DEPARTAMENTO DE QUIMICA INORGANICA FARMACEUTICA

“DEGRADACION DEL 4,5-DIAMINO-2,6-DIOXO-3-METIL-1,2,
3,6-TETRAHIDROPIRIMIDINA EN DISOLUCION ACUOSA”

C. Valenzuela Calahorro*, A. Matilla Herndndez
SUMMARY

The cinetic of the degradation process of the 4,5-diamine-2,6-dioxo-3-methyl-
1,2,3,6-tetrahidropyrimidine has been studied in aqueous solution. The final pro-
duct of the degradation process has been characterized by means of chemical ana-
lysis, espectrofotometry of mass, IR, NMR, suggests that the formula corresponds
to 1,6-dimethyl-2,4,7,9-tetrahidroxypyrimido<4,5, h pteridine.

RESUMEN

Se ha estudiado la cinética del proceso de degradacion del 4,5-diamino-2,6-
dioxo-3-metil-1,2,3,6-tetrahidropirimidina en disolucién acuosa. El producto fi-
nal del proceso de degradacion se ha caracterizado mediante andlisis quimico, es-
pectrofotometria de masas, IR y RMN, sugiriendose para el, la formula corres-
pondiente al 1,6-dimetil-2,4,7,9-tetrahidroxipirimidina<4,5, h-pteridina.

INTRODUCCION

Las 4,5-diamino-pirimidinas, en estado solido son consideradas co-
mo bastante estables, sin embargo en disolucion acuosa casi todas ellas
(1,2,3,4,5), excepto los derivados 2-tio (1,6), se degradan en un perio-
do de tiempo mds o menos largo, dando a sus disoluciones coloracio-
nes diversas y pasando por un estado intermedio en el que se suele pre-
sentar fluorescencia. Las reacciones que se producen en estas transfor-
maciones se conocen desde hace afios (1,7), asi como el tipo de com-
puestos formados.

* Direccion actual. Departamento de Quimica Inorganica Facultad de Ciencias.
Universidad de Extremadura.
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La velocidad con que transcurre el proceso de degradacién citado
viene condicionada por diferentes factores tales como pH del medio,
concentracion del compuesto pirimidinico, concentracién de oxigeno
en la disolucion etc. No obstante su cinética no ha sido estudiada con
anterioridad.

El 4,5-diamino-2,6-dioxo-3-metil-1,2,3 ,6-tetrahidropirimidina (LH)
es susceptible de ser utilizado como ligando en la formacién de com-
plejos de coordinacion de potencial interés biolégico. Uno de los as-
pectos mds importantes a dilucidar, como paso previo a la sintesis de
tales complejos, es la estabilidad de LH en el medio de reaccion. Por
ello, se decidi6 a estudiar la cinética de degradaciéon de LH en disolu-
cion acuosa. Los resultados obtenidos se exponen en la presente me-
moria.

PARTE EXPERIMENTAL

El 4 5-diamino-2,6-dioxo-3-metil-1,2,3,6-tetrahidropirimidina utili-
zado, fue previamente sintetizado siguiendo un método descrito en
bibliografia (8) y caracterizado en la forma indicada en un trabajo an-
terior (9).

Los espectros de absorcion en la zona UV asi como las correspon-
dientes medidas de absorbancia, se han efectuado en un espectrofoto-
metro Beckman DB-GT, provisto de registro grafico y utilizando célu-
las de cuarzo de 1cm de expesor 6ptico, termostatizadas mediante un
equipo Selecta.

Los espectros de RMN, IR y de masas se han obtenido en equipos:
Hitachi — Perkin Elmer R-20B de 60 Mz, Beckman IR — 246 y espec-
trometro de masas Hewlett Packar 5930 — A, respectivamente.

Los anilisis elementales han sido realizados en el Instituto de Qui-
mica Bio-Orginica del C.S.I.C. en Barcelona.

RESULTADOS Y DISCUSION

El 4,5-diamino-2,6-dioxo-3-metil-1,2,3 6-tetrahidropirimidina en
fase solida es estable hasta una temperatura de 240°C, segun se dedu-
ce de sus diagramas de andlisis térmico (9). Sin embargo, en disolucién
acuosa descompone a temperatura ambiente. Este proceso de descom-
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posicidon puede seguirse facilmente ya que se manifiesta por la progre-
siva disminucién de intensidad y posterior desaparicion de la banda
centrada a 285 nm. en el espectro de esta sustancia (fig. 1), banda que
corresponde a una transicion n —» « * en la especie molecular de LH
(9), lo que sugiere la posibilidad de que la degradacion afecte directa-

mente a un dtomo de nitrégeno bdsico de los sustituyentes del nicleo
pirimidinico.
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Figura 1.- Variacién del espectro de absorcion en el UV del 4,5-diamino-2,6-dio-
x0-3-metil-1,2,3,6-tetrahidropirimidina. [ LH ]0= 6.107M.
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Figura 2.- Variacion de la absorbancia en funcion del tiempo, de varias disolucio-
nes acuosas de LH a 25°Cy A =285.



