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vecino de Bogotad D.C., e identificado como aparece al pie de mi firma para manifestarle lo
siguiente:

1. Como apodérado de la sociedad BANYU PHARMACEUTICAL CO. LTD., domiciliado en Tokio, Japon,
solicité ante su Digno Despacho el registro de la Patente de Invencion que se enuncia en la
referencia.

2. Fui requerido. por su Despacho mediante Oficio No. 9233 del 1 de junio de 2012.

3. Como es de conocimiento de su Digno Despacho, para dar cumplimiento al oficio No. 9233, dentro
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documentos.

Por lo anteriormente enunciado y encontrandome dentro de oportunidad legal, me permito adjuntaf
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e MACHON A. ET AL.: Derivatives of 2- hydroxy-4-mercapto-6-methylpyrimidime-
5-c arboxylic acid” POLISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY AND PHARMACY Vol.
28. no. 5, 1976, pages 511-520.
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ZDZISEAW MACHON, ANNA DLUGOSZ

DERIVATIVES OF 2-HYDROXY-4-MERCAPTO-
6-METHYLPYRIMIDINE-5-CARBOXYLIC ACID .

II. PIRAZOLO-[3,4-d}-PYRIMIDINE AND HYDRAZINOPYRIMIDINE

Department of Technology of Drugs, Institute of Chemistry and Technology of Drugs, Medical
‘ Academy, 50-140 Wrochw :

Z. MACHON, A. DLUGOSZ: Derivatives of 2-hydroxy-4-mercapto-5-methyl-
pyrimidine-5-carboxylic acid. I1. Pirazolo-[3.4-d)-pyrimidine and hydrazino pyrimidine.
Pol. J. Pharmacol. Pharm., 1976, 28, 511—520.

Heating of 2-hydroxy-4—mempto—6-methylpyrimidine-waoxylic acid 1 with hydrazine or its
derivatives in ethanolic solution gave 4-hydrazino derivatives 10—12. However, at 150—160° in the
absence of a solvent after decarboxylation the 4-hydrazino derivatives 13 and 14 were formed. Under
similar conditions from 2 (the ethyl ester of 1), 4—mthylpymmle—[3,4<l]-5(l-l)-pyrimidine—3,6—dimc
and the corresponding 1 — substituted derivatives 3,7,8 of this ring system were obtained, These
compounds were easily chlorinated (POCL/PC],) in 6 and 3 and 6 position. Compounds 3 and 7
have strong cytostatic activity in vitro and in vivo, compound 13 acts as virostatic and antiinflam-
matory,

In some recent papers the virostatic and antibacterial activity of hydrazino-
uracils [11] and of hydrazino derivatives of many heterocyclic systems [9, 10]
was reported. Among pyrazolo-[3,4-d} pyrimidines cytostatic [1, 6], anti-
diabetic [7] and antitrichomonas active compounds [8] were found.

In the present paper some new derivatives of the previously described
2-hydroxy-4-mercapto-6-methylpyrimidine-5-carboxylic acid 1 are described.
It seems particularly interesting to synthetise some hydrazino derivatives of 1
in respect of both potential activity and the possibility of the formation of
pyrazolo-[3,4-d}-pyrimidine ring system biologically interesting, too.

By heating of 2 (the ethyl ester of 1) with anhyd, hydrazine in anhyd. ethanol
solution compound 3 (lacking which lacked) a free hydrazino grouping was
obtained. To the 3 on the basis of the spectral data the structure of 4-mcthyl-
piraz¢lo-{3,4-d]-5(H)-pyrimidine—3,6—dione was ascribed. In IR spectrum of 3
(Table 4) the bands of -CONH- of pyrazole system (1710 (CO), 3240, 3450
» .
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(NH) and 1250 cm 't (C-N)) occured, while the bands of the C-O ester group
(1130 cm™ ') as well as of NHC=S grouping (1530 cm ') disappeared. The
NMR spectrum of 3 in accordance with the given structure shows signal

= 2:7(s) of 6-CH, group in position 6.

In MS the M/e = 166 corresponds to the formula CsHgN,O,. The fragmenta-
tion of pyrazolopyrimidine 3 starts with the splitting of the bonds between C;
of pyrazole and C; of pyrimidine rings (Fig. 2). Further fragmentation follows
that of the uracil analogs [5]




Table 1, Deri of 2-hydroxy-4-t 6 idi
RNR’
]T )\ R”
HO—
1d Formula Anlyses
Com- , , Yiel ‘orm
pound R R R” Mp°C % m. wt.
o} H N-
4 H NH, CO,Et .decomp. 632 CeH;sNO, 4528 5-66 2641*
330 212-17 45-55 511 2621
H H: N=C(CH:» CO,Et - 142—145 560 CuHyN;Oy 49-62 602 26-31
266-20 4896 602 2621
6 CeHy NH, CO,Et 206—208 80-1 CuHiNOy 5833 4-85 1943
. ) 28825 5842 458 1981
CO:Et CH, .
9 H ;NH / ‘n CO;Et decomp. 2897 CieHuNyOy 4898 514 2142
. N= . - 320 392-40 49-52 482 21:26
t OH
11 H . N=C(CHsh COOH 214216 375 CHuNO, 48-21 535 25-00
e R 2417 4875 585 2509
$
12 CH; NH, COOH 273274 357 CiH1sN,0, 5538 4-64 21-52
260-22 5563 502 204
13 CH; NH, H 293294 7758 C,H;sNO 61-11 555 2592
. 216:20 6132 562 2538
4 CH,00 N=CHN(CHy, . .. ‘H decomp. 333 CuHuN,O, 50-62 637 2952
. | . : 280 237-20 5072 627 3001
* Upper values: calculated; lower: founded.
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Table 2. Derivatives of 4-methylpyrazolo-(3,4-d})-pyrimidinc

