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1. INTRODUCCION
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accidentes vasculares. Dada la complejidad de los procesos
de agregacion se ha incidido de muy diversas maneras sobre
los mismos y, como consecuencia, son muy variadas las sus

tancias empleadas y que integran el capitulo de la moderna -

L

medicacion antiagregante.

En general se pueden considerar cuatro grupos de sus-
tancias que actlian como inhibidoras de la agregacion: Inhibi-
doras de la induccién; inhibidores de la transmisién del im--
pulso; inhibidores de la "produccion'de energia; e inhibidores

de secrecidn.

Dentro del grupo de las sustancias que actlian sobre la
transmision del impulso, se encuentran aquéllas que lo hacen
sobre el AMP ciclico. Aunque no se conoce exactamente el
papel de este nuclebtido en la agregacidn plaquetaria, exis-
te la evidencia de que' los agentes que elevan la acumulacion
intracelular de AMP ciclico producen una disminucién de la
agregacion (1). Este resultado se puede lograr de dos for-
mas: estimulando su formacién por activacion de adenilci-
clasa, o disminuyendo su destruccisn por inhibicion de fos-

fodiesterasa en la misma plaqueta.




Entre las sustancias que obran por el segundo camino
apuntado se pueden citar las del grupo de metilxantina (teo-
fililina, cafeina), papaverina y derivados de nicleo pirimi-
dopirimidino,y sustancias de sintesis relacionadas. De to-
dos los agentes citados son los productos de sintesis empa-
rentados con el 2,6bis(di- A -hidroxietilamino)4,8di(piperi-
din-1)-pirimido [5,4d]pirimidina los que han experimenta-
do mas desarrollo en estos Ultimos afios, tanto en lo que se
refiere a la obtencion de nuevos derivados como en lo rela-

tivo a sus respectivos estudios farmacoldgicos, bioquimi--

cos y fisicoquimicos.

A través de las investigaciones realizadas sobre la sus
tancia base de niicleo pirimidopirimidino antes resefiada.se
sabe que "in vitro' impide la agregacidn de plaquetas pro-
ducida por ADP y otros agentes (2) (3), llegandose a la con-
clusion de que posee un efecto directo sobre la membrana de

las plaquetas  que puede explicar los cambios de adhesivi—

dad observados previamente (4).

En esta clase de agentes se pueden distinguir tres mo-

dos de accidn (2):

a) Establecimiento de una cierta dificultad para que la
adenosina sea metabolizada por eritrocitos y otras celulas,

permitiendo de esta forma el efecto antiagregante de adeno-

sina.

b) Produccidon de una inhibicién de la enzima fosfodies

terasa responsable de la conversidbn del AMP ciclico en AMP.




. . . N
Como resultado, las concentraciones de AMP ciclico aumen

tan y se inhibe la agregacidn (5).

c) Reduccion de la produccién de energia por las pla-

quetas.

En el grupo de la sustancia resefiada precedentemen -
te se encuentran 2,6—bis(morfolino)—4-[( R -hidroxi-etil)-me-
tilamino] pirimido [5,4d] pirimidina y 2,4,6-tris(morfolino)-
pirimido[5, 4d] pirimidina empleadas fundamentalmente en la
parte experimental de esta memoria. Tanto en éstas como
en el caso del dipiridanmol es de interés considerar su com-
portamiento electroquimico en los procesos redox electrodi-
cos. Sus acciones a nivel celular se encuentran intimamen
te ligadas a los mecanismos de transferencia electrénica y
gran parte ‘de éstos puedeﬁ ser conocidos més profundamente

a travées de su descripcibdn electroquimica (6).

En este sentido, y a lo largo del desarrollo experimen
tal y tedrico de este trabajo, se han abordado los sigulentes
puntos fundamentales: Descripcidn de las caracteristicas fi-
sicas y fisicoquimicas de 2,6-bis(morfolino)-4- [( f -hidro-
xi-etil)-metilamino] pirimido [5 ,4d] pirimidina y 2,4,6-tris
(morfolino) -pirimido [5 , 4d] pirimidina; polarografia conven-
cional en medio acuoso a diferentes valores de concentra--
cion de sustancia activa, concentracidn protonica, tempe-

ratura, presion sobre electrodo de mercurio; polarografia




cos, curvas intensidad-tiempo, calculos de secciones mole-
culares a través de observacidn de adsorcién sobre electro-
do, y estudios del proceso electrédico por técnicas culombi-
’ . |
metricas,
Todos y cada uno de estos aspectos resefiados han su-
puesto una continuacion en el primitivo trabajo polarogré--

fico que aporto la tesis doctoral de L. Crovetto (7) y que ha

sido ampliamente desarrollada en otras publicaciones poste

riores (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) . (15).




2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS




- 2.1. Antecedentes generales

Es muy reducida la bibliografia disponible sobre el com-
portamiento polarografico de derivados de nucleo pirimido-piri
midino. Al tratarse de sustancias de sintesis, sin preceden--
tes estructurales en la Naturaleza, la mayoria de las investiga
ciones sobre las mismas hacen referencia a aspectos netamen-
te quimicos descriptivos o de aplicacion farmacolbgica. El pri
mer tr;abajo del que se ha encontrado referencia electroquimica

es el relativot(16 ) a la valoracibén potenciometrica de la base.

po polarografico es el de Brugger y Oliete (17 ). Tanto una co
mo otra son puramente descriptivas Yy no significan aportacio-

nes determinantes de esta clase de estudios en el campo quimi-

cofisico.




Es sabido que los procesos de transferencia de energia
en los sistemas bioldbgicos se hallan intimamente asociados
con los de transferencia electrénica. La informacién que se
ha recibido sobre la naturaleza de estos ultimos, como es el
caso de los posibles niveles de energia determinados con los
diferentes potenciales electricos,han sido de gran ayuda para
la comprension, control y utilizacidon de tales procesos en si

tuaciones de naturaleza biologica y clinica.

