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1.ANTECEDENTES

1.1. Garrapatas

Los &caros, o garrapatas, son artropodos hematéfagos obligados que
practican parasitismo en animales y humanos, por lo que hoy en dia son
considerados como una plaga de gran importancia que afecta tanto a la fauna

doméstica como a la silvestre, asi como al ser humano directamente’.

Actualmente se tiene registro de mas de 800 especies de garrapatas
divididas en 3 familias: Nuttalliellidae, Ixodidae (garrapatas duras) y Argasidae

(garrapatas blandas)?3.

El acaro Rhipicephalus microplus (antiguamente Boophilus microplus) es el
ectoparasito mas importante en el ganado*. Es una especie muy importante
debido a las significativas pérdidas econdmicas en regiones tropicales vy
subtropicales que produce alrededor del mundo® al igual que por ser un vector de
transmicion de enfermedades como rickettsiosis, babesiosis, anaplasmosis vy

borreoliosis (enfermedad de Lyme)®, entre otras.

1.1.1. Impacto en el ganado

El impacto mas importante de las garrapatas sobre el ganado es la
transmision  microorganismos (bacterias y protozoarios) causantes de
enfermedades que ocasionan severas pérdidas econémicas en la produccion de

leche y carne, asi como restriccion en el trafico de ganado’.



La anaplasmosis es una infeccidn no contagiosa del ganado bovino. Se
caracteriza por anemia e ictericia asociadas con la presencia de ciertos cuerpos
en los eritrocitos, llamados anaplasmas®. Esta enfermedad es probablemente el
factor de mayor importancia que afecta a la ganaderia mundial, es producida por
la bacteria Anaplasma marginale transmitida al ganado por medio de la mordedura
de garrapatas®.

La babesiosis bovina es una enfermedad febril transmitida por garrapatas y
causada por uno o mas parasitos protozoarios del género Babesia que
generalmente se caracteriza por una lisis eritrocitica extensiva que conduce a
anemia, ictericia, hemoblobinuria y muerte.

Ademas de actuar como vectores de anaplasmosis, las garrapatas pueden
ser afectar al ganado y generar grandes pérdidas econdmicas debido a sus
efectos directos, como en el caso del dafo causado por mordeduras de
garrapatas, que disminuye el valor de pieles para la manufactura de cueros?. Por
otro lado, la saliva de ciertas especies de garrapatas contiene toxinas que pueden

causar desde problemas de eczema hasta paralisis'”.

1.1.2. Impacto en animales domésticos

Al igual que en el ganado, existen diferentes babesiosis que pueden afectar
tanto a perros como caballos, algunas de las cuales son altamente patogénicas.
Asi mismo, erlichiosis causadas por la infeccion de Erlichia canis en perros, son en

muchas ocasiones fatales?.



1.1.3. Impacto en el ser humano

Las enfermedades humanas transmitidas por garrapatas han ganado gran
atencion desde el descubrimiento de la borreliosis de Lyme (LB), lo que estimulo
una cantidad considerable de investigacién. La LB es causada por Borrelia
burdogferi, una espiroqueta transmitida por ixédidos, y hoy en dia la enfermedad
transmitida por artrépodos mas comun en América del Norte y Europa con
decenas de miles de casos anuales?. Su principal manifestacion es una erupcién
anular en expansion caracteristica, acompafada en algunas ocasiones de mialgia,
artralgia y malestar; aunque también llega a manifestar meningitis aséptica y
artritis'2.

Otras especies de ixdédidos mordedores de humanos transmiten infecciones
virales causantes de la encefalitis europea transmitida por garrapatas y la
encefalitis rusa de primavera verano. Otras infecciones virales, tal como la fiebre
hemorragica de Crimea-Congo y la enfermedad de la selva de Kyasanur
transmitidas también por garrapatas, suelen ser mas severas y mortales?.

La rickettsiosis o fiebre de las Montafias Rocosas, es una enfermedad
causada por Rickettsia rickettsii que puede llegar a causar la muerte si no es
tratada adecuadamente. Puede manifestarse provocando erupciones cutaneas,
dolor de cabeza, mialgia y sintomas gastrointestinales, lo cual puede evolucionar a
manifestaciones mas devastadoras como gangrena, hemorragia y edema
pulmonar, miocarditis, fallo renal, meningoencefalitis y edema cerebral '3.

La importaciéon inadvertida de ganado infestado con garrapatas a Estados

Unidos a inicios del siglo XIX resultd en la propagacion masiva de garrapatas



Boophilus microplus en catorce estados surefios y la concurrente transmision de
babeosis bovina'™. Las pérdidas anuales estimadas en la industria ganadera
estadounidense atribuidas a garrapatas en 1906 ascendia a 130.5 millones de
dolares (hoy equivalente a mas de 3 mil millones de ddlares), lo que condujo a la
implementacion de un programa federal de erradicacién de garrapatas que se
completd en 19437,

Debido a la amplia prevalencia de garrapatas infectadas con patégenos en
México, el estatus de erradicacién estadounidense se mantiene empleando una
‘zona de amortiguamiento” de 500 millas a lo largo de la frontera ademas de
tratamiento obligado con acaricidas al ganado previo a la importacion a Estados

Unidos™>-16,
1.2. Control de las garrapatas

Los beneficios econdmicos de resolver los asuntos de la epidemiologia y
control de enfermedades transimitdas por garrapatas en las regiones ganaderas
del sur de Africa, América Latina, Australia y el sur de Estados Unidos motivo la
investigacion en los paises afectados asi como de companias internacionales de
salud animal, de desarrollar productos disefiados para proteger al ganado. La
mayoria de la literatura referente al control quimico de garrapatas consta de mas
de un siglo de investigacion y experimentacion de nuevos acaricidas (ixodicidas)
para el control de garrapatas en el ganado, estrategias para el empleo de

acaricidas y esfuerzos para mitigar los problemas de resistencia’’.



1.2.1. Control Quimico

Los tratamientos con agentes quimicos mas antiguos de los que se tiene
registro consistian en la aplicacion de mezclas de manteca de cerdo, azufre,
keroseno, aceite de algodon y petréleo crudo'®'9. Posteriormente la inmersion del
ganado en soluciones de arsénico revoluciond6 el control de garrapatas,
reemplazando rapidamente a el resto de los tratamientos: pero la evolucién de la
resistencia de las garrapatas a este tratamiento, el estrecho margen entre la
concentracion efectiva para el control de garrapatas y la concentracion toxica para
el ganado, y preocupaciones acerca de residuos toxicos en el tejido animal fueron
los factores mas importantes para el reemplazo de arsénico por insecticidas
organicos sintéticos después de la Segunda Guerra Mundial'’’. A partir de
entonces se han empleado se han empleado tradicionalmente comuestos
organoclorados?, organosfosforados?!, derivados arsénicos??, amidinas'’,
avermectinas?, carbamatos y piretroides?®* para el control quimico de las

infestaciones de acaros.

1.2.1.1.  Organoclorados

Los hidrocarburos organoclorados fueron los primeros compuestos organicos
usados como insecticida lanzados al mercado. Su efecto téxico radica en el efecto
que ejercen sobre canales de sodio en el axén, resultando en una fuga persistente
de iones sodio al exterior de la célula lo que resulta en la despolarizacion de la

membrana?®.
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Figura 1.1. Ejemplos de compuestos organoclorados usados para el control de garrapatas.

El diclorodifeniltricloroetano (DDT) y el hexaclorobenceno (Figura. 1.1)
fueron los primeros compuestos organoclorados usados como ixodicida®® 2¢ en la
década de 1940, sin embargo, pocos afos depués se presentaron los primeros
casos de resistencia. Posteriormente se retiraron del mercado ya que estos
compuestos son persistentes en el ambiente y causan un importante dafo

ambiental?’.

1.2.1.2. Organofosforados
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Figura 1.2. Compuestos organofosforados mas comunes usados para el control de garrapatas.

