372C y luego se enfrisron bruscamente en hielo.
Se affadieron a la solucidén de dextrosa (200 ul gque con-
tenfan 72,1 mg/ml.) y hexokinasa (5 pl que contenian
2000 unidedes/ml), y Jluego la solucidn fué dejada repo-
sar & temperatura smbiente durante 15 minutos. Se affadid
s cada tubo "Darco-G-60'" (Marcae CGomercial Registrada)
(10 mg) y los contenidos se mezclaron periddicamente du-
rante 10 minutos. Se separd carbdén a través de un filtro
“Hillipore AP 250 2200" (Marce Coﬁercial Registrada) y
gl filtro se lavé con tres porciones de 10 ml de agus
fria. Bl carbdn y el filtro fueron sometidos posterior-
mente & un recuento radiocactivo.

Bl recuento radiocactivo de los contenidos de
los tubos 2 y 3 fud tomado como el recuento mdximo, pues-
to que estos tubos no contenian el compuesto de ensayo y
por tanto dieron un (% de inhibicidén enzimdtica. Bl por-
centaje de inhibieidén producido por los contenidos de
los restantes tubos podia calcularse luego por su recuen

to radiosctivo relativo con respecto al wdximo, tal como

- 31 -
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se ha determinado anteriormente.

Los contenidos de los tubos 10 a 12, fueron
analizados cromatogréficamente tal como se describe en
la perte (b), y empleados como testigos, los tubos 10 y
11, que no contenian compuesto de ensayo (y por consi-
guiente daban 0% de inhibicién) se les atribuyé el va-
lor de 100%. El porcentaje de inhibiecidn exhibido por
108 contenidos de los tubos en la parte (b) del experi-
mento podria calcularse luego con relacién a éste, com~
parando los cromatogramas respectivos.

(v) La actividad del compuesto de ensayo de
le férmula (I) contra la "sintetasa", se determiné-vigi
lando la formacidén de dihidroPteroato-C14 como sigus.

Se prepard una tanda de Pt a partir de ATY
neutralizado (50 ul, 0,1H), HMgCl,. 6H,0(50 ul, 0,1M), di
tiotreitol, (100 ul, 0,1M), tampén tris (100 w1, 0,41,
pH 8,3), HMPt (25 ul, 876 pM) y 170 il de una solucidn
que contiene HMPPS. La mezcla se incubdé durante 60 minn
tos a 379C¢, se enfri$ brevemente, en hielo y luego se
afisdieron dextrosa (100 ml que contenfan 72,1 mg/ml) y
hexokinasa (20 ml, que contenfan 2000 unidades/ml) a
temperatura ambiente a la golucién, que fué dejada en re
poso a esta temperatura durante 15 minutos.

Une solucién de MgCl,.6H,0 (10 ul, 0,1M),
paB-c4 (10 u1, 0,4 uM), ditiotreitol (20.ul, 0,1H) y

- 32 -
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tempén tris (20 ml, 0,4M, pH 8,3) fué preparada en cada
uno de loe cinco tubos de ensayo y luego se afladieron &
cada tubo 80 ml, del contenido de la tanda, junto con
sintetasa y/o el compuestb de ensayo de la férmula (1)
tgl como se indica en la TABLA 2. La solucidén se 1llevd
luego hasta 200 ul, con agus degtilada.

Se prepararon dos tubos de ensayos testigos,
conteniendo cada uno (10 ul, 0,1H), Mg012.6H20 (10 a1,
0,1M), ditiotreitol (20ul, 0,1M), tampén tris (20um1,
0,4M, pH 8,3), paB-C'* (10 u1, 0,4 mi), y 20 Ml de una
solucidn que contenia HMPPS y "sintetasa" de actividad
conocida. El compuesto de ensayo fué afiadido al segundo
de estos dos tubos hasta una concentracién final de 10"5
M y ambos tubos fueron completados con agua destilada
hasta 200 ul.

Log siete tubos fueron luego incubados durante
30 minutos e 379C, enfriados en hielo y luego estos tu-
bos junto con los tubos testigos 10 & 12 de la parte (a)
fueron snalizados cromatogrédficamente como sigue.

100 a1 de los contenidos de cada uno de los 14
bos fué aplicado como manchs sobre papel cromatografico
Whatmen n® 3MM (2x20 cm) en el "origen", y el desarrollo
descendente se efectud en un tampdn Shrensen de fosfatos
de potasio y sodio (0,1H, pH 7,0) en 10 a 15 centimetros.

De las posiciones relativas de las manchas obtenidas de
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los contenidos de los diferentes tubos, pudieron evaluar
se los diferentes porcentajes de inhibicién de sintetasa,
con referencia a 1los tubos testigos 10 y 11 que dieron
el 0% de inhibicidn.

Aquellos compuestos que, cowo resultado de es-
%08 ensayos, se encontrd que dan una inhibicidn del 50%
a una concentracidén de 100 jum o menos, los gque ejerceh
un efecto potenciador util, y son favorables en 1o que
respecta a su toxicidad, pueden incluirse en las composi
ciones descritas en esta Memoria descriptiva.

La 2-amino-4-hidroxi-7,7-dietil-7,8-dihidropte
ridin-6-carboxaldehido y su andlogo 7,7-dimetilico se en
contré que dieron une inhibicidén del 50% a concentrecio-
nes de 5,5 piM y 17 pll respectivamente.

Ejemplo 7
Formulacidn parsa tabletas

Compuesto de férmula(I) (R1=R2=E%) (puro) 100
éfimstoprim (puro) 25
Sulfaguanidina (3.P.C) 100
4+ almidbén de maiz, lactosa, gelatina, talco
¥ estearato de magnesio.
Preparacidén -~ los constituyentes anteriores fueron mez-
clados juntos empleando métodos conocidos en farmacia pa
ra formar wn granulado que luego fué comprimido en table

tas.
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Ejemplo 8
Formulacidn para tabletas

"pirematimina" (Pirimetamina) B.P. 15
Compuesto de férmula (1) (R1=R2=Me) (puro) 150
que fué luego preparads para formar una tableta
como en el Ejemplo 7.