A pesar de la enorme complejidad quimica de los siste-
mas redox biologicos, dificultada atin mas por las interven—-
. - ’ . . . . . .
ciones enzimaticas, ha sido posible obtener una informacién
potencial de gran utilidad mediante el examen del comporta--
miento electroquimico en disolucidén acuosa de sistemas qui--
micos de composiciones similares. Los resultados han sido
evaluados con extremo cuidado, pero existen numerosas indi
caciones de los que sucesivos pasos son comparables. Ejem
plos representativos de tales estudios de analogfas han sido
los relativos a las oxidaciones quimica y biologica del acido

s tn d 1591 .
urico, que a traves de un proceso de '"2e!" puede originar un
L d- . . -
10n dicarbonio de corta vida ( 18) vy, posteriormente, un pre
cursor de alantoina y su hidrblisis final para originar aloxa
no y urea. Un paso analogo ha sido postulado para explicar
los resultados de la oxidacién enziméatica del &cido urico, lo
que refleja un paralelismo interesante entre las tres clases

. - p . P . . ’ . . .
de oxidacion, es decir, quimica, biologica y enziméatica ne-

ta.

Otro.aspecto a destacar es el hecho de que las reduc-

ciones y oxidaciones electroquimicas ocurren a menudo en




condiciones que se asemejan a las reabciones enzimaticas,
y asi se presenta una transferencia electrénica en una fa--
se heterogenea, previa adsorcidn y formacion de un aducto
en disolucion acuosa, a valores de PH comprendidos entre

2y 9ya temperatura proxima a la biologica.

En resumen, la postulacién del grado de correlacibdn
que pueda existir entre los procesos redox biolbdgicos y los
netamente electroquinﬁcos, pertenece.. todavia al terreno de
la especulacién, pero hay lugar a un conjunto de condiciones

similares en ambos campos que justifican sobradamente to--

das las tentativas que se realicen en esa direccidn.

Heath (19 ) fué uno de los primeros investigadores en el
estudio polareogréafico de bases puricas y pirimidinicas. En
1946 realizé una descripcidn de la onda de reduccion de la -
adenina en catodo de gota de mercurio. Previamente, Pech
( 20 ) habia indicado que los compuestos que contienen el gru

PO purina no son reducibles en electrodo de gota de mercurio

0,1 N, asi como también en disoluciones tampon de 4cido per

clorico y perclorato potasico. Sin embargo, la reducciédn no




se observo para el caso de guanina, guanosina, acido guanili-

co, citidina, &cido citidilico y uranilo en 1gualdad de condicio

nes a las sefialadas precedentemente. En el trabajo de Heath

sobre la reduccion de adenina, adenosina y acido adenilico se

pudo apreciar que la intensidad de corriente de difusion es pro

porcional a la concentracidon de sustancia activa para valores

4

de esta Gltima prbéximos a 100 M. En el caso de la adenina,

en ese margen de concentraciones, el valor de la relacion

id/c es 17,0 /u.A/mM.l-l, con el capilar utilizado y a la tem-

peratura de 252C. EIl valor de esta relacién para los otros -
compuestos ensayados disminuyen al aumentar la complejidad
estructural, es decir, en el orden gdenin&, adenosina, acido
adenilico y dinucleotido adenina-citosina. No se observo va-
riacion sistefnética de id/c con el valor de pH, para ninguno

de los compuestos. Los potenciales de semionda no resulta

ron constantes, pero aparecen més negativos conforme se in

crementa la concentracion. Para la adenina en tampon de per

clorato, a pH 1,3 y a 25°C,el valor del potencial de semionda

varia desde -1,046 a -1 y073 v, frente al electrodo de calome.

conforme se incrementa: el pH. Los coeficientes de tempe-

ratura de E1/2 y id Son semejantes, para los tres compues-

’ . -
tos, asl como las representaciones logaritmicas, de forma

10




11

que log i/id-i frente a E es lineal para la mayor parte de la
onda. EIl nimero de electrones implicados, en el caso de la
adenina es de 1,33. Este hecho, junto con las dircunstancia

de que el valor de E-1/2 varia linealmente con el pH, sugiere

que los iones hidrbgeno: intervienen en el proceso. Como es

sabido, para una reaccidn reversible que suponga la interven

cion de dos iones hidrogeno y dos electrones, la representa-

2

cion de E frente a log (id-i)/i es una linea recta de pendiente

0,0295 a 252C. En el caso de las sustancias investigadas por

Heath los valores recogidos experimentalmente fluctiian des- ‘

de 0,026,

» Para la adenina,a 0,029 para el acido adenilico.

McGinn y Bosworth (21 ) estudian, a varios valores de

pH, los comportamientos polarograficos de 1-N-Jxido de ade-

nina, adenosina—N-éxido,'Z-azoadenina, 2-azoadenina 1-N-Jxi
do, 2,6-diaminopurina vy 2,6-diaminopurina 1-N-éxido. Sola-
mente con las dos primeras sustancias existe un potencial de

reduccion apropiado, atribuible a la funcion N-dxido. La ade-

nina 1-N-dxido y 2-azoadenina 1 )X 1

electroliticamente a adenina Yy 2-azoadenina, respectivamente.

La adenina 1-N-Jxido en percldrico 0,05 N (pH =1,5)

origina una doble onda que corresponde a la adenina y se pre

senta a un potencial de -1, 1 V,como habia sido descrito previa

e

segun comprueban los mismos autores.




La reduccion electrolitica del 6xido de adenina se ha
realizado (21 ) a pH 1,5. Para voltajes comprendidos .en-
tre 0,8y 1,0V y 2-a 4 mA no se aprecia una reduccidn Sig-
nificativa durante un tiempo muy prolongado. Al voltaje de
2V y una corriente de 90-116 mA el oxido se reduce conple
tamente en espacio de dos horas como se comprobo por el

cambio del espectro UV. A partir de esta disolucién se lo-

gro aislar adenina pura.