R—N---N
N /l R
R” N CH;
Sield Analyses
Com- , " o icld % Formula e
pound R R R Mp°C (Method) m. wt. |
c H | N I cl
3 H OH OH decomp, 774 (A) CoHN,O; 4337 3-61 3373+
; 330 64-3 (B) 166-12 43:66 3-62 3330
444 (C)
1 CH; OH OH decomp. 619 (A) CieH N2 59-49 416 2317
330 72:4 (B) 242-22 59-21 4-25 2338
8 CH,CH, OH OH 302—305 84-03 CisHisNO, 6093 4-68 21-87
. 256-23 60-65 491 21-4%
15 H OH Ci decomp. 45-04 CeHsN,0C1 39-02 271 30-35 1929
270 184-51 38-58 251 2962 18-80
16 CeH, Cl Cl decomp. 49-66 CHNCly 5157 2-86 2005 25-42
270 27924 51-18 281 19-51 2509
17 H OH NH-CoH,0C,H,(p) decomp. 452 CuHy N0, 5894 526 24-56
270 285-21 58-24 523 23-86

* Upper values: calculated; lower: founded.
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Ester 2 in the reaction with hydrazine hydrate gives 3 as a monohydrate.
By shortening of the reaction time (from 6 hrs to 45 min) the ethyl 2-hydroxy-
4-hydrazino-6-methylpyrimidine-6-carboxylate 4 was obtained from 2. From 4
with acetone the isopropylidene derivative 5 was obtained (Table 1), however,
after heating in 15% NaOH solution, 3 was formed.

Orr, - 0
=0 =0
N~ ‘ N | c
Oék CH,3 o ‘\ CH,§
H H
7-A 7~-B
Fig. 3

Similarly from 2 and phenylhydrazine 6 was obtained, which after heating
with NaOH solution cyclises to 1-phenyl-4-methylpyrazolo-[3,4-d]-5(H)-
pyrimidine-3,6-dione 7. This structure was confirmed by NMR (3 = 2-75(s)-CH,
and 7-38(s)-CgHj) spectrum. Mass spectrum of 7 shows M/e = 244-2 which
corresponds to the formula C,:H;oN,O, and the fragmentation runs analogously
to 3. Compound 7 can be obtained directly by melting ester 2 with phenyl-
hydrazine. With benzylhydrazine ester 2 bebaves similarly (Table 2).

In the reaction of ester 2 with phenylhydrazine a bicyclic product of the
structure 7A resp. 7B can be formed (Fig. 3). By the heating of 7 with
POCI,/PCl; mixture, however, 3,6-dichloro compound 16 was obtained, which
excluded the 7B structure. The forming of 16 in this halogenation reaction
is due to an electron attracting influence of the phenylring present at N,,
which facilates the enolisation, the necessary step to chlorination.

The similar halogenation of 3 gave the 6-monochloro derivative 15 only.
The position of the halogen was confirmed by IR spectrum in which the band
of uracil C=0 group disappeared.

Unexepectedly, the reaction runs during the melting of ester 2 with acetyl-
hydrazine. Among the reaction products beside 3, N,N'-di-(2'-hydroxy-5'-
ethoxycarbonyl-6-methylpyrimidin-4'-yl)-hydrazine 9 was isolated. The struc-
ture of 9 confirmed by the mass spectrum (M/e = 392 corresponds to the
formula C,HyxN,Os) and NMR spectrum (see experimental).

By melting of acid 1 with anhyd. hydrazine or by heating the reagents
in anhyd. ethanol a composed mixture was formed from which 2-hydroxy-
4-hydrazino-6-methylpyrimidine-6-carboxylic acid 10 was isolated as the iso-
propylidene derivative 11. By heating with 107, HCl solution crude acid 10
undergoes cyclization to 3. With phenylhydrazine, in anhyd. ethanol medium
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“‘ - Tuble 3. The IR spectra of the derivatives of pyrimidine and pyrazolo-[3,4-dJ-pyrimidine

‘ The characteristic bands (tm 1)

Com- : ! |

NH | NH L C O CO'CO] C0 _
pound pyrazol. | hydraz. uracil cster | amide aracil | N ‘ C-O | GH.
i i 4
3 3440 . 3100 1710 1695 1375 - - -
3240 2950 1250
4 . 3420 3050 1680 —_ 1650 - 1370 1300 —
3300 2950 1258 1130
1550
s - 3450 3050 1685 - i660 1380 1140  —
3250 2900 1260
1550
6 . 3310 3050 1660 - - 1370 1130 1500
1585 3000 1310 755
2950
7 3450 3100 1700 1640 1350 - 1500
3000 1270 760°
9 3250 3000 1660 - — 1380 1130 —
: 1510 2950 1310
: 1 3450 3120 - 1720 1640 1380 {130 —
3350 2950
12 - 3260 3120 . 1720 1260 1140 1500
1510 2980 740
13 1250 3050 _— e 1640 1395 — 1500
' 1600 2950 1340 750
4 - - 3100 - 1730 1640 1230 - —
2950 1250
15 3410 3100 - . 1o R 1.1 N —
2950 1240
16 _— - 3100 — 1710 — 1250 - 1500
2950 760

acid 1 gave (as it had been expected) 12, but when the reaction was-carried
out without solvent at 150—160°C, the probably primarly formed 12, de-
carboxylate and 2-hydroxy-4-(1'-phenyl-1’-hydrazino)-6-methylpyrimidine 13
was obtained. This structure follows also from IR, NMR and MS spectra.
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The reaction of acid 1 with acetylhydrazine, in dimethylformamid (DMF)
medium has interesting course. Probably the intermediately formed 2-hydroxy-
4-( l’-acetylhydrazino)—()-methylpyrimidine-S-‘carboxy]ic acid undergoes de-
carboxylation and then, after reacting with DMF, gives N-acetyl-N-(2'-
hydroxy-6'-methylpyrimidin-4'-yl)-N -dimethylaminoformythydrazone /4. This
structure is in agreement with the IR spectrum (Table 4, -CH== N~ band at
1525 =.cm 1). The chlorine atom in 15 was readily substituted by aromatic
amines. In this way the 17 was prepared. :

Table 4. The results of cytostatic investigation

\ In vitro In vivo
Com- ECa* Ly ** ‘ ECa* . Ly**
pound | i
o | 0| |
i 1000%#* | 100 | 10 1000 ! 100 | 10 50 mgfkg
H
= . | . , ; ‘ I | PRNIN -
3 EERS i i : -+ i de e P l:_ TOHFEF 6!
7| ] l - i S TR -

* _Ehrlich Carcinoma, ** - N.K. Lymmphoma, *** . concentration in v jomP, #¥¥ -
%, inhibition of growing malignant tumor in mousc.

