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La presente invencién se refisre a la
preparacién de productos intermedios para la sintesis de
derivados de pteridina. La Memoria DasﬁriptiVa describe
también composiciones y farmulaciones farmacéuticas qus
comprenden estas pteridinas en combinaciones que son Gti-
l1ss en el tratamiento de infecciohes microbianas.

Se ha establecido ya que los compues-
tas 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-7,7-dimetil-7,8-di-
hidropteridira y 2-amino=-4-hidroxi-6-metil-7,7-dimetil-
-7,8=~dihidropteridina o sus tautémeros o sus sales farma-
céuticaments aceptables, tienen actividad bacteriostéatica,

siendo particularments sfectivos contra Cl. perfringens y

Derm.darmatonomous, segdn se describe en las Memorias Des-
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criptivas de la Patente Britdnica N¢ 1303171 y la Solici-
tud britdnica No 36289/70 (Patents Belga Ne 770.577).

Se ha descubierto ahora que las nuevas
pteridinas representadas mediante la férmula (I) que si-
gus o sus tautbmeros o sus sales farmacduticamente acepta-

bles,

0
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en donde R es un srupo alcohilo inferior, sustituido

1 2

facultativamente con un grupo hidroxi, y R~ y R~ son

iguales o diferentes y cada uno de ellos es un grupo

alcohilo inferior que tienen juntamente por lo menos 3 _37

$tomos de carbono o R ¥ R2, junto con el dtomo de car-

bono en la estructura de anillo de pteridina, forman un

_sistema de anillo espirocicloalcohilo que tiene de 4 a

10.

6 4tomos de carbono exteriores = la estructurs de ani-
1lo de la pteridina, son asimismo Gtiles como antago-
nistas del metabolismo microbiano.

Como se usa aqul y a lo largo de la kewmoria

Descriptiva, la expresidn "grupo alcohilo inferior" se

_refiere a un grupo alcohilo de cadena recta o ramifica-
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da qué, a menos que se especifique de otro modo, tiene
de 1 a &4 étomosrde_carbono. o

En la férmulé anterior, los compuestos prefe-
ridos son aquéllos en gue R es un srupo hidroxialcohilo,
en particular un grupo nidroximetilo. iAdemds, son nis
preferidos aquellos compuestos en que.Rl y R7, Junto
con el dtomo de carbono en la estructura de anillo de
la pteridina, forman un grupo espirociclohexilo, o0 en
especial aquélos en que Rl y R2 son, ambos, grupos al-
cqhilo, en- particular grupos etilo. De este modo se ha
descubierto que los compuestos 2-aaino-4-hidroxi-o-hi-

droximetil~-?7,7-dietil-7,8-dihidropteridina y nenos pre-

P
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feribleamente el 2-anino-4-hidroxi-S-hidroximetil-7-espi-

rociclohexil—?,B—dihidropteridina» son particularmente
Gtiles on el trstomiznto de infecciones microbianas.

Por comsizuisnte, conforue a la presente in-
vencidn, se proporcionan en un aspecto los nuevos cam—
pusstos de férmula (I).

Los coupuestos anteriores y sus sales inhiben

" una de las enzimas que toma parte en la biosintesis del

4cido dihidrofdlico, z saber la hidroximetildihidropte-
ridina pirofosfoguinasa, que es esencial para el creci=-
s B - R

miento de microorszanismos, por ejeanlo dacterias. isi

-pues ellos pueden scr usados en investisaciones farns-

coldzicas in vitro, en eusayos clinicos y en ensayos.

de diagndstico, gue establezcsan, vor éjemplo, las provie-
dades d2 bacteriass. Cusndo se usan como bacteridstéticos
pueden eacontrarse presentes en unz concentracidn de 50
a 500, en particulsr de 110 a 130 mgrde'base/ml de la
solucidn en que el organismo crece en ausencia de un
compucsvo. Un uso adicional de los compusstos, cuando
estdn en solucidn, es en el trotaaiento dé heridas, por
ejeapleo despuds de uns intervencién quirGrgica, pars
eviter el crecimisnto de bactéri#s; ideands los coapues-—
tds de Tbruula (1) v sus sales, manifiestan uns toxici-
dad inesseradsnente baja ea mamiferos o aves, por ejei~

plo aves de corral, lo aue las uacs partlcularnsate ade-




A\

10

15

20

24-9~73

cuados para aplicaciones contra infecciones microbianas

en tales receptores bajo cirecunstancias descritas nis

adelante en ests lomoria.

Los co-factores de tetrahidﬁofclato son meta-
bolitos esenciales en todas lés células para la.biosiﬁ-
tesis de lds purines, dcido timidilico, serina yrdivef-.
sos. otros compuestos biolbgicanente importéntes. La na-
yor parte dé estos co~-factores son aductos de un carbo-
no del §eido tetrahidrofél&co. La fuente ltime de éstos
para 1os“animales supariores y el hombre sbn los alimen-~
tos, gue contienen folatos previau=znte férmados, habi-
tualnente en forma ‘le vitahinas. 7

Zn los wicroorgsnismos, los co-factores son
sintetizados & partir de coupusstos quimicos més senci-
llos. =n éeneral el procedimientd'biosintético provor-
ciona en primer lugsr "dinidropteridina" (£t), es decir,
2-amino=-f-hidroxi-5-hidroxinetil~7,8-dihidropteridina
(HPt) éster derpirofosfato, portiendo de'surprecursor
inmedisto g4It en presencia de 13 enzima hidroxiwmetil-
dihidropteri;ina—pirofosfoquinasa (HF18). Ta Pt se con-
densa después con &cido p-aminodenzoico (piB) en vresen—
cia de la enzina dihidroptefoato—sintetasa fornando el
écido.dihidropteroico (DPti). Este intermedio se conden-
sa adends con un glutansto formaado dcido dihidrofélico

(DPi o "folato") que despuds es reducido enzindticamente

\n
!




proporcionando el tetrahidrqfolato eseneizl, por'ejemplo!
en bacterias 7 otros microorganismos;' 7
La provisidbn del "foléto" a partir de los blo-
W ques de edificacidn bédsicos, es decir pteridina,'pAB 7 slu—-

5 tamato, y la conversidn ulterior de éste en el tetrahi-

]

drofolato, se sabe es inhibida de dos modos diferentes.

rPor ejemplo, las sulfonamidas desplazan el pAB en el es-

quexna de reaccidén snterior. Yebido a su estrecho parecido'

‘estructural con el pAB, las sulfonsaidas u otrpé ‘anta-

10 - gonistas"similares éntran en la biésintesis ¥y évitan
‘la formacidn de D¥ti, ¥ dé D74, ¥ por consigulente son
antimetabolitos para el metabolito pAB.VTambiénLes sabi-
do gque los conpuestos que son 'inhibidores' de la enzima
dcido dihidrofélico—reductésa bloquean la etapa de sia-

15 - tesis que lleva a tetrahidrofolato. Un considerable'nﬁ—
nero de derivados pirinidinicos muestran‘proéiédades an-
timicrobianas sustancizles éobrerla base de tal_bloqueo;

: 7ué establecido nds tarde que tales inhibidores
»pueden actuar sinérgicamente con las sﬁlfonamidas, es.

20 R decir, puede existir un doblevblbqueo sucesivo y una
fuerte potenciscibén mtus de los efectos anﬁi—baéteria—
nos de los dos materiales. Elrgraio’de accidn aﬁtimicro-

’ biana ejercido mediants tales coumbinaciones es considers—:

blemeante wds anplio que el esperado de la actividad de

25 cada uno de los couwpuszstos nadicauentosos, y organismos

28-9-73 -6~
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quersélo son narginalmente sensibles a los agentes in-

dividuales se hacen muy sensibles a las comﬁinacionés.r
3e suzgirid también hipotéﬁicamente, que anti-~

metabolitos a =t podrian inhibir la biosintesié de

DPt4 (y DFA) (véase'Hitchings ¥ Burchall Advances in -

~ Enzywology, 27, 417-468 (1965) psro los compuestos en-

sayados hasta este punto pars tal propdsito han resul-
tado fallidos, siendo o bien inéctivos o demasiado t6-
xicos o .frecuentemente ambas éosas a la véz (véanse los
compuastos descritos en las Patentes Britdnicas Hos.
981.506 y 987.916). |

3e ha establecido que, para,fines antimicro-
bisnos, constituye un requisito previo para el antago-
nismo efécfivo de Pt que el compuesto debe ser un inhi~
bidor de HHIPS sin actuar también como antimestabolito
de la dihidropteridina que sirve como un co-faétor para

_ = , ,

la hidroxilacidn ée fenilalanins y tirosina, precursores
de las catecolsminas, tales como la norepinsirina, qué '
ejercen accilones importanteé cémo reguladoresrde sistenas
cérdiovasculares. Zal efecto sntimetabdlico pudiera con- |
ducir a una toxicidad prohibitiva para especies avico- -
;as e] mamiferas, que son normalnente los recaptore; iﬁ-
fectados con los microvios. | .

