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Resumen. Se describe la sintesis de la (E)-3-butil-8-estiri 1-1-propil-
xantina (A15Bu) a partir de 6-aminouracilo (6) y un estudio biolégi-
co con €l modelo experimental antiparkinsoniano de conducta de gi-
ro, en ratas de cepa Wistar. Al administrar el compuesto A15Bu en
ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en la sustancia
nigra parscompacta la asimetria motora se redujo en un 75 %.
Palabras clave: Antagonistas de receptores de adenosina, xantinas,
quimioselectividad, agentes antiparkisonianos, modelo de asimetria
motora.

Abstract. Herein we describe the synthesis of (E)-3-butyl-1-propyl-
8-styrylxanthine (A15Bu) starting from 6-aminouracil (6) and a bio-
logical study with the antiparkinsonian experimental model of rota
tional behavior using Wistar rats. When the xanthine derivative
A15Bu was administered to rats lesioned with 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) at the substantia nigra pars compacta, the asymmetric
motor behavior was reduced by 75 %.

Keywords: Adenosine receptors antagonist, xanthines, chemoselec
tivity, antiparkinsonian drugs, asymmetric motor model.

Introduccién

La adenosina es una mol écula producida en algunos 6rganos y
tejidos que modula una gran variedad de funciones biol dgicas
en el sistema nervioso central (SNC) y periférico, su efecto se
Ileva a cabo a través de la interaccion con uno o més de los
cuatro subtipos de receptores que se conocen en la actualidad:
A1 Aon, Ay A3 [1]. Se ha propuesto que los subtipos A; y
A, juegan papeles complementarios en la regulacion de la &
denosina [2]. El subtipo A5 se expresa en células de tejidos
dafiados o inflamados y facilita la movilizacion del calcio in-
tracelular [2]. Las funciones del subtipo A; no se han caracte-
rizado totalmente pero los compuestos gue activan o inhiben a
estos receptores son estudiados por su potencial uso terapéuti-
co en enfermedades del corazony el cancer [3].

L as metilxantinas como lateofilina (1) son conocidas des-
de hace mucho tiempo por sus efectos estimulantes sobre el
SNC debido a su efecto blogueador de los receptores de ade-
nosina, aunque no son antagonistas selectivos; sin embargo, se
ha reportado que los antagonistas de los receptores adeno-
sinérgicos del subtipo A,, pueden ser Gtiles como agentes
antiparkinsonianos; no obstante, se desconocen muchos aspec-
tos del papel que desempefian en dicho padecimiento [4].

Se ha descubierto un gran nimero de antagonistas A, muy
selectivos entre los que se incluyen por ejemplo, derivados de
xantinas, adeninas, 1,2,4-triazolo[1,5-a]quinoxalinas y pirazo-
10[3,4-d]pirimidinas como 2, 3, 4y 5, respectivamente (Fig. 1).

Los compuestos derivados de la teofilina (1) que con-
tienen en la posicion 1 a grupos lipofilicos como el n-propilo
son reconocidos facilmente por los receptores de la adenosina
[5]. Ademas, se ha descubierto que el sustituyente estirilo con
isomeria (E) en la posicién 8 confiere selectividad por los
receptores adenosinérgicos del tipo A,, [6]. Por otra parte, re-

cientemente se ha reportado la participacion de los receptores
A, en las conductas motoras [7] y se ha encontrado que los
nuevos antagonistas Ay, revierten los estados catal épticos in-
ducidos por farmacos antagonistas dopaminérgicos D; y D,
cuando son aplicados en el caudo-putamen [7]; dicha actividad
también se observa cuando disminuye la produccion de dopa-
mina [8]. Esto sugiere que |os receptores A,, modulan la acti-
vacion de los receptores D, regulando la transmisién GABA-
érgica estriadopalidal [9]. Otros estudios han demostrado que
el efecto estimulante de los antagonistas A, 4, se debe a un blo-
gueo de los receptores A,, en el estriado [10]. Se sugiere que
los antagonistas adenosinérgicos de tipo A,, tienen efectos
motoresy pueden revertir la asimetria motora o el estado hipo-
cinético; inclusive, se ha reportado recientemente que nuevos
antagonistas A,, Se encuentran ya en lafase Il de experimen-
tacion [11]. Nosotros nos hemos interesado en la sintesis de
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xantinas como probables antagonistas de receptores de la
adenosina selectivos, con efectos sobre la conducta motora y
por tanto, como agentes antiparkinsonianos que permitan una
nueva terapéutica contra esta enfermedad neurodegenerativa.
La sintesis de la molécula modelo se llevd a cabo tomando
como base la experiencia lograda en la sintesis de otros deri-
vados xantinicos [12, 13].