Biological screening. Compound 13 shows in vitro antiinflammatory and
virostatic properties. Both in vitro and in vivo very interesting cytostatic activity
was shown by 3 and 7. Further investigation of the biological properties of this
compounds are in progress. ‘

EXPERTMENTAL

2—Hydroxy-4-mcrcapm-6-mcthylpyrimidinc-i-carboxylic acid 1 and it cthyl ester 2 were prepared
ace. to 2L

Erhyl Z-hydroxy-4-hydrazina-6-pyrimidine-S-z'arboxylule 4. The solution of 2-0 g (9-3 mmole) of
ester 2, 3+2 cm® (25-6 mmole) of hydrazine hydrate (409} in 60 cnt® of ethanol was refluxed for 43 min,
and then filtered off while hot. From the cooled filtrate yellowish crystals (1-2 g) of 4 were obtained.
4 NMRpnsoy 8 (in ppm): z 1:25 (1) CH in cster, 42 () CH:- in cster.

In the same way 6 was prepared from 4 and phenylhydrazine.
6 NMRpuso) 3 (in ppm): # 1-25 (t) CH; in ester: 443 (q) CH.- in ester, 662 (d) and 712 (t) CgHa-

Isopropylidene hydrazone S. Refluxing of 20 g of crude 4 in 100 cm® of acetone for 1/2 hr gave
after cooling 14 g of 5 which was purified by recrystallization from 30% ecthanol.
5 NMRpmsoy 8 (in ppm): 125 (1) CHa in ester, 42 (@) CH,~ in ester, -8 (5) -CHy, 1-9 (s) -CHa,
9-62 N-H.
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4-Methyl-pyrazolo-{ 3,4-d}5H-pyrimidine-3,6-dione 3.

Method A. The solution of 10 g (46-5 mmole) of 2, 12 cm® (375 mmole) of anhyd. hydrazine in
300 cm® of anhyd. ethanol was refluxed for 7 hrs. The product 3 separated during the heating (8 g)
was filtered off and then recrystallized from DMSO.

Method B. 2-0 ¢ (9-3 mmole) of 2 and 3-2 cm® (25-6 mmole) of hydrazine hydrate was heated under
reflux on oil bath at 110--120°C for 1-5 hr. The residuc was worked up by refluxing twice with
30 em® portion of methanol, and the obtained 3 purified as in the method A.

Method C. The suspension of 1 g of crude acid 10 in 20 cm® of 10%, HCI solution was refluxed
for 1 hr. The crystalline reaction product was collected (0-4 g), washed with water (10 cm™) and then
purified as in the method A. :
3 NMR(crycoon) 8 (in ppm): 2-7 (s) CH, in 4-position.

1-Phenyl-4-methylpyrazolo-13,4-d\SH-pyrimidine-3,6-dione 7.

Method A. The mixture of 20 g (9-3 mmole) of 2 and 7 em?® (71-2 mmole) of phenylhydrazine was
heated at 150°C for 1 hr. The cooled reaction mixture was mixed with 20 cm® of CHCl; the undissolved
residue was recrystallized from ethanol-pyridine (10:1) to obtain 7 as yellow plates.

Method B. Tn 11 cm® of 15% NaOH solution was dissolved 1+4 g (6-5 mmole) of ester 6 and then
was refiuxed for 40 min. After cooled the solution was filtered off and to the filtrate was added 10%
HCI to pH 6. The precipitated product (1-0 g) was filtered, washed with water and then purified
as in the method A.

7 NMRcrycoopy 8 (in ppm): 2-75 (s) CH, in 4-position, 7-38 (s) CeHa.

1-Benzyl-4-methylpyrazolo-(3,4-d)5 H-pyrimidine-3,6-dione 8. The mixture of | g (46 mmole)
of 2 and 1-8 g (14-7 mmole) of benzylhydrazine was heated to 110-—115°C for 1-5 hr. To the cooled
reaction mixture ether was added, to separate yellow 8. The crude product was recrystallized from
50 cm® of ethanol.
8 NMR crscoomd (in ppm): 2-75(s) CHj in 4 position, 5-0 (s) CHa, 7-13 (s) CeHa; MS: M (rel. int.):
mfe 256(61)M]+; 179(38) M-CeHyl*: 152(15) M-C,H;CHN]*: 125(10), C:HsN:O:]*; 113(20),
CHyN,O:1*; 112(9), C.HNyO:]=; 109(25), CHN,0.]*; 104(15), CHNI; 91(100), CoN:CHal+;
84(15) C;H(N,01+; 77(20), CH;1+: 69125), C;HN,O]~; 66(18), C;HzN:]*; 56(12), CN;0)+; 44(19),
CH,NOJ*; 43(18), CH;CN1*; 42(11), CNOY*; 39(31), C:H,sl*; 27(18), HCNI*,

N, N’-4,4'-di-(2-hydroxy-5'-ethoxycarbonyl-6'-methylpyrimidinyl-&)-kydrazine 9. The mixture of
3.4 g (15-8 mmole) of 2 and 3-4 g (459 mmole) of acetylhydrazine was heated on oil bath at 120
130°C for 1-5 hr. The melted mixture was boiled with CHCl, (30 cm®) and then with ethanol (30 cm®)
and those solutions were discarded. To the residue (1-5 g) was added DMSO (20 cm®) then was
boiled and the undissolved 9 (0-3 g) was filtered off while hot. The filtrate was cooled to the room
temp. and the resulting crystals werc collected by filtration to provide 9 which can be recrystallized
from DMSO (0-1 g/15 cm®).