[Las sustancias 2-azoadenina y 2-azoadenina 1-N-6xi-

do originan dobles ondas muy semejantes a un pH 1,5. Sin
embargo,a pH 2,3 las ondas son muy diferentes; en este ca-

So se observa la onda de reduccidn de la adenina a -1 51 v,

pero cuando se trata de 2-azoadenina N-6xido no aparece -

bien definida referida onda al estar enmascarada por la fun

cion N-6xido. Los autores describen la reduccidn a otros

valores de acidez y los comparan con los resultados de las

electrolisis, adscribiendo, a través de las observaciones es

pectrofotométricas, los productos de reduccisn electrolitica

a los productos determinados espectrofotomeétricamente.

La purina (22 ) muestra dos ondas en disolucion &cida,

no apareciendo ninguna en disoluciones neutras o alcalinas.

[Los potenciales de semionda de ambas ondas se hacen progre

sivamente mas negativos al incrementar el valor del pH. El

potencial de semionda, E ) estd comprendido entre valores

12

2
dados por E,=-0,697-0,083 pH para la onda [ y -0,902-0,080pH
2

para la onda II. La temperatura y las dependencias de la co—




rriente con el tiempo de gota indican un proceso controlado
- .z --
por la difusién. La suma de las constantes de la corriente
de difusion se iguala aproximadamente a la onda unica de la
adenina en condiciones similares. La electrolisis a macro-
escala al potencial de la cresta de la onda I da un valor me--
dio de n = 2,2, Cuando la onda I se elimina mediante electro
lisis a potencial controlado, la onda I] ermanece inalterada
P 5 9

tanto en lo que respecta a la intensidad de la corriente como

al potencial.

rina. El producto de la onda I de la purina precipita con te—-—
trafenilborato de sodio, que es un reactivo eSpeci'flico del po-
tasio y de laé bases del amonio cuaternario, al tanto que no -
sucede lo mismo con una disolucidn de purina tratada idénti-

camente. " El polarograma del filtrado despues de la separa-

cion del precipitado producto de la onda | - tetrafenilborato no
muestra la onda II, eliminando asi la posibilidad de que la on

da Il sea debida a un producto de hidrolisis libre de nitrogeno,

tal como formaldehido.

La columbimetria preliminar a un potencial igual al maxi
mo de la onda II suministra un valor 9 para n en la reduccibdn
completa. Puesto que n, calculado a partir de la relacion exis

tente entre la plata depositada y el compuesto de electrolisis,

13



ceso. La determinacién polarografica del potencial de des-
composicion confirma que el producto de la purina corres-
podiente a la onda Il es semejante al producto de la adenina

en 1gualdad de condiciones indicandose el efecto catalitico de

los 1ones hidrbégeno.

en disolucidon no tamponada con bromuro de tetrabutilamonibo
0,05 M como electrolito de fondo. Se presenta asf una onda
unica en disolucidn &cida, existiendo dificultad de medir con
exactitud el valor de la corriente limite puesto que la onda se
presenta muy proxima a la sobretensidn del electrolito de
fondo, especialmente porque la corriente de descarga de fon-

do aparece a potenciales méas negativos en presencia de adenj

na.,

El tiempo de formacién de gota y las dependencias con
la temperatura para la corriente indican que la onda es de na
turaleza difusiva. Puesto que la constante de la corriente de
difusion es aproximadamente més baja de un 40% en tanpones
de Mcllvaine que en tampones cloruro y acetato, fosfato y ci-
trato, se sugiere que la adenina puede formar especies com--
plejas enlazadas debilmeniz con coeficientesde difusion maés
pequenos que la adenina no complejada. La presencia de ade
nina disminuye el potencial de descarga para el ibén hidroge-
no, en el que la onda de reduccidn de adenina no se observa
presentandose la descarga de fondo a potenciales mas positi-

VOS que en ausencia de adenina. La constante de la corriente

14
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de difusion en tampones cloruro y acetato es aproximadamen-
te 10,2 para disolucidn de adenina 0,2 mM. La disminucién
aparentemente lineal con el incremento de la concentracion
de adenina, se puede relacionar con el aumento de la sobreten

s16n de hidrogeno por la adenina. Cuando la concentracion de

adenina se incrementa,el hidrbgeno se reduce méas facilmente.

El potencial de semionda varia linealmente con el valor

de pH a fuerza idnica constante del tampbédn Mcllvaine: Ea =
2

= -0,975-0,090 pH. E, coincide estrechamente, en tampones
cloruro y acetato,con ezl valor en tampon Mcllvaine. A pH com
prendido entre 1,2 y 2,9, para el tampbn cloruro,el valor de
'E, se hace mis negativo con el incremento de la concentracibdn

2
de adenina, coincidiendo este hecho con la observacidn de Heath.

La posigilidad de que la onda de la adenina posea un cierto
caracter catalitico debido al hidrbgeno, méas que a la reduccidn
de adenina por si misma, estid amparada por el gran valor de
la relacion corriente-concentracidbn, por el cambio de la onda
hacia potenciales més negativos cuando se incrementa la con-
centracion de adenina y el valor de pH, y por la presencia en
la adenina de una estructura similar a la piridina, lo que co--
rrientemente se asocia con el carécter catalitico por el ion hi-

drogeno en la disolucidbn &cida.

La columbimetria a potencial controlado y la electroli-
s1S a macroescala confirman que la adenina se reduce en ca-
todo de mercurio. Los resultados columbimétricos obteni--

dos polarogréaficamente muestran una eliminacion completa




de la onda de la adenina cuando la electrolisis disminuye
hacia el nivel de la corriente de fondo, en cuyo punto han
pasado seis electrones. Este resurltado se obtiene tanto en
tampon cloruro como Ncllvairne, aunque en este ultimo caso
la corriente de difusion es un 40 % mas pequefia que en tam-
pones cloruro o acetato. EIl cambio del pH durante la culom
bimetria en disoluciones no tamponadas indican que durante

la reduccion se consumen 5 o 6 iones hidrogeno.