Resultados y discusion

La sintesis de la xantina A15Bu funcionalizada en posiciones
1-, 3-, ¥y 8- sellevo a cabo a partir del 6-aminouracilo (6) de
acuerdo con el esquema de trabajo mostrado en laFig. 2 [12].

Para llevar a cabo la alquilacion selectiva de 6 en posi-
cion 3, seforma in situ el derivado trisililado utilizando canti-
dades practicamente equimolares de hexametildisilazano
(HMDS) y cantidades cataliticas de (NH 4),S0, seguido por la
adicion de un equivalente de yoduro de n-propilo. El derivado
alquilado 7 se aisla por precipitacion en agua, con un 92 % de
rendimiento en ausencia de producto dialquilado.

La nitrosacion quimio- y regioselectiva en posicion 5, pa-
ra obtener el derivado 8 se realiza utilizando nitrito de sodio
en medio acido acuoso. Nosotros hemos encontrado que los
mejores rendimientos (aprox. 80 %) se obtienen cuando la
reaccion se realiza a temperatura ambiente y dichos rendi-
mientos son equiparables o superiores a los reportados en la
literatura [14]. Los derivados nitroso son facilmente reconoci-
bles por su intenso color naranja y por la banda intensa en el
infrarrojo hacia 1510 cm-1 [15].

Para realizar la reduccién del grupo nitroso y obtener el
compuesto 9, se empled el método que utiliza ditionito de
sodio en medio bésico. Dado que la diamina 9 es muy inesta-
ble, ésta se debe someter de forma inmediata a la préxima
reaccion en ausencia de luz y oxigeno, para evitar la descom-
posicion. Con lo anterior ladiamina 9 se obtiene con un 65 %
de rendimiento.

La obtencion de la amida 10 se efectud haciendo reaccio-
nar €l acido trans-cinamico con ladiamina 9 y empleando el
clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida
(EDC) como agente acoplante, con rendimientos cuantita-
tivos. Esta es una reaccion totalmente quimioselectiva pues
solamente reacciona el grupo amino unido ala posicion 5.

Los datos espectroscopicos de IR y de RMN de proton
establecen que la doble ligadura del grupo estirilo permanece
inalterada, pues tanto el dato de 971 cm-1 como la constante
de acoplamiento de 15.8 Hz son caracteristicas para una doble
ligadura con estereoquimica trans[15, 16].

Sobre laamida 10 se puede realizar una aquilacién qui-
mioselectiva en posicidn 1 utilizando un equivalente de bro-
muro de n-butilo, en presencia de K,CO;, obteniéndose un
rendimiento del 76 %.

Finalmente, la reaccién de ciclizacion para obtener la (E)-
3-butil-8-estiri1-1-propilxantina se llevé a cabo por tratamien
tode 11 con una solucion acuosa de KOH, en metanol, a re-
flujo durante 3 h, con un rendimiento del 69 %.
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En la literatura, para caracterizar a compuestos uracilicos
0 xantinicos se han utilizado por lo general, los métodos es-
pectroscépicos de RMN, IR y Masas haciendo caso omiso de
la espectroscopia UV-Vis. En este articulo presentamos los
datos de UV-Vis de los derivados uracilicos 7, 8, 10 y 11 asi
como el de la xantina A15Bu que a igual alos obtenidos de
otros derivados en nuestro laboratorio muestran una gran utili-
dad en la elucidacion de sus estructuras; asi, 1os derivados del
6-aminouracilo con €l grupo (E)-estirilcarboxamido unido a la
posicion 5 generan espectros con | ., promedio de 270 nm,
en tanto que el derivado xantinico A15Bu muestra una absor -
cion en 342 nm.

