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Sumari

SUMARI

En el present treball s’ha desenvolupat una familia de 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines com a
inhibidors potencials front el virus de I’Hepatitis C (VHC).

Per accedir a aquests sistemes s’han desenvolupat dues metodologies sintétiques per a
I'obtencié de 2-amino-6-aril-5,6-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diones i de 6-aril-2-
metiltio-5,6-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diones. Posteriorment, s’ha posat a punt
una estrategia sintéetica per a la derivatitzacio d’aquests sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics en les
posicions C2, C4, C6i N8 i la deshidrogenacid de I'enllag entre les posicions C5 i C6 del sistema.

Una vegada s’ha desenvolupat satisfactoriament aquesta ruta de sintesi que permet I'obtencié
de pirido[2,3-d]pirimidines amb fins a quatre punts de diversitat, s’ha emprat per accedir a una
guimioteca amplia d’aquests tipus de sistemes dels quals s’ha avaluat I'activitat biologica front
el VHC. Els valors ECsg i CCso determinats han permés modular I'estructura dels compostos a fi
de millorar-ne el valor d’activitat i disminuir, a la vegada, la toxicitat dels compostos. Aixi s’ha
obtingut la 2-(fenilamino)-6-(4-fluorofenil)pirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diona amb una ECsp
=23 nM i un index de selectivitat de 393.












Sumario

SUMARIO

En el presente trabajo se ha desarrollado una familia de 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinas como
inhibidores potenciales frente al virus de la Hepatitis C (VHC).

Para acceder a estos sistemas se han desarrollado dos metodologias sintéticas para la obtencion
de 2-amino-6-aril-5,6-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-dionas y de 6-aril-2-metiltio-5,6-
dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-dionas. Posteriormente, se ha puesto a punto una
estrategia sintética para la derivatizacion de estos sistemas pirido[2,3-d]pirimidinicos en las
posiciones C2, C4, C6 y N8 y la deshidrogenacién del enlace entre las posiciones C5 y C6 del
sistema.

Una vez se ha desarrollado satisfactoriamente esta ruta de sintesis que permite la obtencién de
pirido[2,3-d]pirimidinas con hasta cuatro puntos de diversidad, se ha procedido a acceder a una
guimioteca amplia de estos tipos de sistemas los cuales se han evaluado la actividad biolégica
frente al VHC. Los valores de ECso y CCso determinados han permitido modular la estructura de
los compuestos con el fin de mejorar el valor de actividad y disminuir, a la vez, la toxicidad de
los compuestos. Asi se ha obtenido la 2-(fenilamino)-6-(4-fluorofenil)pirido[2,3-d]pirimidin-
4,7(3H,8H)-diona con una ECsp= 23 nM y un indice de selectividad de 393.












Summary

SUMMARY

In the present work a family of 7-oxopyrido[2,3-d]pyrimidines has been developed as potential
inhibitors against the Hepatitis C Virus (HCV).

To achieve such systems, two synthetic methodologies were developed for the synthesis of 2-
amino-6-aryl-5,6-dihydropyrido[2,3-d]pyrimidine-4,7(3H,8H)-diones and 6-aryl-2-(methylthio)-
5,6-dihydropyrido[2,3-d]pyrimidine-4,7(3H,8H)-diones. Subsequently, a synthetic strategy was
developed to derivatize these pyrido[2,3-d]pyrimidines at C2, C4, C6, and N8 positions and carry
out the dehydrogenation of the C5-C6 bond.

After the successful development of such synthetic route allowing the preparation of pyrido[2,3-
d]pyrimidines with up to four diversity centers, a wide library of these compounds was prepared
and, subsequently, their biological activity against HCV was evaluated. The ECso and CCsp values
determined have allowed the modulation of the structure of these compounds in order to
improve the activity value and lower the toxicity. Thus, the 6-(4-fluorophenyl)-2-
(phenylamino)pyrido[2,3-d]pyrimidine-4,7(3H,8H)-dione was obtained presenting a ECsp = 23
nM and a selectivity index of 393.
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Introduccio

0.INTRODUCCIO

0.1.Els virus

Els virus sén una entitat infecciosa microscopica que infecten qualsevol tipus d’hoste cel-lular
amb la finalitat de replicar-se emprant els mecanismes cel-lulars d’aquest. Els virus tenen la
capacitat d’infectar tot tipus d’organismes, des d’organismes tant complexes com animals fins a
plantes i bacteries, aquests han resultat ser els causants de malalties de gran repercussié social
i economica al llarg de Ihistoria, sent la SIDA un exemple recent d’'una malaltia que pot ocasionar
danys greus a la poblacid a nivell mundial. Cap organisme queda fora de I’abast d’aquests agents
infecciosos, i la seva viruléncia presenta un ampli rang de simptomatologia.

L'any 1892 el bioleg rus Dmitri lvanosvski estava investigant sobre una malaltia que afectava a
les plantes del tabac, i va atribuir el causant d’aquesta malaltia a un agent infecciés minuscul,
associat a les bactéries o a les toxines. Més tard, a I'any 1898, un microbidleg holandeés
anomenat Martinus Beijerinck va repetir els experiments realitzats per Ivanovski i va quedar
convencut de que es tractava d’una nova forma d’agent infeccids. Més endavant, es va descartar
la hipotesis dels bacteris, ja que els bacteris es difonien en un gel d’Agar, i aquest agent infeccids
era soluble en el medi (els bacteris no ho sén). Per altra banda, es va refusar la idea que es podia
tractar d’una toxina, ja que aquest agent es replicava dins la cél-lula i tenia la capacitat d’infectar
les unes a les altres. L'agent en qliestié es va anomenar com a virus del mosaic del tabac, TMV
(Tobacco Mosaic Virus), sent aquest el primer virus descobert.

Els virus es poden classificar de diverses maneres donant-los nom i agrupant-los segons les seves
semblances o bé ordenant-los segons la classificacid de Baltimore. Es tracta, d’'una de les
classificacions més utilitzades, presentada per primera vegada I'any 1971. Aquesta és una
classificacioé senzilla i ampliament acceptada i en ella es categoritzen set grans grups segons el
tipus d’acid nucleic present en el seu genoma i els seus intermedis de replicacid. Els virus han de
generar ARN missatger per a poder sintetitzar les proteines i replicar-se, pero per fer-ho, cada
familia de virus utilitza mecanismes diferents. El genoma del virus pot ser monocatenari,
bicatenari, d’ARN o ADN, i poden utilitzar o no la transcriptasa inversa. A més, els virus d’ARN
poden ser positius o bé negatius (Taula 0.1.1).

Taula 0.1.1: Classificacid dels virus

Grup Descripcié Exemple
| Virus d’ADN bicatenari (ADNcd) Adenovirus, herpes, verola
| Virus d’ADN monocatenari (ADNcs) Parasits de plantes i insectes,
bacteriofags
1l Virus d’ARN bicatenari (ARNcd) Retrovirus, virus de la llengua
blava
\} Virus d’ARN monocatenari de polaritat positiva Hepatitis C, febre aftosa,
((+)ARNCs) coronavirus
Vv Virus d’ARN monocatenari de polaritat negativa Galteres, xarampio, ebola
((-)ARNCs)
\' Virus d’ARN monocatenari retrotranscrit amb VIH
intermedi de replicacié de ADN (ARNcs-RT)
Vil Virus d’ARN bicatenari retrotranscrit amb Hepatitis B

intermedi de replicacié d’ ARN (ADNcd-RT)




Degut al gran ventall de virus, ens centrarem en els virus d’ARN, ja que és en aquest grup on es
troba classificat el virus de I’'Hepatitis C que és I'objecte d’aquesta tesi.

Diferents estudis comparatius de la seva estructura, organitzacié geneética i tipus de replicacio,
mostren que els virus d’ARN utilitzen estrategies molt dispars per assegurar-se la seva replicacié
en les cel-lules i establir-se com a particules lliures. Aparentment, la gran variabilitat genética
dels virus d’ARN pot ser la base de I'emersié de noves malalties, o bé la ineficiencia d’algunes
vacunes o tractaments antivirals. Hi ha una serie de factors que poden contribuir a la seva
elevada variabilitat, com és el cas de les grans poblacions, temps de generacid curts i elevades
taxes de replicacié.

Els virus d’ARN utilitzen acid ribonucleic com a material genétic o bé el necessiten en el seu
procés de replicacié. Aquests infecten les cél-lules de I’hoste mitjancant la seva adhesié al
receptor de I'hoste. Una vegada el virus s’ha trobat amb I’hoste, el virus pot induir canvis en la
proteina de I'embolcall viric donant lloc a la fusié de les membranes viriques i cel-lulars, i
finalment roman dins el citoplasma de I’hoste on té lloc la replicacioé del virus.
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0.2. Virus de I’Hepatitis C

Es coneixen cinc tipus de virus responsables de I’hepatitis virica en humans. S’anomenen de la
A alaEi, apart delocalitzar-se en el fetge i causar la malaltia a I’'hoste, aquests virus tenen ben
poc en comu i menys si ens centrem en la caracteritzacié molecular dels seus genomes. D’entre
els virus d’interées en patologia humana, el virus de I’'Hepatitis C és un dels virus amb un major
grau de diversitat genética que s’han estudiat fins al moment.

El virus de la Hepatits C (VHC) presenta un problema de salut d’abast internacional al haver
infectat al voltant de 200 milions de persones al mén. La infeccid per VHC usualment és
conseqiiéncia del® (Figura 0.2.1):

- Us de drogues intravenoses. Aquesta és un ruta d’infeccié bastant comu entre els
drogoaddictes que comparteixen xeringues. La majoria (del 50 al 90%) dels pacients
usuaris de drogues intravenoses infectats per VIH també estan infectats per VHC.

- Transfusions sanguinies o transplantaments de teixits. Des de la introduccié de les
analitiques de rastreig viral, la incidencia de les infeccions associades a transfusié han
disminuit.

- Exposicié laboral a sang i altres fluids. Aquesta via d’infeccié és més ineficient,
presentant una incidéncia d’infeccié d’'un 1,8% després d’haver-se punxat amb una
agulla contaminada d’un pacient VHC-positiu.

- Transmissio per inoculacid.

- Mare infectada amb el VHC en el moment del part. Casi el 6% dels nadons nascuts de
mares amb el VHC s’infecten i aquest fet augmenta si la mare també esta infectada amb
el VIH.

- Relacions sexuals amb una persona infectada. El risc augmenta amb la promiscuitat pero
la transmissio és baixa. La transmissié d’home a dona és més facil que d’home a home.

Laboral Altres
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Figura 0.2.1: Fonts d’infeccid en gent infectada amb VHC

Desgraciadament les infeccions per VHC es converteixen en malalties croniques en el 70% dels
infectats. Les conseqliéncies a llarg termini de la replicacid d’aquest virus en els hepatocits
provoca progressivament insuficiencia hepatica, aquesta pot donar lloc a cirrosis i sovint
desencadena amb carcinoma hepatocel-lular.



0.2.1. Variabilitat genética del virus

El VHC, com a membre de la comunitat dels virus d’ARN, presenta una gran variabilitat,
representada pels diferents genotips i subtips que circulen pel planeta, i en un subnivell més
profund per les quasiespécies que conviuen dins un pacient infectat. Les diferents variants del
VHC es presenten en un sistema d’organitzacio basat en genotips (designats amb numeros, del
1 al 6) i les variants d’aquests genotips es refereixen com a subtips (designats amb lletres, des
de la “a” fins la “k”) (Figura 0.2.2). Existeix una subdivisié més profunda en la que podem parlar
de quasiespecies, ja que el VHC es dissemina per I'hoste en forma de milions de genomes
diferents pero altament relacionats entre si. En el VHC hi han reconeguts 6 genotips i més d’un
centenar de subtips diferents!?. Les variants de diferents genotips es diferencien des d’un 30%
fins a un 50% en la seva seqiieéncia de nucleotids, mentre que dins dels subtips les diferéncies
entre les seqiiencies de nucleotids sén del 10 al 30% i entre quasiespécies del 5 al 10%.
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3k
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Figura 0.2.2: Variabilitat del VHC

Els genotips i els subtipus del VHC estan distribuits de manera desigual en diferents parts del
planeta, aixi certs genotips predominen en certes arees. Els genotips 1, 2 i 3 estan extensament
distribuits arreu del mon, mentre que el 4, 5 i 6 es troben en elevada proporcié només en
determinades zones del planeta. Els genotips 1 i 2 representen els genotips dominants en Nord
America i Europa. El genotip 1 predomina en aquestes arees, especialment els subtips 1ai 1b,
respecte al genotip 2 i altres subtipus del genotip 1 es presenten en menor proporcio. El genotip
3 és el més freqiient en el Sud-est asiatic, la india i Australia. El genotip 4 es troba restringit entre
I’Africa central i del nord. El genotip 5 és el dominant a la zona de Sud Africa. Finalment, el
genotip 6 es troba majoritariament a I'’Asia (Figura 0.2.3).
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Figura 0.2.3: Distribucié geogrdfica dels genotips de VHC

Un dels principals objectius dels estudis clinics, ha estat relacionar els diferents genotips del VHC
amb la resposta als diferents tractaments contra la infeccié per VHC. Els genotips 1 i 4 han estat
relacionats sempre amb respostes més discretes als tractaments utilitzats, que no pas els
genotips 2 i 3, tant en monoinfectats com en coinfectats (VIH-1 i VHC). Només un 40-50% dels
pacients infectats amb VHC amb el genotip 1 0 4 arriben a obtenir una resposta viral sostinguda
(RVS), és a dir, I’ARN del virus és indetectable en sang 6 mesos després d’haver finalitzat el
tractament. Per altra banda, el 80% dels pacients infectats amb els genotips 2 i 3, obtenen la
RVSP!. Respecte els genotips 5 i 6, els quals no sén predominants ni als Estat Units ni Europa, no
s’ha estudiat a fons la relacid entre aquests genotips i la resposta al tractament contra la infeccid.
Tot i aix0, existeixen alguns estudis que apunten que els genotips 5 i 6, tindrien més bon
pronostic de resposta que els genotips 1 o 4, perd no arribarien als index de RVS aconseguits
pels genotips 2 i 357,

Degut a la varietat del virus, s’observen respostes diferents en funcié del seu genotip quan
aquests son tractats amb terapia combinada. La rellevancia de les infeccions amb el genotip 1
arreu del mén i I'existencia de limitacions per I'estudi de la replicacié dels diferents genotips del
virus VHC al laboratori, han centrat I’estudi d’inhibidors front el virus amb el genotip 1. L’eficacia
d’aquestes drogues en altres genotips esta poc explorada.



0.2.2. Estructura del virus

El VHC es troba dins de la familia Flaviviridae sent un virus d’ARN monocatenari de polaritat
positiva i és I'inic membre del genere Hepacivirus. Presenta una semblanca amb altres virus
d’aquesta familia pel que fa a la seqliencia i a I'organitzacié del genoma, el mode de replicacid,
estructura i el processat de la poliproteina. La familia Flaviviridae conté a més a més els generes
Flavivirus i Pestivirus. Es important remarcar que, tot i ser I'inic membre del g&nere Hepacivirus,
s’ha vist que presenta una gran diversitat genética.

Figura 0.2.4: Estructura dels virus de VHC

El virus de VHC és una particula viral d’aproximadament 50 nm de diametre!®, composta per una
nucleocapsida icosaédrica, que envolta el genoma, confinada en un embolcall derivat de la
membrana d’una cél-lula hoste (Figura 0.2.4). El genoma del VHC és una cadena senzilla d’ARN
lineal de polaritat positiva, d’aproximadament de 9,6 quilobases, formada per dues zones no
codificants, 5" i 3’ (“non-translated regions”, NTRs), altament estructurades, essencials per a la
replicacid i la maduracié de I’ARN, separades per un llarga zona genética amb marc de lectura
obert (“open reading frame”, ORF), que codifica per una poliproteina precursora de quasi bé
3000 aminoacids!®. Aquesta poliproteina conté les proteines funcionals del virus, en el seu
extrem N-terminal presenta les proteines estructurals: core (C), embolcall 1i2 (E1 i E2) que
formen I'estructura del virus; i en el seu extrem C-terminal les proteines no estructurals (NS):
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B, encarregades del cicle biologic del virus (Figura 0.2.5). Les
proteines estructurals estan separades de les proteines no estructurals per un peptid de
membrana anomenat p7, que es creu que podria ser una viroporina, és a dir, una proteina
hidrofobica que actua de canal idnic?.

El genoma del virus posseeix una regié interna d’entrada ribosomal (“internal ribosome entry
site”, IRES), que permet I'ingrés del genoma viral al ribosoma cel-lular, talment com si es tractés
d’ARN missatger propi de I'hoste. Un cop la poliproteina és traduida, es processa
proteoliticament per proteases de I'hoste i per proteases virals, per alliberar-ne les diferents
proteines del virus. El primer tall el realitzen peptidases cel-lulars de I’hoste donant lloc a les
proteines de la capsida: la proteina del core; les proteines de I'embolcall E1 i E2 i el péptid p7.
Mentre que les proteines no estructurals son processades per proteases virals'%. El tall entre
NS2 i NS3 es du a terme per una proteinasa NS2-NS3 de manera autocatalitica. Tot seguit, la
serina-proteasa NS3 causa un tall entre NS3 i NS4A, NS4A i NS4B, NS4B i NS5A, NS5A i NS5B. El
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tall que es déna entre NS4B i NS5A és lent, per aquest motiu s’acostuma a trobar el complex
NS4B/NS5A (Figura 0.2.5).
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Figura 0.2.5: Processament de la Estructura i funcié de les proteines de VHCY, Rombes denoten els llocs d’escissié
del precursor de la poliproteina al reticle endoplasmatic. Els punts en E1 i E2 indiquen la glicosilacio de les proteines
de 'embolcall

0.2.3. Cicle de replicacié del virus de I’'Hepatitis C

El virus del VHC, després de la seva entrada en |'organisme i d’evadir el sistema immune i
adaptatiu, converteix els hepatocits en el seu ninxol de replicacid. El cicle biologic del VHC consta
de 4 etapes: entrada del virus a la cél-lula, replicacié del genoma, assemblatge de les proteines
i sortida de virions al exterior (Figura 0.2.6).
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Figura 0.2.6: Cicle de replicacio del virus VHC!!1.(a) internalitzacié del virus; (b) alliberament al citoplasma,(c)
traduccio i processament de la poliproteina (d) replicacicé de ’ARN; (e) assemblatge; (f) maduracid del virio i
alliberament

Etapa de reconeixement i entrada

El cicle de replicacié del VHC s’inicia amb la infeccié d’aquest en el serum, el primer pas és el
reconeixement de la cél-lula que sera infectada. En la primera etapa d’aquest procés es creu que
els heterodimers E1-E2(*? sén les proteines virals implicades en I'enllag amb els receptors
cel-lulars, anomenats Cluster of Differentiation 81 (CD81) i el receptor Scavenger de classe B i
tipus | (SR-BI)**4 que faciliten I'entrada del virus a la cél-lula hoste. La proteina de
transmembrana CD81 es creu que és un receptor d’unid del VHC als hepatocits, la qual presenta
una baixa capacitat per internalitzar el virus dins la cél-lula. Molts estudis han encaminat els seus
esforgos en esbrinar quina és la zona d’interaccié més transcendental de la E2 amb aquests
receptors per tal de dissenyar inhibidors d’entrada. Alguns estudis apunten que la proteina viral
E1 podria estar involucrada en el procés de fusié del virus a la cél-lulal*>*®!. A part dels receptors
CD81 i SR-BI, s’han trobat altres proteines de membrana com ara el receptor de lipoproteines
de baixa densitat (LDL-R) i els compostos d’unié cel-lular Claudin-1 (CLND1)™*” i Occludin®, els
quals podrien actuar de coreceptors d’entrada. El compost d’unié CLND1 esta altament
expressat en el fetge i actua al final del procés d’entrada del virus. També es creu que el virus
podria entrar a la cél-lula per via endocitosis de manera depenent de clatrines!*”.
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Figura 0.2.7: Reconeixement i entrada del VHC a les cél-lules hepatiques!2%

A la figura 0.2.7 s’observa que les glicoproteines E1-E2 del VHC s’uneixen inicialment als
glucosaminoglicans (GAGs) i a les LDL-R presents a la superficie dels hepatocits. Després
d’aquesta unid, el virus interacciona amb el receptor SR-BI i la proteina CD81 a la superficie de
la cél-lula amb la finalitat de passar a través de les juntes estretes formades per CLND1 i Occludin
i entrar d’aquesta manera dins la cél-lula.

Etapa de traduccid, processament de la poliproteina i replicacid

Una vegada el genoma viral es troba dins del citoplasma cel-lular, s’allibera el genoma viric i, en
aquest moment, la cél-lula infectada el reconeix com si fos ARN missatger propi i, per tant, és
portat fins al reticle endoplasmatic (RE) on les proteines virals seran sintetitzades. Aquestes
restaran associades a la membrana del RE durant el procés de formacié del complex replicatiu
(CR), compost per proteines virals, ARN motlle i factors proteinics de I’"hostel?*??! (Figura 0.2.8).

Figura 0.2.8: Topologia de les proteines madures de VHCI!1
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El CR es fixa a la membrana del RE i aqui és on s’inicia la replicacié del genoma viral dut a terme
per la polimerasa dependent (RdRd), la NS5B. La polimerasa s’enganxa a I'extrem 3’ del genoma
viral d’ARN de polaritat positiva (ARN+), gracies a les proteines NS3/4A i NS5A i factors cel-lulars,
generant el genoma d’ARN de cadena negativa (ARN-)[23., Aquestes dues cadenes d’ARN de
signes contraris serviran de motlle per la polimerasa NS5B a fi de generar multiples copies del
genoma viral®?* 1, Els nous genomes produits serviran per seguir replicant-se, per ser transcrits
o bé per ser empaquetats per proteines virals per produir nous virus. La polimerasa NS5B genera
repliques que poden ser asimeétriques i semiconservatives, produint gran nombre de genomes
diferents, perd a la vegada altament relacionats entre si'?°!,

Etapa d’assemblatge viral i alliberament

El procés d’assemblatge del virus constitueix el procés d’empaquetament dels genomes
sintetitzats i I'alliberament dels nous virions. Es tracta doncs de les Ultimes etapes del cicle
biologic del virus. El desenvolupament de sistemes de replicacié del VHC generats en cultiu (HCV
cell culture System, VHCcc), ha permés con&ixer més a fons el cicle repliacié del virus!??”), val a
dir, que els sistemes VHCcc presenten certes limitacions a I’hora de generar nous virions capagos
d’infectar a altres cel-lules.

Si ens fixem en la figura 0.2.9, aquesta Ultima etapa del cicle biologic del virus té lloc prop dels
organuls cel-lulars anomenats cossos lipidics (LDs), on gran quantitat de proteines del core de la
proteina s’acumulen. Aquests organuls presenten una monocapa fosfolipidica a I'exterior
derivada de les membranes de RE, i estan involucrades en la mobilitat i 'emmagatzematge 2%,
Normalment els LDs es troben localitzats molt propers al RE i degut a aquesta proximitat es
suggereix que els LDs poden facilitar la concentracié de les proteines del core i altres
components virals que indueixen a I’assemblatge viral’®®. El procés d’assemblatge del core té
lloc a la superficie de els LDs en petites vesicules de transport, que es dirigiran cap al REE®. Nous
virions es dirigeixen cap al lumen del RE, on resideixen les glicoproteines E1-E2 i les LDL-R, per
seguir amb el procés d’assemblatgel®*. Es creu que la formacié de la capsida esta intimament
lligada amb la sintesi de les LDL-R, fet que explica la composicié de les particules de VHC i la
produccid de lipoproteines per sortir de la cél-lulal®?,
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Figura 0.2.9: Etapa d’assemblatge del VHCI30]
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0.3.Terapia antiviral

0.3.1. Terapia antiviral actual

El tractament actual per a la infeccié del VHC es basa en una terapia combinada, en la que es
tracta al pacient amb Interferd pegilat i Ribavirina. Aquest tractament aconsegueix curar al
voltant del 50% dels casos de pacients infectats pel virus VHC amb el genotip 1, que és la forma
més comu d’aquest. A continuacid, es procedeix a comentar les caracteristiques principals de
cada un dels farmacs per si sols i la necessitat de I'Us d’'una terapia combinada.

Interferd

En els anys 80, els pacients amb aquesta patologia es tractaven amb I'Interfero alfa (IFN-a), ja
que s’havia observat que aquesta proteina estava implicada en la resposta cel-lular i que
administrada en aquest tipus de pacients, normalitzava els nivells de transaminases en sang
(indicadors per detectar possibles patologies del fetge)®3. No obstant, estudis per avaluar
I'eficacia del tractament de IFN-a per curar la Hepatitis no A no B, van mostrar que en el 50%
dels pacients que s’havien tractat amb IFN alfa-2b, els nivells de transaminases baixaven fins al
rang de la normalitat pero després de deixar el tractament el 50% dels pacients tornaven a
presentar els nivells de transaminases previs al tractament®*3, Aixi doncs, I'IFN per si sol no
aconseguia els resultats esperats. No va ser fins el 1998 que es va pensar en combinar-lo amb
un analeg de nucleosid, la Ribavirina, conegut per la seva gran activitat contra un ampli espectre
de virus d’ADN i d’ARN.

Interferd més Ribavirina

L’administracio de Ribavirina (RBV) (Figura 0.3.1) en monoterapia va demostrar tenir poc efecte
antiviral®®, perd amb combinacié d’IFN durant 6 mesos s’aconseguien elevats nivells de
resposta virologica sostinguda (RVS). A principi dels 90, un estudi va demostrar que |’eficacia

371 perd no eren

d’IFN més RBV era de dues a tres vegades més gran que I'IFN en monoterapia!
suficients, calia ampliar-los. Estudiant la dinamica de la resposta viral del VHC amb IFN es va
observar que, a 24 hores després d’haver rebut una Unica injeccié d’IFN alfa-2b, la carrega viral
del VHC en sang del pacient baixava substancialment, pero 48 hores després de la injeccio, la
carrega viral es comencava a recuperar®®. Aquest fet, va fer pensar en la necessitat d’allargar el
temps de vida mitja del medicament. Aixi, I'any 2001 es va introduir I'IFN pegilat (peg-IFN) en la
terapia contra el VHC. Aquest, es caracteritza per presentar un grup polietilenglicol que

protegeix al compost de la degradacio proteolitica augmentant aixi la vida del compost.
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Figura 0.3.1: Estructura Ribavirina

Interferd Pegilat amb i sense Ribavirina

La pegilacié de la molecula d’interferé no només augmentava la biodisponibilitat en sang del
farmac sind que també disminuia la necessitat d’injectar la medicacid al pacient tres vegades a
la setmana en tan sols una vegada, la qual cosa també millorava la qualitat de vida d’aquest
(Figura 0.3.2).

Estudis de pacients amb infeccié cronica pel VHC que havien rebut tractaments amb peg-IFN
alfa-2a i alfa-2b van senyalar la seva superioritat respecte als tractaments convencionals amb
IFN alfal®-*l, La RVS es va aconseguir en el 25 i 39% dels pacients que van ser tractats amb
I'interferd pegilat en monoterapia, en comparacio en només del 7 al 19% dels que van rebre IFN
estandard. De la mateixa manera, estudis amb peg-IFN amb Ribavirina van mostrar uns index de
RVS molt més elevats, d’entre el 48 i el 56%, comparats amb els valors obtinguts amb pacients
que havien rebut la combinacié perd sense IFN pegilat, que van ser del 29 al 47%!*2. Aixi el
tractament estandard que es recomana seguir avui en dia, contra la infeccié pel VHC, és una
injeccié subcutania setmanal d’interferd pegilat (peg-IFN) més una dosis diaria de RBV durant
48 setmanes o 24 setmanes segons el genotip del VHC amb el que el pacient esta infectat. En el
cas d’estar infectat amb el genotip 1 o 4 es recomana el tractament de 48 setmanes, i de 24
setmanes quan s’esta infectat amb el genotip 2 o 33!, No obstant, els bons index de RVS que
s’han aconseguit amb aquesta terapia pegilada i de combinacié, encara son resultats modestos,
sobretot en pacients que es troben coinfectats amb el VIH i el VHC i a la vegada segueix
provocant molts efectes secundaris.

Figura 0.3.2: (A) Interferd alfa-2b. (B) PEG interferé alfa-2b/44
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0.3.2. Efectes secundaris de la terapia peg-IFN/RBV

La terapia peg-IFN/RBV provoca efectes secundaris que poden arribar a reduir 'adheréncia al
tractament, a modificar la dosi dels farmacs, fent disminuir la resposta al tractament. Tant I'IFN
com la RBV, produeixen efectes secundaris greus que s’han de tenir en compte per tal de
garantir una millor qualitat de vida en el pacient i una més elevada probabilitat de curacid del
mateix. S’ha observat que els efectes secundaris sén els culpables en el 10-20% dels
abandonaments de la terapia i el 20-30% dels motius per modificar |la dosi del tractament.

Els efectes secundaris relacionats amb I'l[FN poden apareixer com simptomes gripals, hipofuncid
de la medul-la ossia, trastorns neuropsiquiatrics i sindromes autoimmnunitaris. En el cas de la
Ribavirina, el principal problema és que provoca anémia hemolitical®..

Algunes d’aquestes malalties/simptomes poden ser tractades amb medicacié estandard, pero
en molts casos compliquen més la situaciod clinica del pacient, que ja és de per si complicada i
perillosa. Per tant és necessari, millorar la terapia existent, explorar nous farmacs o bé buscar
factors predictius de resposta al tractament per tal d’evitar un mal major a pacients que
préviament se sap, amb una elevada probabilitat, que no arribaran a una resposta viral
sostinguda amb el tractament estandard.

0.3.3. Desenvolupament de nous agents antivirals

L’elevada taxa de replicacio i mutacio del VHC provoca la rapida generacio de soques resistents
a farmacs, fent necessari una terapia amb varis farmacs i dirigida a varies dianes. Tal i com s’ha
comentat a I'apartat anterior, la terapia antiviral actual es basa en la combinacié de diferents
farmacs, provocant indesitjables efectes secundaris i una baixa eficacia en el tractament. Es per
aixo, que és imprescindible el desenvolupament de terapies noves i més efectives.