Los insecticidas organofosforados (OPs) son ésteres de acido fosférico o
tiofosférico (Figura. 1.2), y se encuentran entre los pesticidas mas usados en el

mundo para el control de plagas de insectos. Su toxicidad consiste en la inhibicion



de la acetilcolinesterasa, lo que ocasiona la acumulacién del neurotransmisor
acetilcolina afectando la transmision del impulso nervioso?.

En comparacion con los organoclorados, los organofosforados son
guimicamente inestables por lo que no persisten en el ambiente por mucho
tiempo'”.

Los organofosfatos estan generalmente categorizados como los pesticidas
mas toxicos para los vertebrados y estan estrechamente relacionados con los

gases nerviosos sarin, soman y tabin?°,
1.2.1.3. Carbamatos

Los carbamatos (Figura. 1.3) son ésteres de &acido N-metil (u
ocasionalmente  N,N-dimetil) carbamico®®. Actidan, al igual que los
organofosforados, mediante la inhibicién de la acetilcolinesterasa pero con tienen
una toxicidad en mamiferos muy baja. Desafortunadamente el valor de los
carbamatos para el control de garrapatas es limitado debido a la resistencia
cruzada con los ixodicidas organofosforados®-32, dicha resistencia generada por
las garrapatas ha minimizado o eliminado su utilidad en Australia, la mayor parte

de Africa y zonas de América Latina®3.

)
HN
o
X oo
0" N7
el
Carbaril Promacyl

Figura 1.3. Ejemplos de carbamatos usados en el control de garrapatas.
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1.2.1.4. Piretroides

Las peritrinas (Figura. 1.4) son una mezcla de compuestos naturales
encontrados en las flores del género Chrysanthemum. Son el agente mas antiguo
utilizado para el control de insectos debido a su efectiva actividad insecticida,

aungue son muy inestables ante condiciones ambientales (fotosensibles)34.
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Figura 1.4. Estructura quimica general de las piretrinas.

Los piretroides (Figura. 1.5) son compuestos sintéticos analogos a las
peritrinas con actividad insecticida mas potente y mayor fotoestabilidad que las
piretrinas. Actuan modificando los canales membranales de sodio/potasio,

resultando en la despolarizacion membranal?8.
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Figura 1.4. Ejemplos de piretroides usados en el control de garrapatas.



Generalmente se usan en bajas dosis y tienen una baja toxicidad hacia
mamiferos. El descubrimiento de un efecto sinergista entra deltametrina y
cipermetrina aplicadas junto con compuestos organofosforados, representd una
gran ventaja la estrategia para retrasar el desarrollo de resistencia, asi como una
disminucién econdmica importante en la formulacion de productos debido a la
disminucién en la concentracion de piretroides, relativamente mas caros que los
compuestos organofosforados afiadidos3°. En México, la resistencia a piretroides

por parte de garrapatas comenzo a desarrollarse en la década de 199036-37,

1.2.1.5.  Formamidinas

Estos compuestos suelen ser generalmente derivados fenil-disustituidos
con la combinacion de sustituyentes limitada a grupos cloro y metilo®® (Figura.
1.6). El mecanismo de accién planteado consiste en la inhibicién de la monoamino
oxidasa, bloqueo de la neurotransmision muscular e interaccion con los receptores

de octopamina®.

Los derivados de formamidina, al igual que los piretroides, han sido
utilizados como aditivo a ixodicidas organofosforados, desde la década de 1980,
para restaurar la eficacia de estos ante garrapatas resistentes a compuestos
organofosforados*®-4!. El clordimeform fue la primer formamidina introducida al
mercado, sin embargo, fue removida rapidamente en 1976 tras presentarse
evidencia de su carcinogenicidad*?. Tras resultados exitosos de pruebas de
amitraz para el control de garrapatas del género Boophilus en Australia®?3,

Estados Unidos** y Sudafrica®®. A pesar de su gran éxito, desde 1999 comenzo a



reportarse la resistencia a este pesticida en diferentes paises de gran importancia

ganadera como: México*!, Colombia*®, Sudafrica*’ y Brazil*®.

Formamidina Amitraz
Cl
T ey
N
SNXN :©/ D
| Cl
Clordimeformo Clenpirina

Figura 1.6. Formamidina y ejemplo de ixodicidas derivados.

1.2.1.6. Avermectinas

Las avermectinas son mezclas de compuestos naturales producidos por el
actinomiceto Streptomyces avermitilis. Son una familia de lactonas macrociclicas
(Figura. 1.7) con actividad nematocida, insecticida e ixodicida demostrada*®. Su
mecanismo de accidon consiste el rol de las avermectinas como agonistas de los
canales de cloruro activados por la union de GABA, lo que representa un flujo de
iones cloruro al interior de la célula y bloqueando el impulso eléctrico®.

Tratamientos eficientes para el control de B. microplus en ganado infectado
se han realizado con ivermectina, doracmetina y moxidectina administradas por
medio de inyecciones subcutaneas®® %' 52, al igual que aplicandolos directamente

sobre la piel®3-%4.

10



S |
HO,, O
y, W O
o 0O
a:R= CHQCHs
b: R= CHs

OH
Ivermectina (80a:20b)

Figura 1.7. Ejemplo de avermectina usada en el control de garrapatas.

A pesar de ejercer un efecto ixodicida de alta eficacia a muy bajas
concentraciones, el uso de avermectinas en el control de infestaciones de
garrapatas en el ganado se ve limitado por su elevado costo®®. Los primeros casos
de resistencia por parte de garrapatas a avermectinas fueron reportados en
Brasil®® en 2001, y en 2010 fueron documentados los primeros casos en México®’,
aunque se reportd que los niveles de resistencia a ivermictina eran aun
relativamente bajos.

El control quimico se ha vuelto ineficaz en algunas regiones debido a la
aparicion de garrapatas resistentes a estos productos. La resistencia es uno de los
mayores problemas, debido a que la disponibilidad de nuevos antiparasitarios es

cada vez mas escasa®d.

1.2.2. Control no quimico

A pesar de que el uso de ixodicidas sigue siendo el método mas eficiente y

confiable para el control de garrapatas en el ganado, el desarrollo de resistencia a

11



estos por parte de las garrapatas, asi como la demanda de alimentos libres de
residuos quimicos y el cuidado del ambiente, sugiere hoy en dia la utilizacién de
sistemas alternativos de control®®. Se han disefiado y desarrollado distintos
enfoques complementarios al uso de ixodicidas para crear estrategias integrales

de control contra garrapatas®%-¢1.

1.2.2.1. Control ecolégico

Consiste en realizar modificaciones en el habitat en el que se encuentra el
ganado con el fin de instituir condiciones adversas para el desarrollo de
garrapatas.

La introduccion de depredadores naturales de las garrapatas, tanto
silvestres (hormigas, aves silvestres) como domésticos (gallinas) pueden favorecer
la eliminacion de los parasitos®?.

La rotacién, descanso y quema de praderas consiste en descansos
obligados de las praderas con la finalidad de presionar a las garrapatas en su
etapa de vida libre al impedir o retardar que como larvas activas encuentren a su
hospedero para que mueran por hambre y deshidratacidn®,

La composicién y tipo de vegetacion tiene un efecto directo en la
sobrevivencia de las garrapatas, huevos y larvas. Las praderas con alta
vegetacion y arbustos proporcionan a las garrapatas un habitat ideal para su
desarrollo®. Por otro lado, el empleo de la vegetacién adecuada puede ser
también un buen método de control, ya que ciertas plantas, como las gramineas
forrajeas poseen la capacidad de repeler, atrapar u obstaculizar a las garrapatas
que buscan hospedero®°-66,

12



1.2.2.2. Control biolégico

Los agentes biolégicos que potencialmente pueden ser usados para el
control de garrapatas se clasifican en hongos entomopatégenos (Metarhizium sp;
Beauveria sp), bacterias (Cedecea lapagei, Escherichia coli y Enterobacter
aglomerans), nematodos entomopatdégenos (Heterorhabditidae y
Steinernematidae) y hormigas reguladoras (Solenopsis germinata, S. saevissima,
Camponotus rengira y Ectatomma cuadridens)®’. Todos estos agentes afectan

principalmente los estadios de vida libre de las garrapatas®®.