3e ha descubierto sctuslmente que los compue~;

tos de férmula (I) ¥y sus sales colman los requisitos

-
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Serae

anteriores, es decir, la inhibicidn de HiPP3 combinada
con toxicidsd baja pars las especies receptoras, como
se denuestra, por ejemnplo, en pollos y rabas. Tstos

’ a4 ey ) ’ « - ) '. )
compuestos no s6lo inhiben ¢l crecimiento de microorgs-—

nismos por si mismos, aln cuando en una extensidbn liumi-

tada con ciertas bacterias, tales como 3taphylococcus

aureus, JStreptococcus ovyogenes, 3treptococcus faecslis,y

Zscherichia coli, Salmonella typhi, Proteus vulzaris,

rseudomonas aeruszenosa, Yasteurella multocida entre

otras,'sinO'que tanbién se ha encontrado que actlidn con
un efecto sinérgico stuamente nobtable cusndo se coﬁbinan
con un antazonista del &cido p-aninobenzdico, es decir
sulfonsmidas y compuestos semejantes, o con inhibidores

selectivos de la dihidrofélico reductasa, es decir piri-

midinas y compuestos relacionados, o con una combinacidn

de ambos de estos tipos de agentes antidicrobianos. iste
efecto da potenciégién de los cozpuestos de férmula (D)
es la materia de la 3olicitud de Patente -Britinica ani-
logs N 36774/71. - |
sn esté solicitud se describe j reivindica uwna
composicidn para ensayar o tratar-sistemgs micfobianos
o0 infecciones, que comprende una cantidsd potenciadora
eficaz de un compuesto de fbérwula (I) en combinacidn
con una cantidsd e¢ficaz de un aﬁtagonisté o inhibidor

o ambos, couo se ha definido 2n esta liemoria.

=




Las infecciones microblanas contra las que son

eficaces estas combinaciones son infecciones por proto-
2008 © bacterias, ocasionadas porraquellos microorganis-

. nos que sintetizan por lo menos una parte sustancial‘de

5 sus requisitos de cofactor de tetrahidrofolato. His es~
pecificamente estos aicroorganismos que ocasionan infec;,
cionesrson aciuéllos; que absorben adecuadanmente las cdm— '

' binaciones farmscduticas descritas en este Memoria y

ademéé éon aquéllos en que estasrcombinaciones tienen

10 un efecto sinérgico interfiriendﬁ con la sintesis de novo
de los co-fasctores de tetrahidrofolato requeridos. Por
ejenplo, se ha encontrado que las composiciones déscri— 
tas son fGtiles en el tratamiento de infecciones ocasio-

nadas por 3taphylococcus aureus, Pseudomonas aerugzenosa

15 y Pasteurella nultocida.

3e ha encontrado especificanente que, cuandor
se combinan compuestos de férmula (I) con una cantidad
del antagonista y/o el inhibidor que no es suficiente
de ordinario psra ser eficaz como agente antimicrobiano
20 por si misma, la combinacién de un compuésto de'férmulé
(I) con esta cantidad normalmente iﬂeficaz del antégo—
' nista y/o el inhibidor prdporciona una coﬁposicién Quer
actfia en su totalidad como un agente sntimicrobiano efi-
caz. 3sto es especialmente notable cuando la cantidad

25 del compuesto de férmula (I) es tan baja que no tiene

24-9-73 -9~
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sustasncialmente sfecto microbiano al nival particular,
no obstante en la combinacidn la potenciacidn es marca-—
da, y en algunos casos muy wmarcsda, isi pues, usando una

cantidsd potenciadors eficsz de ua compuesto de Fdramla |

(I) junto con :z1 snbtagonists y/o el inhibidor, es posible

ahora reducir significativamenbe'la cantidsd'dei ahtago~
nista /0 del inhibidor requeriin para inhibir el creci;
miento de estas bacterias.

_Por consiguiente, conforme'a cuanto ahtecede;,
la,expreéién "una cantidad eficaz"_utilizadé'en asédia—
cidn con las expresiodes un 'inhidbidor' de la dihidrofé--
lico~-reductasa 7 un ‘'anbagonistal’ dal écidorpars-amino—
benzoico, siznifica o bien (a) uns canﬁida& del-'inhibi-
dor' & 'antagonista' que ¢s eficaz en un grodo igual al

de 3 un agenve antimicrobviano por derecho propio, zero

que es potenciado mediante el uso de un coapussto de .

féraula (I) o (b) una contided del 'inhibidor' & 'snta-

"gonista' que es ineficaz cono sgente antimicrobiano pero

gue cuando se coubina com un conpussbo de férmula (I)
A . Py .

oroporciona una couposicidn que es un agente antimicro-

“biano eficaz. Una "c3nlidad potenciadora eficaz" signi-.

fica una cantidad del compuesto de fdérmula (I) que au-
nenta la actividad de un inhibidor y/o de un antagonista,
de modo gue proporcions una efectividad mejorada o ade-

cuada para la combinacibn total.

10
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Debe hacerse resaltar que la inhibicidn de los

procesos biosintiticos medisnte tsles medios podria demo-

ninasrse como antagonismo comgzetitivo en los tros césos,

Yy pudlera haber potenciacidn entre los ‘creo tipos de agen- -

tes..Las expresiones 'inhibiddr', 'anbagonista' y 'potenf__ﬂ

- ciacidn' mediante un compussto de fdrmula (I) son arbitra- ..

rias y sdlo deben servir como nombres convenientes psra =

el tipo apropiado de'componcﬁtes en productos de coﬁbina?;
ciénrdeécritos'y reivindiéados_en 1la Egmoria Descriptiva}
de la solicitud'anéloga antes mencionada.

. ' Ta setividad de inhibieidn frente a HH;PQ de un
com,uesto de féraula (I) seleccionsdo, puede ensayerse,
por ejemplo, comprov ando la translerencia del fosfato t¢r—/fr:
mlnal de adOHOSln*LrlLng to—a“ﬁ-\f ”5 a 'dlhldropterl-' :
dina'. 3Je encontrd que las concenvrac;onas necesarias pa-
ra la inhibicidn del 505 3¢ la formacidn de It (CISO> enr'

,
tales ensayos, estaban bisn relacionsadas y dentro del mar-
gen de error obtenido por obros ensayos apropisdos a es--
te respecto, que miden la inﬁibicién de cualquiera de las

dos enzimas Jue toman psrte en la formacidén de HHYL _" D n.';

“Pal inhibicidn, por 2jeuplo, puede llevarse a cabo fédil

¥ sencillamente incubando un excracto de f. coli con pid-.
L N oy s n - ) . .
7-ClL, ATP, Mg 7 'dihidropteridina'. Ia formacidn del di--
. ' l - . g .
hldropteroato-ClF puede valorarse cuantltatlvanente des~— -

pués de separar el : uostrnvo d2 pAB sin reaccionar, por

-11-
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ejemplo madisnte cromsiro: rafla. 3¢ ua descusierto gue

los coupu=stos que posean anrtales snsayos un valor de

I8, de sproxiumsdauence 10G P 6 12005, habitualmenﬁe_inh 

feriores a SC Ph rwo*eoenuaa comluas;oo que ejercen un
JLGOtO de potenciazcidn Atil, con %3l qus su tox131dad en .
los vertebrados aprs p14¢os sea acepivable. PrAferlblnmen-

te, el vaolor es ?5)p. 0 menos, por eJ=”plo en v1 1nuerv:-

lo 001prend1do entre 2 y 19}}u. sn oeneral es deoeable

un valor in’erior a ?,Lm.

"Somo se ha explicado-5ﬁteriormente,_pa£3 al

p . . ,

fin descrito es esencial aue el cosipuesto dz2- férmuls (I)
né teaga una toﬁicidad prohibitiva pérd losrsistemas car-
diovasculares de los msailferos o aves recebtores. 3i bien
la toxicidad baja es, por comsi ul nte, un reguisito esen-
cial, un Iindice teragéutico incoLpo a'tgnto los valores
de actividad y toxicidad pértinante a ls descripeidn pre-
sente, 7 podris uisrse con ventaja vara la selsccidn de
cohpﬁe;tos potenciladores de Téru ula (l) |

31 inlice terapiutico se ;eflne co&o 13 propor-.

cidn de la dosis mdxing tolersda a la dosis uinina. eficaz

Yy en la moyor parte lc los cusos es, de'preferﬁncla, supe-.
rior a 1C, sdecusdamaute de 5 por lo,menos 7 oen circuns-
tanciss excepcionules de 3 aJroA madsmenée por lo m»qoa,

en el hombre, pz2ro posiblemente tan DAJo cono 2 en anmns-
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idn cusndo ls téenics estd enterada de muchos
compuzstos que s¢ sabs son anta_onistas del 4cido para-
aminovenzoico y son antimicrobiands, los conpuestos de
azufre que se describesn. cono égentes_antimicrobianos des-
de la parte superior de ;a,pégina 994 arla;pégina 1907

del lMerck Index, 8: :dicibn, 13963, se presentan Unicamen-
] ’ ) ’ ¥ C-

~te a.titulo de ejemplo.

