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Abreviaturas y acrénimos

13C RMN Resonancia Magnética Nuclear de Carbono.

Ccv Cristal violeta.

'H RMN Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno.

A-T Adenina-Timina.

ADN Acido Desoxirribonucleico.

ARN Acido Ribonucleico.

ARNmM Acido Ribonucleico mensajero.

d Sefial doble.

DART Anélisis Directo en Tiempo Real*

DES Disolventes Eutécticos Profundos*

EM Espectrometria de Masas.

G-C Guanina-Citocina.

IR Espectro de infrarrojo/Irradiacion infrarroja.

IUPAC Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada*

J Constante de acoplamiento.

m Sefial maltiple.

min Minutos.
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m/z Relacion masa carga.
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2,5-difeniltetrazol.
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S Sefial simple.

SNC Sistema Nervioso Central.

t Sefial triple.
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TLC Cromatografia en Capa Fina*

TsOH Acido p-toluensulfénico.

uv Luz ultravioleta.

VIH-1 Virus de Inmunodeficiencia Humana-1.

d Desplazamiento quimico.

*Por sus siglas en inglés.






Introduccion

El cancer es una coleccion de enfermedades en las que las células anormales se dividen sin
control y pueden invadir los tejidos cercanos, las células cancerosas también pueden propagarse
a otras partes del cuerpo a través de los sistemas sanguineo y linfatico. Hay registro de méas de
cien formas de cancer y cada una debe estudiarse por separado para encontrar el tratamiento
terapéutico ptimo.>2 El cancer se considera también como una enfermedad genética, es decir,
causada por cambios en los genes que controlan la forma en cémo funcionan nuestras células,
especialmente la forma en como estas crecen y se dividen. Los cambios genéticos que causan
cancer pueden heredarse de los padres si dichos cambios estan presentes en las células
germinativas o pueden suceder también en la vida de una persona como resultado de errores en
el ADN que ocurren al dividirse las células, a la accion de efectos ambientales (rayos gamma,
rayos X, radiacion solar ultravioleta, sustancias quimicas, virus, etc) que posteriormente
conducen a la apoptosis, que es la muerte celular programada genéticamente.® A nivel mundial,
el cancer es una afeccion que va en aumento y es considerada como una de las principales
causas de muerte, en 2012, hubieron 14.1 millones de casos nuevos y 8.2 muertes relacionadas
con este padecimiento; 57 % de los nuevos casos de cancer en 2012 ocurrieron en regiones
menos desarrolladas del mundo que incluyen Centroamérica y partes de Africa y Asia; 65 %
de las muertes por cancer en el mundo también ocurrieron en estas regiones, el nimero de casos
nuevos de cancer se prevé que aumente a cerca de 23,6 millones para 2030.* Se prevé que los
canceres mas comunes (enumerados en orden descendente segun los nuevos casos estimados
en 2018) son el cancer de seno, el cancer de pulmén y bronquios, el cancer de proéstata, el
cancer de colon y recto, el melanoma de piel, el cancer de vejiga, el linfoma no Hodgkin, el
cancer de rifidn y pelvis renal, el cancer de endometrio, la leucemia, el cAncer de pancreas, el
cancer de tiroides y el cancer de higado.

En Meéxico, la magnitud de los efectos del cancer en la salud del pais no es muy diferente al
panorama mundial, pues es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes. Ademés, de acuerdo con calculos de organismos
internacionales, los canceres de mama, de prostata, cervicouterino, colorrectal y de pulmén son
los mas recurrentes en la poblacion en general en ambos sexos.® Hay cuatro principales
modalidades utilizadas en el tratamiento del cancer: (1) cirugia, que no se puede aplicar cuando
la enfermedad se propaga por todo el cuerpo; (2) radioterapia, que dafa el tejido normal y el
tejido canceroso; (3) quimioterapia, que a menudo produce efectos secundarios muy

desagradables y, a veces, peligrosos e (4) inmunoterapia: la manipulacion de la respuesta
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inmune.2 De estos Gltimos, la quimioterapia es el tratamiento de primera opcion para muchos
tipos de céncer y casi siempre se usa como tratamiento sistémico, esto significa que los
medicamentos viajan a través de todo el cuerpo por la sangre para llegar hasta las células
neoplasicas en cualquier sitio donde éstas hayan crecido o propagado. Actualmente se usan
mas de cien medicamentos de quimioterapia en el tratamiento contra el cancer, ya sea por si
solos 0 en combinacién con otros medicamentos o tratamientos.®

Las nitrosoureas se encuentran entre los medicamentos clasificados como agentes alquilantes
mas potentes conocidos y utilizados en el tratamiento contra el cancer, entre los ejemplos méas
comunes se encuentran la BCNU (carmustina), CCNU (lomustina) y metil-CCNU
(semustina)’8, farmacos liposolubles que pueden penetrar el sistema nervioso central y son
Utiles para el tratamiento de tumores cerebrales.®

En este contexto, los tumores cerebrales son un grupo heterogéneo de procesos neoplasicos,
dada las diferentes lineas celulares que los originan, pueden ser divididos en dos grandes
grupos: lesiones primarias, que son las que se originan en células que pertenecen al sistema
nervioso central y lesiones secundarias, las cuales se originan en otros sitios del cuerpo y se
implantan a través de la metastasis en el cerebro.’ El esfuerzo para combatir el cancer ha
conducido a descubrimientos fundamentales no solo en el ambito de la quimica sino también
de la biologia celular. Se han descubierto muchas proteinas debido a que su funcionamiento
anormal puede provocar crecimiento incontrolado, tasas de divisibn mas grandes, muerte
disminuida y otras caracteristicas aberrantes de las células cancerosas.!!

Durante las Gltimas décadas las nitrosoureas han sido ampliamente utilizadas para el
tratamiento de tumores solidos. Sus efectos citostaticos se explican porque interfieren en la
biosintesis de proteinas y acidos nucleicos modificando la estructura quimica de los
nucleotidos. El grupo nitroso es de gran importancia en una amplia gama de sistemas
bioquimicos, que van desde las vias de sefializacion hasta la carcinogénesis.'’?> Dada la
importancia de esta clase de antineoplasicos, en este trabajo se propone la sintesis organica de
nuevos derivados bencilicos de N-nitrosoureas como posibles agentes antineoplasicos a partir
de N-bencilureas como material de partida, éstas Gltimas también sintetizadas bajo una nueva
y eficiente metodologia en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Teorica de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Sintetizar N-bencilureas utilizando como fuente de energia radiacion infrarroja y en ausencia
de disolvente para llevar a cabo la obtencién de nuevos derivados bencilicos de N-nitrosoureas,
moléculas con posible actividad antineoplésica.

2.2 Objetivos Particulares
e Sintetizar N-bencilureas usando radiacion infrarroja, en ausencia de disolvente y
utilizando &cido p-toluensulfénico como catalizador.
e Caracterizar los compuestos quimicos obtenidos mediante técnicas espectroscopicas
tales como Resonancia Magnética Nuclear de *H y 13C, espectrofotometria de infrarrojo
(IR) y espectrometria de masas (EM).






3. Antecedentes

3.1 Ciclo celular.

A lo largo de su vida, una célula alterna entre un periodo de crecimiento y otro en el que ocurre
la division®® mediante un conjunto secuencial y organizado de fendmenos que transcurren en
una célula cada vez que se reproduce o proliferal®, dicho mecanismo se conoce como ciclo
celular, cuyas fases principales son: la interfase, la mitosis o cariocinesis y la citocinesis (Figura
1). El ciclo celular puede inhibirse por factores como la densidad celular, la falta de nutrientes,
la presencia de células contiguas y la pérdida de contacto con el sustrato sobre el que crecen,
cambios de temperatura o pH.*

Lz célula duplica su
tamano y aumenta

la cantidad de )
organuos, enzimas

y otras moléculas \

El citoplasma
se dwido Gitocinesis
"""""""""""" Duplicacion
Se separan las del ADN y proteinas

dos croméatidas = asociadas, existen
3 ahora dos copias
de la informacién
genética de la célula
G/M s
Las estructuras necesarias para la divisién ;
empiezan a ensamblarse; los
cromosomas empiezan a condensarse

Figura 1. Fases del ciclo celular.