9 NMRcrscoam (in ppm): 1-4(t) CH, from ester 4+6 (q) CH. from ester, 2:55 (s) CH, in 6 position.
MS: M (rel. int.): mfe 392(88), M1+; 319(11), M-CO.C,H;]+; 304(8), M-CO:C:H;, CH,1*; 274(12),
M-CO,C:H,0C:H;]+; 259(11), M-CO;CH:0-C,H;, CH;l*; 197(29), M-C.H;N;0,]*; 169(14),
CeHN;O.1+; 166(17), CeHN;O4J+; 152(23), CiHeN;O5)*; 123123), CsHsN,O1"; 108(29), CsH,-
N:OJ+; 82(15), CH,NOJ+; 68(29), C:N,0]*; 55(18), C:HNO]J; 45(41), OC:H]*+; 44(88), CHzNOJ*+;
43(40), HCNO]*; 31(100), NaHs}+; 29(64), NH-NJ*; 28(28), COY+; 27(64), C:H,]*; 15(34), CH,lt.

N'-Isopropylidene hydrazone 1. The mixture of 2 g (10-7 ramole) of 1, 4 cr?® (125 mmole) of anhyd.
hydrazine in 200 cm® of anhyd. ethanol was refluxed for 6 hrs. From the cooled mixture 2-3 g of
precipitate were filtered off. This when heated for 30 min with 50 cm® of acetone and filtred while
hot, gave 11 from the cooled filtrate.

O
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Compound 12 was prepared from 1 and phenylthydrazine, in analogous manner; for recrystalliza-
tion pyridine was vsed.
11 NMRcrqcoom 8 (in ppm): 2:0 (s) CHs, 2-12 (s) CHa, 275 (5) -CH; in position 6.

2-Hydroxy-4I'-phenylhydrazino)-6-methylpyrimidine 13. The mixture of 2 g (10-1 mmole) of 1
and 4 cm® (40-4 mmole) of phenylhydrazine was heated on oil bath at 150°C. The resulting melt
~ was crushed with CHCl; and the crystals were collected and then were recrystallized first from
_ pyridine and then from DMSO to give pure 13.

MS: M (rel. int.): mée 216(100), M]*; 201(6), M-CH,lt; 200(6), M-NH,]*; 125(13), C:HN, Ol
108(13), CsHN;O1+; 93(88), CoH NH.l; 91(26), CeH NI*; 82(16), C.HNO]*; 77(28), CeHlh:
66(35), C,H,N}*; 42(28), CNOJ-.

N-Acetyl-N<2'-hydroxy-6-methylpyrimidyn-4'-yl} N'-dimethylamino-formylhydrazone 14. To the
solution of 2 g (10-1 ramole) of 1 in 10 cm® of DMF was added in portions 4-6 g (621 mmole) of
acetylhydrazine and then was heated under reflux for 4 hrs. The hot solution was filtered off. From
the cooled filtrate solid 14 resutted (yield 0-8 g), it was purified by repeated boiling with cthanol.

4-Methyl-6-chloropyrazolo-13,4-d}-pyrimid-3-one 15. The mixture of 4 g (24 mmole) of 3, 12 g of
PCl; and 16 cm? of POCI, was refluxed on oil bath at 120—130°C for 5 hrs. The excess of POCl; was
removed under reduced pressure and the residue was poured into ice water to obtain 3-1 g of 15.
The crude product was purified by refluxing with water, and then recrystallized from diluted DMF.

By the analogous procedure 16 was prepared. The residue which had been poured into ice water
was made alkaline by adding WaHCO, solution and the resulting solid was collected by succion.
"The crade product was purified (twice) by dissolving in CHCl, and reprecipitate by adding petroleurn
‘cther and the recrystallized from ethanol-CHCI; to afford pure 16.

4-Methyl-6-(4'-ethoxyphenylamino)-pyrazolo-134-d)-pyrimid-3-one 11. fa 50 om® of DMF 1 g
'(5-4 mmole) of 15 was dissotved and after adding 3 cm® (23-3 mmole) of p-phenethidine the mixture
was refluxed for 3 hrs and then hot filtered. By adding diluted HCI to the filtrate 17 was separated.
¥t was recrystallized from diluted DMF. The yield was 0-7 g.

TR spectra were obtained (in KBr) on Unicam SP-1000 Spectrophotometer, H-NMR spectra
were determined on Tesla-10 spectrometer. Mass spectre were obtained using AEJ MS-9 spectro-
meter,

Z. Machofi, A. Diugosz

$YNTEZA POCHODNYCH KWASU 2-HYDROKSY-4-TIOLO-6-METYLOPIRYMIDYNO-
‘ 5-KARBOKSYLOWEGO

Cz. II. Pirazolo-{3,4-d}-pirymidyny i hydrazynopirymidyny

Streszczenie

. W poszukiwaniu nowych zwiazkéw biologicznie czynnych otrzymano szereg pochodnych piry-
midyny i pirazolopirymidyny.

 Ester etylowy kwasu 2-hydroksy-4-tiolo-6-metylopirymidyno-5-karboksylowego 2 ogrzewany
z hydrazyng ulega podstawieniu w poz. 4, a nastgpnie wewngtrzczasteczkowej kondensacji do 4-mety-
lopirazolo-[3,4-d]-S(H)-3,6-pirymidynodionu 3. Podobnie przebicga reakcja estru 2 z fenylo- i benzy-
lohydrazyna. Natomiast z acetylohydrazyng ester 2 daje obok zwigzku 3, takie N,N’-[4,4"-bis-
(2’-hydroksy-5"-karboetoksy-6"-metylopirymidyno)}-hydrazyne 9. Pirazolopirymidyny chlorowane
mieszaning POCl, i PCI; dajg 3- i 6- chloropochodne, ktére ogrzewane z aminami daja odpowiednie
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6-aryloamino pochodne. Kwas 2-hydroksy-4-tiolo-6-metylopirymidyno-5-karboksylowy 12 hydrazyng
w alkohalu ctylowym dajc 4-hydrazynopochodng 10, ktéra ogrzewana 7z 10%, HCI cyklizuje do

zwiazku 3; ogrzewana z hydrazyng bez rozpuszczalnika ulega dckarboksylac)l przechodzac w 2-
hydroksy-4-fenylohydrazyno-6-metylopirymidyne 13,

Zwigzek 3 i 7 dziata silnie cytostatycznie, a zwiazek 13 przeciwwirusowo i przeciwzapalnie,

REFERENCES

. Cheng C. C., Robins R, K.: J. Org. Chem., 1956, 21, 1240.