"De los compussto; conocidos querson sntégoniéé
tas, seo prafisren , para el fin desdritd, las siguiantes
sulfonamidas (o sus salaes farmacduticamsnte acepiadles).

| Julfanilamiia, sulfadiaéina, sulianesisazol,
sulfanatizol, sulfapiridina, sulfatiszol,:sulfameracina,
sulfanmetazina, sulfisoxazol, sulfadoxina,réulfééomidina,
sulfaclorpiridiszing, 2—(p~aminobenceﬂo)—sulfonsmido—B—‘
wetoxipirazina (ielﬁizins),<K;anino-pftoluensulfonamida,
5-sulfanilamido-2,#—iimetil pifimidina, fe( W' —gcetilsul~
fanilanido)-5,6~dinetoxipirinidina, 3-sulfenilanido-4,5-

dimetilisoxazol, 4-sulfanilanido-S5-metoxi~6-deciloxipiri-

nidina, sulfamonometoxina, 4-p-(8-hidroxi-quinilinil-4-

azo)-fenilsulfanilamido-S,S—dimetoxipirimidina, sulfadi-
nevoxina, sulfametoxszol, sulfaquinoxalina; y p~(2-metil-.
8-hilroxi-quinolinil-(5)-azo)fonilsulfanilamido-5,5~dine-
toxipirimidina. .Jon sjemplos da antzgonista de tipo no
sulfonauida, el dcido p-suinosalicilico (¥:3) y la p,p'~-

diaminodiienilsuliona,

13-
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Bimilarmense, afin cusndo se conocen muchos com-

puestos Que inhiben la dihidrofélicd-raduétasa ¥ actian
Cono azintes antimicrébianos, los comﬁuestos descritos

en las patentes sijuisntes serp“"Sgnuan a ultulo d° 3381-
Plo de campuestos -adecuados psra el uso para el fin des-
erito. 7 o

Patentes de

L.

2.0U. Wos. 2.558.897; 2.767.185;
5w021,352;'2.957.284; 3.322.765; 2.909.522; 2. 624 7323
2.579.259; 2.945.859; 2. 576.939; 2.926.156; 2.697.710;

2.749.345; ¥ 2.749.344,

No obstsnte, se prafisren los 1nh1b1dores si~
guientes (o sus sales farmacédubticsmente aceptables) para
lss combinaciones descritas: -

2,4—diamino—s—etil-5—9~c}6fofenilpiriﬁidiné (pi-

rinetsmina), ! 2,4~1ianino-" 5-(3',4" 5'*tTlﬂ°t0£lOuﬂCll)Ulrl—

midina (trimetoprlm), +-alam1no-5 ( 4'—dluv00Ylb“n01l)~

pirinidina (disveridins), _,w-dlaulﬁo—5~(°'—1000ﬂo‘1l—+'

clorofenoxi)pirixidina, d,4-iiamino~5-metilf6—secbutilpi-
ri10(2,3,d)piriniding, 2,4~ainwiq§-5-aetil-6-bancil birido-
(”,S-d)nlrlaldan, b,r-dlawlno—o—oenc11p1“1do(2,9,-d)w1r1-'
widina, _,4—di3mino—5-6-trimetilenoquinazo;ina, 2,4-digni-
no-5,6—tetr3metilenoquiﬁazolina, 2,4—diamino-5—(2',4;, 5'—7
trimetoxibencil)pirimidiné, 2,4-dianino~5-(2'-etil-4',5~
diseboxibencil)pirinidina, 2,4-dianino-5-(2'~matil-4',5'-
. )

iwme o""931011\u1r1w1d1n0.

-1~
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4in embargo, 135 combinsciones mis praferidas in-
cluyen aquéllas que compinan un compuesto de férmula (I),

w

en especial en 21 que 2 es un zrupo hidroximebtilo y 7 ¥

: 2. . o oA s . ,
- R son ambos grupos ctilo, con sulfadiszina, sulfametoxa-
5 zol, sulfadoxina o sulfaguinoxalina cono anta;onistas, o

con trimetoprin, diaycridina o pirimetamina éqﬁo inhibi-rr
~dores. In vista dc las posibles ventajasrsiné izicas al
usar piertos antagonisztas e inhibidores en combinacidn,
contra enfermeindes particulares, y el edfecto de_potencié—
10 ‘ cidn de los compuestos de féraula (I) sobre subos de es-
tos tipos de comucstos sntibactarianos, se ha preferido
formular combinusciones triples, que comprsnden un cémpues~
to de foraula (I) coﬁ'uno de los antégonistés praforidos
antes méncionados, ¥ uno de tales iﬁﬁibidores. For ejehplo,,
15 corbinaciones de sulfadiazina/trimetoprin, sulfamatoxazol/
trimetoprin, sulfadoxina/trinetoprim o sulfaqﬁinoxalina/
diaveridiﬁa, cada una de 21lus ﬁunto'con un compussto de
rérmula (I), progorcionon una eficacis mejorada cuando se
comparan con los componenses 30l0s o con pares de ellbs.

Tos coupu.sssos de férmula (I) o bien solos o

3]
l@]

junco con el antajonista y/o el inhibidor, pueden presoﬁ;
tarse en asoci:cidén con un cxcipienve en formulaciones
farmacéutiéas adecuadas pars odwinistracidén parenteral,
tépica, rectal u oral. ILss formulsclones pars adninistra~

25 cién oral p ractal se puesenton con ventzjo en unidades

24-3~73 | ~15-
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individuales,‘tales como tabletas, cépsulas, seilos,rém—'
pollas o suposibtorios, cada una de las cuales céntiene
una cantidad previamsnte determinada de cada conmpuesto,
pero también pueden présentérse cono polvo,. como grinu-
los, como solucidén o suspensién en un liquido acuoso 6

no acuoso, o como pouada o pasba parz administracidn

t6pica. Para uso parenteral, las formulaciones que incor~ -

poran un excipiente liquido acuoso o nO 8CUOSO debed Ser
estériles y presentudas en recipientes hermétiéamenté_
cerrados.-Las formulaciones pueden preéararse mediante
cuélquief; de los métodos conocidqs y;bueden,inéluif
uﬁo o mis de los ingredientes accesorios siguientes:
diluyentes, solubos pars hacer a las soluciones isotd~
nicas con la sangre, agentes tanpbn, aromatizantes,
aglutinantes, dispersantes, tensioactivds, espesantes,
lubricéntes Yy nateriales de recuoriaiento, ageﬁtes de
conservacidn, bactériostétibos, antioxidantes, bases de
supositorios y somadas, y cualquier otro excipiente écep-
table.- ' o

In otro aspecto de la presente invéncién,'pbr'
consiguiepte, se proporciona una formulacidn farmacéutié
ca que comprende un compuesto de férmula (I) en combina~

cidén con un excipiente farmacéuticamente aceptable. To-

davia en otro aspecto, la presente invencidén proporciona .

~un wétodo de fabricacidn de una formulacidn farmacéduti-

—-15—-




-ca, mezclando el compuesto de féraula (I) con un exci-
piente, nediante técnicas conocidas. Ia Memoria Descrip-
tiva de'la Solicitud andloga antes mencionada describe
_ ademds y reivindica una formulacidn farmaééutica que
.5 éomprende una composicién,'ségﬁn se ha definidq anterio?f .
':mente,en esta ilemoria, junto conrun excipienﬁe, & su ﬁé-r_
 5odo de preparacién, nezclando la.composicién con el ex-
cipiente mediante téenicas conocidas. . ' o
- Las formulaciones éue contienen el compuesto
10 de férmula (I) en asqciacién-con un éntagonista'o un
inhibidor pueden presentarse taubién en:fofﬁa'de un equi—
po, que coﬁprende unidades a dosis de estos componentes
envasadas por separado, con instrucciones ﬁara su uso
en forme combinada. Las inst:ucciones pueden especificér
15 asimismo elrmodo-'e adninistracidn y las indicaciones
para lo que es adecusda la férpulé. 7
Los compuestos de férmula (i), tanto para usar-
les solos o en asociacidn con un antagonista y/o un inhi-
bidor, asi como los antagoniétas e:inﬁibidpres, pueden_r
20 presentarse en forna de sus sales farmacéuticamente acep-
tables de un 4cido mineral u orgdnico, por ejemplo aci-
do clorhidrico, acido bromhidrico, dcido sulflrico,
dcido acético, 4cido citrico, decido tartérico;'écido lic-
tico, dcido maleico o 4cido salicilico, 0, en especial

25 para 2l antagonista de sulfonama, de una base, tal como

24-9-73 : -17~
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hidréxido'de_sodio, hidréxido de potasio, hidrdxido de'rr:
tetrametilanonio o anoniaco.

Las proporciones eﬁ que se utilizan los com—
puestos de férumula (I) taraweublcanbnbe actlvos en las
conp031c1ones descritas en esta l.emoria Jescrlnulva,
pueden variarse entre linmites aapllos. Jependlendo de la
naturaleza y c¢ircuastanciasz de uso,_las composlc1ones

pueden contencr el coapussto de £éruuls (I) con el anta-

gonis%a y/0 el innibidor en vroporciones y dosis spropia-

" das. ’or’eJe“plo, en 1os casos dz empleos in vivo es s

menudo deseable mantener una cierta proporcién de coupo-

nentes en el susro saaszuineo o 1{g uldos tlsulakbs, prefe-

.