Una célula se reproduce llevando a cabo una secuencia ordenada de acontecimientos en los
cuales duplica su contenido y luego se divide en dos; este es el mecanismo esencial mediante
el cual todos los seres vivos se reproducen. El conjunto minimo de procesos que una célula
tiene que realizar son aquellos que le permiten llevar a cabo su tarea mas importante: la

transmision de su informacidn genética a la siguiente generacion de células.!

3.1.1 Interfase

La interfase se puede dividir en tres subfases: G1, S y G». La fase G1 o primer intervalo es un

periodo de crecimiento general de la célula y de duplicacion de los organelos citoplasmaticos.®
e La fase G, es la primera de las cuatro fases del ciclo celular que tiene lugar en la

divisién celular eucariota. En esta parte de la interfase, la célula sintetiza ARNm vy



proteinas en preparacion para los pasos posteriores que conducen a la mitosis. La fase
G1 termina cuando la célula se mueve hacia la fase S de la interfase.

La fase S corresponde a la fase de sintesis, ya que en ella ocurre el proceso clave de
replicacion del ADN. En este periodo también son sintetizadas muchas histonas
(encargadas del empaquetamiento del ADN) y otras proteinas asociadas con el
mismo®. Ademas, los centriolos del centrosoma se separan entre si y se dividen,
generando por lo tanto cuatro centriolos (dos por centrosoma). Las parejas de
centrosomas se encargaran de organizar el huso mitético en la profase de la mitosis. En
una célula humana en cultivo, su duracién ronda las 8 h, cerca de un tercio de la
interfase.'*

Durante la fase G2 comienzan a ensamblarse las estructuras directamente asociadas con
la mitosis y la citocinesis: los cromosomas recién duplicados, dispersos en el ncleo en
forma de filamentos de cromatina relajada comienzan a enrollarse lentamente y a

condensarse en forma compacta.t

3.1.2 Mitosis o Cariocinesis.

La mitosis (que da nombre a la fase M del ciclo celular). Se caracteriza por la generacion de

dos ndcleos hijos dotados de un paquete de cromosomas idéntico al del nucleo progenitor

(previa replicacion de su ADN). Es posible distinguir las siguientes cuatro etapas: profase,

metafase, anafase y telofase (Figura 2).

La profase es la etapa inicial de la mitosis y se caracterizada por la aparicion de los
cromosomas (constituidos por dos cromatidas hermanas) y la desorganizacion de la
envoltura nuclear. Paralelamente, los centrosomas (que se duplicaron en la fase S del
ciclo celular) se separan y emigran a polos celulares opuestos, y comienza el ensamblaje
del huso mitotico. La prometafase es la segunda etapa de la mitosis y viene marcada
por el desmembramiento completo de la envoltura del ndcleo y la entrada de las fibras
del huso mitético en el territorio nuclear, donde interaccionan con los cromosomas.

La metafase es la etapa media de la mitosis durante la cual los cromosomas se disponen
en el plano ecuatorial o central de la célula. El grado de empaquetamiento de la
cromatina es maximo y las cromatidas hermanas se encuentran muy definidas.

La anafase es una etapa decisiva de la mitosis, dado que es entonces cuando se pone en
marcha la separacion de las cromatidas hermanas (que pasan a ser consideradas
cromosomas hijos) y su distribucién equitativa entre los dos polos del huso mitético.

La telofase es el estadio final de la mitosis y transcurre como una profase invertida, esto
es: los paquetes de cromosomas hijos son recubiertos por una nueva envoltura nuclear

y se desespiralizan para retornar a su estado interfasico.
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Figura 2. Fases de la mitosis.

3.1.3 Citocinesis

En la mayoria de las células animales, la citocinesis' empieza en la anafase y acaba poco
después de que termine la mitosis, en la telofase. EI primer cambio visible de la citocinesis en
una célula animal es la aparicion repentina de un fruncido o surco de segmentacion, en la
superficie celular. El surco rapidamente se hace profundo y se extiende alrededor de la célula
hasta que la divide por completo en dos. En los animales y en muchos eucariotas unicelulares,
la estructura esencial de este proceso en el anillo contractil: un ensamblaje dindmico formado
por filamentos de actina, filamentos de miosina Il, y muchas proteinas estructurales y
reguladoras. Durante la anafase, el anillo se ensambla justo por debajo de la membrana
plasmatica. El anillo se contrae poco a poco Y, a la vez, se fusionan vesiculas intracelulares con
la membrana plasmatica que insertan nueva membrana adyacente al anillo. Esta adicion de
membrana compensa el aumento de la superficie celular que acompafia a la division plasmatica.
Cuando la contraccion del anillo se ha completado, la insercion y la fusion de membrana sella
el hueco entre las células hijas. Asi pues, la citocinesis comprende cuatro etapas: iniciacion,

contraccidn, insercion de membrana y finalizacion.



3.1.4 Replicacion del ADN

Durante la interfase se produce la replicacion del ADN. La informacion genética esta alojada
en la secuencia lineal de los nucledtidos que constituyen el ADN.1 Al cabo de la division
celular las células hijas heredan la misma informacion genética contenida en la célula
progenitora. Como esa informacion se halla en el ADN, cada una de las moléculas de ADN
debe generar otra molécula de ADN idéntica a la originarias para que ambas sean repartidas en
las dos células hijas. Esta duplicacion, merced a la cual el ADN se propaga en las células de
generacion en generacion, se denomina replicacion.® Cada molécula del ADN es una doble
hélice, constituida por dos hebras complementarias de nucledtidos unidas entre si mediante los
enlaces de hidrogeno que se forman entre los pares de bases G-C y A-T. La duplicacion de la
informacidn genética se realiza a partir de una de las hebras del ADN que actia como molde
para la fabricacién de su hebra complementaria. La informacion genética contenida en el ADN
de los organismos contiene las instrucciones necesarias para sintetizar todas las proteinas del
organismo. En los organismos eucariotas, el ADN esta en el niicleo de la célula.!

La capacidad de las células para mantener un alto grado de orden en un universo cadtico
depende de la duplicacion fiel de grandes cantidades de informacion genética almacenada
como ADN. Este proceso, que se denomina replicacion del ADN, debe tener lugar antes de que
la célula produzca dos células hijas genéticamente idénticas. EI ADN de las células es
constantemente alterado por productos quimicos y radiaciones del entorno, asi como por
accidentes térmicos y moléculas reactivas, es por ello que mantener el orden también requiere

la constante supervision y reparacion de esta informacion.*!4

3.2 Agentes alquilantes

En el ambito de la medicina, la alquilacion del ADN se utiliza en quimioterapia para afectar el
ADN de las células cancerigenas. Estos medicamentos ejercen su accion en todas las fases del
ciclo celular y se usan para tratar muchas clases diferentes de canceres, incluyendo el cancer
pulmonar, el cancer de seno y el cancer ovarico, asi como la leucemia, el linfoma, la
enfermedad de Hodgkin, el mieloma multiple y el sarcoma.® Los agentes alquilantes sustituyen
a los grupos alquilo por a&tomos de hidrogeno en el ADN, lo que resulta en la formacién de
enlaces cruzados dentro de la cadena de ADN vy, por lo tanto, produce efectos citotdxicos,
mutagénicos y/o carcinogénicos. Esta accion ocurre en todas las células, pero los agentes
alquilantes tienen su efecto principal en las células que se dividen rapidamente y que no tienen
tiempo para la reparacion del ADN. Las células cancerosas estan entre las mas afectadas porque
estdn entre las células que se dividen méas rapidamente. Sin embargo, las células
hematopoyéticas, reproductivas y endoteliales también se dividen rapidamente, lo que explica

los efectos secundarios comunes de los agentes alquilantes: anemia, pancitopenia, amenorrea,
{



espermatogénesis alterada, dafio en la mucosa intestinal, alopecia y mayor riesgo de
malignidad.’® Los agentes alquilantes son monofuncionales (pueden reaccionar con solo una
cadena de ADN) o bifuncionales (reaccionan con un atomo en cada una de las dos cadenas de
ADN para formar enlaces covalentes cruzados en la cadena).®
De acuerdo a lo anterior, tres distintos mecanismos de accion de los agentes alquilantes son
resumidos?® y ejemplificados en la Figura 3:
A. En el primer mecanismo, el dafio del ADN por agentes alquilantes implica la
formacion de puentes cruzados, es decir, enlaces entre &omos en el ADN.
B. En el segundo mecanismo, la alquilacién también puede causar mutaciones debido
al emparejamiento incorrecto de los nucleétidos.
C. En el tercer mecanismo, un agente alquilante une grupos alquilo a bases de ADN,
mientras que las enzimas reparadoras de la cadena intentan reemplazar las bases

alquiladas, lo que da como resultado la fragmentacion del ADN.
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Figura 3. Mecanismo de accion de los agentes alquilantes.