Des de fa temps, es creu que els factors genetics de I’hoste sén determinants pel control de la
infeccid del VHC. Per aix0, hi ha un gran interés en I'estudi dels receptors cel-lulars que controlen
I’entrada, la replicacié i la formacié del virus, també en el seu cami intracel-lular involucrat en la
biosintesis de lipids i la seva resposta immunologica. Recentment, hi han hagut avencos en la
comprensio del cicle de replicacid del virus, fet que ha permes identificar nombroses possibles
dianes terapéutiques per combatre aquesta malaltial®®. A la segiient taula 0.3.1, es mostren
nous agents antivirals classificats en relacié a la diana en la que actuen, els quals es troben en
diferents fases cliniques!*’48);

Taula 0.3.1: Nous agents antiviral en fases cliniques

Farmac Empresa Diana/Centre actiu Fase

Inhibidors de NS3/4A

Telaprevir (VX-950) Vertex Centre actiu/lineal v
Boceprevir (SCH503034) Merck Centre actiu/lineal v
Simeprevir (TMC435) Janssen/Medivir Centre actiu/macrociclic Il
Danoprevir (R7227) Roche/InterMune Centre actiu/macrociclic 11
Vaniprevir (MK-7009) Merck Centre actiu/macrociclic 11
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Farmac

Empresa

Diana/Centre actiu

Fase

MK-5172
Faldaprevir (BI201335)

Asunaprevir (BMS-650032)

GS-9256
GS-9451
ABT-450
IDX320
ACH-1625

Merck

Centre actiu/macrociclic

Boehringer Ingelheim

Centre actiu/lineal

Bristol-Myers Squibb

Centre actiu

Gilead

Centre actiu

Gilead Centre actiu Il
Abbott Centre actiu 11
Indenix Centre actiu 1]
Achillion Centre actiu Il

Inhibidors de NS5B, analegs de nucleosids (NI)

Mericitabine (R7128)
Sofosbuvir (GS-7977)
ALS-220

Roche/Pharmasset

Centre actiu

Gilead

Centre actiu

Alios/Vertex

Centre actiu

Inhibidors de NS5B, analegs de no nucleosids (NNI)

BI207127

BMS-791325
TMC647055

Filibuvir (PF-00868554)
VX-222

GS-9669

ABT-333

Tegobuvir

Setrobuvir (ANA598)

Boehringer Ingelheim  NNI site | Il
Bristol-Myers Squibb NNI site | Il
Janssen NNI site | |
Pfizer NNI site Il 1]
Vertex NNI site Il 1]
Gilead NNI site 11l 1]
Abbott NNI site IlI Il
Gilead NNI site IV 1]
Anadys NNI site IV? Il

Inhibidors de NS5A
Daclatasvir (BMS-790052)
BMS-824393

Bristol-Myers Squibb

Domini 1 de NS5A

Bristol-Myers Squibb

Proteina NS5A

PPI-461 Presidio Proteina NS5A I
GS-5885 Gilead Proteina NS5A Il
ABT-267 Abbott Proteina NS5A Il
ACH-2928 Achillion Proteina NS5A I
MK-8742 Merck Proteina NS5A I
Host targeting agents

SCY-635 Scynexis Inhibidor cyclophilin Il
Miravirsen Santaris miARN122 antisense ARN 1]

Cal remarcar que la primera generacio de farmacs contra el VHC actuaven front la diana NS3. A

la seglient taula, es pot observar com la primera generacié de farmacs eren forga eficagos pero,

per contra, presentaven una barrera de resisténcia i una cobertura genotipica baixa (Taula

0.3.2). Aquests fets van crear la necessitat de desenvolupar una segona generacié de farmacs,

els qual han millorat alguns aspectes, perd encara existeix la necessitat de trobar nous farmacs

que cobreixin els altres requeriments de manera satisfactoria.
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Taula 0.3.2: Perfil de cobertura de farmacs en relacié a la seva diana

NS5B

NS3* NS3# NS5A NSSB non
Nucl

Nucl
Perfil de resisténcia O
Activitat genotipica O
Eficacia . . .

. Bon perfil Perfil promig Perfil menys favorable

* Primera generacié # Segona generaci6

Per altra banda, els nous agents antivirals que actuen front la polimerasa NS5B sén candidats
optims per a ser bons farmacs, ja que els de tipus nucleosid presenten un bon perfil front a la
barrera de resisténcia, la cobertura genotipica i I'eficacia. El fet de presentar una bona cobertura
genotipica ens permetria usar el mateix farmac pel tractament dels diversos genotips del VHC
facilitant, d’aquesta manera, la generalitzacié del tractament.

0.3.4. Inhibidors de la polimerasa NS5B

La polimerasa NS5B és una de les dianes del virus de VHC més interessants, ja que presenta una
regié altament conservada en el seu genoma respecte als diferents genotips que presenta el
VHC. Actualment, existeixen dos tipus d’inhibidors de la polimerasa NS5B: els nucleosids i els no
nucleodsids“’“8. Els inhibidors del tipus nucledsid (Nls), imiten el lloc d’unié del substrat a la
polimerasa i sén incorporats al centre actiu de I'enzim. Per altra banda, els inhibidors del tipus
no nucleosid (NNIs) inclouen un grup heterogeni de compostos, els quals poden interaccionar
en diferents llocs al-lostérics de I'enzim!* (Figura 0.3.3). Els inhibidors NNI poden ser usats en
combinacio o bé seqliencialment per aconseguir la maxima resisténcia. Pero la seva aplicacio ha
portat rapidament a la resisténcia de mutants, ja que la unié dels NNIs és relativament distant
al centre actiu de NS5B.
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Active site
S282T, S96T

MNHNI site 1 (Finger- Loop)
P4SSLISITIA, P4965IT,
Y4584

HNHMI site 2 {Thumb)

L4190, M4aZ3T, 14821 MNHI site 3 (Palm)

M414TIL, Y44BH/C, C451R,
G554D, ¥555H, 555606,
D559G

NNI site 4 (Hinge)
C316Y

Figura 0.3.3: Estructura de la NS5B del VHCI50

Inhibidors nucleodsids de la polimerasa NS5B

Els primers estudis sobre aquest tipus d’inhibidors van desencadenar en I'aparicié de dos
inhibidors: la Valopicitabine i el R1626. El Valopicitabine va ser el primer inhibidor investigat en
pacients amb el VHC cronic, desgraciadament presentava una activitat antiviral baixa. A més a
més, causava efectes secundaris gastrointestinals i és per aquest motiu que se’n va aturar
I’estudi. El segon inhibidor estudiat va ser el R1626, es va estudiar en pacients infectats amb el
genotip 1 i presentava una activitat antiviral elevada, pero se’n va parar |'estudi degut a
I'aparicié de limfocitopénia i altres malalties infeccioses. Més endavant, han sorgit altres
inhibidors i a continuacié es comentaran els ultims farmacs desenvolupats.

Mericitabine (RG7128) és un farmac segur i ben tolerat, és moderadament eficag contra tots els
genotips del VHC, i per aquest fet rarament s’ha observat resisténcia viral en estudis clinics®®.
Pacients infectats amb els genotips 1, 2 i 3 tractats amb Mericitabine van revelar valors de RVS
superiors al comparats amb peg-INF alfa. En I'administracid oral de Mericitabine en combinacié
amb altres inhibidors de la proteasa, com ara el Danoprevir (R7227) durant 14 dies, es va
observar una activitat antiviral sinérgica d’ambdds farmacs®?.

Recentment s’han publicat dades cliniques molt prometedores pel Sofosbuvir, un analeg de
nucleosid eficag front tots els genotips. S’han tractat pacients infectats amb el genotip 1, 2i 3
amb Sofosbuvir durant periode curt de temps amb combinacio peg-INF alfa i RBV resultant amb
un RVS del 90-100%3.

En general, els analegs de nucleosid com el Sofosbuvir demostren elevades activitats antivirals
que, juntament amb una gran cobertura genotipica i elevada resisténcia, suggereixen que son
els candidats optims per a les terapies orals de combinacid.

Ala seglient taula 0.3.3 es mostra I'estructura de cada un dels farmacs esmentats anteriorment:
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Taula 0.3.3: Inhibidors de la NS5B analegs de nucleosids

Nom farmac Estructura

O
N
o) y\ NH,
—
Valopicitabine 0¥ %
OH
(0]

NH,

I
o OJ\N Oy(
Balapiravir J
o ‘N“‘o#

Mericitabine o) Zi‘
(RG7128) o /M N/j\
y/

Danoprevir H X7
(R7227) o o N Y TN
S A

O e
Sofosbuvir N R o ?,:j
(PSI-7977 or GS- o Lq

ho! V'F

7977) o

Inhibidors no analegs a nucleosids de la polimerasa NS5B

L’estructura de la polimerasa NS5B presenta, al menys, quatre llocs d’unio al-losterics, els quals
causen la inhibicid de la polimerasa NS5B per unié amb compostos del tipus no nucleosids, com
ara: inhibidors del thumb | (sent els inhibidors més destacats el BI207127 i BMS-791325),
inhibidors del thumb Il (com el filibuvir i VX-222), inhibidors del palm | 5 (com els compostos
ANA598 i ABT-333) i inhibidors del palm Il (com el tegobuvir i el IDX-375) (veure Taula 0.3.4)

20



Introduccio

Taula 0.3.4: Inhibidors del tipus no nucleosid de la NS5B

Nom farmac Estructura

Deleobuvir
B1207127

BMS-791325

Filibuvir
PF-00868554

0
OH
wOH
Lomibuvir STN N‘O
VX-222 Y 5
F =
. o
Setrobuvir N__O
ANA-598 e AN
H | I Q\/P
OH N:S\ NS
OI\O H
ABT-333 -
Tegobuvir
GS-9190
IDX-375

A més d’aquests compostos, existeixen altres families de small molecules que presenten activitat
antiviral. D’entre elles destaquen les estructures amb core pirido[3,2-d]pirimidinic. Com
exemple a la figura 0.3.4 es mostren les formules de Markush de families de pirido[3,2-
d]pirimidines reivindicades per Gilead Sciences en les patents WO02008/077651,
W02008/077650, W02010/002998, W02008/077649, US2011/0123493, US2010/0048559,
US2009/0324543, US2008/0182870.
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Figura 0.3.4: Formules de Markush reivindicades per Gilead Sciences

En aquest sentit, és interessant senyalar que en el nostre grup hi ha una gran experiéncia en
I'obtencié de sistemes piridopirimidinics, concretament pirido[2,3-d]pirimidines amb
I’estructura general que es mostra a la figura 0.3.5.

o] H N_ _R'
ot
R3 2
R* RZ?

Figura 0.3.5: Estructura pirido[2,3-d]pirimidinic

Degut a la gran similitud estructural entre les molecules desenvolupades pel Grup d’Enginyeria
Molecular i les desenvolupades per Gilead Sciences, es considera de gran interés estudiar la
possible activitat antiviral front al VHC d’estructures amb core pirido[2,3-d]pirimidinic.
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0.4.Sintesi de sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics en el Grup d’Enginyeria Molecular (GEM)

Com s’ha comentat anteriorment, en el Grup d’Enginyeria Molecular hi ha una gran experiéncia
en la sintesi de sistemes del tipus 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics (Figura 0.4.1) pels quals s’han
desenvolupat durant els darrers anys diverses estrategies sintétiques.

o N_ _R!
ot
R3 2
R* R?

Figura 0.4.1: Estructura 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinica

0.4.1. L’estratégia ciclica i la primera estratégia aciclica

El punt de partida per a I'obtencié d’aquestes estructures 7-oxopirido[2,3-d]pirimidiniques és la
sintesis per addicid de Michael entre un ester a,B-insaturat (1) i malonitril (2, G = CN) o
cioanoactetat de metil (2, G = COOMe)®>¢! (Figura 0.4.2).

L’esmentada addicié de Michael pot rendir tan un adducte de cadena oberta, que déna lloc a la
piridopirimidina (7) mitjangant I'anomenada estratégia aciclica, com una piridona (3) que
rendeix la piridopirimidina (6) a través de |'estratégia ciclica.

Lestratégia ciclica permet I'obtencidé de sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics 6 (R? = NH,) per
reaccio entre un ester a,B-insaturat (1) i malononitril (2, G = CN) en NaOMe/MeOH donant lloc
a la piridona 3. La condensacié directa de les 2-metoxipiridones (3) amb sistemes guanidinics o
amidincs (5, R = NH,, NHR, H, alquil, aril, heteroaril...) rendeix les corresponents pirido[2,3-
d]pirimidines 6 (R? = NH,). Aquesta estratégia és de gran interés quan es volen obtenir sistemes
4-aminopirido[2,3-d]pirimidinics.

Per altra banda, Vlestratégia aciclica permet [I'obtenci6 tant de sistemes 4-
aminopiridopirimidinics (6, R> = NH,) com de sistemes 4-oxo substituits (7, R = OH). Aquesta
reaccié es basa en la reaccié de Michael entre un ester a,B-insaturat (1) i un compost amb un
metilé actiu ja sigui malononitril (2, G = CN) o cianoacetat d’alquil (2, G = COOMe) per rendir el
corresponent adducte de Michael (4), aquest es tracta amb guanidina (5) i després d’una etapa
de ciclacié rendeix el producte desitjat 7.

23



H
O N OMe

Estrateégia ciclica I

e -
CN NaOMe/MeOH R3 CN NH
<G @ R* H NJLNHR1 H 1
R3__COOMe 2 3 2 s Os N | N\\rNHR
E— -
R‘J/ R3 N
3 R4 R2
1 1a Estratégia R COOMe
aciclica
»NC R* - 6, R2 = NH,; R' = H, alquil, aril
(G EacONMi‘/ggTwe) G 7, R?= OH; R" = H, alquil, aril

4

Figura 0.4.2: Estratégia ciclica i 1a estrategia aciclica per a la sintesi de sistemes 6 i 7

0.4.2. Lasegona estratéegia aciclica

Posteriorment es va desenvolupar una ruta de sintesi per a I'obtencié de piridopirimidinas no
substituides en C4. Aquesta estrategia es basa en la reaccié entre un ester a,B-insaturat (1) i 3,3-
dimetoxipropionitril®”! (2) donant lloc a una mescla de compostos 8 i 9, analegs de 4, on G pot
ser un acetal dimetilic 8 o bé un enol metiléter 9, que després del tractament d’aquests amb
guanidina rendeix els corresponents sistemes biciclics no substituits en C4 (10) (Figura 0.4.3).

NH

3 3 H
R COOMe CN 2a Estratégia aciclica ’V i coome i cooe HzNJSLNHR1 0 N NYNHR1
]/ +{ » NC NC | o
R4 G KOtBU/THF | R3
\\Meo OMe MeO
1 2 8 9 10
RY=H G = CH(OMe), R' = H, alquil, aril;

R3=Ar;

Figura 0.4.3: 2ona estratégia aciclica per a la sintesi de sistemes 10

Aquesta ruta sintética presenta una limitacid: només es poden utilitzar esters a,B-insaturats (1)
amb substituents arilics orto substituits en a.

0.4.3. L’estratégia one-pot

Recolzant-se amb la sintesi de pirido[2,3-d]pirimidines 6 (R? = NH,) segons I'estratégia ciclica,
s’ha desenvolupat una metodologia sintética en un sol pas de sintesi “one pot”, on no és
necessari aillar I'intermedi 3%, Es tracta d’una reaccié multicomponent assistida per microones
que permet obtenir aquests sistemes amb temps de reaccié molt reduits i rendiments elevats,
superiors als obtinguts mitjancant I'estratégia en dos passos de sintesi (Figura 0.4.4)
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H
1
R%_COOMe CN NH  NaOMeMeoH ONN N\\rNHR
]/ * < * JJ\ 1 3 | N
R4 G HoN™ “NHR'  Mw, 10min RS
100-140 °C R4 R2
1 2 5 6,R%=NH, siG=CN

7, R? = OH, si G = COOMe

Figura 0.4.4: Estratégia multicomponent per 'obtencio de sistemes 6 i 7

Aguesta estrategia permet obtenir sistemes 4-aminopirido[2,3-d]pirimidinics (6) substituits amb
rendiments elevats. Desafortunadament, quan es vol un grup carbonil en C4 (compost 7
representat com el seu tautomer OH) els rendiments disminueixen drasticament i la
reproductibilitat és molt baixa. Per tant seria interessant trobar una ruta alternativa per a
I’obtencié de sistemes 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics.

0.4.4. Sintesi d’halopirido[2,3-d]pirimidines

De cara a augmentar la diversitat de substituents en posicié C4, en el grup es va desenvolupar
un metode de transformacié dels sistemes 4-oxopiridopirimidinics (7) en 4-
cloropiridopirimidinics (11) a través de la captacio de la forma enolica del compost 4-oxo (7) per
calefaccid a reflux del mateix en excés de POCI5® (Figura 0.4.5)

H H
1 1
Os_N IN\\rNHR POCI, Os_N IN\\rNHR
NH _—> N
R3 reflux R3 2
R* O R* Cl

7 1"

Figura 0.4.5: Obtencio de sistemes 4-cloropirido[2,3-d]pirimidinics (11)

Aguests sistemes 11 poden ser transformats en estructures d’un alt grau de diversitat mitjangant
diferents estrategies: reaccié de Suzuki, substitucid nucleofila aromatica i reduccid.
Desafortunadament, aquesta reaccio presenta problemes de reproductibilitat i en el si de la
reaccié es generen compostos no esperats dificils d’aillar per tal d’obtenir el compost desitjat
11 pur.

La reduccid del substituent halogenat dels sistemes 11 per tractament amb Zn/AcOH condueix
al sistema piridopirimidinc no substituit en C4 10 corresponent (Figura 0.4.6).

25



H
OsN__N__NHR'
| N

H
1
o-N | N\\rNHR Zn/AcOH
_N 3

R3 N

R* ClI R* H

R3
1" 10

Figura 0.4.6: Obtencié de sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics 10 per reduccié de I’halogen en C4 de 11

Per altra banda, la reaccié de Suzuki entre el derivat clorat 11 i un acid arilboronic rendeix el
compost 4-aril substituit (12) (Figura 0.4.7).

H H
1 1
0N IN\YNHR ArB(OH), Os_N |N\\rNHR
N T N
R? Z Suzuki R? Z
R* Cl R* Ar

1" 12

Figura 0.4.7: Obtencic de sistemes 4-aril substituits pirido[2,3-d]pirimidinics 12 per mitja de la reaccié de Suzuki

0.4.5. Deshidrogenacio de 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines

L'etapa de deshidrogenacié de sistemes piridopirimidincs d’estructura general 6 és de gran
interés ja que, presumiblement, seran aquests compostos els que presentin activitat antiviral.
Per aquest motiu en el Grup d’Enginyeria Molecular es varen desenvolupar dos protocols de
deshidrogenacié d’aquest tipus de sistemes!®®. El primer d’ells utilitza una base molt forta, com
és NaH en DMSO, per rendir el corresponent compost deshidrogenat desitjat (13) quan en la
piridopirimidina de partida 6 hi ha un residu arilic en la posicié C6 (Figura 0.4.8).

H H
Os_N |N\\rNH2 NaH Os_N |N\\rNH2
R3 N DMSO RPN
R* NH, R* NH,
6 13
RY=H RY=H

Figura 0.4.8: Deshidrogenacio de sistemes 6 amb NaH en DMSO

Per altra banda, el segon procediment de sintesi per a dita deshidrogenacié utilitza Na,SeOs en
DMSO (Figura 0.4.9). Es tracta d’una estratégia sintética més general, que permet la
deshidrogenacid de sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics quan hi ha substituents arilics i alquilics
en les posicions C5 i/o C6.
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H
OsN._N__NH,
(Y
R3 NS P
R*  NH,

13
R*=H

Figura 0.4.9: Deshidrogenacio de sistemes 6 amb Na,SeO; en DMSO

Como es pot observar, en el Grup d’Enginyeria Molecular hi ha una gran experiéncia en la sintesi

de sistemes 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics i la introduccié de diversitat en diferents punts dels

mateixos.
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0.5.Proposta d’us de les 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines com a substrat per desenvolupar

inhibidors del VHC

Com s’ha comentat anteriorment hi ha una important similitud estructural entre els compostos
pirido[3,2-d]pirimidinics amb activitat inhibidora del VHC desenvolupats per Gilead Sciences i
protegits per les corresponents patents i els sistemes 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics
desenvolupats pel GEM.

Si ens centrem en les patents WO02008/077651, W02008/077650, W02010/002998,
W02008/077649 d’aquests sistemes, cal destacar-ne que tots els compostos que presenten
activitat, es poden englobar en una mateixa férmula de Markush:

N_ _R’
z | Y R = NH, NH-R
S N R? = NH-R, O-R

3
R R3 = aril

RZ
(Ta)

La formula de Markush la presenta 3 posicions susceptibles de ser derivatitzades, tant I’anell de
piridina, com [I'anell pirimidinic sén aromatics i, per tant, es tracta d’un sistema
conformacionalment pla i rigid.

Una analisis preliminar sobre la naturalesa dels residus introduits en R%, R? i R? indica que el
substituent en R! és majoritariament un grup amino o amino-substituit, R? sén grups amino
substituits o grups alcoxi i R® sdn sistemes arilics.

L'objectiu central de la present Tesi Doctoral és utilitzar les 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines com a
scaffold per a I'obtencié d’inhibidors del VHC. Basant-nos amb aquesta idea es procedeix a
definir la féormula de Markush de la familia de molécules analogues a les la amb estructura 7-
oxopirido[2,3-d]pirimidinica (Ib) objectiu de la present tesi doctoral.

N 1

O N N\\rR
.. | N R"=NH, NH-R
R3 Z R2 = NH-R, O-R
R2 R3 = aril
(1b)

Sies comparen les formules de Markush lai Ib, es pot observar que la diferencia més significativa
roman en que l'anell de piridina passa a ser una anell de piridona que en el nostre cas pot o no
presentar insaturacié entre les posicions C5 i C6. Tal i com s’ha mostrat anteriorment les
metodologies sintétiques desenvolupades pel nostre grup rendeixen, inicialment, els sistemes
piridopirimidinics (6) saturats entre C5 i C6 que, posteriorment, es poden deshidrogenar per
obtenir els termes aromatics (13) corresponents (Figura 0.5.1). Per tant, no sembla problematic
obtenir sistemes Ib analegs als la amb una insaturacioé entre C5 i C6.

28



Introduccio

H H
O N | N\\rNHZ Oxidant OsN | N\\rNHz
R3 N RN 2N
R* NH, R* NH,
6 13
R*=H R*=H

Figura 0.5.1: Deshidrogenacio de I'anell de piridona dels sistemes 6 per rendir els compostos 13

Si ens centrem en analitzar els residus més utilitzats en els compostos patentats per Gilead
Sciences, observem que en R? sén majoritariament residus arilics. Aquest fet no representa cap
problema sintetic en el nostre cas ja que, com s’ha comentat a I'apartat anterior, aquest residu
prové de I'éster a,B-insaturat (1) utilitzat al fer la reaccié de Michael amb el cianoacetat de metil
o el malononitril (2) per rendir la piridopirimidina Ib desitjada amb un residu aril en la posicié Cé
(Figura 0.5.2).

R3 _COOMe oN NH O N N\W/NHRW
]/ + < + — . | N
R4 G HN” NHR! R3 7
R* R?
1 2 5 6,7
Ry=H Ry=H

Figura 0.5.2: Metodologia multicomponent per a la sinteside 6 i 7

Per altra banda, els substituents en C2 sén majoritariament grups amino o bé amino-substituits,
predominant els grups benzilamino. La introduccié d’aquests grups en estructures
piridopirimidiniques Ib en la posicié C2 és possible gracies a les metodologies desenvolupades
en el nostre grup, aquest substituent esta present en el sistema guanidinic (5) utilitzat en I'ultima
etapa de ciclacié de la piridopirimidina (Figura 0.5.3). Ara bé, la introduccié d’un grup amino
substituit en C2 comporta que el grup present en C4 sigui un grup NH; (6).

NH
H H,N" ~NHR' N 1
oe N ove N 0sUN NYNHR
) D § &
RS CcN R®
NH,
3 6

Figura 0.5.3: Estratégia ciclica per a la sintesi de sistemes 6

En darrer lloc, en R? hi ha grups amino substituits o grups alcoxi. Val a dir, que en el nostre cas
I’estrategia sintética consistent en convertir el grup 4-oxo d’una 4-oxopiridopirimidina (7) en el

29



corresponent cloro-derivat (11) permet introduir grups amino-substituits en C4, pero en el
nostre grup no hi ha experiéncia en la introduccié de grups alcoxi en C4 (Figura 0.5.4).

H H H
Os _N_ _N_ _NHR' Os _N_ _N_ _NHR' Os_N_ _N_ _NHR'
[ Y Y
R3 NH e _N —_— _N
o]

R3S RS
Cl R?
7 1 14, R?=N-RR",R'=H
R'=H R'=H 15,R2=0-R,R'=H

Figura 0.5.4: Derivatitzacio en C2 a partir de una 4-oxopiridopirimidina 7

Malgrat I'experiéncia del nostre grup en la derivatitzacié en C2 i C4, la disubstitucié simultania
en ambdues posicions amb grups amino substituits presenta una important limitacié sintetica,
ja que la sintesi dels sistemes 4-oxopiridopirimidinics 7 necessaris com a material de partida
presenta rendiments molt baixos a partir dels sistemes guanidinics substituits (5) i depen, en
gran mesura, del substituent que es vol introduir en C6. A més, ja s’Tha comentat que la
transformacié del grup 4-oxo en un substituent cloro transcorre amb rendiments variables
depenent de la naturalesa dels substituents presents a la piridopirimidina.

En conseqiéencia, com a part de la present Tesi Doctoral, sera necessari revisar la metodologia
sintetica per a la sintesi de sistemes 4-oxopiridopirimidinics 7 i la posterior transformacid
d’aquests en uns derivats que facilitin la introduccié de substituents amino o alcoxi en la posicio
Ca.

A la Figura 0.5.5 s’exposa una proposta de retrosintesi en base a lo comentat en el paragraf

anterior.
H H H H H H
O~ _N | NYN‘R A Os_N | N\j/N“R B O _N | N\\rN~R
: N i N
Ar S ZN Ar 2 Ar 2
R2 R2 L
16, R = N-RR" 14,R?=N-RR" 18
17, R? = O-R' 15, R? = O-R'

R'.R%H R'R£H
Cc
H H
MeOOC D O-N | N\\r"LR
Ar/g :/ Ar NH
(0]
1,R*=H 7,R®=Ar,R*=H

Figura 0.5.5: Proposta de sintesi per a I’'obtencié de 2-amino-6-arilpirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ones 4-alquilamino (o
arilamino) substituits (16) i 4-alcoxi substituits (17)

Com a conseqtiencia de I'anteriorment exposat, els objectius de la present Tesi Doctoral son:
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0.6.0bjectius

1. Disseny d’'una quimioteca de nous compostos amb estructura 7-oxopirido[2,3-
d]pirimidinica amb possible activitat antiviral front el virus de I’'Hepatitis C.

2. Desenvolupament d’'una metodologia sintética per rendir sistemes 7-oxopirido[2,3-
d]pirimidinics disubstituits en C2 i C4.

3. Analisis de I'activitat antiviral d’aquests compostos.
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1. RESULTATS I DISCUSSIO

1.1. Disseny de 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines com a inhibidors potencials del VHC

L'objectiu d’aquest apartat és el disseny de compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics com a
inhibidors potencials del VHC, les estructures dels quals es basen en les molécules reivindicades
en les patents de Gilead Sciences. Per aquest proposit cal fer una analisi exhaustiva de la familia
de compostos reivindicats en aquestes patents (Figura 1.1.1).

H
NR" 0O _N__N__R
|
R3 \N /N RS \ /N
R2 R2

1

(1a) (1b)

Figura 1.1.1: Estructures pirido[3,2-d]pirimidiniques la reivindicades per Gilead i, estructures pirido[2,3-
d]pirimidiniques Ib proposades en aquest treball com a inhibidors del VHC

Aguest estudi s’ha centrat en les molécules contingudes en les patents W02008/077651,
W02008/077650, W02010/002998, W02008/077649 i WO2006/120252. En primer lloc, s’han
analitzat les molécules descrites en cada patent, pero degut al gran nombre de compostos a
tractar (més de 800) es decideix fer una primera seleccié en funcié dels valors d’activitat
antiviral. La majoria de les patents classifiquen els valors d’activitat antiviral en diferents
intervals de ECso i CCso. Sent ECso la concentracié efectiva 50 (o concentracié necessaria per
inhibir el 50% de les cél-lules infectades) i CCspla concentracid citotoxica 50 (o la concentracio
necessaria per induir la mort cel-lular en el 50% de cél-lules no infectades). S’ha de senyalar que
aquestes patents no donen mai el valor concret d’activitat antiviral dels compostos sind només
el rang d’activitat en que es troben compresos.

A mode d’exemple, si ens centrem en la patent W02008/077651, aquesta classifica els valors
d’ECso en tres nivells: en primer lloc els compostos amb millor valor d’activitat (<0,1 uM), en
segon lloc aquells amb un valor d’ECsp compres entre 0,1 i 0,25 uM i, finalment, aquells amb
valors d’ECsp compresos entre 0,25 i 2 uM. Per altra banda, també existeix una classificacio de
CCsoen tres categories: una amb CCsp > 25 pM, una altra amb valors compresos entre 5i 25 uM
i, en darrer lloc, quan CCso< 5 UM.

Dit aix0, es decideix seleccionar les molécules que presenten un valor d’ECso< 0,1 i CCso> 25 pM.
D’aquesta manera es redueix drasticament el nombre de molécules a avaluar, passant de tenir
303 compostos dels quals estudiar la naturalesa dels substituents en R, R? i R® a nhomés 56
compostos.