La reduccidn electroquimica de la purina y de la adeni
na supone asi una hidrogenacidn previa y finalmente una ro-
tura de la porcibn pirimidina del anillo. Este ultimo hecho
se apoya en que el imidazol,que posee una parte tipo bence-
no,es inerte, al tanto que la pirimidina se reduce polarogré

ficamente.

En resumen,Smith y Elving (22 ) demuestran que la pu-

rina se reduce en dos pasos 2e. EIl primero supone la reduc

cion de un enlace doble 1,6 para originar 1 , 6 dihidr‘opurina;
el segundo paso implica una reduccidn posterior, probable-
mente a 1, 2, 3, 6-tetrahidropurina que finalmente se hidro
liza dando 4-aminoimidazol. EI producto del primer paso de
reduccion 2e de la purina se oxida lentamente en presencia
de oxigeno para regenerar purina. La adenina presenta una
reduccion 6e (nica, que parece implica una hidrogenacidn
2e del doble enlace 1-6, en concordancia con las observacio
nes de erath (19 ) seguida de una reduccibébn 2e del doble en
lace 2,3, una desaminacibén en la posiciébn 6, posterior re-

duccion 2e del doble enlace 1,6 regenerado y rotura hidroli-

16



tica en posicion 2,3 para dar el mismo producto que en la re
duccion completa 4e de la purina. Bajo condicones polarogra ’
ficas coincidentes la desaminacidn de la adenina es desprecia
ble, resultando una onda 4e. La hipoxantina presenta sdla--
mente una reduccidn 2e para originar 2,3-dihidrohipoxantina,

que después se hidroliza.

En un trabajo posterior Smith y Elving (23 ) siguen una
metodologia analoga para el estudio de la reduccibdn de pilri--
midina-citosina y compuesto relacionados mediante examen
quimico, polarografico y espectrofotométrico. La pirimidina
se reduce inicialmente en posicibén 3,4 a través de un proceso
le para dar lugar a un radical libre que puede dimerizarse o
reducirse a 3 y4-dihidropirimidina en un proceso le. La Glti-
ma sustancia se puede reducir posteriormente, a través de un
proceso 2e, a tetrahidropirimidina. La 2-amina y 2—-amino-4-
metilpirimidina se puede reducir en dos pasos con un electron,
para producir primero un radical libre y después el derivado
3,4-dihidro. La 4-amino-2,6-dimetilpirimidina produce una
onda Gnica con intervencidn de cuatro electrones, que fdcilmen
te sufre una reduccidn 2e a un compuesto 3,4-dihidro seguido
de una deaminacidn a 2,6-dimetilpirimidina, la cual se redu-
Ce€ en un proceso 2e a 2,6-dimetil-3,4-dihidr*opirimidina. La
citosina sufre una reduccién 3e, que probablemente supone una
reduccidon 2e del enlace 3,4-N =C, de desaminacién para for_
mar 2-hidroxipirimidina y una reducciédn le de la Gltima a un
radical libre que se dimeriza. La 2-hidroxipirimidina por si

sola muestra unicamente una reduccién le. Los productos
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dihidro y tetrahidro son inestables en disolucion acuosa. En
general las 4-aminopiridinas que .poseen la posicion 3,4 hidro
genada se desaminan facilmente para general un enlace redu-

cible 3,4-N =C,

R. Phillips (24 ) realiza posteriormente un amplio es-
tudio sobre nucleotidos adeninicos en relacidon a sus caracte-
’ o . . .« 7 N - ’ .
risticas de ionizacion, formacion de complejos metalicos y

e . -2
conformacion estructural en disolucidn.

Janik y Elving ( 6 ) sobre la base de los trabajos rese-
riados precedentenente)descr-iben el comportamiento polarogra
fico de nucleotidos y nucledtidos de purinas, pirimidinas, piri

dinas y flavinas.

La investigacion de las bases de purina en medids no -
acuosos ha sido iniciada por Yao y Musha (25 ). Estos auto-
res adoptan la purina como compuesto modelo para la reduc—-
cion de las bases de importancia biolbgica, empleando como
disolventes acetonitrilo y dimetilformamida. Siguen con este
fin una metodologia de voltametria ciclica y una electrolisis a
a potenciél controlado. La interpretacidbn de los resultados
la confirman mediante empleo de resonancia de esplin elec—--
tronico. Asi demuestran que en disoluciones neutras la pu-—
rina es reducida inicialmente en un proceso monoelectrdnico
controlado por la difusion a potenciales ligeramente negati-
vos, dando lugar a un anidn radical inestable que posterior-
mente sustrae un proton para producir un radical libre y un

anion de purina electroinactiva. EIl radical libre es facil—-
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mente desactivado por una dimerizacion rapida originando
un dimero de la purina, seguido de una reduccion posterior
monoelectrénica para resultar 1,6-dihidropurina. La adi--
cion de varios acidos a las disoluciones de purina da lugar

a la aparicion de una nueva onda a potenciales mas positivos
que la correspondiente a la purina original, lo que resulta -
atribuible a la reduccion bielectrbnica de las especies de pu-

rina N-protonadas para producir 1,6-dihidropurina.