. Machoa Z., Dlugosz A.: Pol. I. Pharmacol. Pharm., 1973, 25, 579

. Machon Z., Dlugosz A., Mordarski M.: Polish Pat. application 1975.
. Parmar S. S., Pandey B. R.: J. Med. Chem., 1964, 7, 186.

Rice J. M., Dudck G. O., Barber M.: J. Am. Chem, Soc., 1965, 87, 4569,

. Robins R. K.: J. Med. Chem., 1964, 7, 186.
. Scholten M., Robins R. K., Simon L. N.: J. Mcd. Cheni., 1975, 18, 460.

Senga K., Novinson T., Springer R. H.: J. Med. Chem,, 1975, 18, 312.

. Thomas J., Berkoff Ch. E., Flagg W. B.: J. Med, Chem., 1975, 18, 245.
. Townscnd .. B., Long R. A., Mc Graw J. P.: J. Org. Chem., 1974, 39, 2023.
. Wirght G. E., Brown N. C.: J. Med, Chem., 1974, 17, 1277.

Reccived: 11 Januar, 1976.

Author’s address: 1, Pl. Nankicra, 50-140 Wroclaw, Poland.



Pol J Pharmacol Pharm., 1976, 28, 511-520
1
ZDISLAW MACHON, ANNA DLUGOSZ

DERIVADOS DE ACIDO 2-HIDROXI-4-MERCAPTO-
6-METILPIRIMIDIN-5-CARBOXILICO

Il. PIRAZOLO-[3,4-D]-PIRIMIDINA E HIDRAZINOPIRIMIDINA

Department of Technology of Drugs, Insitute of Chemistry and Technology of drugs, Medical

Academy, 50-140 Wroclaw

| Z. MACHON, A. DLUGOSZ: Derivados de &cido 2-hidroxi-4-mercapto-6-
metilpirimidin-5-carboxilico. Il. Pirazolo-[3,4-d]-pirimidina e hidrazinopirimidina. Pol. J.

Pharmacol. Pharm., 1976, 28, 511 - 520.

; El calentamiento de acido 2-hidroxi-4-mercapto-6-metilpirimidin-5-carboxilico 1
co!n hidrazina o sus derivados en una solucién etandlica proporcioné los derivados 4-
hidrazino 10-12. Si embargo, a 150-160 °C, en ausencia de un disolvente tras la
descarboxilacién, se formaron los derivados 4-hidrazino 13 y 14. En condiciones
similares, a partir de 2 (el éster etilico de 1) se obtuvieron 4-metilpirazol-[3,4-d]-5(H)-
pirimidin-3,6-diona y los correspondientes derivados 3, 7, 8 sustituidos en 1 de este
sistema anular. Estos compuestos se cloraron (POCIy/PCls) facilmente en las
posiciones 6 y 3 y 6. Los compuestos 3 y 7 poseen una fuerte actividad citostatica in
vitro e in vivo, el compuesto 13 actiia como virostatico y antiinflamatorio.

En algunos articulos recientes se ha indicado la actividad virostatica y

antibacteriana de los hidrazino-uracilos [11] y los derivados de hidrazino de muchos

3



sistemas heterociclicos [9, 10]. Entre las pirazolo-[3,4-d]-pirimidinas [1, 6] se han
descubierto compuestos activos como antidiabéticos [7] y antitricomonas [8].

- En este articulo se describen algunos derivados nuevos del &cido 2-hidroxi-4-
mercapto-6-metilpirimidin-5-carboxilico 1 descrito anteriormente. La sintesis de algunos
derivédos hidrazino de 1 con respecto a ambas actividades potenciales parece
particularmente interesante y la posibilidad de formacion del sistema anular de
pirazolo-3,4-d]-pirimidina también es biolégicamente interesante.

Calentando 2 (el éster etilico de 1) con hidrazina anhidra en solucién de etanol
anhidro se obtuvo el compuesto 3 un grupo hidrazino libre. Sobre la base de los datos
de espectro se atribuyé a 3 la estructura de 4-metil-pirazolo-[3,4-d]-5(H)-pirimidin-3,6-
diona. En el espectro de IR de 3 (Tabla 4), aparecieron las bandas de —CONH- del
sistema pirazolo (1710 (CO), 3240, 3450 (NH) y 1250 cm-! (C-N), mientras que las
bandas del grupo éster C-O (1130 cm'1) y las del grupo NHC=S (1530 cm'1)
desaparecieron. En espectro RMN de 3 de acuerdo con la estructura dada muestra
una sefial 6= 2 7 (s) del grupos 6-CHj3 en lo posicién 6.

En el EM, la M/e= 166 se corresponde a la formula CgHgN4O>, La fragmentacién
de la pirazolopirimidina 3 se inicia con la rotura de los enlaces entre el C3de pirazolo y
el Cs de los anillos de pirimidina (Fig. 2). Una fragmentacion adicional sigue a la de los

analogos de uracilo [5].
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Tabla 1. Derivados de 2-hidroxi-4-hidrazino-6-metilpirimidina

RNR’
e
HO N
Compuesto 'R R R” Pf. °C Rendior/:ﬁento Fé;n“:lula _ »Ana:isis T
. Ho | N o | TP aap | OFilDs D28 000 et
5 "H | N=C(CHy) | COEt | 142145 56,0 C‘;';gfg’gos jg:gé 2;85 gg:gl
6 CeHs NH; COZEt | 206 - 208 80,1 01422221303 gg:ig :Zgg }g:g?
' CO.Et CH,
o | |l |com | e | g | O dn o e
OH
11 H N=C(CHs), | COOH | 214 -216 375 062"'22':“703 jg:;; 2;32 32383
12 CoHs NH COOH | 273-274 35,7 C‘*Z%‘é’g“zo“ gg:gg g;g‘; §;;§§
13 | cds | N | W [2ss-2e4| 7rse | OO BTS20
14 Jomco| NEEN | W [desae s | G o e | s0nr

Valores superiores: calculados; inferiores: hallados.