Farmacologia

Para llevar a cabo la evaluacion de la xantina A15Bu, se uti-
lizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar, provenientes
del Bioterio Claude Bernard de la BUAP, con un peso de 250-
280 g los cuales fueron mantenidos en cajas de l&mina acrilica
las cuales fueron mantenidas bajo las mismas condiciones de
aguay alimento, con un ciclo de luz / oscuridad de 12 ~ 12 h,
aunatemperaturade 22 °C.

La evaluacion de conducta motora se realizo a través del
Modelo de conducta de giro: a un grupo de animales se les
administré 16 pg de 6-OHDA (disueltos en una solucién a
cuosa de &cido ascorbico a 0.1 %) en la sustancia nigra pars
compacta mediante una cirugia estereotaxica en las coorde-
nadas: AP =-4.9; L = +2.0; P=-6.5[17]. Ocho dias después
se evalud la lesion dopaminérgica administrando metanfeta-
mina (8 mg / kg via s.c.). Se consider6 el nimero de giros
ipsilaterales para cada roedor a partir de la administracién de
metanfetamina 70 min. Solamente 16 animales presentaron
diez o mas giros por min (Fig. 3).
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Quince dias después de la lesion, los animales fueron
divididos en el grupo control (n = 8) al cua se le administré
aceite mineral en dimetilsulféxido (DM SO) en una relacion
1:5y al grupo experimental (n = 8) sele administré el A15Bu
como probable antagonista A,, aunadosisde 1.0 mg/ kg via
s.c. Después de diez minutos a ambos grupos nuevamente se
les realizé la prueba de conducta de giro con metanfetamina
(8.0 mg / kg vias.c.) y se evalud el nimero de giros por 70
min (Fig. 4).

En laFig. 3 se muestrala evaluacién de lalesién dopami-
nérgica en la cual se conté el nimero de giros ipsilaterales
entre el minuto 10 a 70 después de la administracion de la
metanfetamina (8 mg / kg vias.c.) aambos grupos de ratas. Se
observé un incremento significativo del nimero de giros a
partir del minuto 20 hasta alcanzar un méximo en el nimero
de giros entre el minuto 40 a 70, respecto al grupo control. El
nuimero maximo de giros fue de 20.45 + 0.9 al minuto 40 y de
18.45 + 1.0 al minuto 60 de la administracion de la metanfeta-
mina. El grupo a que se le administré el vehiculo durante los
70 minutos de registro (triangulos, Fig. 3) no presentd giros
ipsilaterales.

Por lo tanto los siguientes experimentos para evaluar el
posible antagonista se realizaron entre el minuto 40 al 70
después de la administracion de metanfetamina. Cinco dias
después y bajo las mismas condiciones experimentales, se
administré el derivado de las xantinas A15Bu como probable
antagonista A,, arazon de 1 mg/ kg via s.c. a grupo experi-
mental y a grupo control el vehiculo. La administracion del
vehiculo se hizo diez minutos antes de la administracion de la
metanfetamina (8 mg / kg vias.c.).

Encontramos que hubo una disminucion del nimero de
giros aunque no significativa en el minuto cuarenta (Fig. 3).
Sin embargo, encontramos una diferencia significativa *p <
0.05 del 40 al minuto 70 de experimentacion. El decremento
significativo en el nimero de giros se inici6 a partir del minu-
to cincuenta y esta diferencia se mantuvo hasta el minuto 70,
en la cua hubo una disminucioén significativa de un 75 %
respecto a su grupo control (Fig. 4).

Asi, en este estudio mostramos que la asimetria motora
producida por el dafio dopaminérgico con 6-OHDA en la sus
tancia nigra pars compacta (Fig. 4) fue revertida cuando se
aplico el compuesto A15Bu como supuesto antagonista Ay, .