1.2.2.3. Seleccion de hospederos resistentes

El uso de ganado resistente a las garrapatas se puede lograr por la
seleccion de animales que presenten menos garrapatas, y su posterior
cruzamiento con otros animales con la misma caracteristica, asi como introducir
sangre cebu en el hato®°.

Las razas Bos indicus son mas resistentes a las garrapatas que las razas B.
taurus. Estudios mencionan que ganado B. indicus (cebu) presenta del 10 al 20%

menos garrapatas que ganado B. faurus (vaca y toro)®.

1.2.2.4. Vacunas

Actualmente se cuenta comercialmente con dos vacunas contra
Rhipicephalus. microplus denominadas TickGARD(PLUS)® en Australia vy
Gavac™ en América Latina. Las vacunas contienen el antigeno Bm86 que es una

glicoproteina aislada de R. microplus que se encuentra predominantemente en las
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células del intestino de la garrapata. Los anticuerpos anti-Bm86 aparentemente se
unen a la superficie de las células epiteliales del intestino de la garrapata e
interrumpen la endocitosis causando la lisis de las células y reduciendo la
capacidad reproductiva de las hembras repletas’.

Los efectos de la vacuna sobre la garrapata R. microplus son reducciones

de la capacidad reproductiva (50-90%), sin embargo, no produce mortalidad’?.

1.3. Colinesterasas

Las colinesterasas son un grupo de enzimas encargadas de regular los
niveles del neurotransmisor acetilcolina en el sistema nervioso central”®. Se
pueden clasificar como acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) vy
butirilcolinesterasa (BuChE, EC 3.1.1.8) de acuerdo a la diferencia de
especificidad hacia la hidrdlisis de acetilcolina y butirilcolina’.

La funcion fisiolégica de la AChE como reguladora de la sinapsis colinérgica
ha sido siempre bien reconocida’. Por otro lado, durante mucho tiempo se
desconocid el rol exacto de la BUChE, por lo que se consider6 como un agente
auxiliar de la AChE’>, sin embargo, actualmente existe evidencia que sugiere que
esta enzima desempefia un papel tan importante como el de la AChE en la
regulacion colinérgica en el sistema nervioso?®.

Si la actividad de las colinesterasas es suprimida por la presencia de un
inhibidor, carbamatos®!' y compuestos organofosforados?® tradicionalmente, la
normalmente rapida hidrolisis de acetilcolina liberada se lleva a cabo de manera

mas lenta, resultando en una sobreestimulacion de las células receptoras,
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manifestandose en una “crisis colinérgica” que puede resultar severamente

debilitante e incluso fatal’3.
1.4. Fenotiazinas

Las fenotiazinas son una familia de compuestos heterociclicos con dos
anillos o-fenileno unidos por un puente de azufre y un puente de nitrégeno’’. Fue
sintetizada por primera vez por Bernthsen, en 1883, durante el desarrollo de los
colorantes azul de metileno y cristal violeta, calentando difenilamina y azufre a
250-260 °C, obteniendo un rendimiento de 40%’8, a partir de entonces ha
desempenado un papel importante en la quimica de colorantes como compuesto
de inicio en la sintesis de colorantes de tiazina’. En 1934 se descubrieron sus
propiedades insecticidas® y poco después su uso como antihelmintico tanto en
animales como en humanos?®'. Esto trajo consigo un estadillo en la investigacién y
desarrollo de fenotiazina y sus derivados con aplicaciones farmacoldgicas. En la
actualidad, dichos compuestos se utilizan para distintos tratamientos médicos
debido a sus propiedades como antiséptico®?, antihistaminico y antialérgico®s,
antipsicético®*, asi como antioxidante para el tratamiento de sintomas de la

enfermedad de Parkinson8°.

- E 2 NH\ N(\/N\m
D T G

Fenotiazina
(Antihelmintico, Prometazina Clorpromazina
antiséptico, (Antihistaminico) (Antipsicético)
antioxidante)

Figura 1.8. Fenotiazina, nomenclatura y ejemplo de derivados con actividad biolégica.
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Entre sus blancos bioldgicos se encuentran la calmodulina®, proteasa
MALT18, y colinesterasas®, siendo estas Ultimas las relacionadas con la actividad
ixodicida.

Debido a su sitio activo relativamente grande y abundante en residuos
aromaticos, la BUChE es capaz de acomodar la estructura triciclica voluminosa de
fenotiazinas mediante interacciones tipo 1-1T con residuos de tirosina, fenilalanina,
histidina y triptéfano®® (Figura 1.9). La mayoria de las fenotiazinas biolégicamente
relevantes actuan inhibiendo selectivamente a la BuChE, presentan una
N-funcionalizacion, tipicamente un grupo alquilo con un atomo de nitrégeno
basico® (Figura 1.8.), aunque grupos acilo®', alcoxicarbonilo®, piridinil y pirazinil”’

también han demostrado tener actividad inhibitoria sobre la BuChE.

Figura 1.9. Simulacién de la interaccion de un compuesto derivado de fenotiazina (C1) con el
centro activo de BUChE mediante interacciones tipo m-m"’.

Teniendo en cuenta el modo de accion de las fenotiazinas sobre la BuChE

es posible disefiar nuevos compuestos con posible actividad inhibitoria sobre la
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BuChE, intercambiando la estructura triciclica de la fenotiazina por compuestos de

estructura similar como el fluoreno y el carbazol (Figura 1.10).

10 9
9 H 1 9 H
. 9a N 102, 8 g4 ~9a 1 8 8a N _ga 1
7 2 7 2
7 5 4 3 4b 4a 4b 4a
5 5 4 5 4
Fenotiazina Fluoreno Carbazol

Figura 1.10. Estructura, numeracion y similitud entre la fenotiazina, fluoreno y carbazol.

1.5. Carbazol

Los carbazoles son una familia de compuestos heterociclicos formados por
dos anillos o-fenileno unidos por un puente de nitrégeno.

El carbazol, también conocido como dibenzopirrol o 9-azafluoreno, es un
compuesto incoloro que cristaliza de benceno, tolueno y acido acético glacial. Fue

descubierto en 1872 en la fraccion de antraceno crudo del alquitran de hulla®.

1.5.1. Sintesis de carbazol

1.5.1.1. Sintesis de Graebe-Ullmann

Este método es de amplia aplicacion en la sintesis de carbazoles. Consiste
en tratar  o-aminodifenilamina con  acido nitrico para  producir
1-fenil-1,2,3-benzotriazol, el cual con calentamiento pierde nitrégeno para producir

carbazol con un rendimiento cuantitativo®.
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1.5.1.2. Sintesis de Borsche

Consiste en la obtencion de tetrahidrocarbazol tras el calentamiento de
ciclohexanona fenilhidrazina con acido sulfurico diluido, el cual es posteriormente
oxidado a carbazol en presencia de un catalizador como pueden ser: 6xido de
plomo; azufre y quinolina; éxidos de cobre, cromo y bario; acetato de mercurio y

cloruro de paladio®.

@N\NY\D NH; H/ Hy QO

1.5.1.3. Otros métodos de sintesis de carbazol.

Tetrahidrocarbazol puede ser preparado a partir de 2-clorohexanona y

anilina, para posteriormente ser oxidado®.

NH, H H
o N H, N
Sy
Cl
A partir del tratamiento de o-azidabifenilo con calentamiento o luz

ultravioleta®.
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Mediante el calentamiento a 205-215 °C de 2-nitrobifenilo con oxalato

ferroso durante media hora®.

NO,

O — D
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2. JUSTIFICACION

Un problema cuya solucién es de suma importancia para la industria ganadera
bovina nacional, es el control de la garrapata (Boophilus microplus), una de las
parasitosis mas importantes del ganado vacuno. Si bien se han utilizado diversas
estrategias para su control, tales como el uso de métodos biologicos y quimicos, la
resistencia reportada a algunos de los ixodicidas autorizados para el control de la
garrapata en México es una sefal clara de la necesidad de disponer de nuevas
familias de ixodicidas con mecanismos de accion diferentes a los productos
actuales.