En un trabajo posterior,Yao y colaboradores ( 26) es--
tudian la oxidacion voltamétrica de adenina-adenosina-guani-
na y guanosina en electrodo de carbon vitrificado en disolucio
nes acuosas a diferentes potenciales. En general observan
que los nucledsidos se oxidan a potenciales més positivos que
las correspondientes bases. Tanto unas como otros se adsor
ben fuertemente sobre la superficie vitrificada de carbén a
valores de pH proxinmos a la neutralidad, de manera que las
representaciones de concentracidn frente a las corrientes de
pico anodicas no son lineales. La adsorcidbn sobre el electro
do es muy dependiente de pH. A valores de é&ste pProximos a
4 se aprecian relaciones lineales entre la corriente de p1CO
anodico y la concentracidon. Las diferencias entre los poten
ciales de pico de cada una de las bases de la purina y de sus
nucledsidos son muy pronunciadas a pH comprendidos entre
2 y 4. Consiguientemente,es posible determinar simultanea
mente las purinas y su nucledsido en mezclas de composicidn

desconocida empleando tampdn Britton-Robinson en un margen

de pH coincidente con el sefialado uUltimamente .
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La polarografia de pulso ha sido empleada en la in—-
vestigacién de 4cidos nucleicos (27 ), asi como en polinu-
cleotidos (28 ) y en gran parte de sus bases electroactivas
(29 ); los nuclebtidos y s.us bases son adsorbidas muy inten
samente sobre la superficie del electrodo de mercurio. En
este sentido Flemming (30 ) ha estudiado la influencia de
la adsorcién de la adenina sobre el comportamiento en po--

larografia de pulso normal, observando los cambios de los

parametros convencionales.

En este mismo sentido Jehsen y col. (31 ) han estu--
diado el comportamiento de disoluciones de adenina 10 MM
en tampdn Mcllvaine de pH 4,8 y fuerza ionica 0,5 M tanto
en polarografia d.c. ,» polarografia a.c., polarografia de -
pulso normal y voltametria ciclica (incluyendo amperometria)
y polarografia con gota pendiente. As{ se ha. observado el
comportamiento de la adenina adsorbida y las reacciones qui
micas implicadas en el proceso de adsorcion. En esta des-
cripcion se ha observado el potencial de prepolarizacibn y
los periodos de tiempo durante los que se ha mantenido ese

potencial, asi como el periodo de tiempo en que se origina

una perturbacibén.

Este mismo aspecto polarografico de la adsorciédn de
la adenina y de sus derivados 9-dioxialquilicos ha sido ana-
lizado por Stradins y Kadysh (32 ), quienes han realizado
una investigacién polarografica D. M. E. en disoluciones -

fuertemente acidas comprobando que el proceso esta go-




bernando por la difusion de los respectivos cationes,

pero que,a valores de pH que excedan de los correspondien

tes pK termodinamicos,la reduccion esta limitada por la ci
a

nética de las moléeculas absorbidas no cargadas sobre la su

perficie del electrodo. Se ha ' observado la dependencia que

la corriente limite tiene de la temperatura,asi como la in--
fluencia de la concentracion del despolarizador y de la pre-
1 ' d 1 d 1€ 1
sion de mercurio. Han comprobado que la reduccidon pola-
rografica de la adenina, adenosina y sus derivados 9-dioxi-
alquilicos, en disolucidén acida, tienen lugar al captar seis
electrones por molecula. EI ataque del protéon sobre la mo

lecula es paralelo al ataque electronico durante la electro-

. p
reduccion.

Katz y col. (33) han seguido la adsorciébn de adenina
en la interfase mercurio-agua y los efectos sobre la mis—
ma del pH y fuerza ibnica. Con este fin han empleado po-
larografia a.c. de fase, habiendo obtenido indirectamente
la carga y tensidn superficiales y la isoterma de adsorcisn

a través de las curvas de capacidad. La adsorcidn se ha

descrito como isotermas de Frumkin con un factor de inter-

accidn que corresponde a la atraccidn entre las moléculas

adsorbidas a los potenciales que determinan.
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2.2. Antecedentes particulares.

Se ha indicado anteriormente que las descripciones
quimicofisicas de sustancias de niicleo pirimidopirimidino
no son muy profusas , sobre todo por el hecho de que al
tratarse de sustancias de sintesis de una aplicacion farma-
cologica limitada, las monografias se han restringido a unos
duantos de referidos productos. Entre estos el més estudia
do ha sido el denominado gen€ricamente como dipiridamol,
6 2,6-bis-(diztanol-amino)-4,8-dipiperidino-pirimido(5 ,4-d)
pirimidina,descrito por Kadatz ( 34), Pabst (35 ), Doerner
y Wick (36 j, y cuyas propiedades farmacolbgicas fueron
puestas de manifiesto por Spitzbarth (37 ), Tetzlaff (38 )
Jinemann ( 39) y Beisenherz ( 40). Posteriormente Zak y
col. (41 ) hacen una descripcion farmacolbégica de este pro_
ducto en donde recogen algunos aspectos fisicoquimicos del

mismo entre los que destaca su actividad fluorescente.

Ladanyi y col. (42 ),sobre la base de un trabajo ante
rior de Badoz-Lambling y Stojkovic ( 43 ), describen el com
portamiento electroquimico del dipiridamol en acetonitrilo
y sus aplicaciones analiticas. Estos investigadores pusie--
ron en evidencia, a traves de un estudio voltamperomeétrico,
la oxidacion del dipiridamol en dos etapas diferentes, con -

intervencion de un electrén en cada una de ellas. Durante




el primer paso se origina un radical libre evidenciable por

resonancia paramagnetica electrdnica. Este radical se trans

forma progresivamente en un producto en el que el potencial
de semionda es de 0,65 V. En medio basico la primer onda
voltamperometrica permanece inalterada. Los resultados

han sido aplicados a la determinaciéon culombimétrica de di

piridamol.

Brugger y Oliete (17 )describen el comportamiento
polarografico del dipiridamol en medios tamponados con -
acido tartarico-hidrdxido sédico Yy enuncian los potencia-

les de semionda correspondientes.

‘Ladanyi (44 ),en un estudio posterior,describe las pro
piedades quimicas y electroquimicas del dipiridamol como
indicador de oxidacion-reduccidn en medio no acuoso, y ha-
cen extensiva esta descripcidn a fenotiacina, 5 , 10-dihidro-
fenacina, N,N,N’ NZtetrametilbenzidina , 2,2=dipiridilo,

4,4’-dipiridilo, benzoxazol, benzotiazol y benzoditiol.