Parte experimental

Los puntos de fusion fueron determinados por la técnica de
capilar abierto en un fusiometro Melt-temp usando la escala
de grados centigrados y no fueron corregidos. Los espectros
de infrarrojo se midieron en un espectrofotometro NICOLET-
MAGNA FT-IR-750, los datos se expresan en cm-1, Los es-
pectros de UV fueron obtenidos en un equipo BECKMANN
DU-7000 empleando soluciones etandlicas al 98 %; las longi-
tudes de onda se expresan en nm. Los espectros de RMN de
1H y 13C se realizaron en un espectrometro JEOL eclipse a
400 y 100 MHz, respectivamente, utilizando DMSO-dg y
CDCl; como disolventes y las sefiales de los protones rema-
nentes de |os disolventes deuterados como referencia interna.
L os espectros de masas se determinaron a 70 eV en un espec-
trometro Hewlett Packard 5989A, acoplado a un cromatdgrafo
de gases Hewlett Packard 5990 serie I1; los datos se expresan
en relacion m/z.

6-amino-3-propiluracilo (7). En un matraz de fondo redondo
de 50 mL, provisto de refrigerante para reflujo, se prepara una
suspension de 5.08 g (40 mmol) de 6-aminouracilo, en 12.65
ml (60 mmol) de HMDS y 0.243 g (1.92 mmol) de (NH,),
SO,; lamezcla se calienta bajo atmosfera de argén y agitacion
magnética hasta llegar a reflujo con lo cual se obtiene una
solucion transparente y homogénea; después de 15 minutos se
disminuye la temperatura (40-50 °C), se afiaden 3.9 mL (40
mmol) de yoduro de n-propilo y el medio de reaccion se
calienta hasta reflujo. La reaccion se monitorea por CCF usan-
do como eluyentes CH.Cl,: CH;OH (9:1) hasta la desapari-
cion de la materia prima (aprox. 3 h). Se deja enfriar hasta 40
°C y se afladen 20 mL de solucion saturada de Na,S,04 (459 /
100 mL) con lo cual se obtiene una suspension que se agita
durante 30 minutos y a continuacion se agregan lentamente 20
mL de solucién saturada de NaHCO;. Se filtra a vacio, se
enjuaga con agua fria, benceno y finalmente con éter dietilico.
Rendimiento: 92 %. Polvo blanco amorfo: pf 267-269 °C (lit.
275 °C [14]); UV (EtOH) | . (€) 261 (3508) nm; IR (KBr)
Nax 2930, 1741, 1631 cm-L; RMN 1H (DM SO-dg, 400 MHz)
d 6.32 (2H, b, -NH,), 4.53 (1H, s, H-5), 3.59 (2H, t, -CH,-N-
3, J=7.32 Hz), 1.46 (2H, m, -CH,CH,CHs, 7.32 Hz), 0.80,
(3H, t, -CH,CH,CH,, J=7.32 Hz); RMN 13C (DMSO-dg, 100
MHz) d 163.67 (C-4), 154.53 (C-2), 151.92 (C-6), 74.66 (C-
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5), 21.52 (-CH,CH,CHs), 11.73 (-CH,CH,CH,); EMIE: m/z
(int. rel.): 169 [M]* (22), 127 (100).

6-amino-5-nitroso-3-propiluracilo (8). En un matraz de 50
ml equipado con embudo de adicion, barra magnética y at-
mosfera inerte se disuelve 7 (5 mmol, 0.84 g) en AcOH a 80
%, se comienza a agregar 10 mmol (0.69 g) de NaNO, disuel-
to en 5 mL de agua durante un lapso de 45 minutos. Al caer
las primeras gotas, la solucion cambia de color (de blanqueci-
na a violacea) y conforme se adiciona mas solucion de
NaNO,, aparece un sobrenadante naranja o amarillo intenso.
Al finalizar 1a adicion de la solucion de NaNO, se deja en
agitacion vigorosa durante 40 minutos mas y se enfriaa 0 °C
para que el producto precipite. Se filtra al vacio y se enjuaga
con agua fria. Se seca en un desecador a alto vacio. Rendi-
miento: 79 %. Polvo amarillo amorfo: pf > 300 °C; UV
(EtOH) | 1y (€) 320 (5920) nm; IR (KBr) ny,., 3294, 3185,
1511 cm~1, RMN 1H (DM SO-dg 400 MHz) d 11.37 (1H, b,
N;-H), 3.79 (2H, t, -CH,-N-3, J=7.32), 1.60 (2H, m, -
CH,CH,CH,, J=7.32), 0.89 (3H, t, -CH,CH,CH,, J=7.32);
RMN 13C (DMSO-dg, 100 MHz) d 161.84 (C-4), 150.27 (C-
2), 145.49 (C-6), 140.31 (C-5), 40.23 (-CH,-N-3), 21.37 (-
CH,CH,CHy,), 11.76 (-CH,CH,CH,).