La modificacion estructural de un compuesto bio-activo puede tener
repercusiones importantes en sus propiedades fisicoquimicas y cambios en su
actividad que pueden ir desde la potenciacion, hasta la desaparicion total de la
misma, siendo posible, en algunos casos, la aparicion de propiedades biolégicas
diferentes.

La aplicacion de fenotiazinas N-sustituidas ha resultado eficaz en el control de
garrapatas, por lo que es posible que compuestos analogos como los derivados de
carbazol (Figura 1.10) puedan presentar propiedades similares, e incluso quiza de

mayor potencia.
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3. HIPOTESIS

Debido a la similitud en la estructura y reactividad de la fenotiazina con el
carbazol, serd posible sintetizar analogos de derivados de fenotiazina con
propiedades biologicas similares a partir de estos compuestos, siguiendo

esquemas sintéticos similares a los descritos en la literatura.
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4. OBJETIVOS

41. Objetivo general

Sintetizar derivados de carbazol, analogos a derivados de fenotiazina con

actividad ixodicida.
4.2. Objetivos particulares

e Encontrar las condiciones éptimas para la sintesis y purificacion de los
compuestos deseados.
e Caracterizar los compuestos  sintetizados mediante  métodos

espectroscopicos estructurales: RMN 'H, RMN 3C, IR y EM.
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5. DISENO DE LOS COMPUESTOS

Debido a la gran similitud estructural entre fenotiazina y carbazol, se planeo la

ruta sintética de los compuestos deseados (Esquema 5.1) tomando como

referencia la metodologia descrita por Maldonado-Dominguez et al., 2014, para la

sintesis de fenotiazinas N-sustituidas.

ONa o’Alr

1)2NaH

2)3 'i ]. Ar li]l
fl 0

Cl ,Br

Esquema 5.1. Ruta sintética planteada para la sintesis de los compuestos deseados.

Esta ruta sintética (Esquema 5.2) consiste en la abstraccién del hidrogeno

del enlace N-H del carbazol por medio de una base fuerte como lo es el hidruro de

sodio (A), formando un intermediario con carga negativa soportada por el

nitrégeno, éste realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono estéricamente

menos impedido del 2-metiloxirano (B), dando lugar a la formacién de un alcéxido,

el cual realiza una sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr) sobre distintos anillos

aromaticos (C).

O

ZI

O,N NO,
mjg/ O,N NO,
c + « j@(
o X
y \—/ N N
“ —
Esquema 5.2. Mecanismo de reaccion propuesto.

23



6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Sintesis

6.1.1. 9-(2,4-dinitrofenil)-9H-carbazol (1)

N O En un matraz se colocé carbazol
2 (101.8 mg, 0.61 mmol) y NaH 60% (53.5 mg,

1.34 mmol), se selld, purgo y se introdujo

atmosfera de N2. Se agregaron 5 mL de THF

NO,

N temperatura ambiente. Se agregd, gota a gota,

seco y se dejoé en agitacion durante 50 min a

una disolucion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

(120.9 mg, 0.60 mmol) y se calenté a reflujo
durante aproximadamente 48 h. Se agregd agua y se realizaron extracciones con
AcOEt (4 x 20 mL). Se purificé por cromatografia en columna utilizando un sistema
hexano:AcOEt [99:1]. Finalmente se realizdé un lavado con hexano seguido de un
lavado con MeOH, obteniendo 61.5 mg de un sdlido fino de color anaranjado
correspondientes a un rendimiento de 31%. pf (°C): 188-190. RMN "'H (400 MHz,
CDCI3) & [ppm]: 9.04 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-12), 8.67 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H, H-11),
8.13 (m, 2H, H-4 y H-5), 7.97 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-10), 7.42 (td, J = 7.4, 1.3 Hz,

2H, H-2 y H-7), 7.36 (td, J = 7.5, 0.93 Hz, 2H, H-3 y H-6), 7.15 (m, 2H, H-1y H-8).
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6.1.2. 1-(9H-carbazol-9-il)propan-2-ol (2)

En un vial se colocd, en el siguiente orden: OH
carbazol (62 mg, 0.37 mmol), NaH 60% (34 mg,

0.85 mmol), 1.0 mL de THF seco y 2-metiloxirano

(0.15 mL, 2.15 mmol). Se tapo y sell6 el vial, y se N

coloco6 en un bafio de arena, previamente

precalentado a 80 °C, durante 20 h. Se agregd

agua y se realizaron extracciones con AcOEt (4 x 20 mL). El producto se purificd
por cromatografia en columna empezando con un sistema hexano:AcOEt [95:5].
Se obtuvieron 74.8 mg de un sdlido granular color crema, correspondientes a un
rendimiento de 90%. pf (°C): 104-106. FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3425,
3380, 3047, 3019, 2981, 2958, 2934, 1921, 1884, 1853, 1805, 1769, 1688, 1595,
1327, 1110. RMN 'H (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 8.09 (dt, J = 7.7, 0.9 Hz, 2H, H-4
y H-5), 7.46 (m, 4H, H-1, H-2, H-7 y H-8), 7.24 (m, 2H, H-3 y H-6), 4.38 (sx, J = 6.0
Hz, 1H, H-11), 4.29 (d, J = 6.0 Hz, 2H, H-10), 1.34 (d, J = 6.0 Hz, 3H, H-12). RMN
13C (100.6 MHz, CDCls3) & [ppm]: 140.8 (C-1a y C-8a), 125.8 (C-2 y C-7), 123.0
(C-4ay C-5a), 120.4 (C-3y C-6), 119.2 (C-4 y C-5), 109.1 (C-1y C-8), 67.1 (C-11),

50.8 (C-10), 20.8 (C-12).
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6.1.3. 9-(2-(2.,4-dinitrofenoxi)propil)-9H- carbazol (3)

OzN N02 En un vial se colocd, en el

siguiente orden: carbazol (249.5 mg,

0O 149 mmol), NaH 60% (132 mg,

3.30 mmol), 3.0 mL de THF seco y

2-metiloxirano (0.60 mL, 8.58 mmol).

N Se tapo y selld el vial, y se coloco en

un bafo de arena, previamente

precalentado a 80 °C, durante 20 h.

Después, por medio de una jeringa, se adicioné 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(293.4 mg, 1.45 mmol) disuelto en 1.5 mL de THF seco y se dej6 en calentamiento
durante 24 h. Se agregd agua y se realizaron extracciones con AcOEt (4 x 20 mL).
El producto se purificé por cromatografia en columna empezando con un sistema
hexano:AcOEt [95:5] y aumentando la polaridad a [7:3] tras haber eluido los restos
de materia prima y otras impurezas. La fraccion correspondiente al producto se
evaporo, se le realizaron lavados con hexano y MeOH frio, y fue secada al vacio.
Se obtuvieron 287.2 mg de un sélido fino de color amarillo, correspondientes a un
rendimiento de 49%. pf (°C): 136-138. FTIR por reflectancia ATR (cm™): 30786,
2982, 2938, 2912, 2860, 1949, 1924, 1806, 1602, 1526, 1341, 1278, 1526, 1341,
1278, 1217, 1073. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 8.44 (d, J = 2.8 Hz, 1H,
H-16), 7.99 (d, J = 7.6, 0.8 Hz, 2H, H-4 y H-5), 7.83 (dd, J = 9.2,2.8 Hz, 1H, H-15),
7.44 (m, 4H, H-1, H-2, H-7 y H-8), 7.21 (m, J = 6.7, 1.3 Hz, 2H, H-3 y H-6), 6.48 (d,

J =9.6 Hz, 1H, H-14), 5.20 (m, 1H, H-11), 4.69 (dd, J = 15.6, 8.4, Hz, 1H, H10),
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4.52 (dd, J = 15.6, 3.2 Hz, 1H, H-10’), 1.62 (d, J = 6.0 Hz, 3H, H-12). RMN "C
(100.6 MHz, CDCls) & [ppm]: 155.1 (C-14a), 140.0 (C-1a y C-8a), 139.6 (C-15a),
139.1 (C-16a), 128.1 (C-15), 126.1 (C-2 y C-7), 123.0 (C-4a y C-5a), 121.4 (C-16),
120.4 (C-3 'y C-6), 119.7 (C-4 y C-5), 114.2 (C-14), 108.4 (C-1y C-8), 75.7 (C-11),

48.2 (C-10), 18.0 (C-12).