El resultado final del proceso de alquilacién da como resultado la mala lectura del cddigo de
ADN vy la inhibicién de la sintesis de ADN, ARN vy proteinas y el desencadenamiento de la

muerte celular programada (apoptosis) en células tumorales de rapida proliferacion.*®

Quimicamente, los agentes alquilantes deterioran la funcion celular formando enlaces
covalentes con los grupos amino, carboxilo, sulfhidrilo y fosfato en moléculas biolégicamente

importantes, de esta manera, los sitios mas importantes de la alquilacion son el ADN, el ARN

(9]



y las proteinas. El nitrégeno rico en electrones en la posicién 7 de guanina en el ADN es

particularmente susceptible a la alquilacion.’

Los agentes alquilantes son una clase de farmacos antineoplasicos o anticancerosos que actan
inhibiendo la transcripcion del ADN en ARN vy, por lo tanto, deteniendo la sintesis de
proteinas.'® Son capaces de reaccionar en muchos sitios en el ADN, en particular en los &tomos
de nitrogeno del anillo y oxigeno exociclicos de las bases del ADN y en los &tomos de oxigeno
de los enlaces internucledtidos fosfato.!® Los agentes alquilantes impiden la reproduccion de
las células al dafiar su ADN.® Debido a que estos medicamentos dafian el ADN, pueden afectar
a las células de la médula dsea, las cuales son formadoras de nuevos glébulos (células
sanguineas). En casos poco comunes, esto podria ocasionar leucemia. El riesgo de leucemia
debido a los agentes alquilantes depende de la dosis, lo que significa que el riesgo es menor
con dosis mas bajas, pero que aumenta conforme se incrementa la cantidad total del

medicamento usado.?°

3.2.1 Clasificacion de los agentes alquilantes.

Todos los agentes alquilantes tienen toxicidades importantes, pero las toxicidades
predominantes son para la médula dsea y el tracto gastrointestinal. Varios agentes alquilantes
también se han implicado en causar casos raros de dafio hepatico agudo idiosincrasico,
clinicamente aparente que es tipicamente colestatico y se describe mejor para temozolomida,
ciclofosfamida y clorambucilo, tal vez porque estos agentes se usan con mayor frecuencia y se
pueden administrar por via oral durante un periodo prolongado. Es importante destacar que los
agentes alquilantes también pueden causar el sindrome de obstruccion sinusoidal (enfermedad
venooclusiva) cuando se administran en dosis altas, y la hiperplasia nodular regenerativa
cuando se administran por periodos prolongados. Estos dos ultimos efectos hepéaticos suelen
estar relacionados con la dosis y pueden deberse a toxicidad directa.'® Los agentes alquilantes
se separan generalmente en seis clases, como se indica en la Tabla 1.

A continuacion se describen los tipos de agentes alquilantes?® mas comunes asi como su
clasificacion de acuerdo a su mecanismo de accion.??’

Tabla 1. Clasificacion de los agentes alquilantes.

Clasificacion Farmaco Aplicacion medica
Mostazas Ciclofosfamida | Linfomas, leucemias, mieloma, cancer de pulmon y
nitrogenadas cancer de mama.?

Tratamiento de la enfermedad de Hodgkin y del
Mecloretamina | linfoma no Hodgkin; quimioterapia paliativa para

canceres de mama y de pulmones.?*
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Ifosfamida

Cancer testicular, el sarcoma y algunos tipos de

linfoma.?®
Clorambucilo | Leucemia linfatica cronica.?
Etileniminas y Altretamina | Cancer ovarico.?’
metilmelaminas Tiotepa Cancer de mama y de ovarios y linfomas de Hodgkin
y no Hodgkin. Tumores superficiales de la vejiga.?®
Nitrosoureas Lomustina Tumores cerebrales, linfoma de Hodgkin.?
Carmustina Tumores cerebrales, linfoma de Hodgkin y linfoma

de no Hodgkin.*°

Estreptozocina

Tratamiento del cancer de células islote del pancreas;

tumor y sindrome carcinoide.®

Triazenos Dacarbacina Linfoma de Hodgkin, melanoma y el sarcoma de
tejidos blando.*
Tratamiento de los tumores cerebrales de astrocitoma
Temozolomida | anaplésico y glioblastoma multiforme (GBM).33
Esteres Busulfan Leucemia mieloide cronica (LMC).**
sulfénicos
Complejos de Cancer testicular, ovarico, vesical, de cabeza y
coordinacion de cuello, esofagico, pulmonar de células pequefas y
platino. celulas no pequefias, de mama, cervical, de estbmago
Cisplatino y prostata. También se la usa para el tratamiento del

linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, neuroblastomas,

sarcomas, mieloma mdultiple, melanoma vy

mesotelioma.®®

Carboplatino

Cancer de pulmdn de células pequeas y de ovario.*

Oxaliplatino

Cancer de colon o rectal diseminado (metastasico) y
con frecuencia se administra en combinacion con
otros farmacos anticancerigenos (fluorouracil y

leucovorina).®’

Aunque el cisplatino y demas complejos de coordinacion del platino no tienen un grupo alquilo,
de igual manera dafian el ADN®® al unirse de manera covalente a sitios nucleofilicos en el ADN
para interferir con la reparacion del mismo, por lo que se les describe como "similares a

alquilantes".
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3.3 N-bencilureas.

La urea se encuentra entre las moléculas mas estables que contienen nitrogenos, muchos de sus
derivados existen ampliamente en sustancias naturales, metabolitos biolégicos, reactivos o
catalizadores sintéticos, ingredientes farmacéuticos o agricolas y macromoléculas
funcionales.*®

Las N-bencilureas son compuestos extensamente utilizados en la agricultura como reguladores
del crecimiento en plantas, pesticidas (particularmente herbicidas); en el campo de la medicina
como tranquilizantes, anticonvulsivos, agentes antidiabéticos y como inhibidores de la proteasa
del VIH-1, etc. En sintesis organica, las N-bencilureas son utilizadas como materiales de partida
(especialmente para la produccion de carbamatos, isocianatos, polimeros y tensoactivos) y
productos intermedios (especialmente para la produccion de productos farmacéuticos,
cosméticos y agroquimicos).*° En este trabajo, las N-bencilureas que se sintetizan fungen como
la materia prima de partida para la posterior formacién de las N-bencilnitrosoureas.

3.3.1 Métodos de sintesis de N-bencilureas.

Existen varios métodos convencionales de sintesis de ureas N-monosustitudas mediante la
reaccion de una amina primaria o secundaria con isocianato, fosfogeno, entre otros derivados;
insercion de mondéxido de carbono, CO o dioxido de carbono, CO, de compuestos aminados
en presencia de diferentes catalizadores en solventes organicos a condiciones de altas
temperaturas y presion; reaccion de aminas con sodio o cianato de potasio en solucion acuosa
en presencia de un equivalente de acido clorhidrico, acido o bases catalizados por hidratacion
de cianamidas, o bien la reaccion de S,S-dimetilditiocarbonato con amonio en una mezcla de
agua-dioxano.*

Aunque la sintesis de ureas mono y disustituidas ha sido documentada por una variedad de
métodos tales como la reaccién de ureas no sustituidas con aminas en presencia de un
catalizador adecuado o con clorhidrato de alquilamina o por la amoniolisis de isonitrilos en
presencia de sales mercuricas o amonidlisis de cianamidas por la reaccion de benzotriazol-1-
carboxamida con una amina en THF; por fosgeno y una amina a través de isocianatos a partir
de sustitutos de fosgeno menos tdéxicos, como bis(4-nitrofenil) carbonato, di-tert-butil
dicarbonato, S,S-dimetilditiocarbonato, trihaloacetilcloruros, trifosgeno y una amina y
finalmente por la reaccion de una amina con carbamatos en un solvente adecuado.*?