ARS PHARMACEUTICA 353

El orden parcial del proceso respecto de (LH) ha sido calculado si-
guiendo el método diferencial de Vant Hoff, a partir de las curvas de
la figura 2 obtenidas todas ellas a 25°C.

La representacion de las velocidades iniciales (dA/dt) vs. concentra-
cion, definen una linea recta (fig. 3) que ha sido ajustada siguiendo el
método de los minimos cuadrados, encontrando que su pendiente es

(da/dt)
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Figura 3.- Representacion de las velocidades iniciales de degradaciéon de LH en
funcion de su concentracion inicial en medio acuoso.
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1,01, y el coeficiente de regresion lineal r = 0,998. Por consiguiente,
puede considerarse que el proceso estudiado es de orden n = 1 respec-
to de [LH]. A efectos de comprobacion, los resultados experimentales
han sido representados en la forma, log A vs. t. de acuerdo con la ex-
presion resultante de la integracion de la ecuacion de velocidad corres-
pondiente a un proceso irreversible de orden n = 1 respecto de [LH],
encontrando un ajuste satisfactorio en todos los casos. En la figura 4
se incluye, a titulo de ejemplo, la representaciéon correspondiente a la
curva obtenida para [LH] 5.107°M.
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Figura 4.- Aplicacion del método integral para n=1, al proceso de degradacién de
LH en disolucion acuosa a temperatura ambiente.

Con objeto de determinar la variacion que experimenta la velocidad
especifica del proceso en funcion de la temperatura, se han obtenido
a partir de disoluciones de [LH] = 7,5.10—5M. Las curvas A vs. t. que se
representan en la figura 5, a partir de las cuales se han determinado los
valores que toma k a 10, 20, 30, 40 y 50°C, dichos valores de k se in-
dican en la tabla 1, en la que se observa que la velocidad especifica au-
menta con la temperatura, de manera que a 50°C la velocidad es unas
200 veces superior a la encontrada a 10°C.

El ajuste analitico de la recta definida al representar log K/T vs.
1/T (fig. 6), ha permitido calcular los valores que toma la entalpia y la
entropia de activacion del proceso.
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Figura 5.- Variacién de la adsorbancia en funcién del tiempo y medida a 285 nm
de una disolucion acuosa 7,5.10_5M de LH a 10, 20, 30,40 y 50°C.
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T(°k) e s desing® faagim !y
283 2,778
293 8, 333
303 40, 625
313 92. 583
321 416, 67

Tabla 1.- Velocidades especificas del proceso de degradacién de LH en disolucién
acuosa.[LH] = 7,5.10_5M.

AH= 21,97 Kcal/mol
AS= 6,4 cal K~ mor~!

Los valores de AH" y de AS* indican que, como suele ser habi-
tual, la formacion de la especie activada, a través de la cual transcurre
el proceso, tiene lugar en forma endotérmica y exoentrépica. Esto ul-
timo sugiere que la molecularidad de dicho proceso debe ser mayor
que la unidad.

A partir de AH* y AS™ se han calculado los valores que toma la
energia libre de activacién AG* para cada una de las temperaturas de
trabajo (tabla 2), valores que, segin puede observarse, son todos ellos
positivos, 1o que indica que la mencionada especie activada es, como
cabia esperar, de menor estabilidad termodindmica que el sistema ini-
cial y que dicha estabilidad decrece al aumentar la temperatura lo que
justifica que la velocidad especifica del proceso aumenta con la tem-
peratura.

En la tabla 2 se indican también los valores que toma la constante
de equilibrio K del proceso de formacion de la especie activada, la cual
varia entre 4,2 10-19 y 5,2 10~!7 mol™.aumentando con la tempe-
ratura.

Es de sefialar por otra parte que, de acuerdo con la bibliografia
(10, 11), el proceso de degradacion de los derivados 4,5-diamino-pi-
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Figura 6.- Variacion de la velocidad especifica del proceso de degradaciéon de LH
en disolucién acuosa dividida por la temperatura absoluta en funcion
del inverso de esta temperatura.
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T(°c) | & G (keal/mon) | K. 102 (mo1™'y 1
10 23, 80 0,42

20 23, 87 1,37

30 23, 94 5,41

40 24,00 17, 48

50 24,07 51,75

Tabla 2.- Energias libres de activacion y Constantes de fortnacion de la especie
activada de la degradacion de LH en disolucion acuosa.

rimidinicos se inhibe en presencia de sustancias reductoras, lo que ha
podido ser comprobado en nuestro caso, al observar que el espectro
UV de LH no sufre alteracion alguna, al menos durante dos semanas,
si en la preparacién de la disolucion se utiliza agua exenta de 02 y si
se mantiene sobre esta disolucion una atmosfera de Ns.

A la vista de ello, y de acuerdo con lo sefialado por Polonovski y
col. (1) y Blicke y col (7) se sugiere que la degradacion de LH en diso-
lucién acuosa tiene lugar mediante un proceso oxidativo.