‘riblements dursnte un Jcrlolo de tl mpo proloagado. se-

gin los grados diversos de aosorc1on,_d¢scarga 0 descomn-
posicién de los coaponeates, las cantidades'y prdporcio—
nes inicisles de los ingrsdientes de la.fbraulacién,pute
den ser diferentes de las deseadasken los tejidos in vi-
vo. Las formulaciones ¥ dosis rzco dadas para °l ura—

tuniento general de una =nfer: dod particulsr de h01bre

o de un animél deben éer'ajustadas conforze a los,reqﬁi—

itos particulsres dz los raceptores de la enferaedad,

&

las actividades conocidss del couponante antagonista 0
inhibidor conira los organlaﬂos causantes, la vida umedia
7 la toxicidsd de los couponeates in vivo ¥ otros requisi-

tos pricticos.

18—
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Por ejemplo, 13 composicién o formulacidn far~
macéutica puede contener de 1 8 3C psrtes en peso épro—_
ximadamente, de preferencia de 5 a 15 partes, de;'com-
puesto de férmula (I), o una cantidad equivalenté'de -
una de sus saleé, y de 1 a 30 partes, de prefereﬁcia '
de 5 a lb partes, de un antagonista 0 una cantidad équi-r :
valente deruna.de sué'sales, y/0 una pgrte de un iﬁhif o
bidor, o una cantidad equivalente de una de'sus sales.

'La dosis variarid seglin el organismo que ocasio-

na la infeccidn, pero bsjo circunstancias ordinarias,

pueden administrarse diariamente en varias dosis hasta
unos 50 ag/kg de cada uno de un compuesto de férmulq
(I) 'y el antagonista, y hasta unos'7,5 mg/ke de inhibi-
dor, en'combinacién.-La coiposicidn o formulacién farina-
cédutica puede administrarse al honbre en forﬁas unita-
rias de administracidn que contienen hasﬁa 750 mg del
conpuesto de séraula (I) 7 hasta 750 mg del antagonista,
y/0 hasta 25 wg dz2l inhibidor. zrefsriblemente para do-~
sis para adultos la cantidsd del compuesto de formula
(I) podria seﬁ de unos =200 my, la del antagonista de
unos 200 mg y/o la del inhibidor de unos 25 ag.

| La formulacién farmacéu?ica que conprende el
compuesto de férmula (I) en cowbinacidn con el anﬁago—
nista y/o el inhibidor pusde usarse taubién en solucidn

para irrvigar heridas, vor ejeuplo despuds de una inter-

-192
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vencién quirlirgica, para evitar el crecimiento de bac~ -
teriés. Por ejemplo, puede usarse una solucién antibac-

teriana qus btenga lg cgncenffacién de componentéé prafgf
rida, que fizurs s continuacidn: 7 7

1-30 mg/ml del coupuesto de férmﬁia (I), o
1-30 ug/nl dei antagonista y/o C,CB-l ng/ml del inhibi-
dor, en.un disolvente farmacéuticémenté aceptable, ade-
cuado psra uso externo. - 7 ' .

- ¥l efecto de potenéiacién de los:compuestOS'r
de férmula (I) puede ser demostrado ¥y utilizado in vitro )
con relativa facilidad parn fines de inveéﬁigagién’y N "
ppécticos. Pales posibilidades incluyen diagnoéis e
identificacidn de 1z flora bacteriana de individuos .
la seleccidn consizuiente del modo de tratamiento cli-
nico. :

Las diversgs combinaciones pueden ser incorpo-
radas en discos porosos (tales como disbos de papel de
£iltro) 6 en Fedio Hubriente derigar u'otros'medios paf'
ra el c:ccimiento darbacteriés, para'ﬁetermihar la éus—

ceptibilidad. Los articulos que incorporaa el compues-

to de fbérmula (I) con un compussto antagonista y/o un

inhibidor, pueden ser distribuidos o vendido a doctores, -

hospitales y clinicas psrz los fines antveriores. Un dis—

L

co de ensayo tipico puede impragnarse con una solucibén

que contiene de 5 a 50 pg/al de un antagonista del Scido
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- para-aminobenzoico, G,5 a S/ug/ml de un inhibidor de 1la

-dihidrofdélico-reductasa, y aproximadamente de 10 a

lOO/ug/ml de un compuesto de fornula (1) en un medio

que comprende una wmezcla de una infusidn aéuosa'y,digéQ-,'

rido con paoaina de mlsculo de caballo. - . .
adenas, tales ensayos Iarmacoloblcos que lle—

van consigo antagonistas o inhididores potenclados, pu

dun ser ublles tanolmn para la caracterizacidn de oac-

terlag con¢orme a su sensibilidad ¥ a su r331stencla

partlcular, por eaeﬂplo a un antag onlsta, cuando se usa :

islado, y tales investigaciones que llevan conglwo una

variedad de formulaciones como se describe en esta Ne-

moria, forman también la base para debterminar las coipo-
siciones o formulaciones seleccilonadas éon fines de tra- =
tamiento genersl. La toxicidad de los compueétos?de £ér—-
mula (I) es, en ganéral, considerablemente mids baja que
la de losranbagonistaﬁ o inhibidores cominmente usados,
lo que puede éermitir al clinico mantener o aumentar 1ls
eficacia de la actividad antibacteriana de 1@ formula-
eidn con un aumento concurrente de la proporcién terapbu-
tica o disminucidn en los efectos tdxicos o secundarios
del wmedicsmento. - 7 7 7

Adends de lo qus asntecede, se ha enéontrado
gue los compuestos de férmula (I) potencian laractividad_

de los antagonistas y/o inhibidores antes citados, con-

21




tra infecciones con nicroorganismos en animales domés—
ticos, incluyendo aves de corral, por ejemplo frente a

Fasteurella multocida, pero en especial frente s la co-

cidiosis, enfermedad protozoaria. ILas fdrhulaciones tri-
5  vples que comprenden un compuesto de féraula (I) junto
con un compuesto tal como la sulfaQuinoxalina y un in-
hibidor tal como ls diaveridinas, son éficacés a concen-
traciones mis Bajas que los componentes antagdniéta o
inhibidor aislados y poseen uns actividad mejorada, sien-
10 do eficacgs contra todas las especies de dimeria rele-
vantes, que ocasionsn esta enfernedad eﬁ las aves de co-
rral, _
Los compusstos de férmula (I) pueden preparar-
se nediante la ciclisacidn reductiva de un compuesto de

15 férmula (II).

Haﬁ/Q:H

) W
25 ’
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en donde R, Rt y R° son como se ha definido antériormenf
te y Z es un atomo de oxigené ceténico.o un grupo protecf
tor de &ste, tal como un grupo senicarbazona 0 un grupo
oxima, preparado conforme a los prbcédimientos descri~
tos por Pfleiderer y Zondler (Chem. Ber. 99, 3008 (l§56), -

vy las Memorias Descriptivas de la Iatente Britdnica nQ

1303171 y de la 3olicitud de Pstente Briténica pendiente |

ne 36289/70 (ratente Belga n® 770.577) respectivemente.
. Nd obsténte es particularmente preferido el
nétodo descrito en la 5olicitud.de fatente Briténica
ne 36289/70. |
- #n este métqdo, un compuesto rta%c = CHR (VI),

en donde R, Rt N R2 son como se ha definido anteriormente, |

experimenta una reaccibn de adicidn con un haluro de ni-.
trosilo preparado in situ y el nitrosohaluro (V) Que
resulta se convierte en oxima (IV),mediante'feaccién,con
solucién de amoniaco. Haciendo reaccionar la oxima (IV) '
con una 2-smino-4-halogeno-5-hidroxi~3-nitropirimidina
(III) se obtiene lz cetoxima pirimidinica (II) que des-
pués se ciclisa reductivamente obteniéndose la pteridina -
(I), como se indica en la sucesién de reacciones siguien~

te:




R

3 RY o Rt . wom
N N i,/ AN o i
. Ce=CH.R  HOlal C-Ci. 2 —_— ' -0 -1
7 7 5/ HeOH o/ 1 :
R 27 1 i 1\“»13+ Hal-
(VL) . (V) . (Iv) -
. O_’ NOH
, | - o
- %! s Y H vo- O oy
rm) \,“O-’ g Hif . Ha573,0, (1)
(zv) + [ /”\ FeoH 7 z»zp ————} |
oy TN fal Holi /N R”
-2&
(II1) (1I)

31 compuesto de férmula (VI) en que 2 es un
grupc hidroxiszlcohilo pucde prepsrorse 8 su vez a partir
R N e s .
de la cetona ITRC=C (IX) heciendo reaccionar ésta con

un éster trialcohilfosfdnico (VIII) y reduciendo el

2U4m9-93 e




éster (VII) formado de este modo para obtener el élcoholrr

(vI).