6.1.4. 9-(2-((6-cloropiridin-2-il)oxi)propil)-9H-carbazol (4)

Se llevé a cabo de manera

analoga a la sintesis del compuesto (3), |

partiendo de: carbazol (205.2 mg, 1.23 O N CI
mmol), NaH 60% (92.0 mg, 2.30 mmol),
2-metiloxirano (0.5 mL, 7.16 mmol) vy
48 h de calentamiento tras la adicion de
2,6-dicloropiridina (1711 mg,
1.16  mmol). Se  purifico por
cromatografia en columna empleando un sistema de elucién hexano:AcOEt [95:5]
y realizando posteriores lavados con hexano. Se obtuvieron 122.4 mg de un sélido
de color blanco, correspondientes a un rendimiento de 30%. pf (°C): 100-102.
FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3052, 2978, 2953, 2932, 2879, 1962, 1897,
1857, 1786, 1684, 1590, 1290, 1260, 1058. RMN 'H (400 MHz, CDCls) & [ppm]:
8.07 (dt, J =7.7, 0.8 Hz, 2H, H-4 y H-5), 7.72 (dt, J = 8.4 Hz, 2H, H-1 y H-8), 7.48
(m, 3H, H-2, H-7 y H-15), 7.24 (m, 2H, H-3 y H-6), 6.87 (dd, J = 7.4, 0.6 Hz, 1H,
H-14), 6.57 (dd, J = 8.2, 0.6 Hz, 1H, H-16), 5.68 (m, 1H, H-11), 4.68 (dd, J = 14.8,
5.6 Hz, 1H, H-10), 4.33 (dd, J = 14.6, 7.4 Hz, 1H, H-10’), 1.39 (d, J = 6.4 Hz, 3H,

27



H-12). RMN '3C (100.6 MHz, CDCls) & [ppm]: 162.5 (C-14a), 148.2 (C-16a),
140.77 (C-1a y C-8a), 140.75 (C-15), 125.7 (C-2 y C-7), 122.9 (C-4a y C-5a),
120.1 (C-3 'y C-6), 119.1 (C-4 y C-5), 116.5 (C-16), 109.46 (C-14), 109.43 (C-1a 'y
C-8a), 70.5 (C-11), 47.2 (C-10), 18.5 (C-12). HRMS (ESI-TOF) [C20H1sN2OCI+H"],

calculado m/z = 337.110217, encontrado m/z = 337.110415.

6.1.5. 9-(2-((5-bromopiridin-2-il)oxi)propil)-9H-carbazol (5)

Se llevd a cabo de manera

Br
Z analoga a la sintesis del compuesto (3),
N\ | partiendo de: carbazol (201.4 mg,
O N 1.20 mmol), NaH 60% (113.4 mg,
2.83 mmol), 2-metiloxirano (0.5 mL,
N 7.16 mmol) y 48 h de calentamiento tras

la adicibn de 2,5-dibromopiridina

(281.0 mg, 1.18 mmol). Se purificd por
cromatografia en columna empleando un sistema de elucién hexano:AcOEt [95:5]
y realizando posteriores lavados con hexano. Se obtuvieron 106.4 mg de un sdlido
granular de color blanco, correspondientes a un rendimiento de 23%. pf (°C):
116-118. FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3164, 3088, 3048, 3014, 2977, 2956,
2945, 1934, 2870, 1923, 1887, 1820, 1792, 1769, 1668, 1582, 1272, 1242, 1062.
RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 8.13 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-16), 8.06 (d, J = 8.0
Hz, 2H, H-4 y H-5), 7.56 (m, 3H, H-1, H-8 y H15), 7.47 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-2 y
H-7), 7.23 (m, 2H, H-3 y H-6), 6.53 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-14), 5.66 (sx, J = 6.2 Hz,
1H, H-11), 4.64 (dd, J = 14.8, 6.0 Hz, 1H, H-10), 4.36 (dd, J = 14.8, 6.4 Hz, 1H,
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H-10°), 1.38 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-12). RMN ™3C (100.6 MHz, CDCls) & [ppm]: 161.1
(C-14a), 147.2 (C-16), 141.2 (C-15), 140.8 (C-1a y C-8a), 125.6 (C-2 y C-7), 122.9
(C-4a y C-5a), 120.2 (C-3 y C-6), 119.1 (C-4 y C-5), 113.0 (C-14), 111.7 (C-15a),
109.2 (C-1 y C-8), 70.4 (C-11), 47.5 (C-10), 18.3 (C-12). HRMS (ESI-TOF)

[C20H18N20OBr + H*], calculado m/z = 381.059700, encontrado m/z = 383.058178.
6.2. Instrumentacién y reactivos

Las materias primas y reactivos utilizados son procedentes de SIGMA-
ALDRICH®, mientras que los disolventes son de CONQUIMEX®.

Para pesar las sustancias se utilizé una balanza analitica Adventurer®
Analitica de OHAUS® con una precision de 0.1 mg.

Para aplicar calentamiento y agitacién a las reacciones se empled una
parrilla CORNING® PC 420-D.

Las reacciones fueron monitoreadas por medio de cromatografia en capa
fina (CCF), utilizando placas de aluminio con gel de silice 60 e indicador
fluorescente Fos4a de MERCK®, revelandolas con una lampara de luz ultravioleta
marca entela®, modelo UVGL-25.

La evaporacion de disolventes se realiz6 a presion utilizando un
rotaevaporador BUCHI R-215 adaptado a una bomba de vacio V-700 de la misma
marca, y a un dedo frio C71283-60 de Cole Parmer®.

La purificaciéon de compuestos mediante cromatografia en columna se llevo
a cabo soportando el compuesto impuro en celita Celite® de SIGMA-ALDRICH® y

utilizando gel de silice 60 (0.063-0.200 mm) de MERCK®.
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La determinacion del punto de fusién de los compuestos se llevd a cabo con
un equipo MEL-TEMP® 1001D de Electrothermal® utilizando capilares de vidrio.

El analisis espectroscopico de los compuestos reportados se realizé en la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

La espectroscopia infrarroja se llevo a cabo por reflectancia total atenuada
(ATR) en un espectrofotometro FTIR/FIR 400 Perkin EImer, en un rango espectral
de 400 a 4000 cm™. En los espectros se muestran las bandas mas representativas
de los compuestos y se relacionan con el tipo de vibracién y el grupo funcional
correspondientes.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear se realizé en un
espectrometro de 94 T VARIAN modelo VNMRS de 400 MHz, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y deuterocloroformo (CDCI3) como
disolvente. Los desplazamientos quimicos (8) estan reportados en ppm, y las
constantes de acoplamiento (J) en Hz. La multiplicidad de las senales estan
representadas de la siguiente manera: d = doblete, dd = doble doblete, td = triple
doblete, t = triplete, dt = doble triplete, sx = sextuplete y m = multiplete.

La espectrometria de masas se llevd a cabo en el CINESTAV, en un
espectrometro de masas de alta resolucién MS TOF Agilent Technologies.

La difraccion de rayos X de monocristal se realizé en un difractdmetro de
rayos X de monocristal Oxford Gemini (Avoka = 0.71073 0 Acuka = 1.5418A) con

detector de area de 135 mm Atlas, equipado con un sistema criogénico Cryojet.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Propiedades fisicas de los productos

Punto
Clave Estructura MM Aspecto de Rendimiento
(g/mol) fisico fusion (%)
(°C)
NO,
Sdlido fino de
1 NO, 333.30 color 188-190 31
N anaranjado
OH
H\ Sélido
2 N 225.29 granular de 104-106 90
color crema
OZNJQ/NOZ
O J& L .
3 (K 391.3g oSolidofinode g0 1ag 49
| color amairrillo
]
0~ N7 Cl
4 (K 336.81 Solidode 455 409 30
N color blanco
yZ | Br
o~ N Sélido
5 H\ 381.27 granular de 116-118 23
N color blanco
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7.2. Andlisis y discusidn de las reacciones

7.2.1. Obtencion del compuesto 1

Los primeros experimentos realizados en busca de obtener los compuestos
deseados consistieron en metodologias one-pot debido a la aparente simplicidad
de las reacciones. Estos consistieron en la abstraccidn del hidrogeno acido del
carbazol con hidruro de sodio, seguida de la adicion de 2-metiloxirano y apertura
de su anillo para la formacién del alcéxido y finalmente la adicion del compuesto
aromatico (Esquema 5.2).