Los métodos anteriores tienen como desventaja que, usualmente son toxicos, utilizan reactivos
caros y relativamente demandantes (en cuanto a que requieren condiciones de trabajo dificiles

de controlar) y tiempos largos de reaccion.
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Algunos métodos actuales de sintesis de ureas monosustituidas se compilan en las siguientes
lineas, esto debido a que, en el presente trabajo se realiza un nuevo método de sintesis de N-
bencilureas con rendimientos altos en condiciones como: ausencia de disolvente y utilizando

TsOH como catalizador, temperaturas de 90°C asi como tiempos de reaccion cortos (30 min).

3.3.1.1 Sintesis de ureas monosustituidas utilizando microondas como fuente de energia.

La sintesis*® es llevada a cabo mediante la reaccion de un equivalente de bencilamina, cinco
equivalentes de KOCN y un equivalente de acido clorhidrico en agua como solvente (Figura
4). Después de enfriar, el precipitado formado es filtrado y lavado con hexano y Et.0.
Condiciones: 70°C, durante 4 horas de reaccion. La urea cruda es disuelta en MeOH vy el
residuo es filtrado. La N-bencilurea obtenida es aislada en forma pura y con altos rendimientos

(90%) evaporando el disolvente bajo condiciones de presion reducida.

I
NH,
H,OH" NH O NH,
+ 5 KOCN
Microondas

Figura 4. Sintesis de ureas monosustituidas utilizando microondas como fuente de energia.

3.3.1.2 Sintesis de ureas monosustituidas utilizando nanoparticulas superparamagnéticas

de FesO4 empleando disolventes eutécticos profundos (DES).

Los disolventes eutécticos poseen particular importancia en la sintesis organica debido a su
capacidad de disolver reactivos polares y no polares asi como por su facil recuperacion. Un
eficiente DES que puede ser utilizado como un &cido de Lewis estable ha sido recientemente
formado mediante la reaccion de cloruro de colina (ChCl) y cloruro de zinc (ZnCl,).

Asi pues, la reaccion entre alquilaminas primarias (Immol), urea (2 mmol) [ChCI][ZnClI2]
(3mL), MNP-Fes0s (10 mol-%), 130 °C, 6h da como resultado la sintesis de ureas
monosustituidas* (Figura 5). Los rendimientos obtenidos son variables (en un intervalo del 11
— 86%).

o}

! 0 |
| MNP - F,0, ( 10 mol - %) R
N + J\ - N

° N NH,
R R H,N NH, [ChCl] [2nCl,] , 130 °C , Bh

R2

Figura 5. Sintesis de ureas monosustituidas utilizando nanoparticulas superparamagnéticas
de magnetita (MNP- Fe304) empleando disolventes eutécticos profundos (DES).
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3.3.1.3 Sintesis de ureas N-monosustituidas a partir de nanoparticulas de 6xido de cobre
(1), CuO.

Entre los catalizadores heterogéneos, nanoparticulas de 6xido de cobre (I1), CuO han sido
extensivamente usadas como catalizadores eficientes en reacciones organicas debido a su
pequefio tamafio y grandes areas de superficie, alta actividad catalitica, faciles de manejar,
reusables, etc. Un método nuevo, simple y eficaz para la sintesis de ureas N-monosustituidas
(Figura 6) es reportado utilizando nanoparticulas de 6xido de cobre (11), (CuO NPs) que acttan
como agentes reductores y estabilizantes ademas de su actividad catalizadora en la reduccién
de 4-nitrofenol e hidratacién de una cianamidas para la formacion de dichos derivados N-
monosustituidos en presencia de acetal-doxima como un sustituto de agua en etanol como un

disolvente verde.*!

0
/
——N NH
R/NH\\ + i / \ CuO NPs R/ \

AN OH  EtOH, Reflujo NH,
Figura 6. Sintesis de ureas N-monosustituidas a partir de nanoparticulas de CuO.

De acuerdo al método utilizado y abarcado anteriormente, los rendimientos reportados son

bueno (mayores al 80%).

3.3.1.4 Sintesis de ureas N-monosustituidas a partir de la transamidacion de amidas

primarias con aminas secundarias catalizada por dicloruro de zirconoceno.

El dicloruro de zirconoceno ha demostrado ser un catalizador efectivo en la transamidacion de
amidas primarias con aminas en ciclohexano a 80°C en 5-24 horas. Para el caso especifico
(sintesis de ureas N-monosustituidas), se encontré que los carbamatos son buenos sustratos

para la conversion a la correspondiente urea N-monosustitudas (Figura 7).*° Los rendimientos

reportados son buenos (mayores al 80%).
O 0]
H 5 mol % Cp,ZrCl, H
SN o e >
R NH, 2 1.2 eq Ciclohexano anhidro. R/\NH/\Ph
' (1M, 80°C)

Figura 7. Sintesis de ureas N-monosustiuidas a partir de la transamidacion de amidas
primarias con aminas secundarias catalizada por dicloruro de zirconoceno.

3.4 N-nitrosoureas.
Las nitrosoureas se distinguen por su alta solubilidad en lipidos y su inestabilidad quimica. La
naturaleza lipofilica de las nitrosoureas permite el paso libre a través de las membranas; por lo

tanto, penetran rapidamente en la barrera hematoencefalica, logrando concentraciones efectivas
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en el SNC. En consecuencia, estos agentes se utilizan para una variedad de tumores
cerebrales.'’

3.4.1 Mecanismo de accion de las N-nitrosoureas.

Como agentes alquilantes, las nitrosoureas*®, tienen la capacidad de agregar grupos alquilo a
muchos grupos electronegativos bajo ciertas condiciones presentes en las células. Asi mismo,
detienen el crecimiento tumoral al introducir rupturas monocatenarias y al entrecruzar
nucledtidos en hebras de doble hélice de ADN, atacando directamente al ADN. Esto hace que
los filamentos no puedan desenrollarse y separarse. Dado que esto es necesario en la replicacion
del ADN, las células ya no pueden dividirse. Las nitrosoureas afectan predominantemente la
sintesis de ADN (replicacion) en lugar de la sintesis del ARN mensajero, ARN ribosémico y
de transporte (transcripcion).*” La presencia del grupo nitroso labiliza el enlace nitrogeno-
carbono, lo que lleva a la descomposicidn espontanea en dos electrofilos: un isocianato (1) y
un hidréxido de diazeno (2) que se han detectado en algunos casos mediante espectrometria de
masas de ionizacion por electrospray. Este intermedio genera una sal de diazonio (3) (Figura
8). La alquilacion parece ser la principal reaccion responsable de la actividad antitumoral,
mientras que la carbamoilacion tiene lugar principalmente en los grupos amino de las proteinas,
lo que lleva a la inhibicidn de varios mecanismos de reparacion del ADN. Las N-nitrosoamidas
y los N-nitrosocarbamatos, que pueden actuar como agentes alquilantes (pero no de
carbamoilacion), también tienen actividad antitumoral®®, lo que apoya la suposicion de que la

alquilacion es el mecanismo clave.

Proteina —NuH Q
R-N=0=0 ———» (Proteina ~Nu—{
1 HN-R
Q Carbamoilacidn
I
'l""{j'N _
LR OH TADN —NuH
N m R-N=N ———> | ADN -Nu-R
‘: 3 - N;J, - H;ro
HQY 5 Alquilacién

Figura 8. Productos que surgen de la descomposicién térmica de las nitrosoureas.
La via de fragmentacion discutida anteriormente se propuso principalmente sobre la base de
estudios de la descomposicidén térmica de nitrosoureas en condiciones anhidras, pero en
solucién acuosa la reaccion es mucho mas compleja y ha sido explicada por el mecanismo que
se muestra en la Figura 9. La adicién de una molécula de agua a la nitrosourea, en su forma
tautomérica, proporciona el intermediario tetraédrico (4), que se descompone en una amina

primaria, dioxido de carbono y el intermediario (5). La adicion de un nucleéfilo distinto de

14



agua al tautébmero de la nitrosourea explica el aislamiento de productos carbamoilados,

formados por eliminacién de (5), Figura 9.