0 R o
4 Nall , B
0 + (Als 0),.P.CM,.00,4lc g C=CH.COpALC
: = 6% o7 ,,
, . 27
(vizz) (D)
'Li,«.m; '
r 7 Rl
' C=CH. CH,0H
__122. '

- (vI)

. . . as 1
- 31 se precisa una pteridina que tengs R~ ¥y
’) [ 4
R® como sustituyentes diferentes, cntonces se obtendra
una nmezcla racéuica de dos estercoisdmeros del nitro—’

sohaluro (V), a la vists del dtomo de carbono asimétrico
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_1oé cozpuestos de forumula (LI) (l“) v (V)

" presente. iuede ser vantajosza la sewaracién de los dos -

isdumsros en esta eba: wediante tecnlcas conveac1onales
conocidas en la técnlca.

- Conforme a la pressnte inveacidn en aspectos

"~ adicionales se proporcionan también

1) Los métodos aqui descritos para preparar cuslquiera -

de los compuestos de “6rmula (1), que comprende llevar 

a cabo la ciclisacidn reductivs de loa conpuestoq de

féemula (II).

2) Los me*odos aqul descritos para preparar cualquiera

~ de los:compuestos (II), en los que % ¢s un grupo oxima,

8 partir de (IV), (IV) procadente de (V) & (VI) ¥y (VI)
procedente de (I " '

3) Lios couipusstos deo b ula (X ), (IL), en los que 3.és

un grupo oxima, (IV) y (¥), oluhﬂf“ 7 cadndo 38 Jreparen

mediante un método ©tal comorse ha 1ndlcado sn (l) 6 (2).

4) Couio conpucstos nuevos ds valor como 1nte mgleb

quiuicos

5) Una formulacidn faruscéutica que compr adb un’ compueo-

“to de férmula (I) o uuz de sus sales en combmnacmon'con

un excipiente_ﬁarmacélclcaﬂeqte acegtabl siempre Vs

cuando se prevare .edisnts ol meuoio descrito en esta

Y

Tos #jenplos si;uisntes ilustrsn la invencidn

-25-
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fe1

ero no estin destinados en modo alguno, 8 linmitar el
alcance de 13 invencidn.

Tas btemperaturas se indican en grados Celsius.

Tjemplo A s ¥reparacidn de 2—3minb—4-hidroxi—6—hidroxi—
metil-7,7-distil-7,8~dihidropteridina.
2=Ft)

(I, R=CH, OH; rt=r

Ejenplo 1
5-gtilpent—2-enoato de ctilo (VII) (R}=R£=Eﬁ)

3e colocd hidruro de sodio (6 g) en un matraz

con benceno secado con sodio (100 ml) y el matraz se

llend con nitrdzeno seco exento de'oxigeno. A esta solu-
cidn se afiadib un ligero exceso de fosfonoédetato,de t
trietilo (VIII) (Ale=%t) (61,7 g) dursnte un periodo de
tiempo ie 1,5 horas y se m:antuvoria temperatura en {1592
durante ls edicibn. L2 uezcla se azitd a esta temperatura
durante 1 hors mds y después se tratd zota a zota con |
pentan-3-ona (IX), (R1=R2=Et) (21,5 3). Despuds de tér—
minar 1la adicibn de le cetona se agitd la nezcla de
reaccibn a témgeratura aubiente hasta gque hubo precipi-
tado el fosfato de dietil-sodio sdlido (aproiimédamente
10 n). Las agzuas madres se decanbtaron del sélido, que se
1avbd con benﬁeno ( % x 25 al). Los extractos bencénicos .
se reunierén 7 evaporaron en vacio obteniéndose un acei-

»

te de color amarillo pdlido (29 g) que se desbild en

-2
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_vacio proporcionando F-etilpent-2-cneato de etilo

~(viI) (21,8 g, rendimiento 567) como un aceite incoloro,

punto de ebullicidn 52-542/4 mn Hg.

wiennlo 2(a)

" 3-idtilvent-2-en~l-ol. (VI) (Rl=32=Et)

Se tratd F-etilpent-2-enoato de ectilo (VII)
(42,3 g) en éter snhidro (400 nl), gota a gota, con una
solucidn al 707 (en Dbenceno) de un ligero exceso de -

dihidro bis-etoximetoxi-alusinato de sodio (D.4.3)
z . - . A

(86,1 ), manteniéndose la temperatura a 02 hasta que

fué completa la adicidn ds=l agents reductor. Ia mezcla

de reaccidn se szitd después a beaperatura. ambiente du-

~

rante 6 horas y se¢ destruyd el exceso dé D.A.S medisnte

la adicidn cuidzdosa de azua. ©1 aluminato de sodio s6-

lido que precipitd, se separd por filtracién y se extra-

jo el filtrado con‘acetabo de etilo (& x 50 ml). Los ex~

tractos reunidos se lavsron con solucidn saturada de

‘sal, se secaron sobre sulfato sbdico 7 se elimind el

disolvente. .51 aceite dz color smarillo pilido que re-
sultd (23 g) se destild proporcionando 3~etilpent~2-en-—
-1-0l (VI) (18,5 g, rendimiento 50,5) en forma de un acei-~

te viscoso ihcoloro, punto de ebullicidn 6C2/4 mm Hg.
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Bjemplo 2(b)
3-i¢ilpent—2P~en~l-0l (VI) (-l_ﬂg_Zt).

Se afladid golba @ gobta una suspensidn denhidru~
ro de litio y aluminio (i.T.4.) (8,2 v) en éter seco, a
una solucidn de 3=~gtilpent-2-2noato de etilo (VIX)
(33,7 &) en &ter seco (100 ml) a 02. Despuds de que la
adicibn del H.L.A. se concluyd, se agité la nezcla a,teme'—'

peratura ambiente durante 2 horas. 3e destruyd el exceso

“de H.TL.A¢ 2 02 au;llendo una solucidn saturada de sul—

fato de sodio. Lo solucidn se £iltrd y el filtrado se
extrajo con acéfato de etilo opsrindose como sé ha des—
crito en el <jeuplo 2(a), obtenidndose el alcohol (VI)

(19 g, rendimiento 77.7).

Ejgmylo 3

- 3=Cloro-%=~etil-2-nitroso-pentan-1-ol. e'p) (R:CHEOH,

RY=R%-Et) .

_ 3e afiladibé zota a gota 4cido clorhidrico concen-
trado (23 ml), durante 1,5 horaé, a uné mnezcla de B-efil—
pent-3-en~l-ol (VI) (23 &) y nitrito de amilo (22,4 )
en 4dcido acético glacial (46 ml) a 02 (bafio de hielo '

y sal). Una véz.conluida la adicidn del dcido se agitd
la'm3201a a esta temperefura durante 30 minutos, se en- -
frib despues en un bafio de acebtona-didxido de carbono

’

durante 15 minutos cusndo se formd ung pasta blanca. 3e

29~
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separd pon filtracién, el sélido, se lavd con aguz y me-

tanol frio y se recristalizd en benceno obbnnlendose el

~nitrosocloruro (V) (13 iz, rendimiento 363) en forma de

cristales incoloros, punto de fusidn 1102

Bijemplo &4

Clorhidrato de 3—amino—3—etil—l-hidroxi—pentan—E-ona~

oxima 2=CIL,0H; 2 Loy -;..L)

je colocd en un satrzz de tres bocas dé,foﬁ&o
redondo %—cloro-3—etil-2-nitroxo—pentan—l-ol (V) (10 )
v se tratd con unz solucidn sabtursda de °monlaco en me-

tonol. e btapd el natraz, zssuurdndose cada tagon con

slambre de cobre, 7 la mezcls se agité 3 temperatura-am-

ionte dufantb 2 dizs,. 3e obtuvo una soluclon ama illa -
transparente. 1 disolvente se'ellulno en vacio a teupe-
ratura ambiente y el sceite awmarillo obtenido se tritu-

rd con benceno caliente y se decantd el benceno. El re—

siduo se disolvid en ctanol ¥ el cloruro aménico.insolu—,

ble presente se separd por filtracidn. 3¢ elinmind el eta-

nol en vafo a temperatura-ambicnte y ol aceite amarillo —X

residual se tratd con scetona caliente obtenidéndose un
sblido blanco que se seward por filtracidn, se lavé con
acetona y se recristalizd en 2-butanol obtenidndose el

clorhidrato de cetoxizma (IV) (5 g gy rendimiento 463) en

forna de agujas incoloras, Punto de fusidn 182-1340, .