Es decideix utilitzar aquest protocol per la resta de patents objecte d’estudi. A continuacid, a la
taula 1.1.1 es mostra el nimero de compostos seleccionats mitjancant I’'esmentat protocol
respecte al total de molécules actives contingudes en cadascuna de les patents.
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Taula 1.1.1: Seleccio de compostos més actius descrits en les corresponent patents

Patents Moléc.ules Moléculets ?mb Mol_écules. a.mb

descrites valor activitat major activitat
W02008/077651 303 303 56
W02008/077650 72 38 16
W02010/002998 316 316 92
W02008/077649 156 89 35
W02006/120252* 37 37 37
Total 884 236

*es donen els valors d’activitat en “HCV replicon activity”

Es pot observar que el sistema de seleccid utilitzat ens ha permes reduir el nombre de moléecules
a considerar de 884 molécules descrites en les patents a 236 molécules, les quals presenten els
millors valors d’activitat i toxicitats baixes.

A continuacid, es realitza una analisi rigorosa d’aquestes 236 molécules i es fa una classificacié
dels substituents més repetits presents en aquests compostos. La seglient taula mostra els
residus presents en les posicions R, R% R3ordenats en funcié de la freqiiéncia d’aparicié de

major a menor.

Taula 1.1.2: Classificacio dels residus dels compostos descrits en les patents
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Freqiiéncia
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Freqiiéncia

Freqiiéncia
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Com es pot observar, el nimero de substituents potencials en R és 31, el nimero en R?és 32 i
el numero en R? és 89. En conseqiiéncia, la quimioteca virtual potencial de compostos 7-
oxopiridopirimidinics Ib que es podria obtenir fent servir els substituents R, R? i R® anteriors, és
de 31 x 32 x 89 = 88288 compostos.

Donada la mida total de la quimioteca potencial, se selecciona un primer set reduit de
compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics model a sintetitzar que presenten els residus R?, R? i
R3 amb més freqiiéncia d’aparicié (Taula 1.1.3).

Alataula 1.1.3 es mostra aquest conjunt inicial i, en ell, s"aprecia la doble substitucié en C2 i C4,
comentada a laintroduccid, que obliga a revisar el procés de sintesi d’aquest tipus de molécules.

Taula 1.1.3: Proposta de molécules a sintetitzar com a potencials inhibidors del VHC

H H
O NN _NH, O NN _NH,
Y Y
X N S N
: HN . Oj
CF4
R R
[ (Y
N N N ~-N
. HN . ow
CF,
0NN _NH 0NN __NH
2 2
1 1
NS ~.N NS N
E HN\/\O/ E O\/\O/
R R
| |
2 ZN NS 2N
F AN~ F 0o

Per tal de minimitzar la complexitat es comencgara sintetitzant les pirido[2,3-d]pirimidines amb

un grup NH; en C2.

Per a la numeracié dels membres de quimioteques, s'empra el sistema creat pel J.Comb.Chem.,
segons el qual un compost es numera com a N {x, i, z, ...}, on N és el nombre de |'estructura
general i x, i, z ... son els nUmeros corresponents als precursors, sent x el nimero del primer
precursor, i el del segon i aixi successivament.
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1.2.Sintesi de sistemes 2-amino-6-aril-pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ona 4-substituits

Tal i com s’ha descrit a la introduccid, es planteja la seglient analisi retrosintéetica per a I'obtencio
dels sistemes 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics desitjats 16 i 17.

O NN N, A ONN\N~1B O NN N,
R A R
O o1 o4
Ar X 2 Ar & Ar 2
RZ 2
16, R? = N-RR" 14, R? = N-RR" 18
17,R?= O-R' 15,R?= O-R'

H H
O NN N
Ar Ar
(e}
1 7,R3=Ar

Figura 1.2.1: Analisi retrosintetica per a I'obtencioé de 2-amino-6-arilpirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ones 16 i 17

Com es pot observar a la figura 1.2.1, la primera etapa és la formacié del nucli piridopirimidinic
4-oxo substituit (7) a partir d’un éster o,B-insaturat (1). Per tant, en primer lloc s’abordara la
sintesi de sistemes 4-oxopiridopirimidinics substituits.

1.2.1. Desenvolupament d’una estratégia sintética de gran versatilitat per a I’obtencié de 2-
amino-6-aril-5,6-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diones

Les metodologies de sintesi desenvolupades en el GEM per a I'obtencid de sistemes pirido[2,3-
d]pirimidinics es basen en la construccié de I'anell pirimidinic sobre un anell piridonic
préviament format. Tal i com es comenta a la introduccid, entre altres, es va desenvolupar una
metodologia sintética multicomponent!! per a I'obtencié6 de sistemes 4-oxopirido[2,3-
d]pirimidinics.

En un primer assaig es decideix utilitzar el metacrilat de metil (1{1}) com a reactiu model, ja que
es tracta d’'un reactiu comercial, cianoacetat de metil (2) i carbonat de guanidina (5) en medi
MeOH (Figura 1.2.2).

H

coome N NH NaOMe/MeOH  Ong~NaeMo N2
+ + Mo 2 |
< 11,042 ——————— 3 NH
COOMe H2N™ "NH; MW
147 2 5 O

{1

Figura 1.2.2: Estratégia multicomponent per rendir el compost 7{1}
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En primer lloc, s’allibera la guanidina 5 fent reaccionar el carbonat de guanidina amb NaOMe en
medi MeOH a 65 2C durant 15 min amb calefaccié de microones. A continuacié es filtra el
Na,COs, sobre el filtrat s’afegeix el cianoacetat de metil (2) i el metacrilat de metil (1{1}) i es
porta el sistema a 140 oC assajant diferents temps de reaccié: 10, 20 i 30 minuts. Després de
diversos assaigs en els que s’utilitzen les relacions molars 1:1:3:5 corresponents als reactius
1{1}:2:5:NaOMe a diferents temps de reaccid, no s’obté el producte desitjat 7{1}.

De cara a determinar el motiu de la no obtencid del compost 7{1} es proposa utilitzar la
metodologia aciclical®®, en la que sailla I’'adducte intermedi 4, producte de la reaccié de Michael
entre el cianoacetat de metil (2) i el metacrilat de metil (1{1}). Posteriorment, aquest es fa
reaccionar amb carbonat de guanidina 5 en medi basic per rendir el compost desitjat 7{1} (Figura
1.2.3).

NH 1/,C0572
COOMe HNJLN+H N
2 3 (e} N N NH
coome  CN 5 | N 2
e L e - T
COOMe S Base

G = COOMe
11} 2 4 7{1}

Figura 1.2.3: Estratégia aciclica per rendir el compost 7{1}

Per abordar aquesta sintesi primer es sintetitza I'adducte 4 fent reaccionar 1,0 equivalent de
cianoacetat de metil (2) amb 1,1 equivalents de NaOMe en metanol a reflux durant 10 min. Tot
seguit, s’addiciona 1,0 equivalent de metacrilat de metil (1{1}) i el sistema es porta a reflux
durant 90 min. En finalitzar la reaccid, es neutralitza el cru amb AcOH i s’elimina el dissolvent a
pressid reduida, el residu s’extreu amb EtOEt obtenint I'adducte desitjat 4. Posteriorment,
s’allibera la guanidina per tractament del carbonat de guanidina amb NaOMe en metanol a
reflux durant 15 min, es filtra el solid i sobre el filtrat s’addiciona I'adducte 4 i es porta el sistema
a reflux durant 24h.

A la taula 1.2.1 que es mostra a continuacid, es pot apreciar que en les condicions de reaccio
assajades emprant diferents equivalents dels reactius, s'obté el producte desitjat 7{1} pero el
rendiment de I'esmentada reaccié no supera el 11% en cap dels casos.

Taula 1.2.1: Condicions de reaccio assajades per a la sintesi de 7{1}

Eq 4 Eq5 Eq NaOMe Rdt
1,0 3,0 4,0 6%
1,0 6,0 6,0 7%
1,0 3,0 6,0 11%

El baix rendiment obtingut, tant mitjancant la via one-pot com la via aciclica, juntament amb el
fet de que aquest és el primer pas de I'itinerari proposat per accedir a sistemes piridopirimidinics
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disubstituits en C2 i C4 ens obliga a pensar en una altra estratégia sintética per a I'obtencié
d’aquests sistemes. En conseqiiéncia, es procedeix a revisar metodologies d’obtencié de
pirido[2,3-d]pirimidines descrits a la bibliografia.

Un dels metodes d’obtencié més habituals d’aquests heterocicles es basa en la construccid de
I’anell piridinic sobre una pirimidina precursora (20) a través de varies etapes sintétiques (Figura
1.2.4). l'anell de piridina es construeix per condensacié del nitril (21) (el qual presenta el
substituent que es desitja introduir en C6) amb I'anell de pirimidina preformat resultant el
compost pirido[2,3-d]pirimidinic!®.

R5
) . R®HN__N._SMe Rt
O N |N\\rNHR — U [+ NHR®
RPN AN OHC CN
19 20 21 22

Figura 1.2.4: Retrosintesi de pirido[2,3-d]pirimidines segons Klutchko et all*l

En base a aquesta idea, I’any 2006, Shujiang Tui col-laboradors'™ van descriure una metodologia
sintetica per a la sintesi de pirido[2,3-d]pirimidines substituides en la posicié C5 (Figura 1.2.5).
La reaccid s’inicia per condensacio entre un aldehid (23) i I'acid de Meldrum (25) per obtenir un
intermedi, que reacciona amb la pirimidona (24) per a, després de varies etapes d’eliminacid i
ciclacid interna, rendir el producte desitjat 7.

H
H,N_ _N._ _NH
2 | \\r 2 X 120 °C (0] N N\\rNHZ
RCHO + NH O+ 070 g |
AR, MW N
% R O
23 24 25 7

Figura 1.2.5: Sintesi de sistemes 7 substituits en C5

Aguest metode de sintesi permet I'obtencié de sistemes 4-oxopiridopirimidinics (7) amb
rapidesa, ja que la calefacci6 amb microones permet reduir el temps de reaccid, i a la vegada
també permet I'obtencié d’aquests compostos amb rendiments elevats. Aixo facilita la sintesi
d’una quimioteca de compostos, els quals presenten diferents residus en la posicié C5. Ara bé,
aquest metode té una limitacié important: no es poden introduir substituents en la posicid C6,
ja que el substituent en aquesta posicid ha de ser necessariament un hidrogen en provenir de
I’acid de Meldrum (25) utilitzat com a metile actiu.

A la figura 1.2.6 es pot observar la proposta de mecanisme publicada per I'esmentada reaccié.
A la primera etapa es proposa la formacié d’un éster o,3-insaturat (26) per condensacié entre
I'aldehid (23) i I'acid de Meldrum (25), el qual pateix posteriorment una addicié de tipus Michael
amb la pirimidona (24) per rendir el sistema 4-oxopiridopirimidinic (7).
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(¢}
J'\)L A
P (0] Ar
(0] ArCHO o} @ N NH,
0 —B 5 oA #» HN
7 ~O o) 7 ~O o) NH | O)<
25 26 27
O Ar O
-CH3COCH3 H,y N)\ )<
7 28

Figura 1.2.6: Proposta de mecanisme per a la formacié de pirido[2,3-d]pirimidines 7 substituides en C5!®!

Com s’ha destacat a la introduccid, la presencia d’un substituent arilic en posicié C6 és clau per
buscar la major similitud estructural amb el sistemes desenvolupats per Gilead Sciences. Per
tant, amb la finalitat d’introduir substituents en C6, es proposa la possibilitat de substituir en la
reaccio anterior la combinacié acid de Meldrum (25)/aldehid (23) per acrilats de metil 2-aril
substituits (1{x}) com a éster o,B-insaturat. Aquests acrilats podrien actuar de forma similar a
I'intermedi 26, per tal de condensar-los amb la 2,6-diaminopirimidin-4(3H)-ona (24) (Figura
1.2.7). D’aquesta manera, es podria accedir a les corresponents 2-amino-5,6-dihidropirido[2,3-
d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diones (7{x}), presentant un residu arilic en la posicio C6.

H
HoN lN\YNHQ COOMe O N NYNHZ
NH + Rs& —_— | NH
MW R3
o)

24 1{x} 7(x}

Figura 1.2.7: Proposta sintética per a I'obtencid de sistemes 7{x} 6-aril substituits

Per tal d’assajar la sintesi d’aquests sistemes 7{x}, es decideix continuar utilitzant metacrilat de
metil (1{x}) com a reactiu model en les primeres etapes del desenvolupament d’aquesta
metodologia ja que és un reactiu comercialment assequible. La pirimidona 24 és també un
producte comercial (Figura 1.2.8).

Amb la finalitat de trobar les condicions de reaccié per aquest procés s’estudien les segiients
variables: relacié molar, dissolvent, temperatura i temps de reaccio.

47



H,N__N__NH,

H

s No _N_ _NH

COOMe | N 0 | S

—>

A * NH NH

I MW T
141 24 741}

Figura 1.2.8: Estudi de la formacio de la piridopirimidina 7{1} a partir de metacrilat de metil 1{1}

Els dissolvents assajats sén etilenglicol, dimetilformamida i AcOH pels seus elevats punts
d’ebullicid, els quals permeten treballar a elevada temperatura amb calefaccié de microones. Es
decideix treballar a diferents temperatures: 80, 140 i 180 2C i s’estudia la reaccié a 30 minutsi a
una hora. Malauradament, després de realitzar una desena d’experiments no s’obté en cap cas
el producte desitjat 7{1}. Aixd0 sembla ser degut a I'elevada reactivitat del metacrilat de metil
(1{1}) que ddéna lloc a reaccions secundaries. Es descarta, per tant, el seu Us com a reactiu model
per I'estudi i desenvolupament de la reaccié de Michael entre I'acrilat 1{x} i la pirimidona (24).

Es decideix seguir estudiant les condicions adequades per a la sintesi d’aquests compostos
piridopirimidinics (7{x}) a partir de I'atropat de metil (1{2}) que no és un reactiu comercialment
assequible (Figura 1.2.9). Per a la sintesi de I'atropat de metil es parteix del fenilacetat de metil
(29{2}), que es fa reaccionar amb paraformaldehid (30) en medi basic en DMF anhidre com a
dissolvent, 3h a 100 2C, obtenint-se el producte desitjat 1{2} amb un rendiment del 68%!"..

COOM COOM
e o K,COs ¢
() —»
SNGY DMF
29(2) 30 12}

Figura 1.2.9: Sintesi de I'atropat de metil 1{2} a partir del I'ester 29{2}

Una vegada obtingut 'atropat de metil (1{2}) es procedeix a estudiar la seva reactivitat davant
de la pirimidona (24) (Figura 1.2.10).

H
COOMe  HoN N\\rNHg O NNy o NH2
+ o — | \H
MW
0 0
12} 24 {2

Figura 1.2.10: Sintesi de 7{2} a partir de 1{2} i 24

Després de diversos assajos, Unicament en un dels experiments en el que es fa reaccionar
I'atropat (1{2}) amb la pirimidona (24) en relacions equimolars emprant etilenglicol com a
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dissolvent a 140 2C durant 30 minuts amb calefaccié de microones, es va obtenir el producte
desitjat 7{2} amb un rendiment del 2%.

Degut a la no obtencid de resultats satisfactoris, es valora la possibilitat d’incorporar una base,
que pogués afavorir la reaccio de tipus Michael entre la pirimidona (24) i I'acrilat (1{2}).

S’examina l'efecte de I'Gs d’una base com és el NaOMe. Es procedeix a estudiar la reaccié
emprant diferents proporcions de NaOMe, utilitzant etilenglicol com a dissolvent a 180 2C
durant 3h amb calefaccié de microones (Taula 1.2.2).

Taula 1.2.2: Estudi de I'efecte d’'una base en la formacié del compost 7{2}

Compost Compost

1{2) 24 NaOMe Resultats
1,0 1,0 0,25 Producte 7{2} impurificat
1,0 1,0 1,0 Rdt =42%
1,0 1,0 1,5 Rdt = 40%

S’observa que és necessari I’Us d’una base per a I'obtencié d’aquests sistemes 7{x}. Es comprova
que I'excés de base (1,5 equivalents respecte a relacié equimolar dels altres reactius) no
afavoreix la formacio de 7{2}, ja que el rendiment obtingut és del mateix ordre, i també s’observa
gue es generen certes impureses amb el fet d’utilitzar-ne un defecte. Fins al moment, les millors
condicions de reaccié per a la formacié del compost 7{2} sén condicions equimolars emprant
NaOMe a 180 eC durant 3h amb calefaccié de microones.

Per tal de millorar el rendiment de la reaccio en estudi, s’evalua el possible efecte d’un excés de
pirimidona (24) o bé d’un excés d’acrilat (1{2}) respecte al reactiu limitant a 180 2C durant 3 h
amb calefaccié de microones.

Taula 1.2.3: Estudi del reactiu limitant en I'avang de la reaccié per rendir 7{2}

Compost  Compost

1{2} 24 NaOMe Resultats
1,0 1,0 1,0 Rdt =42%
1,0 1,4 1,0 Rdt = 68%
1,4 1,0 1,0 Producte 7{2} impurificat

Tal i com es pot veure a la taula 1.2.3, quan I'acrilat (1{2}) és el reactiu limitant i per tant es
treballa amb un excés de 1,4 equivalents de pirimidona (24), el rendiment de la reaccié
augmenta considerablement d’un 42 a un 68%. L'excés de pirimidona (24) no presenta cap
problema alhora de realitzar el tractament posterior de la reaccio, ja que finalitzada la reaccio
s’afegeix aigua en el cru de reaccié afavorint la precipitacié de la pirido[2,3-d]pirimidina (7{2}),
mentre que la pirimidona (24) en excés és soluble en medi aquds. Resumint, la formacié de la 4-
oxopirido[2,3-d]pirimidina (7{2}) esta afavorida quan es treballa amb un excés de 1,4 equivalents
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de pirimidona (24) respecte I'acrilat de metil (1{2}) en presencia d’'un equivalent de NaOMe a
180 2C durant 3h amb calefaccié de microones en etilenglicol.

A la vista dels resultats obtinguts per a I'atropat de metil (1{2}) es procedeix a realitzar una
guimioteca de compostos 4-oxopiridopirimdinics (7{x}) emprant diferents 2-aril acrilats de metil
(1{x}) com a productes de partida, amb la finalitat d’estudiar I'abast d’aquesta nova reaccié
desenvolupada.

1.2.1.1. Sintesi de 2-arilacrilats de metil (1{x})

Al’hora de realitzar una quimioteca de compostos 7{x} és necessari tenir present la disponibilitat
dels acrilats 1{x}. Amb la finalitat de tenir un gran espectre de compostos, es pensa en la
preséncia de grups acceptors i donadors d’electrons en diferents posicions de I'anell fenilic dels
corresponents acrilats (1{x}). En el nostre grup hi ha gran experiéncia en la sintesi de 2-aril
acrilats d’alquil.

Per a la sintesi de 2-aril acrilats de metil (1{x}) es segueix la metodologia sintética descrita en
I'apartat experimental consistent en el tractament del corresponent arilacetat de metil (29{x})
amb paraformaldehid i K,COs en DMF a 100 2C durant 3 h. En aquells casos en els que els aril
acetats (29{x}) no sén comercials, es sintetitza el mateix a partir de I'acid aril acetic (31{x})
corresponent!). Es tracta d’una esterificacié en medi acid en la que s’obté el producte esterificat
(29{x}) amb un rendiment practicament quantitatiu (Figura 1.2.11).

A AN 3t1e™3, 2 3
O/\COOH O/\COOMB » | N COOMe
P Na,SO, NP DMF P

31{x} 29{x} 1{x}

Figura 1.2.11: Metodologia per a la sintesi de 2-arilacrilats de metil (1{x})

En mode resum, a la taula 1.2.4 es mostra una classificacio dels 2-aril acrilats de metil (1{x}) que
s’han sintetitzat, on es pot observar els rendiments obtinguts en I’Gltima etapa de sintesi.

Taula 1.2.4: Classificacio dels aril acrilats de metil 1{x} sintetitzats amb els seus respectius rendiments

Classificacio Estructura

COOMe
No substituit
1{2}
Rdt = 68%
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Classificacio

Estructura

Orto disubstituits

cl
@\)LCOOMe
Cl

13}
Rdt =94%

CF,
©\)LCOOM9
F

1{6}
Rdt = 95%

F Br
COOMe COOMe

F Br
14} {5}
Rdt = 65% Rdt quantitatiu

Para substituits

O)LCOOMe
F

1%7)
Rdt =52%

COOMe

Br
148}
Rdt = 36%

Orto i para substituit

Cl
/©)L000Me
cl

1{9}

Rdt = 90%

Meta disubstitiits

Meo\©)LCOOMe
OMe

1{10}
Rdt = 55%

Meta i para
substituits

MeO COOMe
MeO
OMe

111}
Rdt = 40%

Altres

112}
Rdt = 88%

1.2.1.2. Sintesi de 2-amino-6-aril-5,6-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diones (7{x})

Seguidament, s’assaja la metodologia desenvolupada tractant els diversos 2-arilacrilats de metil

(1{x}) amb la pirimidona (24) en preséncia de NaOMe com a base i etilenglicol com a dissolvent

per rendir els corresponents sistemes 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics (7{x}) (Figura 1.2.12).
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H
HoN N _NH
/CQOMe 2 | \\r 2 NaOMe Os_N NYNHZ
Ar + NH —_—> l NH
Etilenglicol Ar
(e} MW 0
1{x} 24 7{x}

Figura 1.2.12: Sintesi de sistemes 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics 7{x}

A la seglient taula es mostren els rendiments de la familia de pirido[2,3-d]pirimidines (7{x})
sintetitzada.

Taula 1.2.5: Pirido[2,3-d]pirimidines (7{x}) sintetitzades amb el seus respectius rendiments

H H
Os_N | N\\rNHz o O N | N\\rNH2
NH NH
(6] i (0]
7{2} 7{3} 74
Rdt = 68% Rdt = 89% Rdt = 88%
H H
5 O N lN\ NH, OsUN lN\ NH,
NH NH
Br o F o
7{5} 7{6} 7}
Rdt = 75% Rdt = 81% Rdt =83%
O _N__N NH, o NN NH, H
s s Oge N N NH;
NH MeO NH MeO P
o 0
Br MeO ©
7{8} OMe OMe
7{10) o1t
—_ 0,
Rdt = 71% Rdt = 75% Rdt =71%
7(12}
Rdt =93%

Com es pot observar a la taula 1.2.5, la reaccid presenta molt bons rendiments, entre el 68 i el
93%, quan s’utilitzen 2-arilacrilats de metil (1{x}) per rendir els corresponents compostos 7{x}.
Es tracta doncs, d’'una metodologia que permet obtenir compostos 7{x} derivatitzats en C6 amb
rapidesa i amb rendiments elevats.

Dels resultats obtinguts en sintetitzar aquesta quimioteca formada per 10 compostos es pot
concloure que, en general, els compostos arilics orto-substituits presenten millors rendiments.
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1.2.1.3. Estudi de la reactivitat d’altres acrilats d’alquil en la sintesi de 4-oxopirido[2,3-

d]pirimidines

Una vegada s’ha demostrat que la metodologia desenvolupada permet I'obtencié de sistemes
6-aril-4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics amb bon rendiment, es decideix ampliar la metodologia
desenvolupada en aquest apartat per 2-aquil, 3-alquil i 3-aril acrilats de metil per a I'obtencid
dels corresponents compostos piridopirimidinics 7{x} (Figura 1.2.13).

N H

HN NH
coMe Mo MY neowe O M N\\rNHZ
Raj\ + NH ———— o\

Etilenglicol  R3
R4
0 MW R, O

1x} 24 7{x}

Figura 1.2.13: Proposta de sintesi per a la formacid de sistemes 7{x}

En primer lloc, es decideix comencar utilitzant 2-alquil acrilats de metil (1{x}), provant de nou el
metacrilat de metil (1{1}) i el 2-benzilacrilat de metil (1{13}). Per a la sintesi del 2-benzilacrilat
de metil (1{13}) es parteix de I’acid 2-benzilacrilic (32), el qual després d’un procés d’esterificacio
en medi acid rendeix el producte desitjat’® (1{13}) amb un rendiment del 93% (Figura 1.2.14).

©\/”\ itk @\/U\
S —

COOH Na,SO, COOMe
32 1{13}

Figura 1.2.14: Sintesis de 2-benzilacrilat de metil 1{13}

Quan s'utilitza 2-benzilacrilat de metil (1{13}) com a producte de partida i es fa reaccionar amb
la pirimidona (24) en medi basic a 180 2C durant 3 h amb calefaccié de microones, s’obté la
corresponent 4-oxopirido[2,3-d]pirimidina (7{13}) amb un grup benzil en C6 amb un rendiment
del 78% (Taula 1.2.6). Per contra, quan es parteix del metacrilat de metil (1{1}) la reaccio
presenta un rendiment del 49% en les mateixes condicions. Es confirma que I'Gs d’'una base és
imprescindible per tal que la reaccio tingui lloc, ja que com s’ha descrit anteriorment aquesta
reaccié es va assajar en abséncia de base sense obtenir-se el producte desitjat (Figura 1.2.15).

H
H,N__N__NH
COZMe 2 I Y 2 NaOMe O N N\\rNHZ
+ NH ——» |
NH
R Etilenglicol R3

o] MW o

1{x} 24 7{x}

Figura 1.2.15: Esquema per a la sintesi de sistemes 7{x} substituits en C6
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En segon lloc, es decideix assajar la nova metodologia emprant 3-alquil i 3-aril acrilats de metil
(Figura 1.2.16). Com exemple d’acrilats 3-alquil substituits s’utilitza el crotonat de metil (1{14}).
Aguest, es fa reaccionar amb la pirimidona (24) rendint la piridopirimidina (7{14}) substituida en
la posicié C5 amb un rendiment del 30%. Per contra, quan s’utilitza el cinamat de metil (1{15})
s’obté el compost piridopirimidinic 7{15} amb un rendiment del 22%.

H

CO,Me HoN NYNH2 NaOMe Oy N N NH:
X + I NH —» | NH
R g Etilenglicol
MW RY O
1{x) 24 7{x}

Figura 1.2.16: Esquema per a la sintesi de sistemes 7{x} substituits en C5

A continuacié es mostra una taula resum amb els rendiments dels sistemes pirido[2,3-
d]pirimidinics (7{x}) sintetitzats a partir de 2-alquil, 3-alquil i 3-aril acrilats (1{x}).

Taula 1.2.6: Sistemes piridopirimidinics 7{x} obtinguts a partir de 2-alquil, 3-alquil i 3-aril acrilats.

O
jgz
zZ
T z
T
N
(@)
ZIT
/Z
Z
T Z
I
N

O o}
7{1}
7(13)
Rdt =49% Rdt =78%
H
(0] N N NH, (0] N N NH,
Y Y
NH NH
(0] (0]
7{14) 7015
Rdt =30% Rdt =22%

Es demostra, per tant, que la metodologia desenvolupada és valida per a I'obtencié de sistemes
4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics amb qualssevol classe de substituents en posici6 C5 o C6.
S’observa, de totes formes, que la reaccié de formacié de la 4-oxopirido[2,3-d]pirimidina esta
més afavorida partint de sistemes acrilics 2-substituits que de 3-substituits, independentment
de que el substituent sigui alquilic o arilic. En qualsevol cas, els rendiments sén en general més
elevats en el cas dels sistemes acrilics 2-arilsubstituits.
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1.2.2. Desenvolupament d’una estratégia sintética per a I'obtencié de sistemes pirido[2,3-
d]pirimidinics substituits en C4

Per a I'obtencid de sistemes piridopirimidinics substituits en C4, el Grup d’Enginyeria Molecular
ha desenvolupat una estratégia sintética a partir del compost 4-oxo corresponent (7), consistent
en el tractament d’aquest amb POCI; rendint el derivat clorat 11 (a través de la captacio de la
forma enodlica del compost 4-oxo, 7)®! el qual en posteriors etapes de sintesi pot ser derivatitzat
(Figura 1.2.17).

H H
O-_N |N\\rNHR1 POCI, Os_N |N\\rNHR1
NH —_— N
R3 1h, reflux R3 2
R* O R* Cl
7 1"

Figura 1.2.17: Obtencio de sistemes 4-cloropirido[2,3-d]pirimidinics (11)

Com ja s’havia indicat a la introduccid, aquesta estratégia de sintesi presenta algunes dificultats
en I'obtencio del cloro-derivat (11), ja qué en el si de la reaccié es generen impureses dificils
d’eliminar per tal d’obtenir el compost desitjat pur. A més, el rendiment és altament depenent
de la naturalesa dels substituents presents en la 4-oxopiridopirimidina (7). Per tant, és necessari
el desenvolupament d’una nova estratégia sintética més robusta per rendir compostos
derivatitzats en la posicid C4.

Una cerca bibliografica revela que és possible I’activacié del carbonil en C4 pel tractament amb
BOP o PyBOP, i la posterior substitucié per un nucledfil en preséncia d’una base*®*?. Aquesta
estratégia de sintesi implica el pas per un intermedi amb un grup benzotriazolil (OBt). Es tracta
d’un bon grup sortint, el qual ha de permetre la substitucié per un nucledfil com ara una amina
rendint el compost 4-amino substituit. Dit intermedi no s’ailla, es genera en el si de la reaccié i
es substitueix degut a la presencia del nucleofil en el mateix.

Aquests tipus d’intermedis es poden sintetitzar a partir de diversos reactius com ara
I’'hexafluorofosfat de (benzotriazol-1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfoni conegut com a BOP, i
hexafluorofosfat de (benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinfosfoni anomenat PyBOP (Figura 1.2.18).

BOP PyBOP

Figura 1.2.18: Estructura del BOP i PyBOP
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El BOP és un reactiu utilitzat en sintesi de peptids pero, per desgracia, el seu Us no és molt
aconsellable ja que en l'etapa d’acoblament allibera I’hexametilfosforamida (HMPA).
L’hexametilfosforamida, compost organofosforat de féormula [(CH3)2N]sPO, és un liquid aprotic
polar soluble en aigua i cancerigen. Encara que es tracta d’un producte nociu per la salut no es
descarta el seu Us a petita escala al laboratori. De totes formes, en la mesura del possible es
tractara d’utilitzar el PyBOP com a substitut del reactiu BOP, evitant aixi la formacié d’'HMPA
(Figura 1.2.19).