R-NH; + CO,

M Alquilacion
Proteina  —NuH lr HO’N del ADN
5

Hr-O R

y ~o—N
Proteina> —Nu'{ ', —
RHN TNTO,

0
Proteina
WAL
H H

Carbamoilacion

Figura 9. Descomposicion de nitrosoureas en solucion acuosa.

En la Figura 10, se presenta la propuesta del mecanismo de accion de las nitrosourea como
agentes alquilantes®®: la mayoria de las nitrosoureas derivadas de la 1-(2-cloroetil)-1-
nitrosourea, CNU contienen una cadena de cloroetilo en el nitrégeno nitrosado, lo que les
permite actuar como agentes de reticulacion del ADN. Se supone que la reaccion de la especie
de diazonio electréfila (6) con guanina tiene lugar en O-6 para dar la molécula (7); este
producto mono-alquilado reacciona posteriormente con el atomo N-3 de la unidad de citosina
en la cadena de ADN complementaria por asistencia anquimérica del atomo de guanina N-1 a
través del intermedio (8), dando el producto reticulado (9). De hecho, la adicion de la
alquiltransferasa O-6-alquilguanina ADN, una enzima que rompe los aductos de guanina O-6,

evita la reticulacion.

(@] e,
HO \
H‘NJ‘LNWGI N/‘\_/CI }’,ﬁ/?‘\_/CI Cln;;}/‘-\.o
] | R fl\ll — N \ {
H N::D HO™ 6 | .\'N’ N
) = U
o “H20, =Nz NSNTTN
o) \
N 2 7  ADN
e 2
HyN™ N h\'.
ADN
(NHz l
l|-|I i--.N" N\
Mg o 53
N‘ /N-_ i | N | 3 N}
AN N TN I\) PN
ADN 2
o ILITTTITS N
Hw*“\‘m N HoN™ N7 R
H Y 8 ADN

ADN reticulado
Figura 10. ADN reticulado por las nitrosoureas.
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Alternativamente, de acuerdo a la Figura 11, las moléculas de nitrosourea intactas en lugar de
las especies de diazonio pueden alquilar directamente el ADN. Por lo tanto, el ataque
nucleofilico de guanina O-6 al tautémero de nitrosourea (10) da un efecto intermedio, (11).
Aunque se han propuesto mecanismos alternativos, de acuerdo con los experimentos de
etiquetado, es probable que (11) cicle a la nitrosoisoxazolidina (12), que es atacada por otro
atomo O-6 de una unidad guanina vecina para dar (13). En este aducto, el O-6 de la primera
guanina se carbamoila y el O-6 de la segunda guanina se alquila con un grupo 2-
hidroxidozoetilo. La generacion de diazonio y el ataque de N-3 a partir de una citosina de la
cadena de ADN opuesta, con asistencia anquimérica de guanina N-1, finalmente da el producto
reticulado carbamoilado (14).

oH Fa-
R F’J e cl i L] ¥

. 10 | Ou R-HNT "0
ﬁ i’ H-R /N"l"'J*'N
HoA N J -
T ﬂ I p—— NT 9y —e NN MH,
? HNT SN N ADN —O—

: SR
ADN ADMN T
11
R
ADN+
I ADN 3
R-HN™ ™0 rlq R-HM ILO
A . 1
Qm(ﬁw | F-T\T H
TUNTTRNE, N NT N, "
ADN -0, | o (ADN-0- | o
'\I_/ {{N. e N—r fNT.--i\ N
ADN *_Fﬁﬁp NSy qmp NS,
reticulado| ©7 “Ng__ "0 No—,
LY O ()
o 13
i 14 i
ADN ADN

Figura 11. Mecanismo alternativo de la reticulacién del ADN por nitrosoureas.

Extrapolando esta propuesta con el tipo de moléculas sintetizadas, podriamos ayudarnos a
predecir cuales derivados pueden presentar actividad bioldgica y cudles no, sin embargo,
pruebas bioldgicas como CV (Cristal violeta) y/o un ensayo MTT sin duda son imprescindibles

para llegar a una conclusién concreta.

3.4.2 Nitrosacion.
En quimica organica, una reaccion de nitrosacién es aquella que implica la conversién de un
compuesto organico (generalmente aminas) en su correspondiente derivado nitrosado, esto es,

en compuestos que contengan el grupo funcional nitroso (NO).
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La reaccion de las aminas con el acido nitroso es una materia compleja, pero de gran interés
tedrico como préctico. La nitrosacion de las aminas suele efectuarse afiadiendo una disolucion
acuosa de nitrito de sodio, NaNO: a una disolucion fria de la amina en un &cido mineral; la
especie reactiva estd formada por la pequefia cantidad de amina libre que esta en equilibrio con
la amina protonada. El &cido nitroso, que es un compuesto inestable, se produce siempre en la
mezcla reaccionante fria a la vez que se utiliza. El agente nitrosante real es el ion nitrosonio
(NO*) que se forma por la protonacién del acido nitroso seguida por la pérdida de agua:
HNO; + H* s HoNO2" 5 H,0 + NO*
El mecanismo de nitrosacion de amidas actualmente no es un campo ampliamente explorado,

no obstante, por lo general se trata de un mecanismo similar al de las aminas.

3.4.3. Acido nitroso.

El 4cido nitroso*®, (HNO2) es un &cido débil monobasico conocido solo en solucién y en la
forma de sales de nitrito. Su valor de pka ha sido medido muchas veces por diferentes métodos.
El valor mas confiable es probablemente 3.148 a 25°C.
HNO: + H2,0 = NO7 + H30"
El acido nitroso se descompone rapidamente en oxido de nitrégeno, 6xido nitrico y agua
cuando esta en solucion (1):
2HNO; — NO2 + NO + H20 ... (1)
También puede descomponerse en &cido nitrico y 6xido nitroso y agua (2):
4HNO2 — 2HNO3 + N2O + H20 ...(2)
El &cido nitroso puro nunca se ha aislado ya que la descomposicion se produce dando varios
oxidos de nitrégeno como productos finales. Esta descomposicion generalmente esta
representada por la ecuacion (3):
3HNO; < 2NO + HNO3z + H,O  ...(3)
Aunque la ecuacion anterior, cabe mencionar, no demuestra la imagen completa ya que el 6xido
nitrico se oxidara aun mas a dioxido de nitrogeno. Afortunadamente, la descomposicion es
relativamente lenta a temperatura ambiente y baja [HNO2], alrededor de 1 x 103- 1 x 102 M,
y esto permite que se realicen trabajos tanto sintéticos como mecanisticosa 0 ° Cy 25°C,
donde gran parte de la cinética ha sido estudiada. En ausencia de oxigeno, la via de
descomposicién involucra los dos equilibrios Eq. (4) y (5), mientras que en presencia de
oxigeno la ecuacion (4) entra en juego, y la descomposicidon es significativamente mas rapida.
Donde la descomposicion es un problema, por ejemplo, para reacciones de nitrosacion lentas,
se puede lograr un mejor trabajo cuantitativo llevando a cabo las reacciones anaerébicamente,

p.ej. bajo nitrégeno:
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2NO: + 2H20 = HNO2 + NO3™ + H3O" ...(4)
2HNO; < NO + NO2 + H>0O ...(5)
2NO + Oz — 2NO2 ...(6)
La estructura del acido nitroso es bien conocida (Figura 12). Esta molécula existe en ambas

conformaciones (cis y trans) siendo la conformacion trans la forma dominante.

111¢ o
V4
H\ " //O /O_(,\T/
oL
Figura 12. Conformacion cis y trans del &cido nitroso.

Las longitudes y angulos de enlace son conocidos y hay algun caracter dipolar que confiere un
caracter de doble enlace parcial al enlace N-OH.
El 4cido nitroso existe en solucion acuosa en equilibrio con triéxido de dinitrégeno, N2Os, ec.
(7), que también es una especie nitrosante eficaz, que puede ser considerada como nitrito de
nitrosonio.