-30-
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Ejemalo 5

2-fimino-d=hidroxi~3(l,l-dictil-5-hilroxi—2-hidroxiinino-

propilamine)-5-nitroviriniding (TI) (R=CH,0H; Rl=R =it)

3e tratd uno suspensidn de 2-anino-4-cloro-6-

hidroxi-5-nitropirinidina (III) (Hal=Cl) (2,6 ®) en eta-

‘nol seco (50 ml), con clorhidrato de B—amiho-5-etii—l-

hidroxi-pentan-2-ona oxime (IV) (2,66 &) ¥ trietilamiﬁa
seca (2,89 ), yrla mezcla se calentd a réfiujo durante
8 horas. de filvrd la solucién'y'el'filtradb se evapord

8 séquedad en vacio o touperaturs subicate. TL aceite ama
rillo obtenido se twatd con ague fris y el sbélido amari-

1lo que precipitd se separd por filtracién y se lavd con

‘agua. ror racristalizacidn en asus en presencia de carbdn

vezebal se obtuvo la nitropirimidins oxims (II) (1,3 &3

rendiniento 307%) en forma de un sdlilo blanco fino, pun-

to de fusibn»2502 ( se descompone).

v

“jemplo &

2~-inino-4~hidroxi-~-o-hidroximetil-7,7-dietil-7,3-dihidrop-

[N

sapidina (I)

(R=CH,0; RY=2°=5t)

3e afadid ditionito sbddico en porciones a una -
solucidn caliente de 2-amino-4-hidroxi-6-)1,l-distil-3-
hidroxi-2-nidroxiiminoprovilamine)-5-nitropirinidina (II)

(450 ny) en nidrdiido sbdlico C,1h hasta que el color cam-




bid del rojo a3l amarillo nuy pallao. No se obtuvo un.pro-
ducto sélido ni enfrlando ni ajustando el pH. Al objeto
de separér el produqto del material inorgéniqo, 1a sblu¥
e _7 , ciéﬁ‘se,evaporé y se extrajo el producfo:con etanol, y '
5 ©  se separd por filtracidn el material inorgénigo, Se're- '
. o | pitié esta extraccidn y los éxtractos réﬁhidbs éb'evépo;?
raron a sequedsd en vacio. 51 residuo sé'disolvié-en 1éi.
cantidad minima de azua y se colocd en una’ columna resi—f
na de cambio idnico Amberlita (C.G. 50),t2’5 x;28 cm);
10 Is elucidn con agua proporciond dos bandas.fludrescéntes
principales. La evaporacibn ds la sdlucién'queréonﬁenia
* la priwera banda proporulono ‘el derivado b-carboxaldehl-,
do del compuesto del tivulo (10 mo, rendlmlﬁnbo 3”) en -

- forna de polvoe de color anaranaado bclllante nicntras qus

15 la segunda banda proporc;ono la 7, —dlhldropterldlna () °
(160 mg, rendimiento 44,5%) en forma de polvo de color

amarillo brillanté, punto de fu3i6n>>3009'(descompcﬁe)

E.emplo B: Preparacidn de 2—anlno-#-h1arox1—o—nllvo ime—,"

20 til-7-espirociclohexil-", 8-dlaldronterldlna ()
| (R = OH,0I; R-R°=espirociclohexilo). :
. " Ejemplo 1

. L. .- L . 7 1.2
Ciclohexiliden-acetato de etilo (VII) (R™R"=

25 espirociclohexilo).




Je afisdid benceno secado con sodio (200 ml) a

un matraz que conbenia hidruro de sodio (16 g) y el ma-
traz se llend de nitrbd:eno exento de oiigeno. A esta nmez-
. cla se afisdid, durante 1 horas, un ligero exceso de fosfo-
5 noacetdto de trletllo (VIII) (Alc=8t) (16 %,3 g) mantenlen-ff.
do la temperatura»en 02. Ta mezcla de reacclon se ablbo,

durante una hora mis a 02y despuds se tratd con ciclo-

' :héXanonar(IK) (R132=espiroci¢lohexilo) (65,4 5) a la'mis~_ﬂﬂf,ﬁ

7 ma temperatura.

10 : Después qué se concluyd la adicién de la'cicloc
hexanons a (~40 min). la mezcla se 3 ;166 temperatu“a
ambhiente durante 5 hora:, haciénio dificil la agitacién
‘despues de este tienpo dcbllo a un nr°c1p1tado gomoso de
fosfato de dietilo ¥ ‘sodio.

15 La mezcla, se calentd despuds a 60-652 durante
15 mlnutog durante cuyo tleﬂgo se azité 'in'dificulbad.
La mezcla se enfrid a 152 ¥ 13 solucidn bencénica se de—
cantd y se lavd el sdlido con benceno. Las, aguas madres
v los lavados reunldos se evaporaron, obtenléndoue un

20 aceite amarillo pdlido que por destilacibn pronorclono
ciclohexiliden-acetato de.etilo (vII) (62 &3 rendiniento

55,4%) en forma de un aceite 1ncoloro, punto de eaulll-

¢idén 865~-882/2 na de H3.

25 - wiemplo 2(a)

24-95-73 ' =55~
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2—Ciclohexiliden-etanol (VI) (R122=esnirociclohexilo)

Una solucién sl 70% (en benceno) de dihidrobise-
toximetoxi aluminato de sodio (100 g) se afiadid en porcio-

nes a ciclohexiliden-acetato de etilo (VII) (58,8 g) en

éter seco (300 ml) a 02. Ta mezcla de reaccidn se agitd -

-"durante & horas a temperaturs ambiente ¥y se destruyd el

exceso de agente reductor mediante la adicién de agua.

"El_aluminato sbdico sbélido se separd por filtracién y el

filtrado se extrajo con acetato de etilo- (4 x 50 ml).

- Los extractos reunidos se lavaron con solucién saturada
o ’ . . - -

de sal, se secaron sobre sulfato sélico y se evapord el

disolvente en vacio. 3e obtuvo un aceite amarillo pdlido

que por destilacidén dié el 2~-ciclohexiliden-etanol (VI)

(31 g; rendimiento 703) en forma de aceite'incoloro, puﬁ-

to de ebullicién 802/ 2mm Hg.

Eijemplo 2(b) .

2-Ciclohexiliden-etanol (VI) (R R°=sspirociclohexilo)

3¢ enfrié a2 02 una solucidn de ciclohexiliden—-
acetato de etilo (VII) CGO'é) én éterranhidro (300 ml)
y se traté en porciones con una suspensién'dg hidrﬁfo
derlitio y aluminio (15 g) en &ter seco (150 ml), nante-
niéndose la temperatura por debajo de 59>durante la adi-
cidén. La wmezcla de reaccidn se agitd durante 15 ninutos

a esta temperstura y durante 20 minutos mds a temperatu—

Bl
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ra ambicente. 41 hidruro en exceso fué destruido con solu~-
cidn saturada de sulfato sdédico y la solucidn etérea se
tpatd como anteriormente proporcionsndo el alconol (VI)

(?5 z; rendimiento 5173) en forua de aceite incoloro. .

Ejemolo B

3-0loro-a2-nitroso-3-cspirociclohexilnropan—1-ol N
(R=CH,OH; R R?=espirociclohexila). .

Se digolvid 2—ciclohaxiliden-eténol,(Vi) (23 g),

en 4cido acdtico glacial (76 ml). 3e aﬁadié nitritb de
anilo (21,5 g5 ¥ 13 mezcla se enfrid en un baiio dc QlulO
v sal. Ta solucidn enfrieds se tratd gota s gots con 301—'
do clorhidrico concontrado irio (23 ml), con‘agitacion.' :
Despﬁéé de coupletsds la adicibn delrécido’se agitd la .

niezcla de reaccwon a la nisma temperaturas dursnte 30 ai-

nutos, sepuido de eniriamiento en un bSuO de acetona-did-
) _

vido de carbono durante lu minutos. ul SOlldO de color

ante se st )aré por filtrucién, se lavd con metanol frio

33

v se recristalizd en @ cetona, obtenidndose el nitrosoclo-

Y]

puro (V) (15 g rendimiento 433) en forms de agujas inco- -

loras, punto de fusida lpO~.

Biemplo 4
Clornidrato de S-imino-l-hidroxi-3-¢spirociclohexilpronan~

. grr et 2 . . .
~2eona-oxima (IV) A= GngOd; Ali =e;ulr001clohexllo)

-
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Je afladid una solucidn de meﬁénol saturado cbn'n
amoniaco a 3-cloro—2—nitroso—5~esbirociclohexilpropan—l—ol
(V) (14,5 g) en un watraz tapado firmemente sujaﬁo 7 la
mezcla se agitd dursnte tres diss = temperaturs amﬁiente.
Ia nmezcla de resccibn se calentd @ reflujo éntonces duran-
te 1,5 horas en atmdsfera de amoniaco, se enfrid y>se'
£filtré. 3e elimind el disolvente y =1 aceite amarillo re-
sidual se 1l,vd con benceno caliente y se decantd. Bl sdé-
1ido se recristalizd en etanol obteniéndose.él cibrhidratd
de la oxima (IV) (7,8 g; rendimiento 503) en forma de
—_— T

cristales incoloros, rfunto de fusibn, 19792.°

Bjemplo 5 . . -

2—Amino-4-hidroxi~6—(B—hidroxi—Q—hiiroxiimino—l—esbiroci-

clohexiloropilamino)-S-nitrqgirimidiné (I1) -

'(R=CH20H; Rle=espifbciclohexilo)