5,6-diamino-3-propiluracilo (9). En un matraz de 100 mL
provisto con barra de agitacion y canasta de calentamiento, se
prepara una solucién de 10 mmol (1.98 g) de 6-amino-5-
nitroso-3-propiluracilo @) en 50 mL de NH,OH al 12.5 %
acuoso, la solucién color rojo intenso se calienta hasta que
alcance una temperatura cercana a los 70 °C, enseguida se
comienza a agregar e Na,S,0, (aproximadamente 3 equiva-
lentes, 0.522 g) en pequefias porciones durante un lapso de 10
minutos. La cantidad que se agrega debe ser suficiente para
gue la solucién se decolore. Inmediatamente se destila el agua
al vacio hasta que queden aproximadamente 15 mL de agua,
con lo cual se forma un precipitado cremoso, que se filtra ra-
pidamente al vacio y se somete ala préxima reaccién debido a
su inestabilidad ante el ambiente. Rendimiento: 60-65 %.
Aguijas cristalinas amarillas, descomponen antes de fundir.

(E)-6-amino-5-estirilcar boxamido-3-propiluracilo (10). En
un matraz de fondo redondo, provisto de barra de agitacion y
atmosfera inerte se prepara una suspension de 6.5 mmol (1.19
g) de 5,6-diamino-3-propiluracilo (9), 6.5 mmol (1.18 g) de
&cido trans-cinamico y 6.5 mmol (1.2 g) de EDC en 60 mL de
solucidén a 50 % de CH;OH y se deja en agitacion constante.
La reaccion se sigue por placa (CH.Cl,: CH;0H, 9:1) hasta
gue se consuma la materia prima (aprox. 10 h). Se enfria la
suspension a 0 °C y el precipitado formado se filtra a vacio
dentro de la campana de extraccion. El precipitado se enjuaga
con agua fria y después con CH;OH helado. Se seca a alto
vacio. Rendimiento: 76.9 %. Polvo blanco amorfo: descom-
pone antes de fundir; UV (EtOH) | .. (€) 272 (6670) nm; IR
(KBr) ny,a 3318, 3187, 1648 cmrL, RMN 1H ( DM SO-d;, 400
MHz): d 8.7 (1H, b, NH amida), 7.41 (6H, m, 5 arom. y -
CH=), 6.85 (1H, d, -CH=, J=16.08), 6.11 (2H, b, -NH,), 3.6
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(2H, t, -CH,N-3, J= 6.2), 1.5 (2H, m, -CH,CH,CH, J=7.32),
0.81 (3H, t, -CH,CH,CH,, J= 7.32); RMN 13C (DMSO-dq,
100 MHz): d 165.58 (C=0 amida), 161.15 (C-4), 150.49 (C-
6), 150.39 (C-2), 139.44(-CH=), 135.50 (arom.), 130.04
(arom.), 129.55 (arom.), 128.04 (arom.), 122.93 (=CH-),
87.69 (C-5), 40.20 (-CHN-3), 21.50 (-CH,CH,CH), 11.76
(-CH,CH,CHy).