2HNO2 = N203 + H20 ..(7)
El tinte azulado visto en soluciones bastante concentradas de acido nitroso se debe al N2Oz.
Otros dos equilibrios son importantes en el contexto de nitrosacion por acido nitroso. Uno
implica la conversion al cation nitrosonio NO*, que se vuelve importante a muy niveles de
acidez muy altos. (8):

HNO: + H30" 5 NO* + H,0 ... (8)
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4. Justificacion
Las N-nitrosoureas son compuestos antineoplasicos también conocidos como agentes
alquilantes que han sido estudiados desde 1959, al ser una subclase de agentes alquilantes
evitan que las células tumorales se reparen a si mismas y por lo tanto las deja incapaces de
reproducirse®. La sintesis de compuestos N-nitrosados ha recibido una mayor atencion desde
el punto de vista no s6lo quimico sino también médico debido a los efectos anticancerigenos
que algunos derivados han mostrado y que actualmente se utilizan como auxiliares en los
tratamientos de quimioterapia tales como la semustina, carmustina y lomustina. Es por ello que
en este trabajo se propone la sintesis de nuevos derivados bencilicos de N-nitrosoureas,
esperando que, al pertenecer a la misma clase de agentes alquilantes posean también actividad
biolégica como antineoplasicos y con ello incrementar el portafolio de moléculas de
produccion nacional que se pueden utilizar en tratamientos contra el cancer y a la vez realizar
una nueva aportacion al campo de la Quimica Medicinal y eventualmente a la Medicina en al

corroborarse dicha suposicion bajo la realizacion de pruebas biologicas.
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5. Metodologia Experimental
En este apartado se describe la metodologia empleada para la sintesis tanto de las N-bencilureas
como de los compuestos quimicos principales: N-bencilnitrosoureas. Asi mismo se mencionan
las especificaciones técnicas de los equipos utilizados como datos técnicos y algunas
caracteristicas fisicoquimicas de los reactivos implicados durante la sintesis orgénica de cada

uno de los compuestos previamente mencionados.

5.1 Reactivos.

Tabla 2. Reactivos utilizados para la sintesis de los compuestos sintetizados.

Estructura Masa Densidad | Pureza Marca
Nombre IUPAC molecular molecular (9/mL) (%)
(g/mol)
Bencilamina NH 107.15 0.981 99.5 Sigma-
2

EjA Aldrich ©

2-Clorobencilamina NH, 141.60 1.173 95 Sigma-
©\A Aldrich ®

Cl

4-Fluorobencilamina nh, | 12514 1.095 97 Sigma-
. /©A Aldrich ©

4-Metilbencilamina nH, | 121.18 0.952 97 Sigma-
/(jA Aldrich ®
H3C

Urea i 60.06 1.335 99.5 Sigma

o ., Aldrich®
Acido p- O\\S _o | 19022 No 98 Fluka
toluensulfénico /O/ “oH aplica Analytical
H;C
Acetonitrilo HyC——=N 41.05 0.786 99.5 Grado
técnico
Acido sulftrico (|3| 98.08 1.840 | 95-98% | Meyer ®
HO—ﬁ—OH
o)
Nitrito de sodio N 0o 69 No 97 Meyer ®
Na . //
O—N aplica
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NOTA: Disolventes como Acetato de etilo, acetona, acetonitrilo y hexano fueron de grado
técnico y destilados previos a su utilizacion.
Para llevar a cabo la sintesis de los compuestos nitrosados se utilizaron las N-bencilureas

sintetizadas como material de partida.

5.2 Equipos utilizados.

e Balanza Ohaus®, modelo AP110 (110g - 0.1mg).

e La&mpara de luz UV Mineralight® modelo UVGL - 25 multibanda UV — 254/366 nm.

e Rotavapor Buchi® modelo R-210 con un bafio calentador modelo B-491.

e Aparato tipo Thomas, Mel-Temp®.

e Equipo NICOLET Is10 Spectrometer Thermo Scientific®, adaptado con el accesorio
Smart Orbit Thermo Scientific, ventana de diamante 30000200 cm™. El software
empleado para la recoleccién de datos fue OMNIC 8.0.

e Espectrometro de Masas JEOL, The AccuTOF, JMS-T100LC.

e Equipo de RMN Bruker Fourier 300MHz, Bruker, Bruker JEOL 500MHz.

e Lampara de luz IR 140V.

5.3 Metodologia empleada en la sintesis de las materias primas: N-bencilureas.

En un matraz bola de 100 mL se colocaron 1 equivalente de la N-bencilamina correspondiente,
2 equivalentes de urea y acido p-toluensulfénico como catalizador en ausencia de disolvente
utilizando como fuente de calor una lampara de luz IR. Mediante el empleo de la cromatografia
en capa fina se le dio seguimiento a la presente reaccion, determinando asi una temperatura de
90°C y un tiempo de reaccion de 30 minutos.

Pasado el tiempo de reaccion y una vez obtenido el producto crudo se procedié a purificar cada
una de las N-bencilureas formadas utilizando la recristalizacion simple donde tras sencillas
pruebas de solubilidad el acetonitrilo fue elegido como el disolvente ideal. El producto crudo
se disolvid en la minima cantidad de acetonitrilo caliente, se afiadié carbon activado y se
mantuvo en agitacion durante cinco minutos. Posterior a esta agitacion, se procedio a filtrar la
mezcla de reaccion sobre una cama de celita dentro de un papel filtro de poro mediano.
Finalmente, la solucion se dejé reposar a temperatura ambiente para favorecer la formacion de
agujas blancas y brillantes. Una vez formadas dichas agujas, se procedi6 a recuperar el producto
final, lavando con hexano frio. Una vez seco, se determind el rendimiento, punto de fusion del

producto de reaccion, asi como su caracterizacion mediante distintas técnicas espectroscopicas.
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5.4 Metodologia empleada en la sintesis de las N-bencilnitrosoureas a partir de N-
bencilureas.

Se coloc6 un matraz Erlenmeyer de 250 mL en un bafio de hielo con sal y acetona, dentro de
este matraz se procedio a formar la mezcla nitrosante utilizando una solucién de &cido sulfarico
(38%) y nitrito de sodio (2.5 equivalentes). Se agregd a esta mezcla cantidad suficiente de
acetato de etilo como fase organica y por ultimo se afiadié lentamente la N-bencilurea
correspondiente. Al igual que en la sintesis de las N-bencilureas, el seguimiento de esta mezcla
de reaccion se realiz6 mediante el uso de la cromatografia en capa fina, determinando asi un
tiempo de reaccion de 2 horas a una temperatura no mayor de 5°C. Pasado el tiempo de
reaccion, utilizando un embudo de separacion se procedié a realizar una serie de extracciones
de la fase organica. Se procedio a recolectar todas las fases organicas en un matraz de manera
de manera que fuese méas sencillo trabajar finalmente con una sola fase. La fase organica
recolectada se secd utilizando sulfato de sodio como agente desecante y en seguida, con ayuda
del rotavapor, se le elimino el exceso de disolvente. Al eliminar el disolvente quedaba un
liquido oleoso amarillo, el cual, al enfriarse permitia la formacion de cristales amarillos. A
dichos cristales se les tomo una CCF en un sistema 70:30:10 (acetato de etilo, hexano y etanol,
respectivamente) con lo que se observé que ain no se encontraban puros por lo que finalmente
se filtraron y una vez filtrados se les afiadié la minima cantidad de acetato de etilo, con lo cual
se observé como dichos cristales se limpiaban hasta adquirir una coloracion blanca y brillante.
De igual manera se les volvié a tomar una CCF en el mismo sistema anteriormente mencionado
con lo que se observo la presencia de un unico producto. Los nuevos cristales blancos fueron
filtrados y recuperados mediante filtracion con vacio. Una vez seco, se determind el
rendimiento, punto de fusién del producto de reaccion, asi como su caracterizacién mediante

distintas técnicas espectroscopicas.
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6. Resultados y Discusion

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante la etapa experimental de este
proyecto, asi como su correspondiente justificacion y discusion desde la sintesis hasta la
obtencion del producto final, utilizando herramientas de caracterizacion como la
Espectroscopia Infrarroja (IR), Espectrometria de Masas (EM) y la Resonancia Magnética
Nuclear de *H y 3C para cada uno de los compuestos sintetizados.