O

\ n /
N—P—N
/ N\
PN

Figura 1.2.19: Estructura de la HMPA

Segons el que s’ha trobat en la bibliografia, per dur a terme la reaccié entre BOP/PyBOP i el
compost carbonilic corresponent és necessari un excés molar de BOP o PyBOP i un excés de
base. Es descriuen I'Us de diferents bases, les més utilitzades son bases aprotiques com ara:
Cs,COs, TEA, DIPEA (base de Hinig), tert-BuONa i DBU.

A la figura 1.2.20 es mostra una proposta del mecanisme de reaccié que es donaria sobre les
nostres 4-oxopiridopirimidines (7{x}) en utilitzar BOP o PyBOP basada en els estudis realitzats
per Zhao-Kui Wan i col-laboradors*?. Es creu que la formacié dels intermedis 33{x} i 34{x} es
tracta d’un procés rapid, el qual té lloc després del tractament de la piridopirimidina amb DBU i
BOP. La seglient substitucid depéen, en gran mesura, de la capacitat nucleofila del substituent
que es desitja introduir. Quan el substituent és una amina, com és el cas d’una amina alquilica,
es passa a través de la via 1is’obté el producte desitjat (14{x,y}) substituit en C4. En canvi, quan
s’empra un nucleofil pitjor es creu que es passa a través de la via 2.

Per rendir el producte desitjat a través de la via 2, es creu que es passa per I'intermedi 33{x} o
34{x} i tot seguit s'obté I'intermedi OBt substituit en C4 (18{x}), el qual presenta un grup
benzotriazolil, 1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-iloxi, en la posici6 C4. La corresponent amina
reacciona amb aquest intermedi 18{x} per rendir el compost desitjat 14{x,y}. Es tracta doncs,
d’una etapa més lenta que té lloc quan s’empra un residu amb menys capacitat nucleofila.

Per altra banda, també es planteja un altre possible mecanisme d’actuacié del BOP. L’oxigen del
carbonil en C4 del sistema piridopirimidinic, a través de la seva forma enodlica, pot atacar
nucleofilament al fosfor del BOP/PyBOP, formant I’enllag O-P i d’aquesta manera es podria
arribar als intermedis 33{x} i 34{x}.
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Figura 1.2.20: Possible mecanisme d’accié del BOP i del PyBOP

1.2.2.1. Sintesi de pirido[2,3-d]pirimidines 4-amino substituides (14{x,y})

Es decideix comencar a estudiar aquesta reaccié utilitzant 1,8-diazabicicle[5.4.0Jundec-7-ene
(DBU) com a base, una amidina no nucleofila. L’estudi de la reaccid de substitucié del carbonil
s’assaja en paral-lel emprant BOP i PyBOP utilitzant el compost 7{7} com a producte de partida
(Figura 1.2.21), el qual presenta el grup p-fluorofenil en la posicié C6. Tal i com es comenta a
Iinici d’aquest capitol aquest residu és present en molts dels compostos del tipus pirido[3,2-
d]pirimidinics descrits per Gilead Sciences com a inhibidors del VHC amb bona activitat antiviral.

H
O N _N_NH

H
2 (@) N N NH,
| T | Y
NH + BOP + DBU + NH,R — = _N
. o} . NHR

7 35{y} 14(7.y}

Figura 1.2.21: Derivatitzacié en C4 de la 4-oxopiridopirimidina 7{7}

Com a nucleofils s’utilitzaran les seglients amines:

- Amines primaries: isopropilamina (35{1}), ciclopropilamina (35{2}), N-etil-N-metilamina
(35{3}), trifluoroetilamina (35{4}), pentilamina (35{6}), 2-propoxietilamina (35{7})
- Amines secundaries: pirrolidina (35{5})

A continuacid, a la taula 1.2.7, es mostra un resum dels primers assaigs realitzats. En tots els
casos es manté la mateixa relacid entre el reactiu de partida (7{7}), el BOP o PyBOP, i la base
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amb les proporcions de 1: 1,3 : 1,5 equivalents respectivament, canviant només els equivalents
d’amina (35{y}).

Taula 1.2.7: Condicions de sintesi per a 14{x,y} emprant diferents amines 35{y).

Experiment Reactius Nucleofil Dv Condicions Resultats
PyBOP
1,3 eq 35{1 DMF 24h rt 33{7}+7{7
1 DIPEA eq 35{1} r {7} + 7{7}
BOP 10min rt,
2 1,5 eq 35{1} ACN 18{7}
DBU 48h 60 °C
BOP 10min rt, 18{7} + 7{7}
3 6,0 eq 35{1} ACN
DBU 5h 90 eC
BOP 10min rt,
4 6,0 eq 35{2} ACN 18{7} + 7{7}
DBU 5h 120 °C
BOP 10 min rt,
5 1,5 eq 35{3} ACN 18{7}
DBU 24h rt
PyBOP 2h rt, 24h
3,0 eq 35{4} DMF 33{7}
DIPEA rt

En els experiments 1 a 3 s’assagen diferents condicions de reaccié en les que s’utilitzen diferents
relacions molars d’isopropilamina (35{1}). En tots els casos s’obté una mescla de producte de
partida (7{7}) i dels intermedis 18{7} i 33{7}, pero en cap dels casos s’obté el producte 4-
isopropilamino substituit 14{7,1} desitjat. El mateix passa en els experiments 4 a 6 en els que es
fa reaccionar amb ciclopropilamina (35{2}), N-etil-N-metilamina (35{3}) i trifluoretilamina
(35{4}), no obtenint-se el corresponent producte desitjat 14{7,y}.

Veient que les diferents proves amb amines primaries no donen els resultats esperats, es
decideix provar amb una amina secundaria, pirrolidina 35{5}, millor nucleofil que els assajats
anteriorment (Figura 1.2.22). En els experiments 7 i 8 citats a la taula 1.2.8 s’assaja la reaccid en
estudi emprant 1,5 equivalents d’amina, observant-se que només en el cas que s’utilitza BOP
s’obté el producte desitjat 14{7,5} amb un rendiment del 55%. Aquest fet, ens fa descartar I'Us
de PyBOP com a reactiu, ja que sota les mateixes condicions de reaccid la transformacié no és
completa.
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H
H Ox NN _NH
Osx N _N__NH 2
S 2 H DBU, ACN | N
NH + BOP + ( 7—> ZN
N
. o] F ( 7
77 35{5} 14{7,5}

Figura 1.2.22: Sintesi del compost 14{7,5}

Taula 1.2.8: Condicions de reaccio per a I'obtencio de 14{7,5} emprant pirrolidina 35{5} com a nucleofil

Experiment Reactius Nucleofil Dv Condicions Resultats
BOP 10 min rt,
7 1,5 eq 35{5} ACN Rdtiagz,5 = 55%
DBU 48h rt
PyBOP 10 minrt,
8 1,5 eq 35{5} ACN 7{7} + 14{7,5}
DBU 48h rt

Per tal d’estudiar més detalladament I'evolucié de la reaccié cal fer-ne un seguiment per *H
RMN, ja que tant els reactius de partida com els productes a sintetitzar sén només solubles en
DMSO o bé en TFA, la qual cosa dificulta el seguiment de I’'esmentada reaccié per CCF. Per poder
fer un bon seguiment per *H RMN es caracteritzen espectroscopicament els intermedis 33{7} i
18{7}. Els corresponents 'HRMN es mostren a continuacio:
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Figura 1.2.23: 1H RMN de I'intermedi 33{7} enregistrat en d-TFA

A la figura 1.2.23 s’observen dos senyals molt caracteristics del compost intermedi 33{7} amb
tres grups pirrolidinil, presentant senyals a 3,5 ia 2,0 ppm corresponents als metilens dels anells
de pirrolidina, trobant-se a camp més baix els metilens més propers als nitrogen de les amines.
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Figura 1.2.24: 'H RMN de I'intermedi 18{7} enregistrat en ds-DMSO

A la figura 1.2.24 s’observa I''H RMN del compost intermedi 18{7} que presenta un grup
benzotriazolil en la posicié C4. Es tracta d’'un espectre de RMN més complex, ja que el nombre
de senyals aromatics augmenta, dificultant-ne la seva identificacié. Després de realitzar diversos
espectres bidimensionals, com ara el COSY, ’'HSQC i el 13C RMN es van poder identificar tots els

senyals de protd caracteristics del compost 18{7}.

En darrer lloc, en un dels assajos realitzats emprant BOP com a reactiu, es va aillar un producte
minoritari del qual es mostra I"*H RMN a continuacié (Figura 1.2.25). En base als senyals de
I’espectre es pot deduir que presenta tres grups dimetilamino units directament al fosfor a 2,6
ppm, també s’observen els senyals aromatics corresponents a I'anell p-substituit en posicié C6.
Per contra, els senyals del metile i del meti a C5 i C6 respectivament no s’observen, en canvi
s’observa un singlet a 7,8 ppm molt caracteristic del proté en C5 després de la deshidrogenacio
de I’enllag entre les posicions C5i C6. Per a poder assignar de forma inequivoca la seva estructura

es va realitzar un masses.
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Figura 1.2.25: 1H RMN de I'intermedi 36 enregistrat en dg-DMSO

Una vegada s’han caracteritzat els possibles intermedis, s’estudiara I’evolucio de la reaccié entre
la 4-oxopiridopirimidina 7{7}, el BOP o PyBOP i la pirrolidina 35{5}. A continuacié a la figura
1.2.26 es mostren els *H RMN del producte de partida 7{7} (blau), el producte desitjat 14{7,5}
(vermell) i el solid obtingut després de fer la reaccid (experiment 8) emprant PyBOP, com a
reactiu (verd). Quan s’utilitza PyBOP la reaccié no és completa ja que en I'*HRMN s’observa que
hi ha producte de partida (7{7}) que no ha reaccionat. Aixi s’observen uns senyals caracteristics
del producte de partida, concretament a 10,7 ppm un singlet corresponent al grup NH en la
posicid N3, un singlet a 6,5 ppm corresponent al grup amino en C2 i un multiplet a 2,7 ppm del
metilé en B de carbonil del producte de partida.

Aquests senyals no s’observen en el *H RMN del producte obtingut després de realitzar la reaccié
amb BOP, la qual cosa indica que la transformacié ha estat total. Per contra, s’observa I’aparicio
de senyals caracteristics del producte 4-pirrolidino substituit com ara: un singlet a 5,9 ppm
corresponent al grup amino en C2, multiplets a 3,4 i 1,8 ppm corresponents als grups metilenics
de I'anell de pirrolidina i en ultim lloc s’observa que el metilé en § de carbonil es troba desplagat
a camp més baix passant d’estar a 2,7 (corresponent al producte de partida 7{7}) a 3,1 ppm.
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Figura 1.2.26: Seqguiment de la reaccio per 'H RMN per rendir el compost pirrolidino substituit en C4 (14{7,5}). a)
Producte de partida 7{7}. b) Solid obtingut al fer la reaccié amb PyBOP. c) Producte (14{7,5}) obtingut al fer la
reaccié amb BOP (*H RMN enregistrats en de-DMSO)

Per tant, s’ha obtingut satisfactoriament el compost 14{7,5} substituit en C4 per pirrolidina
utilitzant les seglents relacions molars: 1,0:1,3:1,5: 1,5 (7{7}: BOP: DBU : 35{5}) en acetonitril
com a dissolvent, temperatura ambient durant 48 h. Veient que amb aquestes condicions s’obté
el producte 4-aminosubstituit (14{7,5}) esperat, es prova de nou amb una amina primaria, la
pentilamina (35{6}) (Figura 1.2.27).

H H
(0] N N NH (0] N N NH
B 2 DBU | N
NH + BOP + —_— _N
ACN NN
£ O H,N E HN
77} 35(6} 14(7,6}

Figura 1.2.27: Sintesi del compost 14{7,6}

A la taula 1.2.9 es mostren els experiments realitzats amb pentilamina (35{6}).
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Taula 1.2.9: Condicions de sintesi emprant 'amina 35{6}

Experiment Reactius Nucleofil Dv Condicions Resultats

BOP 24h 60 °C,

9 1,5eq35{6} ACN 18{7} + 14{7,6}
DBU 24h 90 eC
BOP 24h 60 2C,

10 3,0 eq 35{6} ACN 18{7} + 14{7,6}
DBU 24h 90 eC
BOP 2hrt,

11 3,0 eq 35{6} ACN Rdtiagz,6) = 48%
DBU 48h 902C

En els experiments 9 a 11, mostrats a la taula 1.2.9, s'observa que és necessari un augment dels
equivalents d’amina (35{6}), passant de 1,5 a 3 equivalents, i un augment de la temperatura per
tal que la reaccio sigui completa. En resum, quan es fan reaccionar 1,0 : 1,3 : 1,5 equivalents de
7{7} : BOP : DBU en ACN a temperatura ambient durant 2 h es forma l'intermedi 18{7}, després
s’addicionen 3 equivalents de la pentilamina (35{6}) sobre el cru de reaccid i el sistema es porta
a 90 eC durant 48 hores. Finalitzat aquest temps i després del tractament posterior de la reaccid,
s’obté el producte 14{7,6} 4-pentilamino substituit amb un rendiment del 48%.

Després d’optimitzar unes condicions de reaccié per I'is d’una amina primaria es decideix
assajar aquestes condicions utilitzant 2-propoxietilamina (35{7}), una amina alquilica que
presenta un grup eter (Figura 1.2.28). S’esperaria que la reaccié estigués afavorida, ja que la
reactivitat hauria de ser molt similar. Després de dur a terme la reaccié emprant les condicions
de sintesi esmentades anteriorment, s’obté el producte desitjat 14{7,7} amb un rendiment del
63%.

H H
Os NN _NH /// OsN_N._NH
S 2 o DBU | YO
NH +BOP + _— _N
ACN AN
F (0} H,N F HN
37 35(7} 147,7)

Figura 1.2.28: Sintesi del compost 14{7,7}

Degut al bon resultat obtingut en la sintesi dels compostos 4-aminosubstituits 14{x,y}, es
decideix assajar aquesta reaccié emprant altres 4-oxopirido[2,3-d]pirimidines de partida (7{x}).
A la taula 1.2.10 es mostren tots els compostos 14{x,y} sintetitzats segons aquesta estrategia
sintetica i els rendiments obtinguts a partir dels compost 4-oxopiridopirimidinics (7{x})
corresponents.
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Taula 1.2.10: Compostos 14{x,y} sintetitzats emprant BOP com a reactiu i una amina alquilica

H H H
Os_N lN\\rNHz o) NYNHZ OsUN IN\\rNHz
N I/N N
HN
F N F HN\/\O/\/ F SN
; ; 14{7,6}
1 14{7,7}
{7.5}
Rdt = 44% Rdt =63% Rdt = 40%
N H N NH
o O N |N\\|/NH2 o © | N
cl HN\/\/\ Cl HN\/\O/\/
14{3,6} 14{3,7} 14{4,7}
Rdt =62% Rdt =70% Rdt = 60%
O NN _NH o NN O N_N_0
cl D 2 A N
oy 0 0
Z Z
N
cl { 7 F AN A~ F AN N~
44
14(3,5) 14{7,7,9)
Rdt =78% Rdt = 64% Rdt = 54%
H
Os_N__N_ _NH,

Cl | \\(
~-N
HN\/©
Cl
14(3,8}

Rdt = 60%

Sobre els compostos disubstituits en C2 i C4 presents a la taula 1.2.10, es comentara la seva
sintesi a I'apartat 1.3 d’aquest treball.

Per Ultim es decideix assajar dita reaccié aillant I'intermedi OBt substituit en C4 (18{x}), fent-lo
reaccionar posteriorment amb I'amina corresponent per rendir el producte desitjat 4-
aminosubstituit (Figura 1.2.29).
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Figura 1.2.29: Estrategia sintética per rendir 14{7,7} aillant el compost intermedi 18{7}

Per a la sintesi de I'intermedi 18{7} s’assagen les condicions de reaccié descrites préviament en
aquest apartat perd sense addicionar-ne I'amina. Per tal d’estudiar I'evolucié de la reaccio
s’agafen aliquotes a diferents temps de reaccid: 2 hores, 8 hores, 12 hores, 24 hores, 3 dies i fins
a 7 dies. En tots els casos s’observa que a mesura que augmenta el temps de la reaccio la
formacié de I'intermedi augmenta, pero no s’aconsegueix tenir conversié completa després de
7 dies de reaccio.

A la seglient figura 1.2.30 s’observa en vermell el producte de partida 7{7}, que presenta un
doblet de doblets molt caracteristic a 3,78 ppm corresponent al meti de la posicié C6 on hi ha el
centre quiral de la molécula. Els espectres de *H RMN inferiors corresponen als productes aillats
a diferents temps de reaccid. En tots ells es pot observar un senyal a 4,10 ppm corresponent al
meti en C6 de I'intermedi 18{7}, que es troba desplagat a camp més baix respecte el producte
de partida 7{7}. Aquest fet, ens permet fer un seguiment de la reaccié per *H RMN amb facilitat,
observant que ni després de 7 dies de reaccié a temperatura ambient la conversio és completa.
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Figura 1.2.30: Estudi de I’evolucid de la formacié de 'intermedi 18{7} per 1H RMN enregistrats en de-DMSO

Després de I'estudi d’aquesta reaccio es decideix augmentar la relacié de BOP passant de 1,3 a
1,5 equivalents i, els equivalents de DBU de 1,5 a 2,5. Com a resultat d’aquesta modificacié en
I’estequiometria de la reaccid s’obté el producte desitjat 18{7} satisfactoriament amb un
rendiment del 74%.

Aquest intermedi 18{7} es fa reaccionar directament amb 3 equivalents de la corresponent
amina (35{y}) en acetonitril amb calefaccié de microones. Es decideix utilitzar la calefaccié de
microones per tal de treballar a temperatura elevada en un sistema tancat, evitant I'evaporacié
de I'amina, afavorint aixi I'esmentada reaccié. Es fa reaccionar l'intermedi 18{7} amb 3
equivalents de 2-propoxietilamina (35{7}) en ACN a 140 °C durant 5 hores amb calefaccié de
microones. Després del tractament posterior del cru de reaccié, s’obté el producte de
substitucié 14{7,7} amb un rendiment del 69%.

Resumint, per a la substitucié dels compostos pirido[2,3-d]pirimidinics en la posicid C4 s’han
desenvolupat dues estrategies sintétiques: una de les estrategies es tracta d’una reaccié one
pot-two processes en la que no s’ailla I'intermedi (18{x}) OBt substituit en C4, i la segona
metodologia inclou dues etapes de sintesi en la que s’ailla I'intermedi (18{x}) i aquest es fa
reaccionar amb la corresponent amina (35{y}). Val a dir, que el rendiment global de la reaccié
en dues etapes és del 51%, mentre que la reaccié one-pot és del 63% per a la sintesi del compost
14({7,7}.
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1.2.2.2. Sintesi de compostos 4-alquiloxi pirido[2,3-d]pirimidinics (15{x,y})

Seguint la idea esmentada a I'apartat 1.2.2.1 es decideix estudiar I'abast d’aquesta reaccié
introduint un residu alcoxi en la posicié C4. Per dur-ho a terme, el nucleofil sera un alcohol
(37{y}) o el corresponent alcoxid en lloc d’'una amina.

En primer lloc, es decideix estudiar aquesta reaccio en dues etapes, ja que el fet de realitzar la
sintesi one pot-two processes ens dificulta I'estudi de I'evolucié d’aquesta. Es tracta d’una
reaccié en la qual el seu seguiment s’ha de fer per *H RMN, ja que els productes involucrats en
la reaccié només sén solubles en DMSO o TFA, fet que dificulta el seguiment per CCF. Quan la
reaccié no és completa, 'assignacid dels senyals de *H RMN corresponents als productes
involucrats en la reaccié presenta dificultat.

Per a la sintesi de I'intermedi 18{x} s’utilitzaran les condicions optimitzades a I'apartat 1.2.2.1,
després aquest es fara reaccionar amb el corresponent alcohol 37{y} per rendir el compost 4-
alcoxisubstituit 15{x,y}. Amb la finalitat d’estudiar I’abast de la reaccié es procedeix a sintetitzar
una quimioteca de compostos intermedis 18{x} a partir de diferents piridopirimidines 7{x}
(Figura 1.2.31), que presenten diferents residus en la posicié C6.

N
DBU, rt | )N/
— = X
ACN | { 7
// O.
R N
N=N

18{x}

Figura 1.2.31: Sintesis dels compostos intermedis 18{x}

Alataula 1.2.11 es mostren els compostos 18{x} sintetitzats.

Taula 1.2.11: Quimioteca de compostos piridopirimidinics 18{x} amb un grup OBt en C4

H H
Os_N_ _N_ _NH, Os_N_ _N_ _NH,
|7 7 |
N N
O\
F l\\l/@ cl O‘N/@
\
N=N N=N
18{7} 18{3}
Rdt =74% Rdt =78%
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57 18{7,9}

18{4}

Rdt =72% Rdt = 88%

Els compostos disubstituits en C2 i C4 presents a la taula 1.2.11 es comenta la seva sintesi a
I'apartat 1.3

Tal i com es pot veure a la taula 1.2.11 s’han obtingut satisfactoriament els productes desitjats
a excepcid del compost 18{12} a partir de 7{12}, on el producte de partida conté un grup naftil
en posicio alfa de carbonil (Figura 1.2.32). Aquesta diferéncia de reactivitat podria ser deguda a
efectes d'impediment esteric i no de reactivitat ja que es tracta d’un sistema aromatic com els
utilitzats anteriorment.

18{12}

Figura 1.2.32: Intent de sintesi de 18{12}

Els productes obtinguts contenen un gran nombre de carbonis quaternaris, fet que dificulta
I'assignacio dels senyals de protd i carboni als respectius espectres de RMN. Per poder fer una
assignacié correcta s’ha hagut de realitzar diversos espectres de RMN bidimensionals com ara
COSY, HSQC i HMBC a part dels de *H i 13C RMN.

Com a mostra de la complexitat a ’hora de caracteritzar aquests compostos es descriuen els
experiments de ressonancia que han estat necessaris per a la correcta caracteritzacié del
compost 18{4}.
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A la figura 1.2.33 es mostren els espectres de RMN de protd i carboni-13 del compost 18{4}.
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Figura 1.2.33: 1H i 13C RMN del compost 18{4} enregistrats en de-DMSO

En el primer espectre es pot observar a 11,0 ppm un senyal bescanviable del NH lactamic; la
zona compresa entre 8,1 i 7,1 ppm correspon a la zona del protons aromatics; a 6,6 ppm
s’observa un altre senyal ample assignable al grup NH; en posicié C2; el senyal a 4,41 ppm
correspon al meti en alfa de carbonil que es presenta com un doblet de doblets. Aquest carboni
metinic presenta un centre quiral, fet que fa que els protons del metilé en alfa del mateix siguin
diastereotopics i per tant apareixen diferents entre 3,3 i 3,0 ppm.

En el 3C RMN s’observen els senyals de carboni com a singlet, ja que aquesta técnica es basa
en el desacoblament de protons, excepte quan hi han altres spins com és el cas del fluor. Com
que la nostra molécula conté fluors es generen els acoblaments corresponents. Aixi en el *C
RMN del compost 18{4} s’observen dos triplets a 129,9 ppm, amb una constant d’acoblament
(/) de 10,6 Hz, i a 114,7 ppm, amb una J = 18,5 Hz. Aquests dos senyals de triplet corresponen a
les posicions C14 i C11, i gracies als valors de les constants d’acoblament podem assignar-los
inequivocament ja que el senyal que presenta una J més gran és el més proper al carboni que
esta unit directament al fluor, per tant el triplet de 114,7 ppm correspon al C11 i el de 129,9
ppm al C14. Per altra banda, també s’observa un doblet de doblets a 111,8 ppm amb una J =
22,3 i 2,5 Hz, corresponent al C13 adjacent al carboni que esta unit directament amb el F. En
ultim lloc, el C que esta unit directament al fluor surt a 160,9 i a 160,8 ppm com a dos senyals
doblets menys intenses amb una J de 247,2 i 246,8 Hz respectivament.

Tot seguit és necessari I'Us d’una técnica bidimensional Heteronuclear Single Quantum
Correlation, conegut com a HSQC, a fi de conéixer quin carboni esta enllagat directament amb
el protd. La figura 1.2.34 presenta I’'HSQC del compost 18{4}.
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Figura 1.2.34: HSQC del compost 18{4} enregistrat en dg-DMSO

En aquest HSQC es pot correlacionar el senyal de carboni de I'eix de coordenades a 129,9 ppm
amb el senyal de proté de I'eix d’abscisses a 7,45 ppm corresponent al proté en para de I'anell
del diflurofenil. Es procedeix a fer el mateix pels senyals restants, permetent-nos identificar tots
els senyals de proté a excepcid dels senyals referents a I’anell aromatic del grup benzotriazolil.

A continuacié en la figura 1.2.35, es mostra I'espectre bidimensional de correlation spectroscopy
conegut com a COSY del compost 18{4}, on es poden apreciar les correlacions entre protons.
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Figura 1.2.35: COSY del compost 18{4} enregistrat en de-DMSO

Com es pot observar a I'espectre de COSY existeix un correlacié entre el meti i el metilé en alfa
i beta de carbonil (posicions 7 i 6) respectivament. Per altra banda, els doblets a 8,1 i 7,8 ppm
corresponents a les posicions C18 i C15 que correlacionen amb els senyals a 7,6 i 7,5 ppm dels
protons aromatics de les posicions adjacents C17 i C16, els quals també estan correlacionats
entre si, pero no se sap amb exactitud quin és el senyal de C18 respecte al de C15, o el senyal
de C17 respecte al de C16. Després d’assajar varies tecniques espectroscopiques no s’han pogut
identificar tots els protons de la molecula inequivocament degut a la complexitat de la mateixa.

Una vegada obtinguts els intermedis 18{x} OBt substituits en C4, es procedeix a estudiar la
reaccié de substitucié del benzotriazolil per un alcohol 37{y} (Figura 1.2.36). Després de realitzar
una cerca bibliografica s’observa que és necessari la preséncia d’una base i es decideix comencar
estudiar dita reaccié emprant Cs,COs!*?. Es tracta d’una base aprotica soluble en dissolvents
polars, que presenta una major solubilitat en dissolvents organics que altres carbonats, com ara
el K,COs.
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18(7} 37{y} 15(7,y}

Figura 1.2.36: Sintesi de compostos piridopirimidinics substituits en C4 per un grup alcoxi (15{x,y})

En primer lloc, es comenca a estudiar aquesta reaccié de substitucié del grup benzotriazolil en
C4 per MeOH (37{1}), el qual s’utilitzara com a reactiu i dissolvent (Figura 1.2.37).

18{7} 15(7,1}

Figura 1.2.37: Substitucio del grup OBt de 18{7] per MeOH 37{1}

A la taula 1.2.12 es presenten els primers experiments assajats per estudiar la reaccié de
substitucid del benzotriazolil del compost 18{7} per MeOH (37{1}).

Taula 1.2.12: Reaccié entre 18{7} i MeOH amb Cs,CO3

Relacid

Experiment Nucleofil i dv 18{7}:C5,C05 Condicions Resultats
1 MeOH 1;2 24h rt Recuperacio6 18{7}
2 MeOH 1;2 24h 55 2C Rdtisiz,1 = 39%
3 MeOH 1;2 24h reflux Rdtisiz,;; = 56%

Com es pot observar a la taula 1.2.12 a temperatura ambient la reaccié no evoluciona,
recuperant-se el producte de partida 18{7}. En canvi, quan la reaccié es du atermea552Co a
reflux de metanol la conversid és completa i s'obté el producte desitjat 15{7,1} amb un
rendiment del 39 i del 56%, respectivament.

A la vista dels resultats positius obtinguts utilitzant MeOH, es decideix assajar aquesta reaccié
emprant alcohol etilic (37{2}) (Figura 1.2.38).

74



Resultats i discussio

H
0<_N_ _N_ _NH H
|\\( 2 Os_N__N__NH,
_N EtOH |\\(
—_— N
o. Cs,CO
F 2o OEt

N
\
N

18(7} N 15{7,2}

Figura 1.2.38: Substitucio del grup OBt de 18{7} per EtOH

Alataula 1.2.13 es mostren les condicions assajades per I'esmentada reaccié.

Taula 1.2.13: Reaccid entre 18{7} i EtOH/ NaOEt amb Cs,CO3

Nucleofil Relacio
Experiment R Condicions Resultats
P idv 18{7}:base

Recuperacio 18{7} + 3
4 EtOH 1;2 24h 60 °C impureses
piridopirimidiniques

5 EtOH 1;2 24h reflux Rdtus(7,2 = 20%

Recuperacio 18{7} +

6 EtOH 1;2 2h 120 °C MW O N S
X NH

[e]
38(7}

Rdtis72; = 23%

7 EtONa/EtOH excés 24h reflux

EtONa/EtOH Rdtis;z2 = 22%

exces 3h 120 °C MW

Com es pot observar a la taula 1.2.13 en dur a terme la reaccié utilitzant les condicions posades
a punt pel MeOH no s’obté el producte desitjat (15{7,2}). En augmentar la temperatura fins a
reflux d’etanol (Pe, etanol = 78,4 2C) s’obté el producte desitjat (15{7,2}) perdo amb un rendiment
baix, al voltant del 20%. Tot seguit, es decideix seguir realitzant més proves per tal de millorar el
rendiment. En primer lloc, es decideix incrementar la temperatura passant de treballar a reflux
d’etanol a escalfar a 120 2C amb calefaccié de microones. Sorprenentment, enlloc de rendir el
producte desitjat, sembla que s’obtingui la corresponent 4-oxopiridopirimidina deshidrogenada
entre C5 i C6 (38{7}). Per tant, sembla que I'augment de la temperatura de reaccié afavoreix
I’eliminacid del grup OBt i a la vegada la deshidrogenacio de I'enllag entre les posicions C5 i C6.
Finalment es decideix canviar la base utilitzada (Cs,COs) per una solucié d’EtONa/EtOH. Es busca
d’aquesta manera veure si s’afavoreix la reaccié en utilitzar el corresponent alcoxid com a
nucleofil. Després de treballar a reflux i a 120 2C al MW s’observa que ambdds casos s’obté el
producte desitjat amb un rendiment al voltant del 20%. Cal remarcar, que el fet de treballar a
temperatura més alta i utilitzar I'alcoxid com a nucleofil no afavoreix la reaccid.
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A continuaci6, es decideix estudiar la reactivitat d’un altre alcohol, com és el cas de I'isopropanol

(37{3}), IPA (Figura 1.2.39).