3e tratd Uns suspensidn de 2-amino-4-cloro-5-

‘hidroxi-5-nitropiriuidina (III) (Hal=Cl) (2,3 ) en atanol

seco, con clorhidrato de 3—amino-l-hidroxi-3-espirociclo-

hexilpropan-2fona—oxima'(iV) (2,5 gj v trietilamina anhi-

‘dra (2,7 g) v la nezcla se'calenté a reflujo durante 7

horas. La mezcla de reaccidn se filtrd y el sdélido se la-
vé con etanol calicnte. Se elimind el disolvente. desde .

el filtrado y el asceite suarillo resultaﬁté se tritu:é

-con agua fria obteniéndose un sdlido smarillo que por

35




‘recristalizacidén en agua, en presencis de carbbn vegetal,

proporciond la nitrovirimidina (II) (1,85 z; rendimiento
49.473) en forma de polvo de color blancuzco, pﬁnto de

fusién > 3002 (se descompone).-

Bjenplo 6
2-Amino-4-hidroxi-6~hidroxinetil-7-espirociclohexil~7,8-

1R2=espirociqlohexilo).f

dihidropteridins (I)(R=CH20H; R

10

15

20

24973

3e disolvid 2-amino-4-nhidroxi-6-(3-hidroxi-2~

' hidroxiimino—l-aspirociclohexilpropilamino)—S—nitropirié7

midina (II) (500 mg), en ls minimo cantidad de -hidrbxido
s6dico.0,l i1, calentando sobre un bailo de agua. 3¢ aﬁa—.
did ditionito sbddico en porciones hasta que se obtuvo

ma solueidn casi incolora. il enfiier se separd la dini-
dropteridina que, sersaparé por filtracidn y se pdrificé
disolviéndola en HCl 2if, y se volvid & precipitar median-
te la adicién de amohiaco de o,éa hasta pH 8. Por reposo

se obtuvo la dihidropteridina () (150 ng; réndimiento_

387%) en forma de sdlido cristalino de color smarillo péd-—

-lido,'punto de fusidn > 300 (se descowpone).

fjemplo ©

Los anbtasonistas pteridinicos potenciales de
férmula (I) pueden onsaysarse investigando el efecto inhi-

bitorio que ejercen sobrz las eanzimas responsables de la
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bilosintesis del 4cide dihidropteroico (Di'ti), a saber

la hidroximetildihidropteridina-pirofosioquinasa (IEwE3)),
¥ la dihidropterosto—sintetasa, denouwinada més adelante -
en esta iemoria 'sintetasa'. #n las éncuaciones de Teac-
cidn sizuientes, se denouino u los compuestos mediante

sus formas abreviadas indicadss en 1a pdgina de la he-

" moria Descrintiva.

C Ll HE2DS
e Y=

L
Hibt 4+ ATR, P S G R S Y O
2. 3intetasa
T ,
Pt + paB —a—%  0i'bA L pirorfosfato

(a) e desarrolld un cnsayo Dara la HMPPS en el que pudo

comprobarss ls transfereucia dzl fosfato terminal .de
ATP-Y -~ ?32 a la ¢t, y relscionarse con lz cantidad'dé ;
inhibicidn de ls HMPPS por cl compuestb en ensayo.

Bl compuesto de réraula (I) cn ansajo se incorpcé_,
26 8 diversas formulaciones que comprendian metabolités v
enzinas contanilos en tubos dé ensayo, -sezin se indica eﬁ
ls TABLA 1. | -

Lios componzntes de.lé uezela eran los siguientes:
I- 2—3mino—4—hiiroxi-6—hidroximetil—?,8—dihidropteridina

(HMPt) en una conceatracidn de 300 auif, es decir, microwolar;

II- una fuente de d€I.2r3 obtenida de un extracto de

4

B.coli ¥y separado de la ‘sintastesa' sobre Sephadex G-100 -



(Merca R_gistrada), conforme al método de Richey y Brown

en J. Biol. Chem. 24, 1582-1592 (1969)

III- 3 e arE-§ 52, |

, V- 0,10 ¥ ATF neutralizado (sin wmarcar).

5 V- 0,02 i I-’ig012.6f120 | '

. VI- 0', 1 I }gCl,.6HA0
VII- Fuénté de HHPS yx'sintetésa'
VVIII- 21 compuesto en ensayo 8 una concentrécién'de'
0,9% x 1070 M |

10 IX- 0,4 mi de pas-ctr,

- Como se nmuestra en laVTABLA 1; los tubos L a 9
contenian una fuente.de'HﬁPPS, ATY marcado § 0,02 #
MgCl,.6H,50, 1°$ tuﬁos 2a9 contenian-adicioqalménte
HiPt 7 los tubos 4 a 9 contenian ademds el cdmpues?o'en

15 ensayo. Los tubos testijo 10 a 12 incluian ﬁna fuznte de
MIPPS y sintetasa, ALY sin marcar, 0,1 de ﬁgClg.GHéO v

L4

pAB narcado. S

" Los tubos 1 a 9 que contenian las cantidades
7 de componentes indicadas en la Mabla, éé llenaron hasta
.20 200 pl con agua destilada, se incubaron dursnte 50 miﬁutqs
a 372C y despuds se enfriaron en hielo. 3e aﬁadieron a la
’ soluciéd déxtrosa (20 pl que contenfan 72,1 mg/ml) y he-
xoquinasa (5 ul que contenian 2000 unidades/ml), y la
solucibn s¢ dejd en reposo a temperaturé amblente duran—

25 te 15 ninutos. 3e afiadid 2 cada tubo 'Darco-G-5C' (larca

24-9-73 -39~
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Regi;traqa) (10 mg) j 1os contenidos se mezclaron pefié-
dicamente dursnte 10 minutos. 3e separd el.carbén vegetal
a través de un filtro 'Hilliporé AP 250 2200' (arca

Régistrada) y el filtro se lavd con treé porciones de 10

ol de agua fris. Tl carbdn vegetal y el filtro fueron re-

"contados radioactivamente.

Bl recuento rudioactivo de los contenidos de

los tubos 2 y % se tomd como el racuento mdximo, ya que

estos tubos no contenian coupuesto en ensayo y por tanto

daban 075 de inhivicidn enzindtica. 1 tanto por ciento
. 7

de inhibicidén producido por los contenidos de los tubos

restantes pudo ser calculado entonces ralacidnan&o su re-
cuento radioactivo con el miximo, deterninado anterioruen-—
te. | | o
rLos contenidos de los tubos iO 2 12 fueron ans-
lizados cromatozrificaiente como se describe enlla'parte
(b), y se usaron cowo testigos, ¥y a los tubos 10 y 11 que
no contenia compussto en ensayo (¥ pdr“cohsighiente daban
O# de inhibicién) se les did ol valor 100%. Z1 tantb poxr
ciento de inhibicia’ exhibido por los cbnﬁénidds:dé los

tubos en la parte (b) del experimento pudo-calcularse en—

tonces con relacidn a éste, comparando los cromatogranas

respectivos.
(b) 3e determind ls sctividad del compuesto en ensayo de

férmula (i) frente a 'sintetasa' de la manera sigulente,

40—
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- comprobando la formacidn de dihidropterosto ¢~ .

14

3e prepard un bafio de Pt a partir de ATP neu-~

tralizado (50 ml, 0,1M), EsCLl,.6H,0 (50 ml, 0,1i), ditio-
M 20tz M ‘.

~treita (100 ml, 0,1M), tampén tris (100 ml, 0,44, DH 8,3),

HMPt (25 jl, 876/uH) ¥y 170 pl ge una'solucién que conte-

nia HHPPS. La mezcla se incubd dursnte 60 minubtos a 379°C,

se enfrid brevemente en hielo y después se afiadieron a

1la soluci6n, a temperatura ambiente, dextrosa (100/u1 que
contenian 72,1 mg/ml) y hexoquinasa (20 p1 que conﬁgnian

2000 unidades/ml), dejando en reposo la solucién a tal

temperatura durante 15 minutos.

3e prepard una solucibn de MgClE.G_HZO-(lO/ul,

0,14), pAB-6-* (10 fL, 0,4 mi), ditiotreita (20 ml, 0,1K)

y tempén tris (20 PL, 0,4, pll 8,3), en cada uno de cin-

co tubos de ensayo y después se atialiaron a cada uno BO/ul
de los contenidos del depdsito, junto con sintetasa y/o
compuesto en ensayo de férmula (T), como se indica en la

Tabla 2.' La solucidn se completd después hasta 200 ul con’

~ apus destilada.

Se prepararon dos tubos de ensayo teétigoé,.coh-
teniendo cada uno de ellos ATF (lO/ul, c,1M), MgCl,.6H,0
(lO/ul,'O,lﬁ), ditiotreita (201p1, 0,15) tanpbn tris
(20 jal, 0,43, Il 8,3), pAB-CT* (10 pl, 0,4 mi), ¥ 20 pl
de una soluciéh que contenis X3 y 'sintetasa' de activi-

dad conocida. El compussto @n ensayo se aifadid al sepundo

]
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de estos dos tubos hesta una concentrscibém final de lO-SM,

© y ambos tubos se completaron con azua destilada hasta -

ZOO/ul.