Binder y Ebel (16 ) realizan una determinacisdn de di—

piridamol mediante indicaciones amperomeétricas y potencio-

r [
metricas.

Gianturco y col. (45) hacen una descripcibdn muy am--
plia de la estructura electrbnica y propiedades quimicas del
dipiridamol y de otros derivados hidroxihomopurinicos con
aplicacion de aproximaciones Hiickel al estudio de los equi

librios ceto-endlicos correspondientes.
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Alain (46 ) describe la oxidacidn electroquimica de di-
piridamol en diversos medios acuosos y no acuosos. Esta
oxidacion se sigue en electrodo de platino y se aprecia que
puede ser mono o bielectrdonica seglin la naturaleza del disol
vente. En dimetilsulféxido y el cloruro de metileno se apre

cia la formacién de un nuevo compuesto estable junto a la oxi

dacion electroquimica.




3. PARTE EXPERIMENTAL




3.1. Material e instrumentacion.

3.1.1. Relacion de sustancias y reactivos.

Los derivados pirimidopirimidinicos objeto de nuestro

estudio han sido:

Sustancia (I)

Sinonimo R-A 255; peso molecular: 375,4; punto de fu-
sion 1872C.

Formula empirica: C, H._.N_.O

17 25 "7 3

Formula estructural:

/" \
_/

g N Nﬁ/N O
| N/
v _ N

N
-
HyC 7 TCH;- CH,-~OH

2,6-bis(morfolino)-4- E @ -hidroxi-etil)-metilamino| pirimido

[5 ,4d] pirimidina

26




Su solubilidad ,a temperatura ambiente,(peso-volumen)

es ,.en valores aproximados:

En cloroformo

En cloruro de etileno

En benceno
En dioxano
En acetona
En etanol

En metanol .
En eter

En agua

Wy soluble en clorhidrico.

Coeficiente de reparto (n-octanol/tampén): log P = 2,19

e

Sustancia (II)

Sinonimo R-A 433; pseso molecular 387,5; punto de fu-;

sion 176°C.

Formula empirica: C

18

Hy5N-,O4

e e T = T = T = Y =S S =

225
;130
:130
:400
:450
:480
:620
:50000
:20000
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Formula estructural:

2,4,6-tris(morfolino)-pirimido [5 , 4d] pirimidina.

Su solubilidad a temperatura ambiente (peso-volumen) .

es en valores aproximados:

En cloruro de etileno 1:6

En dioxano | 1:18

En eter acético 1:90

En acetona + 1:130
En etanol | 1:630
En agua | 1:35000
En ClH 0,1 N 1330

Coeficiente de reparto (n-octanol/tampédn): log de P = 2,50
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Los reactivos empleados en las diversas partes de es-

ta Memoria se enumeran a continuacién:

Acido citrico; fosfato monopotésico; fosfato bipotasico;
cloruro potasico (todos Probus); fosfato disddico; glicina; clo
ruro sodico; hidroxido sédico (todos Merck,calidad analitica);
acido acético; acido sulfiirico (ambos Probus,quimicamente --
puros); acido bbérico (Panreac,purisimo); cloruro de litio (U.C. °
B. calidad analitica); etanol(Doesder purisimo); &cido clorhidri

co (Merck); hidréxido potasico (Probus);ftalato potasico (Merck)
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3.1.2. Espectrofotometria de absorcion.

Se han empleado los siguientes espectrofotdmetros:
Beckman DBGT Spectrophotometer, de doble haz , con célula
de cuarzo de 1 ecm y registro grafico. Beckman DU 2 Spectro_
photometer, de haz sencillo para medidas puntuales y también

para células de cuarzode 1 cm.

3.1.3. Polarografia convencional.

El polarografo utilizado ha sido un PO4 de la casa Radio-
meter,disefiado para polarografia de precision con corriente con
tinua. EIl rango de potencial est4d comprendido entre +0,5V y
-3,0V. Sensibilidad,0,02 a 200 4L A para toda la escala de re-
gistro, con una anchura de 250 mm igual a 100 divisiones. Sen-
H = a 8.10-7A/mm. Avance del

papel de registro, 2, 4 y 8 cm/min. Su margen de utilizacién
| -2

sibilidad de corriente de 8.10

y 10-6M.

viene dado por concentraciones comprendidas entre 10

3.1.4. .Polar‘lografi'a oscilografica.

Los registros oscilopolarogréaficos se han obtenido con un

modelo Chemtrix-SSP-3.

Los polarogramas y voltagramas pueden almacenarse du-
rante un tiempo superior a una hora. La pantalla posee una cua

dricula de 5 pulgadas. Permite el estudio de disoluciones cu-
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yos margenes de concentraciones estén comprendidos entre

10_..3 y 10_6M. Con tecnica especial (stripping) es posible me

dir del orden de 10—9M . EIl barrido, tiene un rango: 0,01,

0,02, 0,05, 0,10, 0,20 y'l,OO s/div; en un tiempo total de.O,l,
054, 055, 1,0, 2,0 y 10,0s. Rango de potencial de barrido:

0,5, 1,0y 2,0 V, siendo el potencial de partidad desde +2,0

a -2,0 V. EI periodo entre la caida de la gota y el inicial del
barrido (tiempo de retraso), es ajustable desde 1 a 11 segundos.,
Es posible una.lectura de 3 digitos de la amplitud de corriente
entre los puntos de referencia y de medida; el punto de referen
cia y de medida es ajustable por medio de un control de preci-
cision de 10 vueltas. La sensibiliaad de la corriente es de 0,1

a 100 M A/div. EI voltaje puede aj'ustar-se desde 1mV /div, a
10 V/div. La vida de la gota se puede regular entre 0,5 y 12 s.