Tabla 2. Derivados de 4-metilpirazolo-[3,4-d]l-pirimidina

Rendimiento | Férmula Analisis
] iR} [}
Compuesto R R R Pf.°C % PM C v N a
OH descomp. 77,4 (A) CeHeN4O2 | 4337 | 361 | 33,73
3 H OH 330 64,3 (B) 166 12
44,4 (C) 4366 | 362 | 3330
‘ OH descomp. 61,9(A) | CioHi1oN4O2 | 5949 | 4,16 | 2317
7 Cefts | OH 330 72.4 (B) 242,22
5021 | 4,25 | 23,38
8 CeHeCHz | OH OH 302-305 | 8403 | CgtellaOz | 003 | 408 ) 2187
' 60,65 | 491 | 21,41
descomp. CeH3N4O2 | 39,02 | 2,71 | 30,35 | 19,29
15 H OH Cl 270 45,04 184,51
3858 | 2,51 | 2962 | 18,80
' descomp. C12HaN4Cly | 5157 | 2,86 | 20,05 | 2542
16 CeHs | Cl Cl 270 49,66 279,21
51,18 | 2,81 | 1951 | 2509
NH- descomp. C14H1sNsO> | 58,94 | 526 | 24,56
i Ho 1 OH L cH,0CHSp) 270 45.2 285,21
5824 |523 | 2386

"Valores superiores: calculados; inferiores: hallados..
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El éster 2 en la reaccion con la hidrazina hidrato proporciona 3 como

monohidrato. Acortando el tiempo de reaccion (de 6 horas a 45 minutos) se obtuvo el

- 2-hidroxi-4-hidrazino-6-metilpirimidin-6-carboxilato 4 a partir de 2. A partir de 4 con
- acetona se obtuvo el derivado de isopropilindeno 5 (Tabla 1), no obstante, tras calentar

en una solucién de NaOH al 15 % se form6 3.

Fig. 3
De un modo similar, a partir de 2 y fenilhidrazina se obtuvo 6, que, después de
calentar con una solucion de NaOH, se cicla y forma 1-fenil-4-metilpirazolo--[3,4-d]-

5(H)-pirimidin-3,6-diona 7. Esta estructura se confirmé mediante el espectro RMN (8 =

| 2,75(s)-CH3 y 7,38(s) -CeHs) El espectro de masas de 7 muestra M/e= 244,2, que

corresponde a la formula C12H1gN4O2 y la fragmentacién se produce de forma anéloga
a 3. El compuesto 7 se puede obtener directamente mediante la fusién del éster 2 con
fenilhidrazina. Con el éster de bencilhidrazina, 2 se comporta de una forma similar
(Tabla 2).

En la reaccion del éster 2 con fenilhidrazina se puede formar un producto

biciclico de la estructura 7A o 7B respectivamente (Fig. 3). No obstante, calentando 7

- con una mezcla de POCIs/PCls, se obtuvo el compuesto 16 3,6-dicloro, que excluyd la

estructura 7B. La formacién de 16 en esta reaccion de halogenacion se debe a una

influencia de atraccién de electrones del anillo fenilo presente en N4, que facilita la
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15

enblizaci()n, la etapa necesaria para la cloracion.

. La halogenacién similar de 3 dio el derivado de 6-monocloro 15 Unicamente. La
pdsicién del haldgeno se confirmo mediante espectro IR en el que la banda del grupo
C%O uracilo habia desaparecido.

‘ Inesperadamente, la reaccién procede durante la fusion del éster 2 con acetil-
hidrazina. Entre los productos de reaccion al lado de 3, se aislé N,N'-di-(2'-hidroxi—5'-
etoxicarbonil-6-metilpirimidin-4'-if)-hidrazina 9. La estructura de 9 se confirmé mediante
ei espectro de masas (M/e= 392, corresponde a la formula C1eH20NsOs) Y €l espectro
de RMN (véase la seccién experimental).

Mediante la fusién del acido 1 con hidrazina anhidra o calentando los reactivos
en etanol anhidro se formé una mezcla compuesta a partir de la cual se aislé acido 2-
hidroxi-4-hidrazino-6-metilpirimidin-6-carboxilico 10 como el derivado de iso-propilideno
11. Calentando con una solucion de HCI al 10 %, la solucién del acido bruto 10 sufre
éiclacién en 3. Con fenilhidrazina, en medio de etanol anhidro 1 dio (como cabria

esperar) 12, pero cuando la reaccién se llevé a cabo sin el disolvente a 150-160 °C se

obtuvo el compuesto 12 principal probablemente formado, descarboxilato y 2-hidroxi-4-

(1’-fenil-1'-hidrazino)-6-metilpirimidina 13. Esta estructura se observa también en los

‘espectros IR, RMN y EM.
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J Tabla 3. Espectros IR de los derivados de pirimidina y pirazolo-[3,4-d]-pirimidina
Bancas caracteristicas (cm'1)
Compuesto NH N H c-0 co c-0 c-0
Pirazol hidraz. | uracilo éster amida uracilo C-N c-0 Cs-Hs
3 3440 3100 1710 -
3240 2950
4 3420 3050 1680 1695 1375 1300
3300 2980 . 1250 1130
1550
‘ 5 3450 3050 1685 1650 1370 1140
1 3250 2900 . 1258
1550
6 3310 3050 1660 1660 1380 1130 1500
1585 3000 1260 755
2950
7 3450 3100 1700 1640 1350 1500
3000 1270 760
9 3250 3000 1660 1380 1130
1510 2950 1310
? 11 3450 3120 1720 1640 1380 1130
3350 2950 -
12 3260 3120 1720 1260 1140 1500
1510 2980 i . 740
13 3250 3050 - 1640 1395 1500
1600 2950 1340 750
14 3100 1730 1640 1230
2950 1250
|
‘ 15 3410 3100 1710 - 1380
i 2950 1240
16 3100 1710 — 1250 1500
2950 760




La reaccion del acido 1 con acetilhidrazina en dimetiformamida (DMF) tiene un
c‘urso interesante. Probablemente, el acido 2-hidroxi-4-(1’-acetilhidrazino)-6-
rﬁetﬂpirimidin-5-carboxi|ico intermedio formado sufre descarboxilacion y, después, tras
reaccionar con DMF, da N-acetil-N-(2’-hidroxi-6'"-metilpirimidin-4'-il)-N’-
dlimetilaminoformiIhidrazona 14. Esta estructura es compatible con el espectro IR

(Tabla 4, banda -CH=N- a 1525 cm'1). El atomo de cloro en 15 se sustituy6 faciimente

con aminas aromaticas. De este modo se preparé 17.