Siguiendo el desarrollo de la reaccién por medio de cromatografia en placa
fina (CCF), se observd la formacién de un compuesto distinto a las materias
primas, el cual fue aislado, purificado y caracterizado.

El analisis espectroscopico de RMN de 'H (Figura 7.1) reveld que el
compuesto obtenido (1), no era el compuesto esperado. Esto se debe la ausencia
de sefiales alifaticas esperadas debido a la apertura del 2-metiloxirano,
confirmando que este no participé en la reaccion, y en su lugar, el carbazol realizé
una sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr) directamente sobre el 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno, tal como se representa en el Esquema 7.1.

NO,

1) NaH

i Al
e

Esquema 7.1. Obtencion del compuesto 1.
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La causa de que la reaccion siguiera dicha ruta se puede atribuir
principalmente a tres factores relacionados directamente con el 2-metiloxirano:

1. La dificultad de abrir epoxidos en un medio basico, el cual es necesario en

estas rutas para abstraer el hidrogeno acido del carbazol.

2. El bajo punto de ebullicién (34 °C) y elevada volatilidad del 2-metiloxirano,

lo que ocasiona que se escape facilmente del medio de reaccién.

3. Los bajos volumenes empleados (<1.0 mL), lo cual favorece su rapida

desaparicion del medio de reaccion.

A pesar de no tratarse del compuesto planteado originalmente, mantiene
caracteristicas similares a las buscadas en los compuestos deseados, por lo que
no se descarta que pueda llevar a tener actividad biolégica de interés. Es por esto
que el compuesto 1 fue sintetizado nuevamente, esta vez excluyendo la adicién de
2-metiloxirano, con el fin de contar con resultados mas adecuados para su reporte

en este trabajo.

7.2.2. Sintesis del compuesto 2

Dado el problema presentado anteriormente, se decidi6 cambiar el esquema
sintético, el cual consistia en el uso de la metodologia one-pot, por uno que
consistiera en realizar la sintesis paso a paso, a través de la obtencion de
intermediarios.

Se buscaron las condiciones optimas para lograr realizar la apertura del
epoxido y obtener el intermediario 2, empleando tres metodologias (Esquema
7.2), en las que se estudidé el efecto de 3 bases diferentes y la adicion de
2-metiloxirano se efectud varias veces.
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Esquema 7.2. Apertura del epdxido y formacién del alcohol empleando distintas bases: (a) Hidruro
de sodio; (b) Amiduro de sodio; (¢) n-butil-litio.
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Se confirmd, por espectroscopia de RMN 'H, la formaciéon del alcohol
mediante los tres métodos, sin embargo, en ningun caso se logré obtener un
rendimiento mayor al 20% a pesar del exceso de 2-metiloxirano afiadido. A partir
de esto se determiné que el mayor problema de la reaccion era la elevada
volatilidad del 2-metiloxirano, el cual salia del medio antes de poder reaccionar,
aun con el uso de refrigerantes a una temperatura de 4 °C controlada por un
recirculador.

Para evitar la pérdida de la materia prima del medio de reaccion, se decidi6
llevar a cabo nuevamente la reaccion de apertura del epoxido con hidruro de sodio
en THF (a), esta vez en una ampolleta de vidrio sellada con el fin de contener el
2-metiloxirano el cual fue afnadido colocando la ampolleta en banos de hielo y en
exceso para asegurar su contencidon dentro del sistema. De este modo, la
cuantitatividad aument6 de manera importante hasta rendimientos del 90%.

Posteriormente, la misma reaccion fue escalada a viales donde se pudieran

trabajar cantidades mayores, obteniéndose rendimientos similares.
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7.2.3. Sintesis de los compuestos 3,4y 5

Una vez estandarizada la reaccion de apertura del epdxido, se buscéd
realizar la sustitucion nucleofilica aromatica sobre nucleos de piridina y benceno
activado a partir del tratamiento del intermediario 2 con hidruro de sodio en THF y
calentamiento a reflujo, buscando abstraer el hidrogeno alcohdlico y formar el
alcoxido correspondiente para efectuar el ataque sobre los compuestos
aromaticos. Sin embargo, esta metodologia no resultd practica ya que la formacién
del alcéxido resultdé ser cuantitativa, lo que involucra una pérdida de materia

considerable para el rendimiento total de la sintesis.

O,N NO,
O,N NO, jg/
)9 0

Cl

]
Z
©

1) 2 NaH

H
N 2)6?>_

O
g
Oz
S 73

H,0 ®)

%

ois
Y

5

C

(3) (6)

90%

Esquema 7.3. Resumen de las sintesis de los compuestos 3, 4, 5y 6.
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Tomando en cuenta que ya se contaba con las condiciones adecuadas para
llevar a cabo la primera parte de la ruta sintética, se volvio a considerar la
aplicacion de la metodologia one-pof, ya que esta presenta la ventaja de la
formacion del alcoxido in situ en comparacion con la sintesis por pasos en la que
el alcéxido se transforma en alcohol y posteriormente se tiene que regenerar. De
este modo se logro la sintesis de los compuestos deseados (Esquema 7.3).

Se logré un rendimiento considerablemente mayor en la sintesis del
derivado de carbazol unido a un anillo de benceno (4) en comparacién con los
derivados de carbazol unidos a anillos de piridina (5) y (6). Esto debido a que el
benceno esta sustituido con un buen grupo saliente (-Cl) y dos buenos grupos
electroatractores (-NO32) en posiciones orto y para a este, que activan fuertemente,

por efecto resonante, la reactividad del anillo ante la SNAr (Esquema 7.4).

- - O+(6 - —

& oS

Esquema 7.4. Resonancia del 1-cloro-2,4-dinitrobenceno: Se observa el rol activante ante SnAr
que juegan los sustituyentes nitro.

Por otro lado, las piridinas suelen presentar las posiciones orto y para
activadas a sustituciones nucleofilicas aromaticas debido a la presencia del atomo
de nitrégeno dentro de la molécula (Esquema 7.5). Sin embargo, en el caso de los
compuestos deseados, los sustituyentes halogenados (-Cl y —Br) actuan tanto
como grupos salientes, como desactivantes de la reactividad de la piridina debido

al efecto inductivo que ejercen sobre el anillo. Debido a esto, los rendimientos en
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los compuestos derivados de carbazol unidos a nucleos de piridinas son

relativamente menores.

(- C.. )L,

Esquema 7.5. Resonancia de la piridina: Se observa la activacion de las posiciones 2 y 4 ante
nucledfilos.

7.3. Analisis espectroscopico de los productos

A continuacion se presenta la interpretacion de los resultados de los andlisis
espectroscopicos realizados a los compuestos para su caracterizacion.
La numeracién asignada a las estructuras es arbitraria, Unicamente con

fines ilustrativos.

7.3.1. 9-(2.4-dinitrofenil)-9H-carbazol (1)

En la Figura 7.1 se distinguen siete senales correspondientes al mismo
numero de tipos de hidrogeno presentes en la molécula, tres equivalentes por
parte del benceno (H-10, H-11, H-12), y cuatro por parte del carbazol (H-1 = H-8,
H-2 = H-7, H-3 = H-6, H-4 = H-5).