N
' DN/ IPA [
— N
. o\,\\l ,@ Cs,CO; )
N=y F \l/
18{7} 15(7,3}

Figura 1.2.39: Substitucio del grup OBt de 18{7} per IPA

Experimentalment, s’observa que aquest no reacciona per donar la substitucié en C4, fet que
podria ser degut a I'impediment estéric. A la taula 1.2.14 es presenten les condicions de reaccid
assajades observant-se que el producte obtingut correspon, aparentment, al derivat 4-OBt

substituit de partida pero deshidrogenat entre C5 i C6.

Taula 1.2.14: Reaccio entre 18{7} i IPA amb Cs,CO3

Exoeriment Nucleofil Relacio
P idv  18{7}:Cs,COs

X N
9 IPA 1,0;1,2 24h reflux ; 5. @

Condicions Resultats

Tornant a la idea inicial en fer la substitucié per un alcohol primari, es proposa el 2-metoxietanol
(37{4}) (Figura 1.2.40).

H
Os N _N_ _NH,
H,

H
N (0] N N N
| /\Nr 2-metoxietanol | \\r
O. Cs,CO;
F N
- E 0\/\0/

18{7} 15(7,4)

=Z-

Figura 1.2.40: Substitucio del grup OBt de 18{7} per 2-metoxietanol

A la taula 1.2.15 es mostren les condicions de reaccid assajades amb 2-metoxietanol (37{4}).
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Taula 1.2.15: Reaccié entre 18{7} i 2-metoxietanol amb Cs,CO3

Relacio Condicions

Experiment Nucleofil i dv Resultats
s 18{7}:Cs,C0;
0O, H N _NH
| \\( : oR N NH,
10 2-metoxietanol 1,0;1,2 24h N T
reflux e O . Omg”
15{7,4} 17{7,4}
O NN _NH, H
| N O N Ny NH;
11 2-metoxietanol 1,0; 3,5 24h N T
reflux e 0\/\0/F Omg”
15{7,4} 17{7.4}
. 24h
12 2-metoxietanol 1,0;1,2 809C Rdtisiz4 = 32%

Com es pot observar a la taula 1.2.15 els assajos es realitzen a temperatura de reflux (Te, del 2-
metoxietanol = 124-125 2C) i s’assaja amb 1,2 i 3,5 equivalents de carbonat de cesi. En ambdés
casos es creu que s’obté una mescla de dos productes: un d’ells és el producte desitjat (15{7,4})
i I'altre és el compost 4-substituit (17{7,4}) perd aromatitzat en I'anell pirodinic entre les
posicions C5-C6. Es tracta d’'una mescla de compostos molt poc solubles en els dissolvents
organics convencionals i, a la vegada, sdn molt polars la qual cosa dificulta la separacié per
cromatografia de columna. Els experiments realitzats semblen indicar que la deshidrogenacio
de I'enllag entre C5 i C6 esta afavorida quan la temperatura de reaccio és elevada i en presencia
de medi basic. Per aquest motiu es decideix assajar aquesta reaccid6 a menys temperatura,
concretament a 80 9C, observant-se que s’obté el producte 4-metoxietoxi substituit amb un
rendiment del 32%.

En ultim lloc, es decideix estudiar I’abast de la reaccié amb un alcohol aromatic com és el fenol
(37{5}) (Figura 1.2.41). En aquest cas es necessita un dissolvent, ja que aquest és un solid a
temperatura ambient. S’escull com a dissolvent per dur a terme les proves el dimetoxieta (DME),
dissolvent aprotic que no competira amb el grups hidroxils de I’alcohol que es vol introduir.

OH N
Cs,C0; 4
—_—h
DME
N F
\
Nz

18{7} 37{5} 15(7,5}

Figura 1.2.41: Substitucio del grup OBt del compost 18{7} per fenol

Es mostren els resultats obtinguts a la taula 1.2.16.
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Taula 1.2.16: Reaccio entre 18{7} i fenol amb Cs,CO3;en DME

Nucleofil i HEEE
Experiment dv 18{7}:Cs,C03: Condicions Resultats
fenol

H
OsN._N._NH,
{

O M N _NH, N
S _N
10 37{5)/DME  1,0:2,0:2,0 3h60°C J@Ilr J@IL
{ }/ . O‘N/QF O\O

18(7} " 15{7,5}
H
O N _N._NH, H
| /\N( O N IN\\NrNH2
11 37{5}/DME 1,0:2,0:2,0 24h95¢C . o\© > O/
15(7,5} 17{7,5}

H
O NN _NH.

SN
12 37{5}/DME 1,0:3,5:2,0 24hreflux . o
17{7,5}

Rdt17{7,5) =82%

Com es pot observar a la taula 1.2.16 quan la reaccid es du a terme a 60 2C aquesta no és
completa. Per contra, quan es treballa a 95 2C no s’observa producte de partida (18{7}) obtenint-
se el producte desitjat (15{7,5}) i el producte 4-substituit perd amb una insaturacié en I'enllag
entre les posicions C5 i C6 (17{7,5}). Per ultim, quan la reaccid s’assaja emprant 3,5 equivalents
de base en comptes de 2, s’‘obté Unicament el compost (17{7,5}) piridopirimidinic 4-
fenoxisubstituit i, al mateix temps, deshidrogenat en I'anell de piridona.

En resum, després de la bateria d’assajos realitzats per tal d’estudiar I'abast d’aquesta reaccié
es pot concloure que cal treballar a una temperatura elevada per tal d’afavorir la substitucié del
benzotriazolil per un alcohol i també és necessari I'Gs d’'un excés de base per dur a terme la
reaccid. Ara bé, I'Us d’'una temperatura elevada també sembla que afavoreixi la deshidrogenacio
de I'enllag C5-C6. Malauradament, no s’han trobat unes condicions generals per a aquesta
substitucid. Per aquest motiu, es decideix estudiar la reaccid canviant la piridopirimidina de
partida, ja que s’ha vist experimentalment que els compostos fluorats poden presentar
problemes en la reactivitat i reproductibilitat de la reaccié. Es procedira a estudiar I'esmentada
reaccié a partir del compost 18{3} com a producte de partida (Figura 1.2.42).

H
cl S OsN_N.__NH
I/\Nr Cs,C0, ¢l i ’
+ HO-R ———» _N
Ve ¢
Ney cl R
18{3} 37{y} 15{3,y}

Figura 1.2.42: Sintesi de 15{3,y} a partir de 18{3}
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Tot seguit, es mostra una taula resum (Taula 1.2.17) on s’observen els diferents experiments
realitzats. En tots ells s’ha emprat Cs,CO; com a base i un alcohol alquilic, el qual actua com a
reactiu i alhora com a dissolvent. En els experiments en els que s’utilitza MeOH s’estudia I'efecte
dels equivalents de base, observant-se que el producte substituit (15{3,1}) obtingut en els 3
casos presenta un rendiment al voltant del 90%, indistintament dels equivalents de base
utilitzats (1,0 1,2 i 4,0 equivalents).

Taula 1.2.17: Assajos realitzats per estudiar la reaccio entre 18{3} i un alcohol

Nucleofil i D Base Relacio Condicions
u ili Dv ici
18{3}:Cs,CO; Resultats

2-metoxietanol Cs,CO3 1,0-1,2 Reflux a 125 eC 12h Rdtisiz4 = 76%

MeOH
CSzC03 1,0 bl 1,0 Reflux a 65 °C 12h Rdt15(3,1} =96%
Reflux a 65 2C 12h
MeOH C52C03 1,0 - 1,2 Rdt15(3,1} =95%
Reflux a 65 2C 12h
MeOH Cs,C0Os3 1,0-4,0 Rdt15(3,1} =92%
EtOH .,
Cs2CO3 1,0-2,0 60 °C 12h Recuperacié 18{3}
EtOH Cs,CO3 1,0-1,2 Reflux a 78 2C 12h Rdtisizz = 31%
IPA Cs,COs3 1,0-1,2 Reflux a 82 2C 12h Rdtisgzs = 17%
IPA CSzCO3 1,0 - 1,2 Reflux a 82 2C 48h Rdt15(3,3} =17%

Aquests resultats experimentals ens permeten afirmar que quan es parteix de 18{3} i es fa
reaccionar amb MeOH, EtOH, IPA i 2-metoxietanol s’obtenen, en tots els casos, els productes
desitjats 15{3,y}, cosa que no passa amb el derivat p-fluorosubstituit (15{7,y}). Es dificil entendre
quin pot ser I'efecte d’un substituent p-fluorofenil llunya al punt de substitucié.

A la taula 1.2.18 es mostren els productes 4-alcoxisubstituits (15{x,y}) sintetitzats.
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Taula 1.2.18: Compostos pirido[2,3-d]pirimidinics 4-alcoxi substituits (15{x,y}) sintetitzats

H H
(@] N N NH
OsN N\\rNHz 1 2
Z
. OMe E OEt
15{7, 1} 15(7,2}
Rdt =39% Rdt = 20%
H O _N_ _N_ _NH
2
cl OsN NYNHZ | \\r
| _N NN ~N
(0}
cl OMe E \©
15(3,1} 17(7.5)
Rdt =96% Rdt = 82%
H
O, N N NH
l N N
7
cl OEt cl O\|/
1532 15(3,3}
Rdt =31% Rdt=17%
H O H N NH
o O N N\\rNHz ol M 2
| N N
2
Cl On~o" Cl O~
Rdt =76% Rdt =38%

1.2.2.3. Intents d’obtencid de sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics no substituits en C4 a partir de
I'intermedi 4-OBt substituit (18{x})

S’estudia també la possibilitat de substituir el grup benzotriazolil (OBt) present en la posicio C4
per un H a fi d’'obtenir compostos piridopirimidinics (10{x}) no substituits en C4. Per a dur a
terme aquesta substitucié s’assagen diferents condicions de reaccié i, en primer lloc, s'utilitza
I’hidrur sodic per tal que actui com a nucleofil i substitueixi al grup benzotriazolil (Figura 1.2.43).
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H
0sN_ _N_ _NH, H
cl S 0s_N_ _N_ _NH
| \Nr NaH Cl S
Z |
— > _N
Io) DMSO
cl N i
\ cl
N=N

18(3} 10{3}

Figura 1.2.43: Proposta de sintesi de 10{3} amb NaH/DMSO

A la seglient taula 1.2.19, es mostren els experiments realitzats per aquesta reaccié utilitzant
NaH en tots els casos.

Taula 1.2.19: Condicions de reacciéo emprant NaH

Eq NaH Condicions Resultats
de reaccio
3 100 eC 3h GO P
Cl °©
38(3)
3 90 °C 3h Recuperaci6 18{3} +
el R | N\\,\g_‘NHZ
Cl °©
7(3)
3 60 2C 3h Recuperacié de 18{3}
3 T ambient 3h Recuperacio de 18{3}

En primer lloc, s’assaja 'esmentada reaccié emprant 3 equivalents de NaH en DMSO a 100 °C
durant 3h. Tot seguit, s’addiciona aigua i es neutralitza amb acid acétic, i es recull el solid
resultant per filtracid. El solid obtingut es caracteritza mitjancant *H RMN i, malauradament, no
s’observa el producte desitjat siné el compost 4-oxopiridopirimidinic (38{3}), es a dir s’"ha produit
la pérdua del grup OBt en C4 i, al mateix temps, s’ha deshidrogenat entre les posicions C5 i C6
(espectre d’*H RMN en color vermell, Figura 1.2.44,). A continuacid, es decideix treballar en unes
condicions de reacciéo més suaus i, es repeteix la reaccié perd a temperatura ambient durant 12
hores, recuperant el producte de partida (18{3}) (espectre d’*H RMN en color blau, Figura
1.2.44).
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H
Os_N__N.__NH
cl | N
NH
cl O‘N’@
\
N=p
18(3}
l M | W I
| S L [ u O
ol NH
2
cl | N
X NH
cl o
38(3)

oL U ‘L JH N ‘\'WLLJLA

T T T T T T 7 T T T T T
125 120 115 10 105 100 9.5 90 85 80 75 70

Figura 1.2.44: 'H RMN dels productes obtinguts al tractar el compost 18{3} amb NaH i DMSO a T,ms (blau) i 100 °C
(vermell) enregistrats en dg-DMSO

En darrer lloc, es decideix estudiar aquesta reaccié a diferents temperatures entre 100 oC i
temperatura ambient. S’assaja aquesta reaccid a 90 i a 60 2C observant-se que en els dos casos
es recupera majoritariament el producte de partida (18{3}) i també s’obté el compost 4-
oxopiridopirimidinic (7{3}) corresponent.

Es coneix que el DMSO en presencia d’una base pot generar I'anié dimsil (CH;SOCH, Na*), per
evitar aquesta reaccié secundaria i no desitjada es decideix canviar el dissolvent, passant
d’utilitzar DMSO a DMF (Figura 1.2.45).

H
OsN_ _N._ _NH H
cl Y 2 N__N. _NH,
| NaH cl e
N |
—_— _N
o. DMF
Ns cl

18(3} 10{3}

Figura 1.2.45: Proposta de sintesi de 10{3} amb NaH/DMF

A la taula 1.2.20 es mostren els assajos realitzats amb NaH en DMF.
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Taula 1.2.20: Condicions de reaccié assajades a partir de 18{3} en NaH/DMF

Eq NaH Condicions Resultats
de reaccié

Recuperacio de 18{3} +

H
O NN _NH,

3 90 oC 3h LI
cl o
3 60 2C 3h Recuperacié de 18{3}

S’assaja aquesta reaccié emprant 3 equivalents de NaH en DMF a 60 durant 3h, després del
tractament del cru de reaccid no s’obté el producte no substituit en C4 (10{3}) desitjat, siné que
es recupera el producte de partida (18{3}). A continuacié, s’assaja la reaccio a 90 2C observant-
se que es recupera part del producte de partida (18{3}) i al mateix temps tot indica que s’obté
el compost 4-oxopiridopirimidinic (7{3}). Aquest fet també es va observar en assajar aquesta
reaccié en DMSO.

Cal remarcar que amb aquestes condicions de reaccié, emprant DMF com a dissolvent, la reaccid
no evoluciona quan es treballa a baixa temperatura recuperant el producte de partida. Per
contra, quan es treballa a temperatura més elevada el grup OBt és eliminat obtenint-se el
compost 4-oxopiridopirmidinic corresponent.

Com s’ha pogut observar, I'is de NaH a elevada temperatura, indistintament del dissolvent
assajat, condueix a la perdua del grup OBt i, en cas d’utilitzar DMSO també s’observa la
deshidrogenacié de I'anell piridonic. La deshidrogenacié entre C5 i C6 que es produeix en
aquestes condicions és coherent amb el fet de que el nostre grup ha descrit I'ds del NaH en
DMSO per aquest tipus de deshidrogenacié quan hi ha present un grup amino o un H en C4%3,
Per aquest motiu, es decideix substituir el NaH per un hidrur amb menys caracter basic com és
el cas d’hidrur de isobutil alumini, DIBAH (Figura 1.2.46).

c
| | \\Nr DIBAH al© | Y

7 —_— _N
Lo
Cl N H
l\\l Cl

18(3} 10{3}

Figura 1.2.46: Proposta de sintesi de 10{3} emprant DIBAH

A la taula 1.2.21 s’observen les condicions de reaccié assajades, observant-se que tant si es
treballa a temperatura ambient com a 60 2C, amb 1,2 o 1,5 equivalent de DIBAH, en tots els
casos es recupera el producte de partida (18{3}).
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Taula 1.2.21: Condicions de reaccio emprant DIBAH

Eq DIBAH Condicions de reaccié Resultats
1,2 02C, 2h Tamb Recuperacio 18{3}
1,5 0 2C 30 min, 12h 60 2C Recuperacio 18{3}

A la vista que I'Us d’hidrurs no condueix al compost desitjat 10{3}, es decideix assajar la reaccid
emprant un compost organolitic com és el Buli (Figura 1.2.47). Aquests tipus de compostos
(18{x}) presenten un enllag C-O fortament polaritzat en C4. Per aquest motiu, es pensa que el
Buli pot reaccionar donant el corresponent liti derivat en la posicié C4 i posteriorment procedir
a la destruccio del derivat litiat amb un compost amb hidrogens acids (aigua, alcohol, acid
clorhidric, etc) rendint el corresponent sistema piridopirimidinic no substituit en C4 (10{x}).

H
O NN _NH, H
cl S O NN _NH
| \Nr Buli cl Sy
2 |
— _N
o THF
cl N H
. cl
NN

18(3} 10{3}

Figura 1.2.47: Proposta de sintesi de 10{3} emprant BulLi

S’assaja I'esmentada reaccid emprant 2 equivalents de Buli. El producte de partida es suspén
en THF anhidre, s’addiciona la solucid de BulLi en hexa lentament sobre el cru de reacci6 a0 2Ci
es deixa 2 h amb agitacié a temperatura ambient. S’addiciona MeOH per eliminar I'excés de BulLi
i es neutralitza amb AcOH, en segon lloc s’afegeix aigua i s’elimina el THF a pressid reduida. Una
vegada eliminats els dissolvents organics es filtra el solid obtingut. El solid recollit resulta ser el
producte de partida (18{3}). A continuacié, es decideix augmentar els equivalents de Buli
passant de 2 a 6 sota les mateixes condicions de reaccid obtenint un solid complex d’identificar
(no sembla el compost desitjat ni el producte de partida).

Donat que I'augment de la relacié de Buli condueix a la formacié de compostos no desitjats, es
prova de substituir I’'Gs de Buli per t-BuLi esperant que es generin menys subproductes (Figura
1.2.48).

H
Os N _N__NH, H
Cl N O N _N__NH
| \Nr t-BuLi Cl \\r 2
Z |
—_— N
10) THF
Cl ‘I\\l H
N=N cl

18(3} 10{3}
Figura 1.2.48: Proposta de sintesi de 10{3} emprant t-BuLi

84



Resultats i discussio

S’assaja la reaccié utilitzant 5 equivalents de t-Buli sota les mateixes condicions emprades
anteriorment, perd modificant el tractament a posteriori de la reaccid. Finalitzada la reaccié, es
neutralitza amb HCl en dioxa a 0 2C, a fi de minimitzar el contingut d’aigua, i es deixa 30 min
agitant a Tamb. S’elimina el THF a pressid reduida i s’afegeix aigua, es recull el solid per filtracid.
Malauradament, s’obté el compost 7{3}, presentant el carbonil en C4 en lloc del compost desitjat
(10{3}).

Els experiments realitzats semblen indicar que el mecanisme de la reaccié emprant un compost
organolitic passa segons la proposta que es presenta a la figura 1.2.49 segons la qual no es
produiria la litiacié en el carboni en C4 siné el trencament de I'enllag N-O per rendir, després de
la hidrolisi, el terme 4-oxosubstituit (7{x}).

H
N

a1 © lN\\r
_ _N
o N._ _NH
cl | Y 2 Cl O
/N

40

NH
Cl

, _
X 73}
Cl

ZT

ClI
41

Figura 1.2.49: Possibles mecanismes de reaccié emprant un compost organolitic

A la vista dels resultats obtinguts, sembla que en tots aquells casos en els que hi ha hagut reaccié,
independentment de I'Gs d’hidrurs o organolitics, es trenca I’enllag O-N del grup benzotriazolil
rendint un compost 4-oxopiridopirimidinic. Per aquest motiu, es descarta en el present treball
la possibilitat d’obtencié de piridopirimidines no substituides en C4 (10{x}) a partir del compost
(18{x}).

1.2.2.4. Derivatitzacié en C4 per rendir un compost 4-aminopirido[2,3-d]pirimidinic

Amb la finalitat d’ampliar la diversitat de la sintesi desenvolupada al llarg d’aquest apartat, on
es fa reaccionar un acrilat de metil (1{x}) amb una pirimidona (24) per rendir un compost 4-oxo
piridopirimidinic. S’ha pensat en dues estrategies de sintesi per rendir un grup amino no
substituit en la posicié C4.

Una primera estratégia sintetica per a I'obtencié dels compostos 4-aminopiridopirimidinics es
planteja a partir del compost piridopirimidinic 4-oxo substituit (7{x}). En primer lloc, es genera
el corresponent compost 4-OBt substituit (18{x}) que es fa reaccionar amb benzilamina per
rendir el compost 4-benzilamino substituit (14{x}). Aquest compost per hidrogenacio catalitica
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hauria de rendir el compost 4-amino desitjat (6{x}). De cara a assajar aquesta proposta sintetica
es partira del compost 18{3} tal i com es mostra a la seglient figura 1.2.50.

H
Os_N__N_ _NH,
@IIWNH @}L ~
U COPeS

7(3) 18(3} 14(3,8}

Cl
6(3}

Figura 1.2.50: Proposta de sintesi per a I'obtencié de compostos 6{3}

Per a I'obtencié del compost 14{3,8} es segueix la metodologia desenvolupada a I'apartat 1.2.2.
Per dur a terme la desbenzilacié del compost 14{3,8} s’han assajat diferents condicions de
hidrogenacié utilitzant Pd/C com a catalitzador. Els resultats obtinguts utilitzant com a dissolvent
una mescla de MeOH/AcOH (80/20) a 50 °C durant 12 h sén prometedors observant-se la
desaparicié del residu benzil. De totes formes, dites condicions de reaccié deuran ser
optimitzades en el futur.

La segona estrategia sintetica es basa en la mateixa idea que la reaccié desenvolupada per a la
formacié de 4-oxopiridopirimidines, on un sistema pirimidonic condensa amb un sistema acrilic
per rendir el compost desitjat. La principal diferéncia és que es proposa substituir el sistema
pirimidonic (24) pel compost 2,4,6-triaminopirimidina (42) (Figura 1.2.51).

N NH2 COOMe OsN._N__NH
| N NaOMe | Y 2
N + _—> ZN
Etilenglicol
NH, F MW . NH,
42 17} 6{7}

Figura 1.2.51: Proposta de sintesi de compostos 6{7}

Els primers assajos realitzats per tal d’estudiar dita reaccio, es duen a terme emprant quantitats
equimolars dels reactius 1{7} i 42 en etilenglicol com a dissolvent a 180 2C durant 3h amb
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calefaccié de microones. S'observa que quan es treballa en condicions equimolars, s’obté el
producte desitjat 6{7} amb un rendiment del 26%.

A la vista dels resultats obtinguts es verifica que és viable I'obtencié de compostos pirido[2,3-
d]pirimidinics 4-NH; substituits seguint les estrategies sintetiques desenvolupades en el present
treball.
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1.2.3. Deshidrogenacié de sistemes 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics per ser assajats com a
inhibidors del VHC

L'etapa de deshidrogenacié de I'enllag compres entre les posicions C5 i C6 dels sistemes
pirido[2,3-d]pirimidinics és clau ja que els sistemes pirido[3,2-d]pirimidinics descrits per Gilead
Sciences que presenten activitat antiviral sén aromatics (Figura 1.2.52).

H H
O, N N NH O, N N NH
| N 2 [ox] | N 2
—_—
R3 N R3 NS N
R2 R?
14{x.y} 16{x,y}
15{x.y} 17{x.y}

Figura 1.2.52: Deshidrogenacio de I’enllag C5-C6 de 7-oxopiridopirimidines

De cara a la realitzacié de la deshidrogenacié s’aborden diverses estratégies amb diferents
condicions de reaccid i reactius.

En primer lloc, s’assaja la deshidrogenacié utilitzant Pd/C!**! sobre el compost 7{7} (Figura
1.2.53).

Os N _N__NH,
| \\( Pd/C
NH
AcOH
. 0
77} 38(7}

Figura 1.2.53: Deshidrogenacié emprant Pd/C

Per a aquest proposit, es dissol el producte de partida en AcOH glacial i s’afegeixen 0,4
equivalents de Pd/C, el sistema es porta a reflux durant 24 h. Després del tractament posterior
del cru de reaccié s’obté una mescla de productes, sent el producte esperat (38{7}) minoritari.
Es creu que s’ha obtingut majoritariament un possible analeg al producte de partida, pero sense
la preséncia del fluor en la posicid para de I’anell arilic (7{2}) (Figura 1.2.54).
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O _N__N H ¥
B 2 Pa/C 0N IN\ NH,
NH . NH
AcOH
F © F o
%7} 38(7}
O N _N__NH
2
| T
NH
o)

72}

Figura 1.2.54: Tractament de 7{7} amb Pd/C en AcOH

Les condicions de reaccié utilitzades sén les descrites per Guangyi Jin i col-laboradors*¥, on el
substrat utilitzat és una 4-oxopirido[2,3-d]pirimidina, perd sense substituents en C6 ni C5.
Aguest fet pot ser determinant per poder abordar aquesta reaccid sense problemes.

En segon lloc, es procedeix a assajar I'esmentada reaccid utilitzant selenit sodic, Na;SeOs,
d’acord amb les condicions desenvolupades préviament pel nostre grup!*3. Per a aquesta
reaccio s'utilitza un excés de 1,2 equivalents de selenit en DMSO, mantenint el sistema a 160 2C
durant 6 h en preséncia d’'una atmosfera de nitrogen (Figura 1.2.55). Passat aquest temps,
s’afegeix aigua al cru de reaccid i es filtra el solid en suspensid obtenint-se el producte desitjat
38{7}.

F
7 38(7}

Figura 1.2.55: Deshidrogenacio de 7{7} emprant selenit sodic

Un dels desavantatges d’utilitzar selenit sodic per a la deshidrogenacié d’aquests sistemes és la
dificultat d’eliminacié d’aquest en el producte obtingut. En aquest cas, I'analisi elemental del
producte obtingut no coincideix amb els valors teodrics malgrat que el producte presenta un *H
RMN correcte, aquest fet sembla indicar la preséncia de traces de selenit sodic. Es duen a terme
diferents intents de purificacio, pero degut, entre altres coses, a la gran insolubilitat del producte
obtingut no s’aconsegueix la completa purificacié del mateix. Per aquest motiu es procedeix a
la cerca de noves metodologies per a la deshidrogenacié de I'enllag C5-C6.

Com alternativa a I'is de Na,SeOs, es pensa en la possibilitat d’utilitzar un altre oxidant com és
I’oxid de manganés seguint una de les metodologies més antigues desenvolupades pel nostre
grup.
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AcOH

F
i 38(7}

Figura 1.2.56: Deshidrogenacio de 7{7} emprant oxid de manganés

S’assaja per tant la reaccié utilitzant un excés de 1,5 equivalents MnO; activat en acid acetic
glacial a reflux durant 3h (Figura 1.2.56). Tot seguit, es filtra el cru en calent sobre un filtre de
plecs, per tal d’eliminar les restes d’0xid de manganés, i s’elimina el dissolvent a pressio reduida
obtenint un residu que se suspén en cloroform afavorint la precipitacié del producte de reaccié,
el qual s’ailla per filtracié. El solid obtingut correspon al producte desitjat (38{7}), pero
impurificat amb restes d’acetat de manganés i/o oxid de manganés. Aquest fet s’observa
clarament per *H RMN degut a que la preséncia d’un metall, en aquest cas manganés, provoca
I'eixamplament dels senyals en el corresponent espectre. Es realitzen varies proves de
purificacié del producte intentant la complexacié del Mn amb EDTA pero, sense éxit.

Fins ara, s’han trobat dues estratégies sintetiques que ens permeten deshidrogenar I'enllag C5-
C6 de I'anell de piridona del bicicle pero rendint el producte final (38{7}) impurificat amb
compostos inorganics que fan dificil obtenir el compost desitjat en un grau elevat de puresa.
Aix0 és important ja que si es vol avaluar I’activitat antiviral d’aquests front el virus de I’Hepatitis
C, es podrien obtenir valors erronis degut a la presencia de compostos inorganics.

Finalment, s’intenta la deshidrogenacid utilitzant 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona,
més conegut com a DDQ (Figura 1.2.57).

77} 38{7}

Figura 1.2.57: Deshidrogenacio de 7{7} emprant DDQ

La DDQ és un dels oxidants més utilitzats en quimica organica per a la deshidrogenacié
d’alcohols, fenols i cetones. Com a contrapartida dir que reacciona amb aigua generant acid
cianhidric, que és altament toxic.

S’assaja aquesta reaccié emprant 1,3 equivalents de DDQ en 1,2-dicloroeta a reflux tota la nit.
Després del tractament del cru de reaccio s’obté el producte desitjat 38{7} amb un rendiment
del 88%.

Una vegada obtingudes unes condicions de reaccid que permeten dur a terme la
deshidrogenacié de manera satisfactoria, es decideix provar aquesta metodologia en front a
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altres substrats. Es decideix assajar amb les mateixes condicions de reaccié una pirido[2,3-
d]pirimidina que presenti un substituent en C4, com ara el compost (15{7,1}), i per altra banda,
una altra que exhibeixi un residu en la posicié C2 (7{7,9}) (Figura 1.2.58). L'obtencio dels
compostos substituits en C2 s’explicara posteriorment a I'apartat 1.3.

DDQ \ 2
Y 222 . T
2 1,2-DCE =2
F OMe E OMe

7{7,9} 38{7,9}

Figura 1.2.58: Estudi de la reaccié de deshidrogenacio amb DDQ a partir de diferents substrats

En el primer cas, quan la reaccié s’assaja a partir del compost 15{7,1} s'obté el producte desitjat
17{7,1} satisfactoriament. Per contra, quan es parteix del compost 7{7,9}, amb un grup fenil unit
a I'amina en C2, la reaccié de deshidrogenacié no evoluciona recuperant-se el producte de
partida (7{7,9}).

Per tant, per a la deshidrogenacio de I'enllag present entre les posicions C5 i C6 dels sistemes
pirido[2,3-d]pirimidinics, quan aquests estan substituits en C4, o bé presenten un grup carbonil
en C4, i en C2 un grup amino no substituit s’utilitzara DDQ en 1,2-DCE. Per contra, quan aquests
sistemes presenten un grup amino substituit en C2 la reaccié no evoluciona i es recupera el
producte de partida.