3
Tabla 4. Resultados de la investigacion citostatica
l In vitro. In vive o
Compisesto I ECa® Ly #* 1 Ca i 3"~ B
: . ; | »_
i‘ 0 *e % 100 0 1000 1 100 i 18 50 mgikg
e . ’ ll x i l L .
3 :‘ .4__-;_ H ,, . } .1 :, r .- { i i_ ,767:**' } 61
H H :
7 [ R i . S B O S [ L 65

*Carcinoma de Ehrlich, **linfoma NK, ***concentracion en y/cm3, **** % inhibicion de tumores

5 malignos en crecimiento en raton.
‘ Cribado biolégico. El compuesto 13 muestra propiedades antiinflamatorias y
virostaticas in vitro. Los compuestos 3 y 7 poseen una actividad citostatica muy
interesante tanto in vitro como in vivo. Actualmente se estan realizando investigaciones

adicionales de las propiedades bioldgicas.

10
SECCION EXPERIMENTAL
i El acido 2-hidroxi-4-mercapto-6-metilpirimidin-5-carboxilico 1 y su éster etilico 2
|
' se prepararon de acuerdo con [2].
15 2-hidroxi-4-hidrazino-6-pirimidin-5-carboxilato de etilo 4. La solucién de 2,0 g

(9,3 mmol) del éster 2, 3,2 cm® (25,6 mmol) de hidrazina hidrato (40 %) en 60 cm® de
etanol se someti6 a reflujo durante 45 minutos y se filtré en caliente. A partir del filtrado
enfriado se obtuvieron cristales amarillentos (1,2 g) de 4.

4 RMN (pmso) 8 (en ppm): z 1,25 (t) CHs en éster, 4,2 (c) CHy- en éster.

20 Del mismo modo se preparé 6 a partir de 4 y fenilhidrazina.

g2
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6 RMN (pmso) 8 (en ppm): z 1,25 (t) CH3 en éster, 4,13 (c) CHz- en éster, 6,62 (d)
'y 7,12 (t) CeHs-

Isopropilidenhidrazona 5. El reflujo de 2,0 g de 4 bruto en 100 cm?® de acetona
durante 1/2 hora dio, tras enfriamiento, 1,4 g de 5, que se purific6 mediante
1recristalizaci6n en etanol al 30 %.

5 RMN (pmso) 8 (en ppm): 1,25 (t) CH3 en éster, 4,2 (c) CH2- en éster 1,8 (s) -
CH31,9 (s) CH3 9.62 N-H.

4-Metil-pirazolo-[3,4-d]5H-pirimidin-3, 6-diona 3.

Procedimiento A. La soluciéon de 10 g (46,5 mmol) de 2, 12 cm® (375 mmol) de
hidrazina anhidra en 300 cm® de etanol anhidro se sometié a reflujo durante 7 horas. El
producto 3 separado durante el calentamiento (8 g) se filtré y se recristalizé después
en DMSO.
| Procedimiento B. 2,0 g (9,3 mmol) de 2 y 3,2 cm® (25,6 mmol) de hidrazina
hidrato se calentaron a reflujo en un bafio de aceite a 110-120 °C durante 1-5 horas. El
residuo se procesé mediante reflujo dos veces con una porcién de 30 cm® de metanol
y el 3 obtenido se purific6 como en el procedimiento A.

Procedimiento C. La suspensién de 1 g de acido bruto 10 en 20 cm?® de una
éolucién al 10 % de HCI se sometio a reflujo durante 1 hora. Se recogié el producto de
la reaccion de recristalizacién (0,4 g), se lavé con agua (10 cm3) y, después, se purificd
c%omo en el procedimiento A.

3 RMN (cracoop) 8 (en ppm): 2,7 (s) CH3 en la posicion 4.

1-fenil-4-metilpirazolo-[3,4-d]-5H-pirimidin-3,6-diona 7
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Procedimiento A. La mezcla de 2,0 g (9,3 mmol)de 2y 7 cm?® (71,2 mmol) de

fenilhidrazina) se calentd a 150 °C durante 1 hora. La mezcla de reaccion enfriada se
mezclé con 20 cm® de CHCI3, el residuo sin disolver se recristalizé en etanol-piridina

(10:1) para obtener 7 como placas amarillas.

Procedimiento B. En 11 cm® de una solucidn al 15 % de NaOH se disolvieron

1,4 g (6,5 mmol) del éster 6 y después se sometié a reflujo durante 40 minutos.
Después de enfriar, la solucion se filtrd y al filtrado se afiadié HCI al 10 % hasta llegar a
un pH de 6. El producto precipitado (1,0 g) se filtrd, se lavé con agua y después se

purificé como en el procedimiento A.

7 RMN (cr3coop) & (en ppm): 2,75 (s) CH3 en la posicion 4, 7,38 (s) CeHs.

1-bencil-4-metilpirazolo-[3,4-d]-5H-pirimidin-3,6-diona 8. La mezcla de 1 g (4,6
mmol) de 2 y 1,8 g (14,7 mmol) de bencilhidrazina se calent6 hasta 110-115 °C
durante 1,5 horas. A la mezcla de reaccion enfriada se afiadi6 éter para separar
el compuesto amarillo 8. El producto bruto se recristalizé en 50 cm® de etanol.

8 RMN (cr3coopy d (en ppm): 2,75 (s) CH3 en la posicion 4, 5-O (s) CHz, 7,13 (s)
CeHs;, EM; M (int. rel): m/e 256(61)M]"; 179(34) M-CeHs]"; 152(15) M-
CeHsCHN]": 125(10), CsHsN202]"; 113(20), CaHsN202I"; 112(9), CaHaN20:J,
109(25), C4HsN205]"; 104 (15), C7HeNI"; 91(100), CeNsCH2]"; 84(15) C3H4N20]";
77(20), CeHs]"; 69(25), C2HN0]"; 66(18), CaHoN2]"; 56(12), CN20]"; 44(19)
CHJNOJ"; 43 (18), CHaCNJ*; 42(11), CNOJ"; 39(31), C3Ha]"; 27(18), HCNJ".