6.1 Condiciones de reaccion para la sintesis de N-bencilureas.

Como ya se ha mencionado anteriormente en el apartado de antecedentes, la sintesis de N-
bencilureas se puede conseguir bajo distintas metodologias, cada una con algunas ventajas y
desventajas respecto al método propuesto en este trabajo, en el cual, para la sintesis de este tipo
de compuestos se procedié a realizar una reaccién de condensacién entre la N-bencilamina
correspondiente y la urea, en una proporcion de 1:2 respectivamente, en ausencia de disolvente
y afiadiendo acido p-toluensulfonico como catalizador, manteniendo con una lampara de luz
IR un reflujo a una temperatura de 90°C durante 30 minutos, tal como se observa en la Figura

13, obteniéndose rendimientos por encima del 80%.

HoN Ar NH
2 0 IR, 30 min o _A°
, 90°C
—_—
Ar + N NH, TsOH NH

1
Figura 13.Reaccidn general para la sintesis de N-Bencilureas

Donde:
Ar: Bencilamina; 2-clorobencilamina; 4-fluorobencilamina; 4-metilbencilamina .

1: N-bencilurea, 1-(2-clorobencil)urea; 1-(4-fluorobencil)urea; 1-(4-metilbencil)urea.

La bencilamina correspondiente, al condensarse con la urea, necesita encontrarse en una
proporcion de equivalentes, 1:2 debido a que, con ello aseguramos que el reactivo en exceso
sea la urea y asi, al ser la bencilamina el reactivo limitante, la reaccién no de paso a una doble
adicion de la urea, pudiéndose favorecer la formacion de un compuesto N-disustitutido,

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se ha propuesto un mecanismo de reaccion (Figura
14) en el cual el primer paso consiste en el ataque de un par de electrones libres del grupo
carbonilo de la urea hacia uno de los hidrégenos del grupo hidroxilo de la molécula de acido
p-toluensulfonico, dando paso a las estructuras de resonancia 2 y 3. En seguida el carbono
electrofilico del intermediario tetraédrico (2) es atacado por un par de electrones libres del

nitrégeno terminal de la bencilamina correspondiente, desplazando a un par de electrones al
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atomo de oxigeno dando como resultado la estructura (5). Puesto que en el medio de reaccion
se encuentra la base conjugada del acido p-toluensulfénico, esta se protona con uno de los
hidrégenos unidos al nitrdgeno més sustituido de la molécula de bencilamina dando como
resultado la estructura (6); nuevamente, tras la protonacion de la base conjugada del TsOH,
uno de los nitrogenos de la parte ureica de la molécula vuelve a protonarse, lo cual favorece la
salida del amoniaco, dando como resultado la molécula (7). A continuacién, un par de
electrones del amoniaco se protona formandose asi el producto final, en este caso, la N-
bencilurea correspondiente, sin olvidar que en el medio de reaccion se encuentra un equilibrio
entre el &cido p-toluensulfonico y su base conjugada, asi como entre el amonio y el amoniaco.
Cabe resaltar que después de terminada la reaccion, este olor caracteristico de amoniaco se

Ilegaba a percibir dentro del matraz de reaccion.
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—_— 3
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Figura 14. Propuesta del mecanismo de reaccion para la sintesis de N-bencilureas de acuerdo

a la metodologia empleada.

La sintesis de N-bencilureas monosustituidas requiere de temperaturas bajas de reaccion debido
a que se observd que un aumento por encima de los 100°C favorecia la formacion de
subproductos no deseados, dificultando el aislamiento del producto principal; en cuanto al

tiempo de reaccién, 30 minutos fueron los necesarios para lograr que toda la materia prima
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(bencilamina correspondiente) reaccionara. Lo anteriormente descrito se comprobé al realizar

el seguimiento de la reaccién con la técnica de cromatografia en capa fina.

6.1.1 Propiedades fisicas de las N-bencilureas sintetizadas.

En la Tabla 3 se muestra la informacidn correspondiente a las propiedades fisicoquimicas de
cada una de las N-bencilureas sintetizadas: punto de fusion, rendimiento y masa molar del
compuesto puro.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de las N-bencilureas sintetizadas.

Nombre IUPAC Estructura molecular | Puntode | Rendimiento | Masa
fusion (%) molar
(°C) (g/mol)
o]
N-bencilurea ©/\NHJ\NH- 144 - 146 85.34 150.18
I
1-(2-clorobencil)urea ©f\NH/\NH2 130- 134 84.75 184.62
Cl
I
1-(4-fluorobencil)urea /@ANH/\NHZ 122 -124 86.21 168.17
F
I
1-(4-metilbencil)urea /@ANH/\NHZ 126 - 128 84.93 164.20
HaC

6.2 Condiciones de reaccion para la sintesis de N-bencilnitrosoureas.

Asegurar la formacién del ion nitrosonio, NO* (agente nitrosante, electréfilo) es crucial para
llevar a cabo la nitrosacién; para ello se efectud (a bajas temperaturas, 5°C) la adicion de una
solucion acuosa de un acido mineral (en este caso, acido sulfarico al 38%) al nitrito de sodio
(2.5moles), ya que esto provoca la formacion del acido nitroso (el cual s6lo se encuentra en
solucion y en sus sales, los nitritos). El acido nitroso es bastante inestable y se descompone
rapidamente a 6xido de nitrogeno (IV), 6xido de nitrégeno (I1) y agua cuando se encuentra en
solucion.

El ion nitrosonio es mucho menos electrofilico que el ion nitronio, NO," y ataca solamente a
los ndcleos aromaticos fuertemente nucleofilicos. Los fenoles, como las aminas terciarias

aromaticas, sufren nitrosaciones rapidamente, pero los anillos con sustituyentes menos

25



activadores que los grupos hidroxilo o amino, o con sustituyentes desactivadores no son
atacados por los agentes nitrosantes®?; razon que también explica la formacion de los
compuestos sintetizados en este proyecto, ademas de que las moléculas contaban con una
estructura provista de dos sitios nucleofilicos susceptibles a la nitrosacion, que, en este caso se

trataron de los dos 4&tomos de nitrdgeno como se observa en la Figura 15:
O

-
N

Figura 15. N-bencilurea.
La reaccion general observada en esta sintesis de N-bencilnitrosoureas (Figura 16) es la
siguiente:

I I
NH/\NHZ H,SO, (38%) / NaNO, NH/\'T‘H
0°c, 250 N
~o

Figura 16. Reaccion general de la nitrosacion de las N-bencilnitrosoureas.

De acuerdo a lo anterior, el mecanismo de nitrosacion consiste en dos fases:

Fase I: Formacion del ion nitrosonio:

Primero, el acido nitroso inestable se prepar6 mediante el tratamiento de nitrito de sodio con
H2S04 acuoso, al 38%. Un ion nitrito es protonado por HSO4 para dar acido nitroso. Luego,
el &cido nitroso también se protona para formar un ion oxonio que tiene un buen grupo saliente
(agua). Y finalmente, la partida del grupo saliente genera iones nitrosonio o cation nitrosilo
(Figura 17).

Na" N—O . o) 01 H,O
/ H | \\ .- . +
FO. —_— N N i» +N=—=7=0 =— N=—7=O
! o {
H | H—o0
H H

Figura 17. Formacion del ion nitrosonio.

Fase I1: Ataque electrofilico:

El ion nitrosonio es electrofilico y es atacado por un par de electrones pertenecientes al
nitrégeno menos sustituido o terminal de la N-Bencilurea correspondiente, formando un
intermediario tetraédrico del cudl se libera un protén del nitr6geno y finalmente formando el

nitrosocompuesto correspondiente (Figura 18).
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Figura 18. Formacion del nitrosocompuesto correspondiente.

En el caso del derivado LQM 802, el mecanismo de reaccion es similar al propuesto
anteriormente, salvo por el sustituyente cloro en la posicion dos del anillo. De la misma forma,
este mecanismo es igualmente propuesto para la nitrosacion del LQM 803 y LQM 804,
Unicamente considerando en este caso especifico para estos Ultimos la nitrosacion se dio en el
nitrégeno mas sustituido de la molécula y no en el terminal (o menos sustituido) como las

moléculas anteriores.

6.2.1 Propiedades fisicas de las N-bencilnitrosoureas sintetizadas.
En la Tabla 4 se muestra la informacion correspondiente a las propiedades fisicoquimicas de
cada una de las N-bencilnitrosoureas sintetizadas: punto de fusion, rendimiento y masa molar

del compuesto puro.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de las N-bencilnitrosoureas sintetizadas.