Per abordar la deshidrogenacié en compostos que presenten un grup amino substituit en C2 es
considera la possibilitat d’utilitzar hidrur sodic com a reactiul*®. Es tracta d’una estratégia
desenvolupada en el nostre grup que no s’havia considerat inicialment en aquest estudi per les
possibles incompatibilitats entre I’hidrur i els diferents substituents presents en els compostos
de partida.

Es va dur a terme la reaccié amb hidrur sodic partint del compost 7{7,9} que previament no havia
reaccionat amb DDQ (Figura 1.2.59).

O N NN
1
NH
(0]
F
7(7,9} 38(7,9}

Figura 1.2.59: Deshidrogenacio de 7{7,9} emprant NaH
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S'utilitzen 3 equivalents de NaH en DMSO a 100 2C durant 4h i, després del corresponent
aillament, es confirma que el solid aillat correspon al producte deshidrogenat desitjat 38{7,9}. A
la figura 1.2.60 s’observen els *H RMN del producte de partida (7{7,9}) (en vermell) i el compost
(38{7,9}) deshidrogenat entre les posicions C5-C6 (en blau). En I'’'H RMN superior, corresponent
al producte deshidrogenat 38{7,9}, s’observa clarament la desaparicié dels senyals a 3,8 i 2,7
ppm corresponents al meti en la posicié C6 i al metilé en C5 del producte de partida (7{7,9}) i, a
la vegada apareix un senyal com a singlet a 7,9 ppm corresponent al meti en la posicié C5 del
compost 38{7,9}.

Figura 1.2.60: 'H RMN del compost 7{7,9} (vermell)i del corresponent deshidrogenat 38{7,9} (blau) enregistrats en
ds-DMSO

Es necessari, per tant, emprar dues metodologies diferents per a la deshidrogenacié de I'enllag
C5-C6 en funcid dels substituents del producte de partida. A continuacid, a les taules 1.2.22 i
1.2.23 es mostren els compostos obtinguts a partir de cadascuna de les metodologies
sintetiques emprades i els rendiments obtinguts.
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Taula 1.2.22: Deshidrogenacié amb NaH en DMSO

38{7,9)

Rdt = 78%

38(3,9) 38(7,11}
Rdt = 30% Rdt = 70%
O N NN O NN O
| Y
X N N ZN
F HN\/\O/\/ F HN\/\O/\/
58
16(7,7,9)
Rdt =78% Rdt =75%

16{4,7}

Rdt = 60%

NS ~-N

cl HN\/\O/\/

16(3,7}

Rdt =52%

38{7,8}

Rdt =55%
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Taula 1.2.23: Deshidrogenacio amb MnQO, i DDQ en 1,2-DCE

38{7}

Rdt = 90% (utilitzant DDQ)

H
Os_N__N._ _NH,

i

S N

F HN\/\O/\/

16{7,7}

Rdt = 72% (utilitzant MnO3)

OsN |NYNH2
S N
F AN NN
16(7,6)

Rdt = 73% (utilitzant MnOy)

H
Os_N__N._ _NH,

Cl | \\r
N\ A
Cl AN A~

16{3,6}

Rdt = 51% (utilitzant DDQ)

H
OsN_ _N_ _NH,

i

H
Os_N_ _N._ _NH,
N

NS ~-N NS N
F O F (N7
17{7,4}
16{7,5)
Rdt* =42% Rdt = 82% (utilitzant MnO,)
H H

17(3,4}

Rdt = 50% (utilitzant DDQ)

Os N _N__NH,
Cl |\\|/

NS ~-N

Cl O\/\O/\/

17{3,6}

Rdt = 82% (utilitzant DDQ)

H

Os N _N__S
N
QL
NS NH
0]

51{13)

Rdt = 54% (utilitzant DDQ)

*Rendiment global calculat a partir del compost (18{7}) amb el grup benzotriazolil en C4
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1.2.4. Alquilacié en la posicié N8 dels sistemes 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics

L'estratégia de sintesi per a la derivatitzacié del nitrogen lactamic en la posicid N8 de les 7-
oxopirido[2,3-d]pirimidines consisteix en una etapa sintética en la que es fa reaccionar un
halogenur d’alquil front la pirido[2,3-d]pirimidina en preséncia d’una base.

En el nostre grup hi ha gran experiencia en aquesta reaccié. Per aquest motiu s’han utilitzat les
condicions desenvolupades en el grup en les que s’utilitza NaH com a base en DMSO i un iodur
d’alquil, com pot ser el iodur de metil. S’assaja dita reaccié emprant quantitats equimolars dels
reactius partint del compost 4-aminosubstituit (15{3,1}) (Figura 1.2.61). Després del tractament
del cru de reaccid6 s’obté el producte desitjat (45{3,1,1}) amb un rendiment del 90%.

H |
(0] N N NH
Cl I Y 2 NaH cl 0 N | NYNHZ
ZN + CHjl DMSOi ZN
Cl OMe o OMe

15(3,1} 45{3,1,1}

Figura 1.2.61: Metilacid de la lactama a partir del compost 15{3,1} emprant NaH en DMSO

Tot seguit es decideix assajar aquesta reaccié de metilacié en el nitrogen lactamic emprant una
base menys forta. Per aix0, es pensa en substituir el NaH per una base com el t-BuOK. Per aquest
assaig s’utilitzen les mateixes condicions que les comentades anteriorment perd en presencia
de t-BuOK en THF com a dissolvent, obtenint-se el producte metilat 45{3,1,1} amb un rendiment
del 83% (Figura 1.2.62).

ci N\\rNHZ t-BuOK o 0N N\\rNHz
L& * CHyl — L&
THF
oM
o e o Ome

15(3,1} 45(3,1,1}

Figura 1.2.62: Metilacié de la lactama a partir del compost 15{3,1} emprant t-BuOK en THF

En resum, per a l'alquilacié del nitrogen lactamic en compostos del tipus de 15{x,y} no es
requereix I'Us d’'una base molt forta ja que aquesta posicid correspon al proté més acid de la
molecula i, per tant, amb un sol equivalent de base s’aconsegueix arrancar el proté en N8 i que
tingui lloc I'alquilacid.

Fins al moment, la molécula en estudi només presenta una amina primaria i una lactama, seria
interessant assajar aquesta reaccié sobre el compost 4-oxopiridopirimidinic (7{7}) el qual
presenta un segon grup lactamic en I'anell de pirimidona (Figura 1.2.63)
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| N NaH | B
NH + CH3| —_— NH
DMSO
F o E o
7 46(7,1}

Figura 1.2.63: Intent de metilacié del compost 7{7} amb NaH en DMSO

Es dissol el producte de partida (7{7}) en DMSO, s’addiciona NaH i es deixa el sistema agitant a
temperatura ambient durant 2 h en absencia de llum i sota atmosfera de nitrogen. A
continuacié, s’addiciona el iodur de metil lentament sobre el cru de reaccié i es deixa agitant
amb aquestes condicions tota la nit. Després del tractament posterior de la reaccié s’analitza el
solid aillat per *H RMN observant-se el protd corresponent al grup NH en N8, per tant no ha
tingut lloc la metilacié en N8. La figura 1.2.64 que es mostra a continuacio presenta dos *H RMN,
el producte de partida (7{7}) (en blau) i el del producte aillat (en vermell). Si ens centrem en I’*H
RMN inferior, corresponent al producte aillat, es pot observar que hi ha mescla de dos productes
ja que entre 10,0 i 10,2 ppm s’observen dos singlets corresponents als protons dels nitrogens
lactamics en posicid N8 del producte de partida i del producte de la reaccié. La presencia de
senyals de protd del nitrogen lactamic de I'anell piridonic indica que la metilacié no ha tingut
lloc tal i com haviem plantejat. No obstant, a 3,2 ppm s’observa clarament un singlet
corresponent al metil resultant de la metilacié del producte de partida. Per tant, s’ha de
determinar la posicié en la que s’ha donat la metilacié. A 6,6 i 6,5 ppm s’observen dos singlets
corresponents al grup NH; en la posicido C2 tant del producte de partida com del producte
obtingut. Per aquest motiu es pensa que la metilacié s’ha pogut donar en la posicié N3. Aquesta
suposicié es confirma mitjancant la realitzacié dels experiments de *C RMN, HSQC i HMBC.
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Figura 1.2.64: 'H RMN del producte de partida 7{7} (blau) i de la mescla del producte de la reaccié (vermell)
enregistrats en de-DMSO

A la vista dels resultat obtinguts es realitza un estudi dels valors de pKa teorics (determinats amb
el programari SPARC*®!) per veure si ens ajuden a explicar aquest comportament. Si ens fixem
amb els valors de pKa predits que es mostren a la segiient figura 1.2.65 s’observa que el grup
NH; en la posicié C2 presenta un pKa de 11,29, superior al dels nitrogens lactamics. Aquests
presenten un pKa de 10,69 per la posici6 N8 de I'anell de piridona i de 8,88 per N3 de la
pirimidona. Aquests valors ens indiquen que el punt més acid de la molecula és el proté en N3
i, per tant, el més susceptible a ser ionitzat en preséncia d’una base com és el cas del NaH.

pKa = 11,29

o) pKa = 8,88

Figura 1.2.65: pKa teorics

Aquests valors d’acidesa predits donen suport a I'observacié de la metilacié preferent en N3
respecte a la posicié N8 de la 4-oxopiridopirimidina (7{7}) (Figura 1.2.66).
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o) N _NH, O NN _NH,
| N NaH | B
NH + CHyl —//—» NH
DMSO
F O (0]
77} 46{7,1}

@m

Figura 1.2.66: Tractament de 7{7} amb CHs3l en NaH/DMSO

A continuacid es mostra una taula resum amb totes les moléecules N8-metil substituides
obtingudes en el present treball.

Taula 1.2.24: Compostos alquilats en N8 sintetitzats

|
0s _N_ _N_ _NH, |
| N g O N NYNHz
_N |
_N
N HN
F () F SN
48(7,6,1}
48(7,5,1}
Rdt =25% Rdt =74%
| I
Os_N_ _N_ _NH, Os_N_ _N_ _NH,
T |
NS A X ~.N
E \/-Nj F HN\/\/\
49(7,6,1}
49(7,5,1}
Rdt =59% Rdt = 89%
[ |
Os_N_ _N_ _NH, O N N _NH;
® Y
NS ~-N ~ZN
. OMe F OMe
50{7,1,1} 45{7,1,1}
Rdt=71% Rdt =50%
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|
Os_N__N._ _NH,
NS ~.N
cl O\/\O/\/

50({3,6,1}

Rdt = 26%

N _NH,

| T

NS N

AN~

49{7,7,1}

Rdt =87%
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1.3. Sintesi de sistemes 6-aril-pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-0nics simultaniament substituits

en les posicions C2 i C4

Una vegada desenvolupades les metodologies sintétiques necessaries per a la funcionalitzacié
en C4 i la deshidrogenacid de sistemes 7-oxopiridopirimidinics, realitzada en tots els casos amb
un grup amino no substituit en C2, cal estudiar la forma d’obtenir sistemes 7-
oxopiridopirimidinics simultaniament substituits en C2 i C4 d’estructura general Ib.

H 1

@) N N\\rR
.. | N R'=NH, NH-R, O-R
R3 2 R? = NH-R, O-R
R2 R3 = aril
(I'b)

1.3.1. Desenvolupament d’una estrategia sintética per a I'obtencié de sistemes 6-aril-2-
metiltio-5,6-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diones (51{x})

La metodologia desenvolupada per a I'obtencié de sistemes 4-oxopiridopirimidinics (7{x})
comentada en aquesta treball, esta limitada per la preséncia d’una amina no substituida en C2.
Amb I'objectiu d’augmentar la diversitat, es va pensar en la possibilitat d’introduir un bon grup
sortint en aquesta posicid per poder ser substituit en posteriors etapes de sintesi per diferents
residus. Aquest fet ens hauria de permetre disposar d’'un compost (51{x}) cap de série facilment
derivatitzable en C2 i C4 (Figura 1.3.1). De fet, aquesta estrategia ja ha estat utilitzada per altres
autors en el passat per sistemes pirido[2,3-d]pirimdinics similars obtinguts mitjancant rutes
sintétiques de més etapes de sintesi per a la formacié del sistema biciclic/¥). En particular es va
escollir el grup metiltio ja que en la bibliografia es va observar que era molt utilitzat degut a les
caracteristiques de bon grup sortint (Figura 1.3.1).

| A
A 0]
51{x}

Figura 1.3.1: Compost 51{x} utilitzat com a cap de seérie

Per assolir aquest objectiu, es va pensar en modificar I'estratégia desenvolupada en aquest
treball per a I'obtencié de sistemes 4-oxopiridopirimidincs (7{x}) 2-amino substituits per tal
d’introduir un grup metiltio en C2. Per dur-ho a terme, es va plantejar la possibilitat d’utilitzar el
compost 4-amino-2-(metiltio)pirimidin-4(3H)-ona (52) en comptes de la 2,6-diaminopirimidin-
4(3H)-ona (24) (Figura 1.3.2).
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H
HaN N NH, coome Os N N\\rNHz
| ?\,/H 7 — LN
ot | Etilenglicol | =
o R MW A o}
24 1{x} 7{x}
H
HoN NS COOMe O NN S
(ST, 2 | T
NH | — | N
0 RS R// 0
52 1{x} 51{x}

Figura 1.3.2: Proposta de sintesi de sistemes piridopirimidinics (51{x}) amb un grup SMe en C2

Per a la sintesi de la 4-amino-2-(metiltio)pirimidin-4(3H)-ona (52) es fa reaccionar la 6-amino-2-
mercaptopirimidin-4(3H)-ona (53) amb iodur de metil en preséncia d’una base com és NaOH en
medi aqués. El medi basic és necessari per generar |’anio tiolat, el qual presenta bona capacitat
nucleofila, i aquest reacciona amb un halogenur d’alquil a través d’un mecanisme de substitucié
nucleofila SN, (Figura 1.3.3)*4. El producte (52) s’obté satisfactoriament pero, segons els autors,
és necessari realitzar una columna cromatografica per tal de purificar-lo. A fi d’evitar la
realitzacié d’aquesta columna cromatografica (ja que es tracta d’un producte de partida i es
necessari tenir-lo en gran quantitat) es modifiquen les condicions de reaccié disminuint els
equivalents de iodur de metil, de 1,8 a 1,2 equivalents, obtenint satisfactoriament el producte
52 pur per precipitaciéo amb un rendiment del 88%.

H,N__N.__SH
2 | g CHyl H,N N\\l/s\
NH — | NH
NaOH/H,0
o]
53 52

Figura 1.3.3: Sintesi de 4-amino-2-(metiltio)pirimidin-4(3H)-one (52)

Una vegada s’ha obtingut el compost 52 satisfactoriament, s’assaja la reaccié amb 2-arilacrilats
de metil (1{x}) fent servir, en principi, les mateixes condicions de reaccié desenvolupades per a
la formacié dels sistemes 4-oxopiridopirimidinics (7{x}). Concretament s’utilitzen quantitats
equimolars d’ambdds reactius 52 i 1{x} en preséncia de NaOMe com a base en etilenglicol amb
calefaccié de microones a 180 ¢C durant 3h (Figura 1.3.4).

HN_ NS cooMe NaOMe,
2 | Y ~ etilenglicol
NH + & —_—
b | 180 °C, 3h
0 R MW
52 1{x} 51{x}

Figura 1.3.4: Condicions de reaccio assajades per a I'obtencié dels sistemes 51{x}
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Es realitzen el primers assaigs emprant el 2-arilacrilat de metil (1{3}), ja que és el que ha
presentat millors rendiments en I'obtencié de 4-oxopiridopirimidines 2-amino substituides
(7{x}). Desafortunadament, no s’ha obtingut el producte desitjat (51{3}) (Figura 1.3.5).

H
Cl  COOMe NaOMe, O N NS

HoN N _S
? \[N:Y h etilenglicol cl | \\r h
NH  + — = NH
o cl 180 °C, 3h o
Cl
52 143} 51{3}

Figura 1.3.5: Reaccid assajada per a la formacio de 51{3}

Aparentment les condicions de reaccid utilitzades en la sintesi dels sistemes 2-amino substituits
(7{x}) no sén adequades per a I'obtencié de compostos 2-metiltio substituits (51{x}) per tant, es
decideix fer una bateria d’experiments per tal de trobar les condicions optimes de reaccid. En
primer lloc, es decideix modificar només una variable, com és la temperatura, treballant a 140,
120100 oC (Taula 1.3.1).

Taula 1.3.1: Estudi de les condicions de reaccio per a la sintesi de 51{3}

Equivalents
1{3}:52:NaOMe Dv T(2C) t(h) Observacions
1:1:1 Etilenglicol 140 3 Substitucié SMe per etilenglicol
1:1:1 Etilenglicol 120 3 Mescla productes
1:1:1 Etilenglicol 100 3 No s'ha pogut aillar cap producte

S’observa que a menor temperatura no es pot aillar cap producte per precipitacid, per tant, no
es déna la ciclacié entre la pirimidona (52) i I'acrilat 1{3}, ja que els reactius queden solubilitzats
en el filtrat. Quan la reaccio es realitza a 120 2C s’observa la preséncia de dos compostos del
tipus piridopirimidinic. El producte majoritari sembla correspondre al terme de substitucio del
grup metiltio per un dels hidroxils de I’etilenglicol. Aquest fet es corrobora en I’assaig realitzat a
140 2C en el que s’obté Unicament el terme de substitucié del grup metiltio per I'etilenglicol tal
com es confirma per *H RMN (Figura 1.3.6).
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Figura 1.3.6: 1H RMN del compost 53{3,7} enregistrat en ds-DMSO

Aquest fet, ratifica que el grup metiltio és un bon grup sortint i, per tant, facilment substituible
per nucleofils, fet que ens sera de gran interés en posteriors etapes de sintesi.

Per tal d’evitar la reaccid del grup metiltio amb el dissolvent es decideix utilitzar un dissolvent
aprotic com el dioxa a 140 2C durant 3 h amb calefaccié de microones, pero en el cru de reaccio
només s’observen els reactius de partida. Conseqlientment, es decideix tornar a assajar dita
reaccié emprant un alcohol com a dissolvent pero es busca que el grup hidroxil no sigui tant
accessible i, per tant, es pensa en l'isopropanol o tert-butanol en els quals el grup hidroxil esta
més impedit estéricament. A la taula 1.3.2 es mostra el resum dels resultats obtinguts en funcio
de les condicions de reaccio assajades.

Taula 1.3.2: Estudi de les condicions de reaccio per la sintesis de 51{3}

Equivalents
1{3}:52:NaOMe Dv T(2C) t(h) Resultats
1:1:1 Dioxa 140 3 No reacciona
1:1:1 IPA 150 3 Rdtsi3) = 76%
1:1:1 IPA 140 3 Rdtsiz3 = 51%
1:1:1 IPA 120 3 No reacciona
1:1:1 t-butanol 140 3 Rdtsyz = 24%
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Equivalents

1{3}:52:NaOMe Dv T(eC) t(h) Resultats

Mescla 51{3} +

H
OMe

1:1:1 Metanol 140 3 Y

Cl ©

53(3,2}

Utilitzant isopropanol com a dissolvent a diferents temperatures, s’observa que a menys
temperatura (120 9C) la reaccidé no evoluciona, ja que es recuperen els reactius de partida. Per
contra, a major temperatura (150 9C) s’obté el producte (51{3}), 4-oxopiridopirimidina 2-
metiltiosubstituit desitjat, amb un rendiment del 76%. D’altra banda, la reaccié també es va
assajar amb tert-butanol pero es va obtenir rendiments inferiors als obtinguts amb isopropanol
sota les mateixes condicions de reaccid, fet que va fer descartar-ne el seu Us. En darrer lloc, es
va fer una experiéncia fent servir MeOH com a dissolvent i es va observar la formacid simultania
de la piridopirimidina 51{3} i el terme de substitucid del grup metiltio pel metanol rendint el
metoxi-derivat 53{3,2}, la qual cosa corrobora que és necessari un alcohol amb elevat
impediment esteric per realitzar aquesta reaccié (Figura 1.3.7).

H H
HoN N S\ Cl  COOMe (0] N N S O, N N OMe
. feove X P T
MeOH
O Cl O
Cl © Cl
52 13} 51{3} 53(3,2}

Figura 1.3.7: Reaccio entre 52 i 1{3} amb NaOMe en MeOH

Per tant, les millors condicions de reaccid trobades fins al moment per a la sintesis de la 4-
oxopiridopirimidina 2-metiltiosubstituida (51{3}) sén a 150 2C amb calefaccié de microones
durant 3 h emprant IPA com a dissolvent i amb una relacié equimolar entre els reactius.

Per comprovar I'abast d’aquest métode es decideix dur a terme les mateixes condicions partint
del 2-arilacrilat de metil (1{7}) (Figura 1.3.8).

H
COOMe H,N lNYS\ O N lN\\rs\
+ NH  — NH
F 0
. o
17} 52 51{7}

Figura 1.3.8: Reaccio per a la formacio del compost 51{7}
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Malauradament, el rendiment en aquest cas baixa fins el 36% obtenint-se, a més a més, el
producte (51{7}) impurificat. Per aquest motiu es decideix seguir experimentant a fi de trobar
unes condicions de reaccié generals per a dita reaccid.

A la taula 1.3.3 es mostren els diferents experiments realitzats a partir de I'acrilat (1{7}) amb
I’objectiu d’optimitzar la reaccio.

Taula 1.3.3: Condicions de reaccid per a la sintesi de 51{7}

Equivalents
Dv T(2C) t(h) Resultats
1{7}:52:NaOME
1:1:1 IPA 170 5 Rdtsyz = 47 %
1:1:1
IPA 170 3 Rdts17 = 60%
(K2CO3)
1:1:1 IPA 170 3 Rdtsyz = 43 %
1:1:1,4 IPA 170 3 Rdtsyz = 41%
1:1:1 IPA 150 5 Rdtsi7 =53% (no pur)
1:1:1 IPA 150 3 Rdtsyz = 36 %

En primer lloc, es prova d’augmentar el temps de reaccié passant de 3 a 5 h a 150 2C observant-
se que el rendiment no augmenta considerablement i, a més, s’obté un producte més impur.
Tot seguit, es decideix augmentar la temperatura a 170 2C i s’observa com el rendiment de la
reaccioé augmenta fins al 43%. Es decideix aleshores treballar amb un excés de NaOMe pero el
rendiment no millora. En dltim lloc, es pensa que seria interessant canviar la base utilitzada,
NaOMe, per una base menys forta i no nucleofila com és el K,COs, ja que es creu que el NaOMe
pot reaccionar amb I'acrilat de metil donant lloc a reaccions secundaries. Afortunadament, I’Us
de carbonat potassic afavoreix la reaccid de formacié del compost 51{7} incrementant el
rendiment fins al 60%.

Donat que les piridopirimidines obtingudes amb aquesta metodologia de sintesi sén el producte
de partida d’una ruta sintética de multiples etapes, és convenient maximitzar el rendiment amb
el que s’obtenen. Per aquest motiu, es va decidir estudiar la relacié molar optima entre els
diferents reactius. A la taula 1.3.4 es mostren els experiments realitzats per aquest estudi.
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Taula 1.3.4: Optimitzacid de les condicions de reaccio per a la sintesi de 51{7}

Equivalents
1{7}:52: K,COs Dv T(2C) t(h) Resultats
1,0:1,0:1,0 IPA 170 3 Rdtsy7 = 60%

1,0:2,0:1,0 IPA 170 3 Rdtsi = 77% (no pur)
1,0:1,4;1,0 IPA 170 3 Rdtsii7) = 83%
3

1,5:1,0:1,0 IPA 170 Rdtsi(7 = 46% (no pur)

S’observa que quan es treballa amb un excés d’acrilat (1{7}) la reaccié presenta un rendiment
notablement inferior obtenint-se, a més a més, el producte impurificat. Per altra banda, quan
es treballa amb un excés de pirimidona (52) (1,4 equivalents respecte a I’acrilat 1{7}) s’obté el
producte desitjat 51{7} amb millor rendiment (83%).

Després de I'estudi d’optimitzacid realitzat, es pot concloure que les condicions optimes de
reaccié per a la sintesi de compostos 4-oxopiridopirimidinics 2-metiltiosubstituits (51{x}) sén
aquelles en que es fa reaccionar I’acrilat corresponent (1{x}) amb un excés de 1,4 equivalents de
pirimidona (52) i, 1 equivalent de carbonat potassic a 170 2C en isopropanol durant 3h amb
calefaccid de microones (Figura 1.3.9).

HN_ _N._ _S COOMe
2 \En:\( ~ K,COj, IPA 5" |NYS\
NH  + (Z — > NH
® 170 °C, 3h | N
(0] R MW R// (0]

52 1x} 51{x}

Figura 1.3.9: Condicions optimes per a la sintesi de 51{x}

Una vegada s’ha desenvolupat i optimitzat la metodologia per a la sintesi de sistemes 51{x}, es
procedeix a la sintesi d’'una quimioteca de compostos que presenten diferents substituents
arilics en la posicio C6. A la taula 1.3.5 es mostren els compostos (51{x}) sintetitzats, presentant
rendiments que es troben entre el 48 i el 88%.

Taula 1.3.5: Quimioteca de compostos 51{x} sintetitzats

H H
O N lN\ S Oy N NS
NH l NH
0]
Br °
51{2) s1.8)
- 0,
Rdt = 56% Rdt = 74%
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H H
Os_N | NS CF(3) N | NYS\
NH NH
0
F CF4 ©
51{7} 51(6)
Rdt =63% Rdt =62%

Cl ©
51{4} 51(3}
Rdt = 80% Rdt = 88%
H (@) H N S
cl (0] N NYS\ | S ~
l NH MeO NH
(0]
Cl ©
51(9) OMe
51{10}
Rdt = 80% Rdt =76%
H
(0) N N\ S
MeO l NH
(0]
MeO
OMe
51{11} 51{12}
Rdt = 48% Rdt = 83%

Finalment es decideix comprovar |'abast de la reaccié provant la seva validesa amb 2-
alquilacrilats i 3-alquilacrilats de metil (Figura 1.3.10).

HaN NS\ o N__N__s
S COOMe K,COj3 IPA NN
AN L &
R 170 °C, 3h R3
e} MW o
52 1{x} 51{x}
H
HoN NS COOMe N__N__S
Y K,COs IPA © N
I : |
NH + —_— NH
R4 170 °C, 3h
0 MW R* O
52 1{x}

51{x}

Figura 1.3.10: Estudi de la reaccié amb 2-acrilats i 3-acrilats de metil per rendir les piridopirimidines desitjades 51{x}
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Com a 2-alquil acrilats de metil s’utilitzen el metacrilat de metil (1{1}) i el benzilacrilat de metil
(1{13}), observant-se que només en el cas en que s’utilitza el compost benzilic (1{13}) s’obté el
producte desitjat (51{13}) amb un rendiment del 20% (Taula 1.3.6).

Per altra banda, els assajos amb crotonat de metil (1{14}) i cinamat de metil (1{15}) per a rendir
els sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics amb un substituent en C5 no sdn satisfactoris, no rendint
els productes desitjats. S’ha de recordar que a I'apartat 1.2 es van utilitzar aquests sistemes
acrilics per a la sintesi de sistemes 2-amino substituits (7{x}) rendint el compostos corresponents
satisfactoriament, encara que amb rendiments moderats. A la seglient taula 1.3.6 es mostra el
resum de moléecules assajades, en les que només en un dels casos s’ha obtingut el producte
corresponent.

Taula 1.3.6: Sintesi dels compostos 51{x} assajats

H H
O N N S O N Ny S
I
NH | NH
(@]
0
51{14}
51{15}
Rdt = 0% Rdt = 0%
H H
O NN S O NN S
I O
NH NH
o o}
51{1}
51{13}
Rdt =20% Rdt = 0%

1.3.2. Estudi de la derivatitzacié en C2 dels sistemes 51{x}

Una vegada s’ha desenvolupat amb éxit la sintesi de sistemes 4-oxopiridopirimidinics 2-
metiltiosubstituits (51{x}), és de gran interes sintetic el desenvolupament d’una metodologia de
sintesi per a la substitucio del grup metiltio per nucleofils.

Derivatitzacié en C2 amb amines

La substitucio del grup metiltio per un nucleofil s’assaja en primer lloc, utilitzant amines com a
nucleofils, aquestes sén compostos polars que presenten bona capacitat nucleofila. Quant major
sigui la seva nucleofilia major sera la capacitat per reaccionar directament amb el grup metiltio.
Tal i com es comenta a I'apartat 1.1, els residus amino d’especial interés a incorporar en C2 sén
aquells que contenen anells aromatics, concretament substituents benzilamino o ariliamino.
Aguestes dues families d’amines presenten capacitats nucleofiles ben diferents, ja que les
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primeres son amines alifatiques mentre que les segones sén aromatiques. Es ben conegut que
les arilamines presenten menor nucleofilia degut a que poden deslocalitzar el parell electronic
del nitrogen cap a I’'anell aromatic.

Donat que és esperable una major reactivitat de les amines benziliques, es decideix assajar
primerament la substitucié directa del grup metiltio per benzilamina. Per dur-ho a terme s’assaja
la reaccid entre el compost 51{7} amb excés de benzilamina (35{8}) en isopropanol com a
dissolvent amb calefaccié de microones (Figura 1.3.11).

o Nar S IPA O N N H\/<)
o Qe O
NH
HoN MW
F © F o
51(7} 35(8} 7{7,8}

Figura 1.3.11: Sintesi del sistema 2-benzilamino substituit 7{7,8}

A la taula 1.3.7 es mostren les proves realitzades variant les relacions molars i el temps de
reaccié, obtenint-se finalment el compost desitjat 2-benzilaminosubtituit (7{7,8}) amb un
rendiment del 53%.

Taula 1.3.7: Condicions de reaccio per a la sintesi de 7{7,8}

51{7}:7{7,8} T (2C) t (h) Resultats
1:5 170 3 Recuperacio 51{7}
1:10 170 4 Rdt(zs = 53%

Per veure si aquestes condicions son extrapolables al cas de I'anilina (35{9}) es prova la
substitucid directa del grup metiltio del compost 51{7} per tractament amb 10 equivalents
d’anilina (35{9}) en IPA a 1702C durant 4 h amb calefaccié de microones. Malauradament i tal
com era d’esperar, en aquestes condicions es recupera el producte de partida (51{7}) inalterat
(Figura 1.3.12).