En principio, los pares de hidrégeno del carbazol son equivalentes, sin
embargo, la rotacion del enlace N9-C10a genera una ruptura parcial del plano de
simetria del carbazol, ocasionando que los hidrogenos de los dos anillos de
benceno del carbazol no sean totalmente equivalentes. Esto se manifiesta en las
sefales que aparecen en 8.13 y 7.15 ppm pertenecientes a los pares H-4/H-5 y

H-1/H-8 respectivamente, las cuales deberian de observarse como dobles tripletes
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(df) debido a la superposicién de dos sefales dobles de dobles dd que aparecen
ligeramente desfasadas, sin embargo, esto no se llega a apreciar en el espectro
reportado debido a que posiblemente la muestra se encontraba demasiado
concentrada durante su analisis, resultando en el ensanchamiento y posible

distorsion de senales.
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Figura 7.1. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) del compuesto 1.

Los pares H-2/H-7 y H-3/H-6 aparecen en 7.42 y 7.36 ppm respectivamente
como senales triples de dobles (fd) debido a que estos protones estan acoplados
con dos hidrégenos en posicion orto y uno mas en posicion meta.

El desplazamiento al que aparece cada par de hidrégenos aportados por el

nucleo de carbazol esta dictado principalmente por la presencia del atomo de
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nitrogeno (N-9) que mediante sus efectos inductivo y resonante cubrira o
descubrira, en distintas proporciones, ciertas posiciones en los anillos. Los
protones H-1/H-8 y H-3/H-6 aparecen a campo mas alto que los protones H-4/H-5
y H-2/H-7 ya que se encuentran cubiertos por efecto resonante del nitrogeno

(Esquema 7.6).

R
N1a

HH“ O “ “

Esquema 7.6. Resonancia del nucleo de carbazol.

En el campo bajo del espectro se encuentra una senal doble en 9.04 ppm,
correspondiente a H-12 debido al fuerte efecto de descubrimiento que dos grupos
nitro en posicién orto ejercen sobre él. A continuacién, en 8.67 ppm aparece la
sefal de H-11 que esta descubierto con menor fuerza por un grupo nitro en
posicion orto, y que esta acoplado con H-10 y H-12, por lo que se presenta como
un doble de dobles Al acoplarse unicamente con un hidrégeno en posicion orto y
sufrir un efecto de descubrimiento por parte de N-9, H-10 aparece en 7.97 ppm
como una sefial doble.

El analisis de las constantes de acoplamiento (J) confirma las posiciones de
los protones asignados en el espectro, ya que H-10 y H-12 presentan constantes
de acoplamiento de 8.8 y 2.4 Hz respectivamente, similares a las constantes de
acoplamiento del hidrogeno al que ambas estan acopladas, H-11 con J = 86 y

2.6 Hz.
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7.3.2. 1-(9H-carbazol-9-il)propan-2-ol (2)

La diferencia mas notable entre las Figuras 7.1 y 7.2 es la aparicion de tres

sefales en la regidn alifatica, resultado de la apertura del 2-metiloxirano.
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Figura 7.2. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) del compuesto 2.

De las senales alifaticas, H-11 es la que aparece a campo mas bajo, en
4.38 ppm con multiplicidad de sextuplete, seguida inmediatamente por un doblete
en 4.29 ppm de H-10. Esto debido al efecto inductivo del oxigeno y nitrégeno
respectivamente. En 1.34 ppm aparece una sefal doble perteneciente a H-12.

En la regidon aromatica, se observa nuevamente el efecto de la rotacién del
enlace N-C con la aparicion de una clara senal dt en 8.09 del par
H-4/H-5. Las sefales de los pares H-1/H-8 y H-2/H-7 se superponen y se

observan como un multiplete en 7.46 ppm. De manera similar H-3/H-6 se
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presentan como multiplete en 7.24 ppm debido a la superposicién con la sefal del
disolvente (CDCls).

El protén alcohdlico no aparece en el espectro de RMN 'H ya que este se
intercambia facilmente con el deuterio del agua presente en el disolvente
formando la especie R-OD, la cual no se puede detectar mediante resonancia

magnética nuclear.
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Figura 7.3. Espectro de RMN 3C (100.6 MHz, CDClIs) del compuesto 2.
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En el espectro de RMN '3C (Figura 7.3) se observan nueve sefiales que
corresponden a los nueve tipos de carbono presentes en la molécula.
Los carbonos alifaticos aparecen en el campo alto del espectro, en 67.1

ppm aparece la sefial de C-11, que esta ligeramente mas descubierto que C-10,

41



en 50.8 ppm, debido a la mayor electronegatividad del oxigeno respecto al
nitrogeno. El carbono C-12 aparece en 20.8 ppm.

A campo bajo del espectro, aparecen seis sefales correspondientes a los
dos anillos bencilicos equivalentes del carbazol. Se distingue también que dos de
estas sefiales pertenecen a carbonos cuaternarios. Estas fueron asignadas a los
pares C-1a/C-8a en 140.8 ppm y C-4a/C-5a en 123.0 ppm, ya que el primer par
siente de manera mas directa el descubrimiento electronico por efecto inductivo
del nitrégeno, ademas de que el segundo par esta cubierto por efecto resonante
del mismo nitrogeno.

El resto de las senales aromaticas fueron asignadas comparando el
espectro de RMN "3C del compuesto 2 (Figura 7.3) con el espectro de RMN '3C
de carbazol de la base de datos SDBS®%.

Siendo que el compuesto 2 es el intermediario de los productos finales,
estos presentan una gran similitud estructural por lo que las sehales de los
espectros de RMN 'H y '3C analizados previamente, apareceran de manera

similar en los espectros de RMN 'H y '3C de los compuestos 3, 4 y 5.

Tabla 7.2. Interpretacion de las sefiales mas importantes
del espectro de infrarrojo del compuesto 2.

v (cm™) Interpretacion
3425-3380 Estiramiento O-H
3047-3019 Estiramiento C-H (sp?)
2958-2934 Estiramiento C-H (sp?)
1921-1688 Sobretonos aromaticos

1595 Estiramiento C-C aromatico
1327 Estiramiento C-N aromatico
1110 Estiramiento C-O
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Figura 7.4. Espectro de infrarrojo del compuesto 2.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 2 se confirma la presencia del
grupo funcional hidroxilo que no se puede apreciar mediante la técnica de

RMN 'H.

7.3.3. 9-(2-(2,4-dinitrofenoxi)propil)-9H-carbazol (3)

En el espectro de RMN 'H del compuesto 3 (Figura 7.5) aparecen tres
nuevas sefales en la region aromatica debido a la unién del compuesto 2 con un
anillo de benceno dinitrado. La sefal H-16, al tener dos grupos nitro en posicion
orto, sufre un fuerte descubrimiento electrénico, por lo que esta aparece a campo

bajo en 8.44 ppm; H-15 sufre unicamente el efecto de un grupo nitro y aparece en
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7.83 ppm; mientras que H-14, quien no siente el efecto resonante de los grupos
nitro por estar en posicién meta a ellos, aparece en 6.48 ppm.
El resto de las sefiales del espectro de RMN 'H de este compuesto son

similares a las ya descritas anteriormente en el analisis del compuesto 2.
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Figura 7.5. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDClIs) del compuesto 3.

Un efecto particular que presenta el compuesto 3 es la presencia de un par
de protones diastereotdpicos en el carbono C-10. Estos protones aparentemente
equivalentes, no lo son realmente, pues se encuentran en ambientes quimicos
distintos a causa de la proximidad a un centro quiral (C-11). Cada uno de estos
protones esta acoplado con el protén geminal opuesto y con el protdon vecinal H-11

(Figura 7.6), generando cada uno una sefal dd.
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Figura 7.6. Acoplamiento de protones diastereotdpicos.