N,N’-4,4-di-(2*-hidroxi-5™-etoxicarbonil-6’-metilpirimidinil-4’)-hidrazina 9. La

mezcla de 3,4 g (15,8 mmol) de 2 y 3,4 g (45,9 mmol) de acetilhidrazina se calent6 en

25 un banfo de aceite a 120-130 °C durante 1,5 horas. La mezcla fundida se llevé a
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ebullicion con CHCI3 (30 cm3) y, después, con etanol (30 cm3) y se desecharon dichas
solt;.lciones. Al residuo (1,5 g) se afnadié DMSO (20 cm3), que se llevd a ebullicién y el
compuesto 9 sin disolver (0,3 g) se filtr6 en caliente. El filtrado se enfrid hasta la
tenwperatura ambiente y los cristales resultantes se recogieron mediante filtracién para
dar'9, que se puede recristalizar en DMSO (0,1 g/15 cm3).

9 RMN (cr3 coop) 8 (en ppm): 1,4 (t) CH3 del éster 4,6 (c) CH2 del éster, 2,55 (s)
CHé en la posicién 6. EM: M (int. rel.): m/e 392(88), M]"; 319(11), M-CO2CzHs]"; 304(8),
M-CO,C2Hs, CHal"; 274(12), M-CO,C2Hs0C Hs]"; 259(11), M-CO2C,H50-CoHs, CH3';
19ﬂ(29), M-CgHoN7O3]"; 169(14), CeHsN3O3]+; 166(17), CgHaN3O2+: 152(23),
CeHeN3O2]", 123(23), CsHsN3OJ; 108(29), CsHaN2OJ"; 82(15), C4HeNOI; 68(29),
CaN20J": 55(18), CoHNOJ": 45(41), OC.Hs]"; 44(88), CHoNOJ'; 43(40), HCNOJ™;
31(100), N2H3]™: 29(64), NH-NJ': 28(28), COJ"; 27(64), CoHa]"; 15(34), CHa]".

| N’-isopropiliden hidrazona 11. L.a mezcla de 2 g (10,7 mmol) de 1, 4 cm’ (125
mmiol) de hidrazina anhidra en 200 cm® de etanol anhidro se sometié a reflujo durante
6 hé)ras. A partir de la mezcla enfriada se filtraron 2,3 g del precipitado, que, tras
calentar durante 30 minutos con 50 cm? de acetona y filtracién en caliente, dieron 11 a
part‘iir del filtrado enfriado.

El compuesto 12 se prepard a partir de 1 y fenilhidrazina, de un modo analogo;
para la recristalizacion se usé piridina.
11 RMN (cr3 coop) & (en ppm): 2,0 (s) CH3, 2,12 (s) CHas, 2,75 (s) =CH3z en la

posicién 6.
I

2-hidroxi-4-(1-fenilhidrazino)-6-metilpirimidina 13. La mezcla de 2 g (10,1 mmol)

de 1 y 4 cm?® (40,4 mmol) de fenilhidrazina se calenté en un bafio de aceite a 150 °C.
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La fusion resultante se tritur6 con CHCI3 y se recogieron los cristales, y, después, se
recristalizaron primero en piridina y, después, en DMSO para dar el compuesto 13
puro.

EM: M (int. rel.): m/e 216(100), M]"; 201(6), M-CH3]"; 200(8), M-NH2]"; 125(13),
CsHeN3OJ";, 108(13), CsH4N2O]"; 93(88), CgHsNHJ"; 91(26), CgHsN]'; 82(16),
C4H4NOJ"; 77(28), CeHs]™; 66(35), C4H4N]"; 42(28), CNOT".

N-acetil-N-(2’-hidroxi-6-metilpirimidin-4'il) N’-dimetilamino-formilhidrazona 14. A

~ la solucién de 2 g (10,1 mol) de 1 en 10 cm?® de DMF se afadi6 en porciones 4,6 g

(62,1 mmol) de acetilhidrazina y después se calentd a reflujo durante 4 horas. La
solucién caliente se filtrd. Del filtrado enfriado se obtuvo el compuesto 14 sélido

“ (rendimiento 0,8 g), se purific6 mediante ebullicién repetida con etanol.

| 4-metil-6-cloropirazolo-[3,4-d]-pirimid-3-ona 15. La mezcla de 4 g (24 mmol) de
'3,12gde PClsy 16 cm® de POCl3 se someti6 a reflujo en un bafio de aceite a 120-130
“ °C durante 5 horas. El exceso de POCI; se elimind a presién reducida y el residuo se
vertié en agua helada para obtener 3,1 g de 15. El producto bruto se purifico mediante
1‘reflujo con agua y después se recristalizé en DMF diluido.

Mediante el procedimiento analogo se preparé 16. El residuo, que se habia
Vertido en agua helada, se alcalinizé afadiendo una solucion de NaHCO3 y el sdélido
fesultante se recogid mediante succiéon. El producto bruto se purificé (dos veces)
disolviendo en CHCl; y se volvié a precipitar afiadiendo éter de petrleo y se

recristalizé en etanol-CHCI3 para dar el compuesto 16 puro.

4-metil-6-(4-etoxifenilamino)-pirazolo-[3,4-d]-pirimid-3-ona 17. En 50 cm® de



DMF se disolvidé 1 g (5,4 mmol) de 15 y, después de afadir 3 cm® (23,3 mmol) de p-
fenetidina, la mezcla se sometié a reflujo durante 3 horas, y después se filtrd en

caliente. Mediante la adicién al filtrado de HCI diluido se separ6 el compuesto 17. Se

~ recristalizé en DMF diluido. Se obtuvo un rendimiento de 0,7 g.

Los espectros IR (en KBr) se obtuvieron en un espectrofotémetro Unicam SP-
1000. Los espectros RMN de 'H se obtuvieron en un espectrometro Tesla-10. Los

espectros de masas se obtuvieron usando un espectrometro AEJ-MS-9.
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10. Townsend L. B., Long R. A., Mc Graw J. P.: J. Org. Chem., 1974, 39, 2023.
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