Los siete tubos se incubaron despuds durante

.30 ainutos a 379C, se enfriaron en hielo y entonces éstos,

‘junto con los tubos testigo 1C a 12 de la parte (a), se

analizaron cromabograficamente del siguiente modo.
3e colocaron en forma de mancha 100 ul de los

contenidos de cada uno de los'tubos sobre papel. para cro-

matografia Jhatman M2 3Fé (2 x 20 cm) en el origen, efzc-

descondente en un tampdn de

w
"]
| h
[}

tudndose la cromstozr

Strensen de fosfatos de sodio y potasio (0,Ld, pH 7,0)

con un recorrido de 10 a 15 cm. De las posiciones relati-~

vas de las.mandhasrobbenidas de 1os contenidos de los dife-

rentes tubos, pudieron svaluarse los -diversos porcentajes
de inhibicidn de sintetasa por referencia a los tubos tes-
tigo 10 y 11, que dieron 0,5 de inhibicién.

T.os coupuestos que como resultado de estos ensa~

" yos se encontrd proporcionaban 505 de inhibicidn a una

concentracién de l@&/ﬁio Lenos, son aquéllo$ qué ejercen
un efecto de potenciacidn ﬁtil, ¥ 3 reserva d§ que su to-
xicidad sea favoraﬁle;'pueden incluirse en las composicio-
nes descritas enh esta iienoria Descriptiva. '

e encontrd que'la-Z—amino—#—hidroxi—S—hidroxi~

metil-7,7-dietil-7,8-1ihidropteridins proporcionaba una
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ihhibicidn del SC% a una concsntracidn de 2,1 pai.

‘Ejemplo D

2n esbe experimento se detzrminaron dstos de la

[}

zona inhibidora para evalusr la actividad sinérgica de

2-gmino-4-hidroxi-6-hidroxinetil-7,7-iietil~7,8-dihidro-

pteridina o su combinacidn con trimetoprim (TNP) y/o

sulfametoxazol (3M{) contra Staphylococcus sureus.

| VLa pteridins se incluyd en uﬁ nedio de peptona 
y soja de bajo contenido de timidina (Sgar de,ensayQAde
Jensibilidad Wellcotest) contenido en una placa de retri
y se siadid el otfo u otros conponantes a la cavidad que
resultd de la separscidn de una pequeila porcibdn del ne-
dio. Tas superficie del nedio se inoculd con el organismo'
de ensayo y después se incusb. L cantidad de zona de inhi-
bicibn se muestra en la Tabla 3, en la que los nﬁmeroér
representan la zona ae inhibiciéﬁ coapleta (es decir él
ntmero de centimetros desda 2l borde de la cavidad deséués
de & sumentos aproximadamente) y las cifras entre parén-
tesis incluyen las zonas de inhibicidn parcial.

TLios resultados muestran gque la pteri&ina exhibe
sinergismo con THP y SMX solos y sinergiémo nilitiple con .

anbos frente al starhylococcus aursus.
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Bjemplo B

FPormulacidn de tabletas

Compuestos de férmular(I) (2=CH. OH;'Rl=R?=Et)

7 2
(puro) , 100 ng
Trimetoprim (puroc) o . 25 g
Sulfaguanidina (B.P.C.) T' 100 ng

+ alwiddn de maiz, lactosa, yelatina
talco y estearato de uagnesio

"Preparacibén -~ 3e mezclaron los constituyentes anteriores. -

< o 3 . ¢ .. . ~
utilizando métodos conocidos de farmacia, para formar

una granulacibén que despuds se comprimidé én tabletas,

Ejemglo F

Formulacidn de Tabletas

"pPyremathimine” (Piriﬁetamina) B.P.- j 'l5_mg
Compuesto de férmuyla (I) : T
(R=CH,OH; R'=R°=Et) (pwro) 15 mg

que despuds se preperd para formar una tableta como en

el Zjemplo E.

Gienwplo G

- Formulacidn de Tabletas

) Sulfahilamida B.P.C. - _7 150 ng
Compuesto de férmula (I)

6 . _
(3=CI,0i1; R'=2"=2t) (puro) 175 mg
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-que después se prepard para formar uns tablelta couwo en

el JSjemplo E.

' Ejemplo H

Formulacidn de cépsulas
Trinetoprim (puro) ' - 20 ng

Compuasto de férmula (I)

2 ) . o
(R=CH,0H; RY=2°=3t) (puro) 1G0. mg

Prevaracidn:

ibs compuestosn, en forus granular, se meiclaronr
junto con lactosa, aluidén de meiz y eétearato_de'magne- |
sio. 51 polvo se llend eun una cipsula de gelatina de pa-
red dura, de dos piezas, utilizandc una méqgina de encap-

sulaxr.

-Bjemplo T

3olucidn de irrigacidn ,
Compuesto de féraula (1)
(R=CH,OI; R*=2%t) (puro) 1 omg/al
Trimetoprim (puro) , 0,2 mng/ml
Disolvente. , agua
Ejemolo d

3olucidn de irrizacién

Compussto de idrmuls (I)

. s .
(R=CHCil; al=R =3t) (puro) 2 ng/ml
A —anino-p~toluan ulfonsuida ]
(pura) 2 1eg/ml
~1.5-
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- Ejemplo K

Solucidn

' Cémpuesﬁo de férmula (I)
 (R=CH,OH; Rl—ke—ht) (puro)

Diaveridina B.Vet.C.
"Kelfizina

' Diso1vente

7, Ejemplo L

Formulacidn de tabletas

CompuestJ de foraula'(I)
(R=CH,OH; RY=R=2t) (puro)

_ Celulosa microcristalina
Almidén
- Estearato de nagnesio

" Metilhidroxietilcelulosa

L3

1,5 mg/ml
0,5 mé/mi
Vl;O'mg/ml'f

Agua

5C0 mg
100 mg
40 mg -

.10 mg

- 3 ml .
.653 ng

Ta pteridina (I), la celulosa micrgcrisﬁalina

¥y se comprlmlo el total.

T

y‘el almidén se granularon con una solucién de la metil-"
i hldro cietilecelulosa en alcohol etlllco acuoso de 50%. Se

, anadlo el estearato de magnesio a los granulos desecados
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5.11.75

Esta solicitud, que corresponde a la proe-
sentada en Gran Bretafia, sl 1 de Agosto de 1972, hajo sl N®
15814/72, se acoge a los beneficlos del artficulo 51 del vi-

gente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

- REIVINDICACIONES =~

Los puntas de invencién propia y nue-
va que se presentan para que sean objeto de esta solici-
tud de Patente de Invencibén en Espafia, por VEINTE afios,

son las que se recogen en las reivindicaciones siguien-

tes:
18.- Un método de preparar derivados

de pirimidina de fdrmula (11)

C —R (11)

- 49 -



10

- 15

20

25

en la que R es un grupo alcohilo inferior, sustituido fa-
cultativamente con un grupo hidroxi, Rl y R2 son iguales

o difesrentes y cada uno es un grupo alcohilo inferior te-
niendo en conjunto por lo menss 3 dtomos de carbono o Rl ¥
Rz, junto con sl Atomo de carbono al que estén unidaos,
forman un sistema de anillo espirocicloalcohilo que tiene
de 4 a 6 Atomos de carbono, y Z es un grupﬁ oxima, caracte-
rizado porque se hace resaccionar un compuesto de férmula

(IV) o una de sus sales

I

1

R
\ c ¢ ——R (1v)
oL

Ho

en la que R, Rl y R2 son como se han_definico antes, con
una.2-amino-4-halégeno-6-hidroxi-S-ﬁitropirimidina.

28,- Un método seglin la reivindicacidn
18, caracterizado porgque se hace reaccionar un compuesto
de formula (IV) o una de sus sales, como se ha aefinidc
en la reivindicacidn 12, con una 2-amino-4-haldgenc-6-

hidroxi-5-nitropirimidina,

5-11.75 - 50 -
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2a,. Un método segln cualquiera de las
reivindicaciones 12 y 28, caracterizado paorque la sal es

el clorhidrato.
428,- Un método seqln cualquiera de las

reivindidaciones 12 a 38, caracterizado porque el derivado

de pirimidina es 2-amino-4-cloro-6-hidroxi-5-nitropirimi-

dina. _
52,- Un método seqgdn cualquiera de las

reivindi&aciones 18 a 43, caractsrizado porque la reaccidn
se lleva a cabo en prasencia de un agente de fijacidn de
4cido.

63,- Un método segln la reivindicacidn
58, caracterizado porque el agents de fijacién es una ami-

na terciaria.
78,- Un método segln la reivindicacidn

68, caracterizado porque la amina es trietilamina.
88.- Un método de preparar derivados

de pirimidina.
Tal y como se ha descrito en la Memoria

que antecede y para los fines que se han especificado.

- 5] -



10

15

20

25

5.11.75
EAS [ Sl

Esta Memoria consta de cincusnta y dos

hojas escritas a mdquina por una sola cara.

Madrid, 15 Hov. 1575

P.A.
| ckCarv .
%r&abeha&wu
- 52 -
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