En el espectro de RMN '3C (Figura 7.7) del compuesto 3 aparecen las
sefiales ya analizadas del compuesto 2, mas seis nuevas sefales

correspondientes al anillo de benceno unido.
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Figura 7.7. Espectro de RMN *C (100.6 MHz, CDClIs) del compuesto 3.
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Tabla 7.3. Interpretacién de las sefiales mas importantes
del espectro de infrarrojo del compuesto 3.

v (cm™) Interpretacién
3076 Estiramiento C-H (sp?)
2982-2860 Estiramiento C-H (sp?®)
1949-1806 Sobretonos aromaticos
1602 Estiramiento C-C aromatico
1526 Estiramiento asimétrico N-O
1341 Estiramiento simétrico N-O
1278 Estiramiento C-N aromatico
1217 Estiramiento asimétrico C-O-C
1073 Estiramiento simétrico C-O-C

O

-

Figura 7.8. Espectro de infrarrojo del compuesto 3.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 3 (Figura 7.8) se observa la
presencia del grupo nitro, asi como la desaparicién de la sefal del alcohol del
compuesto 2 (Figura 7.4), lo que confirma la adicién del anillo bencénico nitrado,

asi como la formacion de un puente éter.
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7.3.4. 9-(2-((6-cloropiridin-2-il)oxi)propil)-9H-carbazol (4) y

9-(2-((5-bromopiridin-2-il)oxi)propil)-9H-carbazol (5)

En los compuestos 4 y 5, la adicion del nucleo de piridina se pone de
manifiesto en los espectros de RMN (Figuras A.1-A.5) con la aparicion de tres y
cinco nuevas sefiales para 'H y '3C respectivamente en comparacion con los
espectros de RMN del compuesto 2. Al igual que en el compuesto 3, aparecen dos
sefales dd idénticas en la regién alifatica debido al efecto diastereotépico de los
protones del C-10.

La presencia de halégenos en estas moléculas se confirmé gracias a los
analisis de espectrometria de masas realizados, en los que se puede observar
claramente la relacion isotdpica caracteristica de la presencia de un atomo de
cloro y bromo en las moléculas (4) y (5) respectivamente (Figuras A.5 y A.6).
Estos resultados también contribuyen a la caracterizacién de los compuestos
gracias a la obtencién de la masa del ion molecular de los compuestos analizados.

En los espectros de infrarrojo de los compuestos 4 y 5 (Figuras A.7 y A.8)
se observa, al compararlos con el espectro de infrarrojo del compuesto 2, la

desaparicion del grupo hidroxilo y la aparicion de un puente éter.

7.3.5. Difraccion de Rayos X del compuesto 3

La obtencion de monocristales adecuados permitio realizar un analisis
difraccion de rayos X del compuesto 3, lo cual confirma de manera definitiva su

estructura.
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Figura 7.15. Proyeccién de ORTEP del
compuesto 3. Elipsoides térmicos a 50%
de nivel de probabilidad.

La flexibilidad del puente éter que une al anillo de benceno con el carbazol,
permite que, en el estado cristalino, estos se acomoden de forma tal que se
encuentran en planos casi ortogonales, siendo su angulo diedro 96°. Puede ser
que esto sea un factor importante que favorezca la cristalizaciéon, ya que permite

que el compuesto adquiera
una conformacion que
facilite un empaquetamiento
ordenado de las moléculas,
como se puede apreciar en

la Figura 7.16.

Figura 7.16. Empaquetamiento de
las moléculas del compuesto 3 en
la celda unitaria.
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Un fendmeno interesante que se puede observar gracias a este analisis es
la presencia, en el estado cristalino, de ambos enantibmeros de la mezcla
racémica del compuesto. En la Figura 7.16 se puede observar que las moléculas
del compuesto 3 estan acomodadas por parejas de manera tal que sus
sustituyentes dinitrobencilicos se encuentren en planos paralelos, uno frente al
otro, posiblemente gracias a interacciones tipo 1-11 entre ellos. Este tipo de
interacciones ocurre unicamente entre moléculas con la misma configuracion.

En la Figura 7.17 se puede ver de manera mas clara la conformacion que

adopta el compuesto 3 en el estado cristalino.

Figura 7.17. Conformacion del compuesto 3 en estado cristalino: (a) Vista frontal, (b) Vista lateral,
(c) Vista superior.

Otro aspecto importante que se puede apreciar claramente gracias a estos
resultados es la no equivalencia de ciertos protones que en un principio podria
creerse que lo son. En la Figura 7.17 se puede observar que el nucleo de
carbazol no se encuentra totalmente en el mismo plano, lo que ocasiona que los
protones de sus dos anillos bencilicos se encuentren en ambientes quimicos
ligeramente distintos. De igual forma, se puede apreciar la diferencia de ambientes
quimicos en los que se encuentran los protones diastereotopicos de C-10. Esto

concuerda con lo discutido anteriormente los espectros de RMN "H.
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8. PERSPECTIVAS

Se propone realizar un estudio in vitro de los compuestos reportados 1-5,
pues en principio, todos presentan la habilidad de unirse al sitio activo de la
BuChE gracias al residuo de carbazol. De esta manera podra obtenerse cierta
informacion del efecto de la N-funcionalizacién del carbazol en funcidén de su
actividad ixodicida, ayudando a comprender de manera mas clara el mecanismo
de inhibicién.

En vista de la obtencion de monocristales adecuados para un analisis de
difraccion de rayos X del compuesto 3, se buscara formar monocristales del resto
de los compuestos sintetizados para realizar un estudio mas profundo con base en
su estructura tridimensional y su posible efecto biolédgico.

Finalmente, se buscara también la manera de mejorar los rendimientos de

los compuestos que muestren efectos de interés.
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9. CONLUSIONES

Se lograron sintetizar tres compuestos derivados de carbazol (3, 4 y 5),
analogos a derivados de fenotiazina con actividad ixodicida reportada, con
rendimientos de 23 al 49%. Asi mismo, se sintetizaron también, el compuesto
intermediario clave para la obtencién de los compuestos deseados (2), con un
rendimiento de 90%; y el producto de la sustitucién directa del carbazol sobre un
compuesto aromatico (1).

Para la obtenciéon de los compuestos deseados, la metodologia one-pot
resultd ser una mejor alternativa, en cuanto a practicidad y rendimiento, en
comparacioén con la sintesis por pasos gracias a la produccion in-situ del reactivo
necesario para la segunda etapa de la ruta.

Los compuestos fueron caracterizados por espectrometria de masas y las
técnicas espectroscdpicas de infrarrojo, resonancia magnética nuclear de 'Hy '3C.
Asi mismo, la obtencion de monocristales aptos para el analisis de difraccién de
rayos X brindd informaciéon de gran calidad respecto a la estructura de los

compuestos.
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11.ANEXOS

Tabla A1. Datos del analisis de difraccion de rayos X del compuesto 3.

Férmula condensada:

Masa molar:
Temperatura:
Longitud de onda:
Sistema cristalino:

Grupo espacial:

Dimensiones de la celda unitaria

C21H17N30s
391.38 (g/mol)
130(2) K
0.71073 A
Monoclinico

C2/c

a: 10.5037(7) A 90°

b: 94.348(7) A 94.348(7)°
c: 18.2367(14) A y: 90°
Volumen: 3672.3(4) A
Z: 8

Densidad (calculada): 1.416 mg/m?3
Coeficiente de absorcion: 0.103 mm"
F(000): 1632

Dimensiones del cristal: 0.320 x 0.190 x 0.130 mm?
Rango de 6 para la coleccion de datos: 3.727 a 29.078°

Reflexiones colectadas: 13081
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Figura A.2. Espectro de RMN "3C (100.6 MHz, CDClI3) del compuesto 4.
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Figura A.3. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) del compuesto 5.
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Figura A.4. Espectro de RMN "3C (100.6 MHz, CDClIs3) del compuesto 5.
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Figura A.5. Espectro de masas del compuesto 4.
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Figura A.6. Espectro de masas del compuesto 5.
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Figura A.7. Espectro de infrarrojo del compuesto 4.

Figura A.8. Espectro de infrarrojo del compuesto 5.
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Tabla A.2. Interpretacion de las sefiales mas importantes del
espectro de infrarrojo de los compuestos 4 y 5.

v (cm™")

4 5 Interpretacion

3052 3164-3014 Estiramiento C-H (sp?)

2978-2879 | 2977-2870 Estiramiento C-H (sp®)

1962-1684 | 1923-1668 Sobretonos aromaticos

1590 1582 Estiramiento C-C aromatico
1290 1273 Estiramiento C-N aromatico
1260 1242 Estiramiento asimétrico C-O-C
1058 1062 Estiramiento simétrico C-O-C
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