3.1.5. Culombimetria

Se ha utilizado un polarbégrafo AMEL modelo 471, que

puede proporcionaY potenciales comprendidos en intervalo

! 4995 mV.

do de referencia.




En la realizacion de los polarogramas convencionales

se utilizd un electrodo de gotas de mercurio frente al de ca_

lomelanos saturado.. .

3.1.6. Potenciometria.

Se ha empleado un potenciémetro Radiometer PHM64,

~modelo digital provisto de un sistema de microelectrodos com

binados GK 2401 C. También se ha empleado un potenciome-

tro Radiometer PHM22.
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3.2. Resultados experimentales

3.2.1. ESpectrofotometrid UV y V de disoluciones de 2,6-
bis(morfolino)-4- [( ﬁ --hidroxi-etil)-—metilamino] pirimido LS ,4d]
pirimidina: (I) y de 2,4, 6-tris(morfolino)-pirimido [5 ,4c:ﬂ pirimi-
dina (II).

Se han registrado los espectros UV y V de las sustancias

(I) y (II) en medios clorhidrico y Britton-Robinson.

Para la obtencion de los espectros en medio clorhidrico
se partidé de una disolucién madre de las sustancias (I) y (II)

10_3M en etanol.

Todas las disoluciones de &cido clorhidrico utilizado se
obtienen por dilucién con agua destilada de acido clorhidrico
concentrado 11,636 N. Las disoluciones resultantes de este
acido se valoraron frente a KOH 0,5N previamente titulado con

patron primario de ftalato potasico.

S

Asi se prepararon disoluciones de estudio 4.10 "M en clor
hidrico y.se determinaron las absorbancias de las disoluciones
resultantes a 320 nm en células de cuarzo de 1 e¢m de espesor.
En todas las experiencias se utilizd como blanco el clorhidrico
correspondiente con un contenido en etanol andlogo al de las di

soluciones de las sustancias estudiadas.

Las disoluciones de acido clorhidrico en que se efectua-
ron las medidas de absorbancia fueron todas ellas de alta con_
centracion, y por eso no es posible efectuar en las mismas me

didas de pH con los potenciometros convencionales.

Para la obtencidén de los espectros UV y V en medio Bri-

tton-Robinson, se procedio del modo siguiente:
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3

A pa‘r‘tir' de disoluciones madre 10 "M de ambos com--
puestos disueltos directamente en amortiguador de Britton--
Robinson; se prepararon disoluciones de diferentes valores
de pH, con una concentracion final de estudio de 4. 10-5M ;
Se midieron las absorbancias de las disoluciones resultantes

a 320 nm. En todos los casos, el blanco es el tampo6n corres

pondiente.,

Asi se registraron los espectros UV y V correspondien- *
o

tes a disoluciones en medio Britton-Robinson de (I) y (II) 4.10 M

de diferentes valores de pH comprendidos entre 1,69 y 11;5'.

En las figuras 1,2,3,4 se presentan los espectros corres
pondientes a la sustancia (I) para los valores de pH de 2,65

y 7,81 y de la sustancia (II) para valores de 2,58 y 7,90.

En medio clorhidrico se obtuvieron los espectros UV y V

de ambos compuestos para concentraciones de ‘4cido compren-

didas entre 11,636 Ny O,011N.
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Fig. 4 .- Espectro UV y V de (II) 4.10—5M en B-R, pH = 7,90.




3.2.2. Polarografia éonvencional del 2,6-bis(morfolino)-4-

[( B -hidroxi-etil)-metil-amino] -pirimido [5 , 4 d] piri

midina, (I).

3.2.2.1. Polarogramas a distintos valores de pH.

Dada la poca solubilidad de esta sustancia en agua, se

ha preparado una disolucidén madre 0,5, 10-3M del derivado

pirimidopirimidinico en etanol. Se han tomado 2 ml de es-
ta disolucidn completando hasta 25 ml con los siguientes tam
pones: citrico-fosfato disbdico; fosfato monopotasico-fosfato
dipotasico y glicina en cloruro sodico-hidrbéxido sodico, abar

cando asi un margen de pH de 2,35a 11,80 y resultando una

S

concentracion final de estudio de 4,10 M. Los polarogra--

mas correspondientes a estas disoluciones se encuentran en

las fig. 5-10. \

dre 0,5.10 "M de la sustancia en Britton-Robinson de reser

va. Los valores de pH en esta ocasion estdn comprendidos

entre 1,85 y 11, 20.
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Fig. 7 .- Polarogramas de disoluciones 4.10
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Mde ( 1 )en amortiguador de glicina en CINa - NaOH a
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Fig. 10 .- Polarogramas de disoluciones 4.

= 252C.

-0,4V.h=66cm. T

Origen

diferentes valores de pH
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66 cm. T = 25°C.

. = Polarogramés de disoluciones 4. 10-5M de ( I ) en amortiguador de Britton-Robinson a
diferentes valores de pH. Origen -0,4V. h
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Valores de 1

gréaficas de disoluciones 4.10

de pH,en los medios que se indican. Origen -0,4V. h = 66 cm.

L =2o2C

TABLA |

y E, correspondientes a las ondas polaro-

5M de ( I ),a distintos valores

Amortiguador citrico 0,1 M-fosfato disédico 0,2M. -

pH

2,35
2,60
2,75
2,85
3,05
4,05
4,25
4,40
5,00
5,60
6,00

(%)

1, (mA)
dlf‘

0,225
0,225
0,232
0,232
0,225
0,217
0,217
0,225
0,232
0,240
0,232

i (wA)

2

0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,397
0,397

0,600(x*)
1,050()

1,620

1,560(max)

sual del puntc de inflexion.