El producto resultante de la mencionada degradacion de LH ha si-
do obtenido en fase s6lida, como un polvo de color amarillo que preci-
pita en las disoluciones acuosas envejecidas de LH. El andlisis quimico
de la fase sblida antes indicada ha suministrado los siguientes resulta-
dos C=43,08%, N=29,86%, H=3,59%, 0O=23,47 % los cuales condu-
cen a la férmula empirica C5H5N302.

En los espectros de RMN en dimetilsulféxido, aparecen sélo, dos
tipos de sefales, una de ellas entre 3,2 y 3,4 ppm. asignables a proto-
nes unidos a carbono y otra sefial sobre 12 pp, asignable a protones
unidos a nitrégeno. Las bandas mas significativas del espectro IR del
citado so6lido pulverulento de color amarillo aparecen resefiadas en la
tabla 3. Es de destacar la no existencia de bandas asignables a grupos
NH2 y la aparicién de las vibraciones caracteristicas de los grupos OH,
CHj3 y de los N-H anulares.
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-1

Frecuencia (cm ) Asignacidn
3480 y 3550 y (OH)
3020 rg (C-H)
3980 UL (C-H)
3350 p ( 3N-H) N-anular
1358 5 (C-H)
850 5§ { N-H) N-anular
1700 - 1600 ¥y (C=N) y (C=0)

Tabla 3.- Principales frecuencias de vibracion y asignaciones, correspondientes al
espectro IR. del producto final de degradaciéon de LH en disolucion
"acuosa.

Mediante espectroscopia de masas se ha intentado determinar la
masa molecular del compuesto en cuestion, pero en las condiciones ex-
perimentales en qué se opera, dicha sustancia es inestable y descompo-
ne rdpidamente para dar radicales de menor masa, entre los que se han
detectado al comienzo de la lectura los de masas iguales a:

256, 242, 213. 194, 185. En consecuencia la masa molecular del com-
puesto objeto de estudio debe ser superior a dichos valores.

Blicke y Godt (7) al estudiar compuestos similares al nuestro, lle-
gan a la conclusion de que el calentamiento a reflujo durante 12 horas
en presencia de HCI concentrado, da lugar a la formnacién de un nuevo
compuesto dimero del progenitor en el que se ha perdido parte de la
molécula del monémero de partida.Baudisch y Bogert tras estudiar di-
versos derivados 4,5-diaminoporimidinicos, llegan a la conclusién Ge
que como paso previo a la condensacién, el monémero sufre una oxi-
dacion selectiva de grupos imino, originando un nuevo compuesto que
es el que se condensa para formar el producto final.

Teniendo en cuenta los trabajos de Blicke y Godt, se ha tratado
1 g (6,4 10_3moles) de LH con una cantidad equimolecular de HCI
disueltos en 10 cc. de agua desionizada y la disolucion se hirvi6 a reflu-
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jo durante 12 horas, tras lo cual se obtuvo una fase sélida de color
amarillo. Esta se tratd con 10 cc. de NaHCOg al 5%, se filtro y se re-
cristalizé en dimetil-formamida, obteniendose un sélido pulverulento
de color amarillo cuyo andlisis elemental, espectro I.LR. y de RMN,
coinciden con los del producto obtenido en la degradacién espontdnea
de LH en disolucién acuosa.

A la vista de estos resultados y de los existentes en bibliografia ca-
be establecer que el producto final de degradacion de LH en disolu-
cién acuosa es el 1,6-dimetil-2,4,7,9-tetrahidroxi-pirimido-(4,5, h)-
pteridina y se sugiere que el proceso puede transcurrir en la forma que
se esquematiza en la figura 7.

El hecho de que en una primera fase del proceso de degradacion es-
tudiado, se observe fluorescencia en la disolucion, podra ser debido a
la presencia de derivados monociclicos resultantes de la oxidacion del
monoémero (12). Esta fluorescencia decrece en el tiempo, quedando
extinguida horas antes de que finalice la precipitacion del producto
final de la reaccién, como consecuencia probablemente, de la conden-
sacion del monémero, para dar lugar al compuesto ciclico final.

De todo 1o expuesto anteriormente se sugiere que la degradaciéon de
LH, en disolucién acuosa, es un proceso oxidativo que transcurre se-
gin el esquema de la figura 7 para originar 1,6-dimetil-2,4,7,9-tetrahi-
dro-pirimido-(4,5 ,h)-pteridina.

Dicho proceso se puede inhibir mediante la adicion de antioxidan-
tes al medio, o utilizando agua exenta de 02 y atmosfera de nitrégeno,
siendo este ultimo un procedimiento adecuado, si se quiere evitar in-
terferencias a la hora de estudiar las propiedades de LH y su capacidad
complejante.

Es de sefialar, por otra parte, que a partir de LH se puede obtener
la 1,6-dimetil-2,4,7,9-tetrahidroxi-pirimido-(4,5,h)-pteridina con un
rendimiento del 29 % y con un buen grado de pureza, siguiendo el mé-
todo preparativo antes indicado.
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Figura 7.- Mecanismo de degradacion de LH en disoluci6én acuosa.
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