0 H NYS\ NH IPA O, H N H
2 S
| A+ —> | m \©
MW
F ° F o
51{7} 35(9) 7{7,9}

Figura 1.3.12: Intent de sintesi de 7{7,9} a partir de 51{7}
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Davant I'evidéncia de que no és possible la substitucid directa del grup metiltio per amines
aromatiques es decideix convertir el grup metiltio en un millor grup sortint. A la literatura es
descriu que 'oxidacié d’aquest a sulfoxid o sulfona (Figura 1.3.13) permet la substitucié amb
major facilitat.

H H O\/O H 9
Os_N__N__s O _N__N_ ¢’ Os_N__N__S
| \W/H oxidacié I Y . | \\r ~
| N | N NH S NH
ARG o Pz (0] Pz (e}
R R/ R/
51{x} 54{x} 55{x}

Figura 1.3.13: Oxidacio del sulfur de 51{x} a sulfona (54{x}) i/o sulfoxid (55{x})

Per a I'oxidacié del sulfur a sulfona i/o sulfoxid existeixen varies estratégies que utilitzen
diferents oxidants.

En primer lloc, es decideix comencar assajant la reaccié emprant peroxid d’hidrogen en AcOH
per la seva capacitat oxidant (Figura 1.3.14).

H H O\/O H (|)|
Os_N__N__s O~ N__N_ ¢ O~_N__N__S
| \\,\ll/ N H,0, | A g . I\ ~
NH NH
AcOH
o)
F . o) . 0
51(7} 54(7} 55(7}

Figura 1.3.14: Tractament de 51{7} amb H,0, en AcOH

S’addiciona el peroxid d’hidrogen al 30% lentament sobre una dissolucié del compost 51{7} en
AcOH a 0 9C, per minimitzar I’exotérmia de la reaccid. Es deixa el cru de reaccié agitant 1 h sota
aquestes condicions i després s’escalfa a 80 2C durant 3 h. S’addiciona aigua al cru de reaccié i
es filtra el solid obtenint una mescla de la sulfona (54{7}) i del sulfoxid (55{7}) en una relacid 1 a
1. El fet d’obtenir la mescla d’aquests dos productes en principi no ha d’afectar en la seglient
etapa de sintesi on es substitueix el grup oxidat per anilina, ja que tant el sulfoxid com la sulfona
son bons grups sortints. De totes maneres s’exploraran altres condicions d’oxidacié de cara a
obtenir selectivament un dels dos compostos d’oxidacid.

Amb la finalitat d’obtenir la sulfona com a terme d’oxidacid, es decideix utilitzar peroxid
d’hidrogen en EtOH perd en preséncia d’un catalitzador com és el carbur de niobi*” (Figura
1.3.15).
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H H O\/O
O0s_N__N__s N
TN H,0, NbC O N Na SN

| s |

NH NH
EtOH
F © F 0
51{7} 54(7}

Figura 1.3.15: Oxidacio del grup SMe a sulfona amb H,0, i NbC

La reaccié es realitza a 60 C durant 5 h en EtOH. El tractament posterior del cru de reaccio
consisteix en addicionar aigua sobre el cru i aillar el solid per filtracid, aquest es dissol en la
minima quantitat de DMSO i es filtra per tal d’eliminar el catalitzador. S’afegeix aigua sobre el
filtrat i es filtra el solid obtenint el producte desitjat (54{7}) amb un rendiment del 30%. Aquest
baix rendiment pot ser degut al tractament del solid amb DMSO, ja que es perd producte en
aquesta etapa.

Amb I'objectiu d’augmentar el rendiment de la reaccié d’oxidacio del grup tiometil, es tracta el
producte 51{7} amb peroxid d’hidrogen a 60 2C durant 12h en EtOH (el mateix dissolvent que
en 'assaig anterior) per tal de disminuir la solubilitat del producte desitjat. Malauradament, la
reaccié no és completa i es recupera el producte de partida (51{7}) inalterat. Aquest fet es pot
explicar degut a que el peroxid d’hidrogen per actuar com a agent oxidant precisa d’un medi
acid (Figura 1.3.16) que I'etanol no és capag d’aportar.

2 H+(ag) +H.02 (ag)+2e->2H,0(l) E°red=1,77V

Figura 1.3.16: Semireaccio del peroxid d’hidrogen

A la figura 1.3.17 s’observen els THRMN dels productes obtinguts en les 3 reaccions esmentades
anteriorment. L'espectre de color blau correspon a la mescla de productes (54{7} i 55{7})
obtinguts en fer la reaccié amb peroxid d’hidrogen en AcOH, on s’observa clarament que hi han
dues piridopirimidines que corresponen als dos estats d’oxidacié del grup metiltio en C2,
concretament el sulfoxid (55{7}) i la sulfona (54{7}). Aixi, s’observen dos doblets de doblets al
voltant de 4,0 i 4,3 ppm corresponents al meti en la posicié C6 d’ambdds compostos i dos
multiplets al voltant de 3,0 i 3,2 ppm corresponents als metilens en C5 de 55{7} i 54{7}
respectivament. Aquests senyals son caracteristics dels compostos pirido[2,3-d]pirimidinics
substituits en la posicié C6, observant-se que quan el grup 2-metiltio (espectre de color verd) es
converteix en sulfoxid o sulfona es troben desplagats a camp més baix. Per ultim, I'espectre de
color vermell correspon a la sulfona (54{7}) obtinguda pel tractament del compost (51{7}) amb
H,0, i NbC en EtOH. Aqui es pot veure clarament com els senyals bescanviables de NH, el meti i
el metilé en C6i C5, respectivament, es troben desplagats a camp més baix degut a la presencia
de la sulfona.
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H,0; en AcOH

H O\\S,O H q

¢
0, N N\ ~
,@mw Nt
F ) F ) i l JWILUJ

H,O, en EtOH

N

Figura 1.3.17: Espectres d’ 1H RMN dels productes d’oxidacio del grup metiltio en C2 obtinguts usant diferents
oxidants enregistrats en ds-DMSO

Amb I'objectiu de trobar un procediment que presentés més bons rendiments s’assajen altres

condicions de reaccio:

- L'Us de peroxid de carbamida com a oxidant en MeOH per intentar reduir la formacio

de peroxids durant el procés, pero es recupera el producte de partida.
- L'ds d’'oxone® (monopersulfat potassic) com a oxidant en MeOH/H,0 s’observa que la
reaccio no evoluciona recuperant-se el producte de partida.

En darrer lloc, I'Us d’acid m-cloroperbenzoic (m-CPBA) en DMF com a dissolvent rendeix la

sulfona (54{7}) amb un rendiment al voltant del 75%. Aquest resultat és coherent amb la

bibliografia, la qual indica que I'oxidacié de sulfurs amb un peracid déna lloc a la corresponent

sulfonal® 19,

Recapitulant, I'ls de m-CPBA en DMF permet obtenir el compost desitjat (54{7})

satisfactoriament i amb un bon rendiment, per aquests motius es decideix utilitzar aquesta
metodologia per I'oxidacié del grup metiltio dels compostos (51{x}) a la corresponent sulfona
(54{x}) (Figura 1.3.18).
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H H \/
Os N__N g’
| XN mCPBA o\ |N\ ~
NH e
| N DMF A NH
AP 0 Z 0
R R/
51{x} 54{x}

Figura 1.3.18: Reaccid d’oxidacié del sulfur a sulfona amb m-CPBA

Tot seguit, es procedeix a sintetitzar una quimioteca de compostos piridopirimidinics amb un

grup sulfona en la posicié C2 (taula 1.3.8).

Taula 1.3.8: Quimioteca de compotos 54{x} sintetitzats emprant m-CPBA en DMF

o) o)
H \\/O H \\/O
Os _N_ _N_ 5% Os N_ _N_ 5%
Y7\ Cl N\
| NH | NH
E 0 o °
54(7) 54{3)
Rdt = 60% Rdt =98%
o)
H P
No N_ 57°
cl S \
NH
Cl ©
54{9}
Rdt =70%
0
H
0 _N_ N °
| T
NH
0
54{1}
54{12}
Rdt = 68% Rdt = 74%

Després de validar aguesta metodologia per a I'obtencié de sistemes 54{x}, es decideix fer
reaccionar el compost 54{7} amb un excés de 10 equivalents d’anilina (35{9}) en isopropanol a
170 °C amb calefaccié de microones durant 5 h (Figura 1.3.19). Finalitzada la reaccid es suspén
el cru de reaccié en ciclohexa i sailla el solid per filtracid rendint el producte 2-
fenilaminosubstituit (7{7,9}) amb un rendiment del 94%.
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o _N_ N o“s”O O _N. _N__N
I \jN/H \+ HoN P | \\NrH \©
MW
F 0 F 0
54{7} 35{9} 7{7,9}

Figura 1.3.19: Sintesi de 7{7,9} a partir de la sulfona (54{7})

A la segiient figura, es pot observar I'espectre de *H RMN del compost 7{7,9}. Per a |’assignaci6é
correcta i inequivoca de cada senyal de protd ha estat necessari la realitzacié de I'espectre de

13C RMN i d’espectres bidimensional com ara I’'HSQC i el COSY.
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Figura 1.3.20: Espectre de 1H RMN del compost 7{7,9} enregistrat en ds-DMSO

Una vegada s’ha establert una metodologia per introduir substituents benzilamino i arilamino
en C2, es procedeix a sintetitzar una quimioteca d’aquest tipus de sistemes 7{x,y} (taula 1.3.9).
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Taula 1.3.9: Quimioteca de compostos 2-aminosubstituits 7{x,y}

S Cl Y
o %
F 0 Cl ©
7{7,8} 7{3,8}
Rdt** =53% Rdt** = 36%
F O N__N_N
H H
%
(0]
F O 7{2,9}
747,10}
Rdt** = 40% Rdt* = 82%
O N__N_N o N_N_N
pecsaepipeseae
NH NH
OMe
F o F 0
7,9 77,11}
Rdt* =94% Rdt* =79%
o N__N__R O N__N_N
N
L L
Br F
(o]
F F O
7{7,12} 1713
Rdt* = 74% Rdt* = 67%
H H
(0] N N\\rN
NH
749} 7{12,9}
Rdt* = 83% Rdt* =67%

*Rendiments calculats a partir del compost amb la sulfona en C2 (54{x})
**Rendiments calculats a partir del compost amb el grup metiltio en C2 (51{x})

S’ha de remarcar que per a la sintesi de 7{7,12}, compost que presenta el grup p-bromoanilina
(35{12}) en la posicié C2, ha sigut necessari disminuir els equivalents d’amina, ja que es creu que
aquesta pot polimeritzar rendint compostos no desitjats. Per tant, per a la seva sintesi s’han
emprat 1,5 equivalents de p-bromoanilina (35{12}) en isopropanol a 170 2C amb calefaccid de
microones durant 5 h obtenint-se el compost 7{7,12} amb un rendiment del 74%. La
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piridopirimidina 2-(p-bromofenilamino) substituida és molt interessant, ja que permet
incorporar altres residus en para de I'anell fenilic mitjangant reaccions del tipus Ullmann, Suzuki,
etc. D’altra banda també s’ha assajat amb eéxit la sintesi d’'una amina aromatica amb un grup
donador en para, com és la p-metoxianilina, rendint el compost (7{7,11}) 2-(p-metoxifenilamino)
substituit amb un rendiment de 79%.

Derivatitzacié en C2 amb alcohols

Una vegada s’han optimitzats les condicions de reaccié per a la substitucié de la sulfona en C2
per una amina arilica o benzilica, es pensa en I'Us d’altres nucleofils com ara alcohols. Es
procedeix a assajar la reaccié entre la piridopirimidina 54{7}, presentant una sulfona en la
posicié C2, i el fenol (37{5}). La reaccid s’assaja emprant 2 equivalents de fenol en isopropanol
anhidre com a dissolvent a 170 2C durant 12 h sota calefaccié a microones. Finalitzada la reaccid
es suspen el cru de reaccid en ciclohexa i es filtra el solid. Després d’analitzar el solid obtingut
per *H RMN s’observa que aquest no presenta senyals aromatics addicionals corresponents a
I'anell del fenol i, a la vegada, no s’observa el grup sulfona en C2 (Figura 1.3.21). Per tant, es
tracta d’un compost piridopirimidinic que no correspon al producte de substitucid esperat
(53{7,5}), ni al producte de partida (54{7}).

o B OH O N_N_0
N P Y
| Y + —2L> | NH \©
NH
MW
0
F ° F
54(7) 37¢5) 53(7,5)

Figura 1.3.21: Reaccié entre el compost 54{7} i fenol en IPA

Per tal d’elucidar I'estructura d’aquest nou compost sintetitzat es comparen els *H RMN del
producte de partida (54{7}) i del compost obtingut (Figura 1.3.22). Si ens centrem en la zona
aromatica del espectre no s’observen senyals addicionals als esperats, per tant el fenol no ha
reaccionat tal com ja s’havia comentat. Per contra, s’observa I'aparicié d’un senyal bescanviable
al voltant de 9,5 ppm i la desaparicié del singlet corresponent al metil de la sulfona (aquest fet
es confirma per 13C RMN). Tot aix0 fa pensar que el fenol no té suficient capacitat nucledfila per
atacar a la sulfona i que, per contra, la preséncia de traces d’aigua en el medi de reaccié han
causat la substitucio directa de la sulfona donant lloc al compost 2-hidroxipiridopirimidinic (56).
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Figura 1.3.22: 'H RMN del producte de partida (54{7}) i el producte obtingut (56) enregistrats en dse-DMSO

Per tant, la reaccié entre el compost 54{7} i el fenol en IPA a 170 2C amb calefaccié de microones
rendeix el compost 56 presentant un alcohol en la posicié C2 amb un rendiment del 80%. A la
seguent figura 1.3.23 es presenta *H RMN d’aquest nou producte sintetitzat, no esperat.
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Figura 1.3.23: 1H RMN del compost 2-hidroxi piridopirimidinic (56) enregistrat en ds-DMSO
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A continuacié, es decideix introduir una base, com ara el NaOMe, per formar I’anié fenoxid en
IPA a 60 2C amb calefaccio de microones durant 20 min. A continuacid, s’addiciona la
piridopirimidina (54{7}) 2-metilsulfonil substituida i es porta a 170 2C durant 3h amb calefaccié
de microones. Finalitzat el temps de reaccio s’elimina el dissolvent a pressié reduida, es suspén
el residu amb aigua i es neutralitza amb HCl recollint el solid per filtracid, obtenint-se el producte
2-fenoxisubstituit (43{7,5}) amb un rendiment del 72%

H RV OH 0 H N_ _O
O-N N\\rs\ NaOMe | Y
I NH 7 —_—> NH
IPA, MW
F ° F °
54(7} 37{5} 53(7,5)

Figura 1.3.24: Sintesi del compost 53{7,5} en medi basic

Es important esmentar que el NaOMe també pot fer anhidre el medi de reaccid, fent que I'aigua
no pugui competir amb el fenol.
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1.3.3. Seqiiéncia optima per a la derivatitzacié de 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines en C2, C4,
C6, N8 i la deshidrogenacio de I’anell piridonic

A mode resum de les vies sintetiques posades a punt per a la sintesi de sistemes
piridopirimidinics, a continuacid es presenten dos esquemes sintétics que pretenen establir la
seqlencia optima per a la derivatitzacié de 7-oxopirido[2,3-d]pirimidines en C2, C4, C6, N8 i la
deshidrogenacié de I'anell piridonic. En el primer d’aquests esquemes es descriuen les diferents
possibilitats sintétiques que permeten accedir a sistemes 2-amino substituits, mentre que en el
segon s’analitzen les vies que permeten introduir grups alquilamino (o arilamino) o alquiloxi (o
ariloxi) en C2.

H
O N lN\j/NHZ
N
Ar S Z
R H
17{x,y} } O N | N\\rNH2
e Oc N _N_ _NH A Ner
2 r
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AT O N INYNHz
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Figura 1.3.25: Esquema general per a la derivatitzacio de sistemes 2-aminopirido[2,3-d]pirimidinics
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A la figura 1.3.25 s’observa que per a I'obtencié de sistemes piridopirimidinics amb un grup
amino en C2 'estructura de partida correspon a la molécula 7{x}. A partir d’aquesta es poden
fer diverses modificacions en les posicions C4, C5-C6 i N8 com es mostra en la figura 1.3.25. Es
important ressaltar que no es pot arribar a la derivatitzacié de la posicid N8 en sistemes 4-
oxopiridopirimidinics, ja que es déna preferentment la derivatitzacié en la posicié N3. Per altra
banda, I'altre punt important a destacar és que la derivatitzacié en C4 ha de tenir lloc abans de
la deshidrogenacié entre les posicions C5-C6.

Per a I'obtencié de sistemes piridopirimidincs 2-substituits les estructures de partida seran les
moléecules 51{x} i 54{x} (Figura 1.3.26). L’Us d’una o altra com a producte de partida dependra
del residu que es vulgui introduir en C2 i lo bon nucleofil que sigui el reactiu a utilitzar per la seva
introduccié. Per a bons nucleofils sera possible utilitzar com a producte de partida el compost
51{x}, mentre que per a pitjors nucleofils sera necessari partir del compost 54{x}. Aix0 és degut
a que el grup sulfona és millor grup sortint que el grup tiometil.
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53(x,y}

H H
O N N N A o
| 0w _N_ _N_ %°
NH
AN | ST
o A NH
380x.y} r
o]
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H H H
N N N

o) (0]
/ 7y} \ / 53{x,}

N__N H H H o H N__O o, H N__O
~
O Y™ S Sl
Z = A N Ar Z » Ar Z
NRR" o)

N N 44
N, 14{x,y.2} N,
N N
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N
Ar S Z Ar NS N
NR'R" NR'R"
16{x,y,z}

Figura 1.3.26: Esquema general per a la derivatitzacio de sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics amb substituents 2-
alquilamino (o 2-arilamino) o 2-alcoxi
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Resultats i discussio

Aguesta estrategia sintetica permet obtenir compostos piridopirimidinics els quals presenten un
gran ventall de substituents en les posicions C2, C4, C6 i N8, fet que ens permet sintetitzar amb
facilitat compostos molts diversos. Cal destacar que aquesta metodologia ens permet modificar
un posicio sense alterar les altres amb la finalitat d’aconseguir selectivitat alhora d’estudiar la
relacid estructura activitat d’aquests compostos front el VHC.
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1.4.Estudi de I’activitat biologica front del virus VHC

Una vegada s’ha sintetitzat una familia de pirido[2,3-d]pirimidines es procedeix a avaluar-ne la
seva activitat antiviral front el VHC. Amb aquest proposit s’ha col-laborat estretament amb
I'institut d’Investigacid del Sida IrsiCaixa, el qual ha realitzat tots els assajos d’activitat dels
nostres compostos.

A continuacio, es procedeix a explicar el protocol que segueix el grup IrsiCaixa per a I'avaluacio
de I'activitat i la toxicitat dels compostos desenvolupats per inhibir el virus de I’hepatitis C. Per
fer-ho, es donaran els valors d’activitat expressats en ECsp i CCso. Essent ECso la concentracié
efectiva o concentracié necessaria per inhibir el 50% de les cél-lules infectades i, CCso és la
concentracié citotoxica o la concentracié necessaria per induir la mort cel-lular en el 50% de les
cél-lules no infectades.

Per I'assaig de I'ECsp, s’utilitzen unes cel-lules anomenades LucUbiNeo-ET, les quals porten el
replicé VHC subgendmic 1b que expressa el gen de la Lucifer?® 2!, E| dia 1 es preparen 10000
cél-lules/pou en una placa de 96 pous de la columna 2 a la columna 11. El dia 2, s’afegeixen els
compostos a la columna 2 a una concentracié final de 125ug/ml i es dilueixen 1/5 fins a la
columna 10. A la columna 11 tenim les cel-lules sense compost i, per ultim a la columna 12,
s’afegeixen les cél-lules LUNET (son les mateixes cél-lules pero sense el replicd VHC). El dia 4 es
fa la lectura de la luciferasa. Els valors obtinguts es tracten matematicament per obtenir els
valors de la ECsp. S"avaluen 2 compostos per placa de 96 pous per triplicat. (Figura 1.4.1)

Placa per Luciferasa

LUCUBINEO-ET-t LUNET

Dilucions del compost Sense
s __, compost

{
Compost 1
= -
Compost 2 @l (@, o
>
St S S -
= (XYL = 5
[&{e e
AL UL A I <
C W TR TR0 Y D)

100 ul céls/pou.

Columna 2 a la 10: dilucions del compost 1/5 (25 ul
compost en 100ul medi+cels).

Figura 1.4.1: Assaig de la ECso
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Resultats i discussio

Per I'assaig de la CCso, s'utilitzen les cél-lules Huh-7/Lunet®??, les quals no porten el replicé VHC
1b. El dia 1 es preparen 10000 cél-lules/pou en una placa de 96 pous de la columna 2 a la
columna 11 (Figura 1.4.2). El dia 2, s’afegeixen els compostos a la columna 2 a una concentracio
final de 125pg/ml i es dilueixen 1/5 fins a la columna 10. A la columna 11 tenim les cél-lules
sense compost i, en la columna 12 s’afegeixen les cel-lules LUNET (son les mateixes cél-lules pero
sense el replicd). El dia 4 es fa la lectura amb MTT, és a dir, s’afegeixen 10 ul de MTT per pou
(Figura 1.4.3), i es posen les plaques a 37 2C a l'estufa de CO; 4h, i després s’afegeix el reactiu
per fer la lectura del MTT i es quantifical?®. S’avaluen 2 compostos per placa de 96 pous per

triplicat.

Placa per MTT

LUNET
Dilucions del compost Sense
ANL , compost
& v —»
N P
Compost 1 @1\ R le 1'e
e ¥ et
- = S 16
N »
e N -~ - N - -
Compost 2 Q‘; @ C z e &
"'J - J( = - — - - -
@‘¢‘ R ¢ - B)
- .\‘J‘ ) N - - _ :-
(IO OO O ON DN I Y

100 ul céls/pou.

Columna 2 a la 10: dilucions del compost 1/5 (25 ul
compost en 100ul medi+cels).

Figura 1.4.2: Assaig de la CCsp
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Figura 1.4.3: Placa després d’afegir la MTT en els pous, haver estat a I’estufa i haver afegit DMSO

S’ha de tenir present que és necessari tenir sempre un control positiu en aquests tipus
d’experiments, per aixo s’avaluen dos compostos inhibidors de la proteasa NS3 del VHC (de la
casa comercial Merck)?¥, nombrats Inh i Inh Il (Figura 1.4.4).

Inh | Inh Il
ECso = 0,0608 uM i CCs0 > 2,0 uM ECs0 = 0,0032 uM i CCs0 > 2,0 uM
ECso = 0,0469 pg/ml i CCso > 1,58 uM ECs0 = 0,0022pg/ml i CCso > 1,39

Figura 1.4.4: Inhibidors de la proteasa NS3

Una vegada s’ha descrit el procediment utilitzat per avaluar els compostos desenvolupats en
aquesta Tesi Doctoral, es procedira a estudiar la relacid estructura-activitat d’aquests
compostos pirido[2,3-d]pirimidinics. A més a més dels compostos sintetitzats en la present Tesi
Doctoral, s’han avaluat altres molecules del tipus pirido[2,3-d]pirimidina desenvolupades en
altres programes d’investigacié dins el nostre grup.

S’han avaluat 121 compostos amb estructura pirido[2,3-d]pirimidinica, els qual s’han classificats
en dos grans grups:
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Resultats i discussio

1- Compostos pirido[2,3-d]pirimidinics sense insaturacié entre la posicié C5 i C6
2- Compostos pirido[2,3-d]pirimidinics amb una insaturacié en I'enllag C5-C6

En primer lloc, es procedira avaluar i estudiar tots aquells compostos que no presenten una
insaturacié en I'anell piridonic (Figura 1.4.5). Per a fer-ho, s’"han establert varies subdivisions dins
aquest gran grup les qual s’aniran comentant al llarg d’aquest apartat.

N N_ R
il
~N

R2

e} 1

R3

Figura 1.4.5: Estructura general pels sistemes 7-oxopiridopirimidinics sense insaturacié entre C5 i C6

A la taula 1.4.1 es mostren tots els compostos 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics que presenten un
grup amino no substituit en C2 (també s’inclou el compost 56, que presenta un alcohol en C2).
Els seus valors d’activitat es donen expressats com a ECso i CCso d’acord amb la definicid anterior.

Taula 1.4.1: Compostos 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics

Compost ECso (ug/ml) | CCso (ng/ml)

H
Os N __N__NH,
SO B
>52,41 >125
o}
ol

{3

H
OsN_N__NH,
F | \\N(H
78,60 83,90
. o]

4

H
OsN._N__NH,
@
42,53 >125
o}
F

%7

H
OsxN._N__NH,
g
43,13 68,76
]
Br

7(8)

H
O N__N.__NH,
|
MeO. NH
I >125 >125
OMe

7{10}

H
OsN._N__NH,
|
MeO. NH
>125 >125
MeO ©
OMe

711}y
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ng/ml)

O INSOLUBLE

O N lN\\rNHz
NH >42,75 42,75
Ul
>125 >125
o]
F

A la taula anterior es pot observar que els compostos basicament difereixen en el residu present
en la posicid C6, essent aquest un anell arilic substituit amb grups halogens o bé amb un grup
donador com és el metoxi.

S’observa que cap dels compostos és actiu, pero el compost que presenta un millor valor
d’activitat (el valor més baix d’ECso) és aquell que té el grup p-fluorofenil en la posicié C6 del
bicicle (7{7}). Val a dir que el compost (7{13}) amb un benzil en C6 també presenta un valor
similar d’ECso pero a la vegada també presenta aquest mateix valor en CCso. Aquest fet ens
informa que d’aquest compost no s’ha pogut avaluar I'ECso per sobre de 42,75 pg/ml ja que
abans ha inhibit el creixement del 50% de les cel-lules.

A continuacid, a la taula 1.4.2, es mostren els compostos piridopirimidinics (15{x,y}) substituits
en C4 per un grup alcoxi o que presenten el grup OBt (18{x}) en aquesta posicio.

Taula 1.4.2: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics derivatitzats en C4 presentant un grup alcoxi o OBt

Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

oN | N\\rNHZ
2N >58,32 58,32
E OMe

15(7,1}

o, I!l | N\\rNHz
N 21,91 60,56
F OMe

45(7,1,1}
H N NH
ar© | T 2
f >20,38 20,38
OMe
Cl
15(3,1}
|
N |N\\rNH2
_N
5,57 30,90
OMe
Cl
45(3,1,1}
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

2N >125 >125

OEt

ZT

8,45 65,0

! ‘J;:> >7,19 7,19
¢ "

I /€:> >35,56 35,56
PO
N

Dels valors que es mostren a la taula anterior es pot observar que els compostos (18{x}) que
presenten el grup OBt en C4 no presenten valors d’ECso interessants. Respecte als compostos
15{x,y} que presenten un grup alcoxi en C4, alguns d’ells presenten valors d’ECsg inferiors a 10
ug/ml. S'observa que al compost 45{3,1,1}, el qual té un grup metoxi en C4 i a la vegada esta
metilat en el nitrogen lactamic, li correspon un valor d’ECso= 5,57 pg/ml. En segon lloc, el segueix
el compost 15{3,4} que presenta el grup 2-metoxietoxi en C4 amb una ECso = 8,45 pg/ml.
Comparant els compostos 15{7,1}-45{7,1,1} amb 15{3,1}-45{3,1,1} sembla observar-se que la
metilacié en la posicié lactamica millora els valors d’ECso. Com a comentari general la gran
majoria d’aquests compostos presenten valors de CCsobaixos i per tant, es consideren en general
més toxics que la familia anterior.

Tot seguit a la taula 1.4.3 es mostren els valors d’activitats obtinguts pels sistemes
piridopirimidinics 4-amino o 4-alquilamino substituits.

Taula 1.4.3: : Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics 4-amino o 4-alquilamino substituits

Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)
O “ N NH
Lt
z >31 >31
NH,

>6,29 6,29
F HN\/\O/\/

14(7,7}
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

7" 37,38 93,78
F HN\/\O/\/
14(4,7}
H
oo N |NY A

Z.N

N >24,66 >125
cl ~No NS

14(3,7}

H
OsN__N__NH,

_/<

~-N

>6,25 6,25
F HNM
14(7,6)

NN
c® I \\N(

NH,

13,32 46,13
NN

14(3,6}

O, H N NH.
(Y
& 631 125
i

14{7,5)

|
OsN.__N.__NH,
]
. N >7,45 7,45

Q

48(7,5,1}

0O, H N _NH
o (17 >30,06 30,06

14(3,5)

Dels resultats mostrats a la taula anterior es pot observar que el compost que presenta un valor
definit d’ECso inferior és aquell que té un grup pentilamino en C4 i un anell 2,6-diclorofenil en
C6, compost 14{3,6}. La resta de compostos presenten una gran variabilitat principalment en els
valors de CCso.

Siens centrem en el compost 14{7,6}, el qual presenta un grup p-fluorofenil en C6, i el comparem
amb el compost 14{3,6} comentat anteriorment, s'observa que el fet de presentar diferents
substituents en I'anell arilic en C6 fa que els valors de CCs variin significativament, sent el residu
en C6 important per a I'activitat de la molecula. Per altra banda, si es comparen els compostos
14{7,5} i 48{7,5,1}, els quals es diferencien en el metil en N8, s’observa que aquest ultim
presenta un valor de CCso molt inferior al de 14{7,5}, fent que no sigui possible avaluar I'ECso per
sobre de 7,45 pug/ml.

A la taula 1.4.4 es mostren els valors d’activitat dels compostos 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics
amb grups metiltio (51{x}) o metilsulfonil (54{x}) en la posicié C2.
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Resultats i discussio

Taula 1.4.4: Compostos 4-oxopirido[2,3-d]pirimidinics amb grups metiltio o metilsulfonil en la posicid C2.