(E)- 6-amino-1-butil-5-estirilcar boxamido-3-propiluracilo
(11). En un matraz de fondo redondo de 50 mL, provisto con
barra de agitacion y atmosfera inerte, se disuelve 1 mmol
(0.314 g) de 10 en 5 mL de DMF, ala solucion se agrega 1
mmol (0.138 g) de K,CO; y posteriormente se afiaden 1.5
mmol de CH3(CH,)sBr y se deja en agitacion constante; la
reaccion que se va siguiendo por CCF (CH,Cl,: CH;0OH, 9:1),
hasta que se consuma el material de partida. Se agregan 8 mL
de agua destilada y se forma un precipitado blanguecino que
se enfriaa 0 °C y posteriormente se filtra a vacio. Se purifica
al disolverse en 5 mL de DMF y precipitando por la adicién
de 10 mL de agua, se filtra a vacio y se seca adicionando 15
mL de éter dietilico. Rendimiento: 66 %. Polvo blanco amor-
fo: pf 273-274 °C; UV (EtOH) | ... (€) 271 (8523) nm; IR
(KBr) npax 3319, 1731, 1652 cm-1; RMN 1H (CDCl;, 400
MHz): d 8.14 (1H, b, -NH amida), 7.30 (5H, m, arom.), 6.76 y
7.55 (1H, d, -CH=, J=15.36), 5.82 (2H, b, -NH,), 3.78 (4H, m,
-CH,-N-1y -CH,N-3, J=7.32), 1.58 (4H, m, -CH,CH,CH3, y
-CH,CH,CH,CH, J=7.32), 1.36 (2H, m, -CH,CH,CH,CH,
J=7.32), 0.91 (3H, t, -CH,CH,CH,, J=7.32), 0.88 (3H, t, -
CH,CH,CH,CH,, J=7.32); RMN 13C (CDCl,, 100 MHz) d
165.89 (C=0 amida), 160.13 (C-4), 150.06 (C-6), 148.52 (C-
2), 142.17 (arom.), 134.41 (-CH=), 130.06 (arom.), 129.39
(arom.), 128.90 (arom.), 128.03 (arom.), 119.88 (=CH-),
92.05 (C-5), 43.43 (-CH,-N-3), 43.20 (-CH,-N-1), 30.11
(-CH,CH,CH,CH;), 21.20 (-CH,CH,CH,), 20.09 (-
CH,CH,CH,CH,), 13.75 (-CH,CH,CHj), 11.37 (-
CH,CH,CH,CH,).

(E)-3-butil-8-estiril-1-propilxantina (12). Se solubiliza 1
mmol (0.369 g) de 11 en 4 mL de solucion de KOH al 20 %,
se adicionan 30 mL de metanol, se calienta hasta reflujo du-
rante 3 horas, la reaccion se monitorea por CCF (CH,Cl,:
CH;0H, 9:1). Cuando se ha consumido la materia prima se
adiciona lentamente HCI conc. hasta que el pH ~3. Se enfria
para precipitar €l producto, posteriormente se filtra al vacio y
se adicionan 15 mL de agua fria, finalmente se seca adicio-
nando 15 mL de éter dietilico. Rendimiento 69 %. Polvo blan-
co amorfo: pf 278-280 °C; UV (EtOH) | . (€) 342 (8785)
nm; IR (KBr) np, 3388, 1705, 1662, 1642 cm-1;, RMN 1H
(CDClg, 400 MHz): d 13.20 (1H, b, N-H), 7.36 (5H, m,
arom.), 7.09 y 7.77 (1H, d, -CH=, J= 15.36), 4.19 (2H, t, -
CH,-N-3, J=7.32), 4.11 (2H, t, -CH,-N-1, J=7.32), 1.80 (4H,
m, 2 -CH,CH,CH, y -CH,CH,CH,CHj, J=7.32), 1.43 (2H, m,
-CH,CH,CH,CHj, J=7.32), 0.99 (6H, m, -CH,CH,CH, Y
CH,CH,CH,CH,, J=7.32); RMN 13C (CDCl,, 100 MHz): d
156.00 (C-6), 151.40 (C-2 ), 150.98 (C-8), 149.9 (C-4),
137.03 (=C-), 135.71 (arom.), 129.39 (arom.), 128.98 (arom.),
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127.28 (arom.), 115.39 (-C=), 107.37 (C-5), 43.83 (-CH,-N-
3), 43.61 (-CH,-N-1), 30.16 (-CH,CH,CH,CHs), 21.5 (-
CH,CH,CH,), 20.11(-CH,CH,CH,CH3), 13.88(-CH,CH,
CH,), 11.51 (CH,CH,CH,CH,); EMIE: m/z (int. rel.): 352
[M]* (100).
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