"'EL

2(1)

0,515
0,520
0,540

0,550

0,560
0,620
0,640
0,655
0,710
0,755
0,785

(V) "E-,%(Z)

1,115
1,130 -
1,145
1,160
1,170
1,230
1,250
1,265 (%)
1,350 (»)
1,410
1,425

Valores determinados a partir del establecimiento vi-

(V)

49



Amortiguador PO4H2K 0,066 M-PO

5,85
6,20
6,55
6,65
6,95

7,15

1,35
{4710
8,00
8,25

0,240
0,240
0,240
0,240
0,240
0,240
0,240
0,240
0,240
0,240

1,605
1,350
1,200
1,050
0,960
0,900
0, 840
0,810
0,690
0,690

Amortiguador glicina 0,1 M

7,75
8,00
8,15
8, 40
8,55
8, 80
8,95
9,20

9,35

9,70
10, 30
11,55
11,80

- 0,240

0,262
0,262
0,255
0,270
0,285
0,315
0,255
0,255
0,255
0,240
0,240
0,240

0,690
0,630
0,600
0,570
0,370

HK, 0,066 M.

2

e e e e e e e el
————— e ———————

0,955
0,965
0,985

1,000 -

1,010
1,020
1,030
1,040
1.060
1,085
1,130
1,220
1,240

3(2)

1,420
1,430
1,445
1,460
1,465
1,475
1,490
1,510

15930 -

1,550

en ClINa 0,1 Ny NaOH 0,1 N.

1,525
1,530
1,550
1,570
1,580

(V)

S50




graficas de disoluciones 4.10

Valores de id Yy E

TABLA I

2

S

1 correspondientes a las ondas polaro

M de ( I ),a distintos valores

de pH,en medio Britton-Robinson. Origen -0,4V., h = 66 cm.
T=252C.D=6.s.c.=3MA. v=4cm/m.

pH

1,85
2,00
2,20
2,60
3,00
3,80
4,25
4,65
4,72
5,40
6,22
6,80
7,55
8,10
8,65
8, 80
9,50
10,25
10,68
11,15

1

0,255

0,240

0,240

0,225

0,240
0,255
0,255
0,255
0,255
0,255
0,270
0,270
0,240
0,360
0,330
0,270
0,240
0,255
0,240
0,270

i, (MA)

iy ( MA)

2

0,490

0,500
0,520
0,375
0,450
0,435
0,450

0,600(x)
0,750(%)

1,620
1,350
1,100
0,750

0,690

0,510

sual del punto de inflexibén,

-E

2(1)

0,490
0,500
0,520
0,540
0,585
0,640
0,680
0,700
0,710
0,770
0,835

0,880

0,940
0,985
1,020
1,030
1,080
1,140
1,170
1,210

(V)

(V)

(%)
(%)

(%) Valores determinados a partir del establecimiento vi-

S|




En las fig. 14,15,16 y 17 se han representado los va-
lores de los potenciales de semionda correspondientes al pri
mero y segundo paso de reduccion frente a la concentraciéon

5

protonica del medio para las disoluciones de (I) 4.10 *M co-

rrespondientes a las dos series de tampones empleados.

La dependencia de las alturas de onda para el primero

y segundo paso de reducciébn con el pH de disoluciones de

-5
(I) 4.10 M se presentan en las fig. 18-21.
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Fi1g. 14 .- Variacion del

potencial de semionda con el pH para el primer paso de reduccidbn de disoluciones 4, 10_5M

| o
de (I),en los anortiguadores que se indican en la tabla 1. -
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o _ o
3 5 - 7 g - 11 pH *
Fig. 15 .- Variacion del potencial de semionda con el pH para el primer paso de

S

reduccion de disoluciones 4.10 "Mde ( [ ). en amortiguador de B_R_?



-E, (V)

1,6

1,5

1,4

I3

1,2

1,1

2 4 bK =5,66 8 10 oH

Fig. 16.- Variacion del potehcial de semionda con el pH para el
=9

segundo paso de reduccion de disoluciones 4,10 M

de (I),en los amortiguadores que se indican en la ta-

bla I.
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Fig. 16 bis.- Variacion del potencial de semionda con el pH para

S

el segundo paso de reduccion de disoluciones 4.10 M

de ( I ),en los amortiguadores que se indican en la

tabla I.
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12
Fig. 17 .- Variacion del potencial de semionda con el pH para
el segundo paso de reduccion de disoluciones 4. 1OHSM

de ( I ),en amortiguador de B-R.
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Fig.18 .- Dependencia de la intensidad con el pH para la primera

-5

onda de disolucionesde ( I ) 4.10 M,en los amortigua_

dores que se indican en la tabla l.
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Fig.19 .- Dependencia de la intensidad con el pH para la segunda

S

onda de disolucionesde ( I ) 4.10 "M,en los amorti-

guadores que se indican en la tabla I.
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Fig.21 .- Dependencia de la intensidad con el pH para la segunda
5

onda de disoluciones de ( [ ) 4. 10 "M,en amortiguador

de B-R.
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3.2.2.2. Polarogramas de disoluciones de (I) de distinta concen-

tracion.

En las fig.22,23 yv 24 se presenta los polarogramas co-
rrespondientes a disoluciones de (I) de concentraciones com-

4_2.10'5M y 10'3-10"4M -

prendidas entre los valores 2. 10

en amortiguador Britton-Robinson, de pH = 1,85,

LLos valores de las alturas de onda y potenciales de se-

mionda se muestran en las tablas IIIl y [V.

[La dependencia de las intensidades con la concentracion,

para las dos ondas de reduccion se recogen en las fig. 25 y 26.

[.as alturas de onda, en los polarogramas en que apare-

cen maximos se han evaluado segun se indica en el trabajo de

H.H. G. Jellinek and J.R. Urwin ( 47).
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F e e e —— .

F'irg. 22 .- Polarogramas de disoluciones de (I) de diferen-

tes concentraciones en amortiguador de Britton-Ro-

‘binson, pH =1,85. Origen -0,4V; h = 66 cm; T=25°C.
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