Compost ECso (ug/ml) | CCso (pg/ml)
O, H N S
%
>69,05 69,05
o]
51{2}
H
CIO N N\ S\
l NH
>53,85 53,85
Cl ©
513}
v
CF? N N\ S\
l NH
I 40,60 72,59
F
51{6}
O, H N S
F N
| NH
i >22,29 22,29
.
51{4}
H
O, N N\ S\
|
@II,(N“ >65,66 65,66
E 0
51{7}
o N N\Q\S<’O
|
OII,(N“ 59,09 >125
E [¢)
54{7}
O, H N\ S\
I NH
>35,75 35,75
Br o
51{8}
O, H N\ S\
|
/@\I/\g(”” >14,59 14,59
Cl Cl 0
51{9}
ON N\O‘\s"o
l NH\
26,84 72,08
Cl Cl ©
54(9}
-
O, N N\ S\
MeO | NH
T >19,09 19,09
OMe
51{10}
.
(o] N N\ S\
MeO | NH
T >125 >125
MeO
OMe
51{11}
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

32,23 87,00

51{12}

(o]

\

H
O N NS
|

NS
QR . 33,60 86,82
J

54(12}

H
O N NS
Tl

3,38 11,54

e}
51(13}

-

De la taula 1.4.4 s’observa que el compost que presenta un menor valor d’ECso és aquell que té
un grup benzil en C6 i a la vegada un grup metiltio en C2 (51{13}). Val a dir, que si es comparen
aquells sistemes que només difereixen en el grup en C2, és a dir, aquells que presenten un grup
tiometil o bé una sulfona, en general no s’observa cap fet a destacar en relacié als seus valors
d’activitat, simplement el valor de CCs és lleugerament superior en el cas de la sulfona respecte
al que presenta el grup metiltio. En general, es tracta d’un fet no rellevant en I'estudi de
I’estructura-activitat d’aquests heterocicles.

A continuacio, es comenten els valors d’activitats dels sistemes 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics 2-
fenilamino i 2-benzilamino substituits, amb la finalitat de poder estudiar I'influéncia en I'activitat
de la molecula dels substituents presents en la posicié C2 del bicicle. Per la seva similitud també
s’inclou en aquesta taula el compost 53{7,5} que presenta un grup fenoxi en C2.

Taula 1.4.5: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics 2-fenilamino i 2-benzilamino substituits

Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)
ol N\YNVQ
|
NH 3,98 28,50

[
NH INSOLUBLE
. o)
O, N N N
N
/©I/\['(NH INSOLUBLE
(o]
.
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

H
O, N N (o)
she
>23,7 >23,7
(0]
F

53(7,5}

H H
0, N N N
O
INSOLUBLE
(0]
F

7(7.9}

H H
O, N N N
[
OIL(”“ er INSOLUBLE
O
F

77,12}

H H
O N__N.__N
[
/@I/\(WNH O\OMe INSOLUBLE
0
F

77,11}

H H
O, N N N
[
/@I/\Q(NH \©\F >93,07 93,1
(o]
F

7{7,13}

H H
o) N N N
NS
75,6 79,4
Cl Cl ©

7{9,9}

H H
O, N N N
[
©Ij\(“ O >47,49 47,49
NH,
60
o N__N__N
F S
AR :
CF/\%H“ 10,32 83,07
i 61

A la taula 1.4.5 s’observa que el compost 2-(benzilamino)-6-(2,6-diclorofenil)pirido[2,3-
d]pirimidinic (7{3,8}) és el que presenta millor valor d’ECso, corresponent a 3,98 pg/ml i una CCso
de 28,50 pg/ml. També s’han de destacar els valors d’ECso (10,32 pg/ml) i de CCso (83,07 pg/ml)
del compost 61. Malauradament, no s’ha pogut avaluar I'activitat d’alguns dels sistemes

presents a la taula degut a problemes de solubilitat en la preparacié de mostra, fet que dificulta
la possibilitat d’extreure més conclusions.

En darrer lloc, es vol estudiar I'efecte de la disubstitucié simultania en les posicions C2 i C4 en
compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics.
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Taula 1.4.6: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics derivatitzats en C2 i C4

Compost ECso (ug/ml) | CCso (pg/ml)

H H
0, N N N
Jeseae
: o, 0,60 5,68
18(7,9)

n
O, N N O
pecepe
. o 8,72 29,38
57
Cl X
J@I)'/YI &
cl Oy 0,70 2,83
0

18{9,9)
H H

Os N _N._N
0
N

E AN A~~~

>0,91 0,91

14{7,7,9}

A

OsUN N.__O.
|\\I/\©
N

F N N

56,91 64,64

44
H H

Os_N__N__N
cl l\\(\©
AN

cl HN\/\O/\/

6,01 24,55

14{3,7,9)

A la taula 1.4.6 es pot observar que els compostos que presenten el grup benzotriazolil en C4
presenten valors d‘ECsp sorprenentment baixos i, per tant, presenten elevada activitat antiviral.
Més concretament, els compostos 18{7,9} i 18{9,9} els quals presenten el grup fenilamino en C2,
son més actius que el que presenta el fenoxi en C2. Per altra banda, quan es comparen els 3
compostos que presenten un grup 2-propoxietilamino en C4, s’observa que el compost 6-(2,6-
diclorofenil)-2-(fenilamino)-4-((2-propoxietil)Jamino)pirido[2,3-d]pirimidinic (14{3,7,9}) és el que
té un valor definit d’ECsq inferior.

Dins aquesta primera familia de compostos pirido[2,3-d]pirimidinics s’observa que els valors
d’ECso varien des de 0,60 fins a valors superiors a 125 ug/ml i els valors de CCso varien des de
0,91 fins a valors superiors a 125 pg/ml. En ambdds casos I'interval de valors és molt ampli i no
permet arribar a una conclusio clara, pero s’observa que els compostos que presenten millors
valors d’activitat son aquells que es troben derivatitzats simultaniament en les posicions C2, C4
i C6 del sistema, més en concret quan en C6 hi ha un residu arilic, en C2 un grup fenilamino i, en
C4 un grup benzotriazolil o bé un carbonil en dita posicid.
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Resultats i discussio

Tot seguit, es procedira a avaluar tots aquells sistemes pirido[2,3-d]pirimidinics que presenten
una insaturacié entre les posicions C5 i C6 de I'anell piridonic (Figura 1.4.6).

H
O~ _N

N_ _R’
i
_N

R2

R3\

Figura 1.4.6: Estructura general pels sistemes 7-oxopiridopirimidinics amb una insaturacid entre C5 i C6

Ala seglient taula es mostren els valors d’activitat dels compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics
4-aminosubstituits.

Taula 1.4.7: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics 4-aminosubstituits amb insaturacio entre C5 i C6

Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

38,56 46,18
F AN AN
16{7,6}

|

OsUN__N.__NH,
Ay
¢ 7,44 28,37
F AN A~

49(7,6,1}

MNP 1,24 4,32
Cl

16(3,6}

H
OsN_N._NH,

S

X ~-N

0,74 46,44
E HN\/\O/\/

16{7,7}

|
Os N _N__NH,
Y
X ~.N

1,75 20,16
F HN\/\O/\/

49(7,7,1}

H
OsN_N__NH
cl (s 2
NS ~.N

AP >23,84 23,84
Cl (0)

16{3,7}

H
O NN NH,
T
9,81 25,78
E HN\/\O/\/

16{4,6}
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

0, N.__NH,
|~
X N
! 15,52 69,57
F O
16{7,5}
o, rlu N -NHo
NS | N
i (17 3,57 37,81
49(7,5,1}
o) “ Ny -NH;
|
SN >53,1 53,1

Cl | \\r
N >8,37 8,37
cl NH

S 5,6 40,04

A la taula 1.4.7 es pot observar que el compost més actiu és el 16{7,7} (ECso = 0,74 pg/ml),
corresponent a la 2-amino-6-(4-fluorofenil)-4-((2-propoxietil)amino)pirido[2,3-d]pirimidina,
seguit dels compostos 16{3,6} (ECso = 1,24 pug/ml)i49{7,7,1} (ECso = 1,75 ug/ml). Si es comparen
els valors d’ECso dels compostos 16{7,7} i 49{7,7,1}, es pot observar que en aquest cas el fet de
metilar el nitrogen lactamic no millora I'activitat de la molécula (contrariament al que s’havia
observat a la taula 1.4.2 quan es tractava de compostos sense insaturacio entre C5i C6) i, a la
vegada disminueix el valor de CCso.

En general es pot observar que si comparem l'activitat dels compostos sense insaturacio entre
C5-C6 amb I'activitat dels corresponents que presenten insaturacid en dita posicid s’observa
clarament que els que tenen una insaturacié en I’anell de piridona presenten valors d’ECso
inferiors i, per tant, sén més actius.

A continuacid, a la taula 1.4.8 es mostren els valors d’activitat dels compostos 7-oxopirido[2,3-
d]pirimidinics 2-amino o 2-arilamino substituits amb una insaturacié entre C5 i C6.
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Taula 1.4.8: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics 2-amino o 2-arilamino substituits amb una insaturacié entre

C5iC6
Compost ECso (ug/ml) | CCso (png/ml)
oN N NHz

AL H >125 >125

38(7)

H H
O, N N N
L 1)
@I\Iom““ 0,012 4,71
F

38(7,9)

H
O, N N O.
S
@I\IKNH O >23,74 23,74
F o]
43
o N NN
SRS\
Oll,(”** OMe 3,55 17,24
. o}
38(7,11}
o NN K
B @
@lj\(N 0,16 4,54
NH,
65
oLN N\YH
A \© 0,3 8,07
NH,
66
|
&LN & 6,39 0,89
F NH,
67
ot N R
F AN
Y
@flj\(“ O 0,06 3,94
E NH,
68
H H

Bro \N |N\\NrN
N*H 3,77 81,02
Br 2
69
NN R
Br g | T
N/H 0,15 0,42
Br 2
70
H H

0
7 47,6 >125
cl 2
|
cl O N N\\rN
@\I\J\(N & 0,10 0,22
- NH,
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Compost

ECso (p.g/ml)

CCso (p.g/ml)

| H
N__N.__N
cFS Sy
N ~-N
. NH,

1,2 2,7
73
O N\YH\@
|
@\l/\[ﬁ Br 0,11 1,58
- NH,
74
0O, l!l N H
ST | o | aa
N ’ ’
- NH, k/N\
75
Lo g
AN @ 2,7 >125
~ NH,
76
OH
T @ 1,0 13,0
- NH,
77
AN @ 0,6 79,8
al NH,
78
JUT @ 5,4 >125
~ NH,
79
o
JUT @ 0,5 109,9
- NH,
80
T O 0,10 84,0
- NH,
81
cC’H\“ N\YH 16,5 103,0
X I/N \© ! !
- NH,
82
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)
0, N N H
Cl A
SOad >125 >125
~ NH,
83

Dels primers quatre compostos mostrats a la taula anterior s’observa que un d’ells és molt actiu
amb un valor d’ECso = 0,012 pg/ml, concretament es tracta de la 6-(4-fluorofenil)-2-
(fenilamino)pirido[2,3-d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diona (38{7,9}). Si s’avalua el seu analeg, en el
qual s’ha substituit el grup fenilamino per fenoxi (43), s'observa que l'activitat disminueix
drasticament (ECso > 23,74 pg/ml). Per altra banda, si se substitueix el grup fenilamino per un
grup amino no substituit en C2 es pot observar que el compost 38{7} no presenta activitat.
Finalment, I'efecte d’incorporar un substituent metoxi en para de 'anell fenilamino (compost
38{7,11}) no millora el valor d’activitat de la molecula (38{7,9}) respecte aquella que no presenta
substituents en I'anell fenilic en posicié C2.

Pel que fa, als compostos 4-aminopiridopiridimidinics continguts en la taula 1.4.8 s’observa que
la gran majoria presenten valors d’ECsg baixos i per tant, sdn compostos que presenten bons
valors d’activitat, pero en general presenten valors de CCso baixos, fet que fa que molts d’aquests
compostos siguin citotoxics. Si es comparen els compostos 67-68, 69-70 i 73-74 (cada parella
esta formada per un compost amb un grup 2-fenilamino i un sistema aril en C6 i seu analeg
corresponent metilat en N8) s’observa que la molécula que té la posicié lactamica metilada
presenta millors valors d’activitat a excepcié de la parella de compostos 71-72, en la que aquest
fet no s’observa. A continuacio, es procedeix a analitzar com afecta la naturalesa del substituent
present en el nitrogen lactamic a I'activitat biologica (ECso). S’observa que el compost 81, el qual
presenta un grup isobutil en la posicid lactamica, és el que té un millor valor d’activitat dins la
familia dels compostos 4-amino substituits (ECso = 0,10 pug/ml), seguit del compost 80 amb una
ECso = 0,50 pg/ml i del compost 78 presentant una ECso = 0,60 pg/ml. Aquests tres compostos
difereixen en la longitud i/o ramificacid del substituent en N8 (alguns substituents inclouen
atoms d’oxigen a la cadena), observant-se que en cap del casos es millora el valor d’activitat
respecte els casos en que el substituent en N8 és un grup metil.

A la taula 1.4.9 es mostren els valors d’activitat dels compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics
disubstituis en C2 i C4 i al mateix temps amb una insaturacié en I'enlla¢ C5-C6. Aquest grup de
productes ens permet estudiar I'efecte de la preséncia simultania dels dos millors substituents
en C2 i C4 en un esquelet pirdopirimidinic. Aquests substituents sén el grup 2-propoxietilamino
en C4 i el grup fenilamino en C2.
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Taula 1.4.9: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics derivatitzats en C2 i C4 i amb una insaturacié en C5-C6

Compost ECso (ug/ml) | CCso (pg/ml)
o N N\\rn\©
|
S >8,25 8,25
F HN\/\O/\/
16{7,7,9}
O, H N (@)
R :|
St 1,43 34,68
F HN\/\O/\/
58
|
St 4,68 4,68
o N~
16{3,7,9}
O, l!l N H
Cl A
[
A 2,54 42,22

- HN\/\O/\/

84

En primer lloc, el compost disubstituit 16{7,7,9} presenta un valor d’ECso > 8,25 pg/ml, superior
a I'esperat ja que el compost 16{7,7}, el qual presenta els mateixos residus en C4 i C6 presenta
una ECsp = 0,74 pg/ml i, el compost 38{7,9}, el qual presenta els mateixos residus en C2 i C6
presenta una ECso = 0,012 pg/ml. Per tant, en aquest cas es pot afirmar que la disubstitucié en
C2 i C4 no incrementa I'activitat antiviral de la moléecula.

En darrer lloc, a la taula 1.4.10 s’observen els valors d’activitat dels compostos 7-oxopirido[2,3-
d]pirimidinics amb una insaturacié entre les posicions C5 i C6 i, derivatitzats en C4 presentant

un grup alcoxi o OBt.

Taula 1.4.10: Compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics derivatitzats en C4 presentant un grup alcoxi o OBt

Compost ECso (ug/ml) | CCso (ng/ml)
O, H N NH.
(>
N >125 >125
OMe

(o)
Qe
7 20,80 >125
F OMe
(o) H N _NH
N I /T 2
>125 >125
F Ono”

17{7,4)
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Compost ECso (ug/ml) | CCso (ug/ml)

o
N._N__NH,

YO0
7 24,29 57,40
Cl O~

17{3,4)

H
o © \N |r\Jj\I/NH2
53,67 >125
Cl O~
17{3,6}
|
OsN.__N__NH
cl C |j\1/ 2
4,39 21,16

cl 0\/\0/\/

50(3,6, 1}

3. @ >9,12 9,12
F \
N

85

Dels valors presentats a la taula 1.4.10 es pot observar que el millor valor d’activitat el presenta
el compost 50{3,6,1}, 2-amino-6-(2,6-clorofenil)-8-metil-4-(2-propoxietoxi)pirido[2,3-
d]pirimidina, observant-se que el seu analeg 17{3,6} sense el metil en N8 no presenta activitat.
Aquesta observacio és contraria a I'observat en casos precedents.

Per tant, dins de la familia de compostos pirido[2,3-d]pirimidinics que presenten una insaturacié
entre les posicions C5 i C6 s’observa que els valors d’ECso varien des de 0,012 fins a valors
superiors a 125 pg/ml i els valors de CCso varien des de 0,22 fins a valors superiors a 125 pg/ml.
Val adir que en general els valors d’activitat d’aquesta familia de compostos es troben a la banda
baixa de les ECsp i, per tant, sdn molécules que presenten interessants valors d’activitat, els quals
es comentaran més detalladament en el segiient apartat.

Es molt dificil extreure conclusions després de I’analisi exhaustiu de la relacié estructura-activitat
dels compostos pirido[2,3-d]pirimidinics desenvolupats en el grup, ja que hi ha gran variabilitat
de substituents en les diferents posicions de I'estructura piridopirimidinica que no segueixen un
patrd clar a I’'hora d’analitzar la relacio I'estructura-activitat.
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1.4.1. Relacié dels compostos 7-oxopirido[2,3-d]pirimidinics amb millors activitats antivirals
front el virus VHC assajats en el present treball

Una vegada ja s’han analitzat tots els valors d’activitat dels 121 compostos assajats en el present
treball, s’observa que 36 d’ells presenten bons valors d’activitat front del virus de I'Hepatitis C.

A la seglient taula es mostren els compostos classificats ens tres subdivisions:

- Enverd, els compostos que presenten una ECsp < 1 uM
- Engroc, els compostos que presenten una 1 < ECso < 5 uM
- Envermell, els compostos que presenten una 5 < ECsp < 22 uM

Taula 1.4.11: Resum dels compostos pirido[2,3-d]pirimidinics actius front al VHC

ECso ECso CCso CCso
(vg/ml) | (M) | (uM) | (ug/ml)

ON N\YH
1 AN 0,012 | 0,034 | 135 | 4,71
. e}
FO I\II N\\(H
2 @?@LN () 0,06 0,16 10,4 3,94

3 C}LN @ 0,10 0,22 | 184,9 84
4 @\j\l( \©\ 0,11 0,22 32 | 1,58
Cl
!
5 @?@LN @ 0,09 023 | 09 | 0,34
!
6 @\I\LN O 0,10 024 | 05 | 0,22
Br A
7 g 'Jf @ 0,15 0,30 0,8 0,42
Br NH,
oN N\\(H
8 @/ILN ' ® 0,16 | 049 | 13,8 | 454
9 ©IL @ 030 | 09 | 235 | 807
N
10 S N/\ 0,46 0,90 2,6 | 1,32
NH, k/N\

Compost Estructura
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ECso ECso CCso CCso

Compost Estructura
P (wg/ml) | (uM) | (uM) | (ng/ml)
AN
H
11 oo lN\\(N 0,50 0,99 240,9 | 109,9
NS N

12 0,60 1,3 12,2 | 5,68
SRRV
RIZN
o N_N__N
0
13 0,70 1,4 5,5 2,83
cl cl O*N/@
l\\l=N
D
14 c Y 0,62 1,4 | 1811 | 798
N P
Cl NH,
oN N\\rNH2
15 A 0,74 2,1 129,9 | 46,44
F HN\/\O/\/

16 1,00 2,3 29,3 13
@\IIFN \© '

17 &J'/YN 1,22 2,8 6,3 2,7
al NH,

© N N\\rNH2
18 @\II(N 1,24 3,2 11,0 4,32
Cl AN A~
H

(6] N N O
19 S 'I@ 1,43 3,3 79,8 | 24,3

20 AN 1,75 4,7 54,3 20,16

|
CIO N N\ N
21 T O 2,54 5,1 84,7 | 42,22
- HN/\/O\/\

22 & N 2,70 6,3 >125

23 cgﬂ)/\(h. @ 377 | 7,7 | 166 | 81,02
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De la taula resum anterior s’observa que hi ha 11 compostos que presenten una ECsp < 1 uM, 9

Compost Estructura ECso ECso CCso CCso
(ug/ml) | (uM) | (uM) | (ug/ml)
o N nN_N
24 UL, | 355 | 94 | 46 | 1724
. o]
H H
Clo N N\ NvPh
25 | NH 3,98 9,6 69 28,5
Cl o
ol I!l N\\rNH2
26 AN 4,39 104 | 501 | 21,16
cl O™~
o l\ll Ny -NH,
27 A 3,57 10,5 | 111,4 | 37,81
i o,
o N Ny S
28 MNH 338 | 11,2 | 383 | 11,54
O
29 o N 5,41 11,9 - >125
N |/N \©
Cl NH,
RN N
Cl <
30 '/\NrO 6,01 12,4 | 50,5 | 24,55
- HN/\/O\/\
ol© r!J Ny NH;
31 AN 56 16,7 | 120,2 | 404
al NH,
|
O N lNYNHZ
32 N 557 15,8 | 87,5 | 30,90
al OMe
o N_n_ R
F <
33 S ')N/© 6,39 17,5 24 | 0,89
| O
34 8,72 18,6 | 62,7 | 3,40
o, l!l Ny NH,
35 At 7,44 209 | 79,8 | 2837
F AN~
o N N\\rNH2
36 LN 8,45 22,0 | 650 | 24,91

compostos que presenten 1 < ECso <5 UM i 15 compostos amb 5 < ECsp < 22 uM.
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Si ens centrem en el primer grup de compostos, s’observa clarament que la molécula 1 presenta
una ECso = 0,034 uM i CCso = 13,5 uM, es tracta doncs d’un compost pirido[2,3-d]pirimidinic amb
una molt bona activitat antiviral front del VHC. Per altra banda, és interessant tenir present quin
és el seu index de selectivitat o I'index terapéutic, que és el quocient entre CCso/ECsoi ens dona
una idea de la mesura de seguretat d’aquest possible farmac, resultant ser 393.

A la segiient taula es mostren els valors d’activitat dels compostos que s’han utilitzat com a
patrons de referencia i, el compost més actiu desenvolupat al llarg d’aquesta Tesi Doctoral.

Compost 1 Inh Il

ECso = 0,0608 uM ECso = 0,034 uM ECso = 0,0032 pM
CCs0> 2,0 uM CCs0 = 13,5 uM CCs0> 2,0 uM
PM =771,92 PM = 348,33 PM = 693,81

Els valors d’activitat del compost | estan compressos entre els valors d’activitat dels compostos
utilitzats com a control positiu en I'assaig d’avaluacié biologica. Cal destacar la importancia
d’aquests resultats ja que a I'inici d’aquesta Tesi Doctoral es partia de compostos amb activitat
antiviral practicament nulla i finalment s’ha desenvolupat una familia de compostos
potencialment actius, assolint aixi un dels objectius marcats.

Per altra banda, les dades aportades en la present Tesi Doctoral han servit al Laboratori de
Disseny Molecular del GEM per desenvolupar dos models de seleccié de quimioteques virtuals
per a la polimerasa NS5B del VHC. Aquest dos models treballen de forma conjunta i consecutiva:

e el primer consisteix en un model QSAR (Quantitative structure-activity relationship)
desenvolupat amb el programari ArlS (Artificial Intelligence suite) que utilitza el métode
no lineal de les xarxes neuronals (Artificial nueral network) per realitzar les
prediccions!?®,

e el segon és un model de docking realitzat amb el programari MOE (Molecular Operating
Environment!?®,

A continuacid es procedeix a explicar breument en que consisteix cada model:

- Model QSAR:
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Consisteix en un model de resposta binaria, que classifica les molecules en actives i no actives,
donant un valor d’1 a les primeres i un valor de 0 a les segones. El model ha estat construit
entrenant un conjunt de molécules contingudes en les patents W02008077651A1 i
W02010002998A1. Es consideren actives aquelles molecules amb un valor d’ECso < 0,1 uM. La
validacié externa utilitzant les molécules sintetitzades en la present Tesi Doctoral proporciona
un nivell de prediccié del 91%, el 9% restant esta format basicament per falsos positius mentre
que els falsos negatius sén practicament nuls.

- Model de Docking:

Les molécules classificades com a actives en el model anterior, s’utilitzen per alimentar el model
de docking. Aquest model esta estructurat en tres parts diferents, cada part esta dissenyada per
tractar un centre al-lostéric diferent de la polimerasa NS5B (Figura 1.4.7); que son el site I, el site
Il'i el site lll. En els site |i Il ha estat necessari adjuntar un farmacofor degut a la superficialitat
dels centres al-lostérics. D’altra banda, en el site /Il també s’ha dissenyat un farmacofor pero
molt més simple que els altres dos, amb I'Ginic objectiu de millorar el posicionament final del
lligand.

Figura 1.4.7: Estructura de la NS5B del VHC

S’ha dividit el model en tres parts ja que els canvis conformacionals que implica la preséencia
d’un lligand en cada un dels centres actius son molt diferents. Conseqlientment, s’"han agafat
varies estructures cristal-litzades presents en el PDB per cada centre i s’han alineat agafant com
a referéncia en el cas del site I la proteina amb codi PDB 2DXS, en el site I la proteina amb el
codi PDB 3UDL i finalment en el site /Il la proteina amb el codi PDB 3D28. Previ a I'alineament
s’ha eliminat el solvent, es considera la proteina monomeérica, es protona i es minimitza utilitzant
el forecefield AMBER12EHT. En la preparacié del model, les simulacions han permes deduir que
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les molecules del tipus pirido[2,3-d]pirimidiniques actuen sobre el site /Il i per tant no s’entrara
a detallar els farmacofors utilitzats en els altres dos centres.

En referéncia al farmacofor utilitzat en el site /Il (Figura 1.4.8) s’han utilitzat com a elements
descriptius dos acceptors de pont d’hidrogen o zones hidrofobiques situades a una distancia
adequada per interaccionar amb dos aminoacids essencials (Tyr448 i Ser556)?”), amb la condicié
que compleixi un dels dos requisits, també s’ha delimitat un volum d’exclusié al voltant del
pocket i un volum d’inclusié en el seu interior.

Figura 1.4.8: Farmacofor utilitzat en el site Il de la polimerasa NS5B complexada amb el lligand amb que es troba
cocristal-litzada (PDB: 3D28) (zones hidrofobiques/acceptors representats en blau cel, volum d’inclusio representat
en groc i volum d’exclusio representat en gris)

Una vegada preparada la proteina i el farmacofor s’inicia un docking amb un protocol d’encaix
induit, on tant els lligands com la proteina es tracten com a flexibles. El docking se centra sobre
els atoms del receptor, utilitzant la metodologia “triangle matcher” per a la col-locacié del
lligand i la funcié de scoring “London dG” utilitzant 100 conformacions per a cada lligand. En la
figura 1.4.9 es mostra el panell de control dels parametres de docking del programari MOE.
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Protocols:

Output: dock

Receptor:
Site:

Pharmacophore:

Ligand: MD

Placement: P

Rescoring 1: Lo
Retain:

Refinement: N

Rescoring 2: Nc

Batch File... Isolate

Figura 1.4.9: Panell de control del protocol de Docking en el programari MOE amb els parametres utilitzats per a la
seva execucio.

Per validar el model de docking es comprova que els propis Iligands del PDB utilitzats
interaccionen del mateix mode en que ho fan en I'estructura cristal-litzada. El resultat obtingut
per al lligand inclos en el PDB ID 3H98 es mostra en la seglient figura.

Figura 1.4.10: Comparacio entre el lligand extret del PDB, ID: 3H98 (en taronja) i el mateix lligand després de fer el
docking (en blanc)

Per tal de veure la validesa del model es va proposar que I'apliquessin a 3 molécules amb valors
d’activitat molt diferents (sense tenir coneixement del valor d’activitat antiviral) a fi de veure si
les classificava com actives o no actives.

Les molecules escollides es poden observar a la segilient taula.
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Taula 1.4.12: Compostos amb categories diferents de valors d’activitat

A B C
o H N H o, N N__NH o] H N _NH
/@l/\g(\’\ﬁ" \© NS l :\Nr /@I/\L‘:\"ﬁ"
E 0 HN o~ o~ F o)
ECso = 0,034 uM ECs0=2,1 uM ECso = 155,1 uM

CCs0=13,5puM

CCs0=129,9 uM

CCso> 455,8uM

Es van analitzar les molecules utilitzant el métode de QSAR i es va observar que dues d’elles les

classifica com actives (A iB) i C la classifica com a inactiva. Les energies d’A i B calculades segons

el metode QSAR indiquen que I'A és significativament millor que la B, la qual cosa coincideix amb

el resultat experimental.

D’altra banda, el docking permet apreciar les interaccions proteina-lligand. En el cas de la

molécula A s’observa com es forma 1 pont d’hidrogen entre el carbonil de la piridopirimidina i

la Trh448 (Figura 1.4.11).

O acidic  + sidechain donor

Ser
368

O polar -~ sidechain acceptor O solvent residue

O metal complex

QO basic = backbone acceptor - solvent contact

greasy -+ backbone donor

s, proximity

- contour

......... metal/ion contact

e receptor
—' exposure

~+* nonconserved

==X nonpresent

© inconsistent

arene-arene
H arene-H

@+ arene-cation

Figura 1.4.11: Interaccio del compost A amb el site Il de la polimerasa NS5B

En segon lloc, la molecula B mostra un mode d’interaccid diferent probablement degut a la

diferent distribucié de carrega entre les dos molécules (Figura 1.4.12).

147



O polar - sidechain acceptor ) solvent residue arene-arene

acidic  + sidechain donor metal complex H arene-H
O basic = backbone acceptor - solvent contact @+ arene-cation
O greasy *+ backbone donor - metal/ion contact
o proximity . ligand C receptor

contour exposure exposure

Figura 1.4.12: Interaccié del compost B amb el site Ill de la polimerasa NS5B

A continuacio es mostra una imatge, del compost A (2-(fenilamino)-6-(4-fluorofenil)pirido[2,3-
d]pirimidin-4,7(3H,8H)-diona) en la qual es pot observar el posicionament del compost en el
site Il de la polimerasa NS5B.

I

Figura 1.4.13: Posicionament del compost A dins la NS5B
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En conseqliéncia, es disposa aparentment d’una metodologia computacional que hauria de
permetre millorar, encara més, I'activitat biologica/selectivitat dels derivats pirido[2,3-
d]pirimidinics dissenyats com a inhibidors del virus de I'Hepatitis C.
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