Bjemplo 9

Tormulacidn para tabletas

Sulfanilamida 3.P.C. 150
Compuesto de férmula (I) (R1=R2=Et) (puro) 175
que luego fué preparada para formar una tableta

como en el Ejemplo 7.

Ejemplo 10

Formulacidn para cépsulas
Trimetoprim (puro) 20
Compuesto de férmula (I) (R1=R%=Et) (puro) 100

Preparacidn:
Los compuestos en forma granular fueron mezcle-—

dos junto con lactosa, almiddén de maiz ¥ estearato de mag-
nesio. Bl polvo fué llenade en uns cépsule de gelatina de
dos piezas de envolvente dura, empleando una médguina de
cépsulas.

Ejemplo 11

Solucidn para irrigacidn

ng

ng

mg
ng

& &

Compuesto de la férmula (1) (R1=R2=Et)(pur0) 1 mg/ul
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Trimstoprim (puro)
Disolvente

Bjemplo 12

Solucidn para irrigacidn

Compuesto de la férmula (I)

%3
LB oy

(R1=R%=He) (puro) 2 ng/ml

o~ amino-p-toluensulfonamida (pura) 2 mg/ml

Bjemplo 13

Solucién
Compuesto de férmula (I)
Diaveridina 3 Vet C.
Kelfizina
Disolvente

Ejm®1014

Formulacidn para tabletas

Compuesto de férmula (I)
Celul.osa microeristalina
Almidén

Lstearato de magnesio

Metilhidroxietilcelulosa

(R1=R%=E%) (puro) 1,5 mg/ml
0,5 mg/ml
1,0 mg/ml

(r1=R2=Et) (puro) 500 mg
100 ng

40 mg

10 mg

— 3 mg

653 mg

La pteridina (I), la celulosa microcristalina

vy el almiddén fueron granulados con una solucibn de me-

tilhidroxietilcelulose en alcohol etilico acuoso al 50%.

¥1 estearato de magnesio se afiadid a los grénulos secos,

y luego se comprimidé el conjunto.
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TABLA I

Tubo No I I il1 Iv v VI VII | Gon
fin
1 - 1000l 151 - 10ulL - -
2 5l " I - 1] o : = -
3 " " ] - 1 _ : -
4 f 1 " - t - ", ;,', :’ - 2.
5‘ 1 ] " - i — oA : . _
6 u " ] ” " . . _
7 (1} 1 [ .- " . .’ _” . -
8 u n u - " -t - 0,¢
9 n 1 " - " -t -
Testigos
10 - - - 10 ul - 10kl 2011
11 - 5ul - - " - u i
12 t - _ " - " M ]

237 -
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Concentracion
finsl

g
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-2 v e
A °
-— 2 3
» B
2 : s ®
-— %3
> .?
°
. ras 20 ¢
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33
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1t
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TABLA 2

Tubo N2 | Sintetasa |Concentracidn fi- | % de in-
nal del compuesto | hibicidn|
de ensayo

1 - - -

2 1 - -

3 s 8,7 x 10774 9

4 1 1 x 1079M 0

5 s 2,5 x 2070 5

Testigos
6 - - -
7 - 1x107°U 83
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La presente solicitud que corresponde a la pre
sentada en Gran Bretafia, el 1 de Febrero de 1973, bajo
el N2 5186/73, se acoge a los beneficios del articulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en kspafia, bor VEINTE afios, son los
Que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12.~ Un nétodo de preparar derivados de pteri
ding de férmula (I) o una de sus formas teubdmeras o une

de sus sales.

0
) N CHO
3 N
#l (1)
i, 1N\ e
- 39 -
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en donde R! y R® son iguales o diferentes y cada uno es
un grupo alcohilo inferior o R N R2, junto con el &tomo
de carbono en la estructura del anillo de pteridina, for
ma un sistema de anillo espirocicloalcohilico que tiene
4 a 6 dtomos de carbono fuers de la estructura del ani-
1lo de pteridina, caracterizado por oxidacidn selectiva

de un compuesto de férmula (II),

0
bl Ci,0H
M AN ,
l rl (LI)
H M \\1 g R2

en donde R v R? son tal como se ha definido anteriormen

te.
24,~ Un nmétodo de acuerdo con le reivindicacidn

&8, caracterizado porgue la oxidacidén con un agente oxi-

dante se efectis en un medio deido.

38.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién
28, caracterizado porque el agente oxidante es aire, oxi-

geno o yodo.

48.~ Un método de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 28 y 38, caracterizado porque el dcido

- 40 -



es 4cido clorhidrico acuoso, dcido férmico o dcido sul-
furoso.

58,- Un método de acuerdo con une cual-
gquiera de las reivindicaciones precedentes, caracte-

5 rizado porque la oxidacidén se efectia en presencia de
un gntioxidante.

62,- Un método de acuerdo con la reivine
dicacidn 58, caracterizedo porque el anti-oxidante es
didxido de azufre o dcido ascdrbico.

10 7&,- Un método de preparar derivados de
pteridina,

Tal y como se ha descrito en la Nemoria
que antecede, representado en los dibujos que se acom-
paflan y para los fines que se han especificado.

15 Egta Memoriae consta de cuarenta y una ho-

jas escritas a mdgquina por una sola cara.

Medrid, 94 MAR 1975

P.A-.

Sanmmens Wt ¥

Alperio ée
Por FoRtyo
/
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