Punto de | Rendimiento Masa
Nombre IUPAC Estructura fusion (%) molar
(°C) (g/mol)

NH NH
LQM 801 ,L\ 136 - 140 10.22 179.176
~o0

LQM 802 WPy | 140-142 8.22 213.621
o
Cl ~0

O
LQM 803 gNkNHZ 136 - 140 8.72 197.167
|
F N§o
I
LQM 804 /@ANJ\NHZ 84 - 90 11.6 193.206
N
HsC ~o




6.3 Caracterizacion espectroscopica.

Enseguida se procede a relatar la caracterizacion espectroscopica de cada uno de los
compuestos sintetizados, para ello se utilizaron tres distintas técnicas (Espectroscopia IR, RMN
'H, RMN 3C y EM). Cabe resaltar que los espectros de RMN *C son desacoplados de
hidrdgeno, razén por la cual observamos sélo singuletes en ellos.

En primer lugar, se muestran unas tablas con el resumen espectroscopico para cada una de las

N-bencilureas y N-bencilnitrosoureas sintetizadas (Tabla 5-12).

Tabla 5. Resumen espectroscopico de la N-bencilurea.

I
(Y

N-Bencilurea, Rend. 85.34%, p.f 144-146°C IR (Diamante, Vimax, cm™): 3423.09-3324.47
(NH), 2879.30 (Csp3-H), 1969.75 (C=C aromatico), 1645.18(C=0). 'H RMN (500MHz;
DMSO-ds) & (ppm) 7.28 (m, 5H), 6.44 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 5.56 (s, 2H), 4.18 (d, J = 5.9 Hz,
2H); ¥C RMN (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 159.32 (C=0), 141.48(Csat), 128.82
(Arom), 43.40(CH2-Arom); EM-DART m/z: 150.08 [M]", 151.08 [M+1H]*

Tabla 6. Resumen espectroscopico de la 1-(2-clorobencil)urea.

I
5 0ule
Cl

1-(2-clorobencil)urea, Rend. 84.75%, p.f. 130-134°C, IR (Diamante, Vma, cm™):
3433.66-3337.26 (NH), 2931.06 (Csp®-H), 1343.55 (C=C aromatico), 1641.09(C=0). ). H
RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 7.29 (m, 4H), 6.46 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 5.63 (s, 2H),
4.20 (d, J = 6.1 Hz, 2H). 3C RMN (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 159.19(C=0), 138.41(-
C-CHy), 132.39(-C-Cl), 129.54, 129.13, 128.88, 127.63 (Arom), 41.25(CH>-Arom). EM-
DART m/z: 184.62 [M]+, 185.05 [M+1H]*
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Tabla 7. Resumen espectroscopico de la 1-(4-fluorobencil)urea.

@)

oy
F

1-(4-fluorobencil)urea, Rend. 86.21%, p.f. 122-124°C, IR (Diamante, Vma, CmM?):
3427.16-3326.92 (NH), 2931.36 (Csp-H), 1464.41 (C=C aromético), 1553.99(C=0),
1215.51 (C-F). 'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 7.24 (m, 2H), 7.09 (m, 2H), 6.43 (t,
J = 6.1 Hz, 1H), 5.56 (s, 2H), 4.11 (d, J = 6.1 Hz, 2H). 3C RMN (125 MHz, DMSO-ds) &
(ppm) 160.46 (-C-F, d, J = 38.2 Hz), 159.29 (C=0), 137.68 (-C-CH,-), 129.44 ( J = 8.0 Hz),
115.40 ( J = 21.2 Hz) (Arom), 42.61(CH,-Arom). EM-DART m/z: 168.17 [M]*, 169.07
[M+1H]*

Tabla 8. Resumen espectroscopico de la 1-(4-metilbencil)urea.

]
oy
HyC

3

1-(4-metilbencil)urea, Rend. 84.93%, p.f. 126-128, IR (Diamante, Vimax, cm™): 3428.65-
330.40 (NH), 22922.08 (Csp3-H), 1800-2000 (C=C aromatico), 1593.98(C=0).'H RMN
(300 MHz, DMSO-dg) 6 7.11 (m, 4H), 6.38 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.52 (d, 2H), 4.12 (d, J=6.0
Hz, 2H), 3.44 (H:0), 2.26 (s, 3H) *C RMN (75 MHz, DMSO0-d6) § *C RMN (75 MHz,
DMSO-d6) & 160.25 (C=0), 138.22 (C-CHzs), 136.00 (C-CH2), 129.20, 127.46 (Arom),
43.03(s), 21.11(CH3). EM-DART m/z: 164.20 [M]*, 165.10[M+1H]*

A continuacion, en la siguiente pagina se presentan los resimenes espectroscopicos
correspondientes a las N-bencilnitrosoureas sintetizadas.
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Tabla 9. Resumen espectroscopico del LQM 801.

O

NH/\ITIH

N
~o0

-

3-bencil-1-nitrosourea (LQM 801), Rend. 10.22%, p.f. 136-140; IR (Diamante, Vmax, M
1): 3316.29 (NH), 2872.75 (Csp3-H), 1800-2000 (C=C aromatico), 1561.21 (C=0), 1453.79
(NO). *H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 7.24 (m, 5H), 6.44 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 4.21
(d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.36 (s, 1H). C RMN (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 158.67(C=0),
141.45(C-CHy), 128.76, 127.54, 127.11(Arom), 43.53(CH2-Arom).

Tabla 10. Resumen espectroscépico del LQM 802.

NH/\I\llH

N~
~0

4

3-(2-clorobencil)-1-nitrosourea (LQM 802), Rend. 8.22%, p.f. 140-142; IR (Diamante,
Vmax, cm?): 3316.29 (NH), 2872.75 (Csp3-H), 1800-2000 (C=C aromatico), 1561.21 (C=0),
1453.79 (NO). *H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7.30 (m, 4H), 6.61 (t, J = 6.1 Hz,
1H), 4.26 (d, J = 6.1 Hz, 2H); *C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 158.39(C=0),
138.29(C-CHy), 132.43(C-Cl), 129.59, 129.18, 128.96, 127.67 (Arom), 41.45(CH2-Arom).

Tabla 11. Resumen espectroscopico del LQM 803.

O

I
’TI/\N

Nx
~0

H,

2

F

1-(4-fluorobencil)-1-nitrosourea (LQM 803), Rend. 8.72%, p.f. 136-140; IR (Diamante,
Vmax, cM?): 3316.29 (NH), 2872.75 (Csp3-H), 1800-2000 (C=C aromatico), 1561.21 (C=0),
1453.79 (NO). *H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.21 (s, 2H), 7.47, 7.22 (m, 4H),
4.02 (s, 2H); *C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 163.77 (C-F), 161.34(C=0),
131.69(C-CHy), 130.70, 115.89 (Arom), 42.07(CH2-Arom).
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Tabla 12. Resumen espectroscépico del LQM 804.

O

o
Nx
H,C ~o

1-(4-metilbencil)-1-nitrosourea, Rend. 11.6%, p.f. 84-90°C; IR (Diamante, Vmax, cm'l):
33346.54 (NH), 3171.17 (Csp?-H), 2922.28 (Csp3-H), 1800-2000 (C=C aromatico), 1720.66
(C=0), 1477.31 (NO); *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 7.22 (m, 4H), 5.94 (s, 2H), 4.06
(s, 2H), 2.29 (d, J = 16.4 Hz, 3H).13C RMN (125 MHz, DMSO-ds) §159.48(C=0), 136.13
(C-CH3), 131.39, 129.61, 129.33, 129.24, 127.49 (Arom), 42.89 (d, J =56.8 Hz, CH2-Arom),
21.16 (d, J = 8.6 Hz, -CHs).

Dada la similitud de los derivados sintetizados (tanto N-bencilureas como N-
bencilnitrosoureas) en este apartado se procede a describir de manera detallada la
caracterizacion espectroscopica de uno solo de los derivados de cada grupo, eligiendo paraello
de manera arbitraria a la 1-(4-metilbencil)urea y a la 1-(4-metilbencil)-1-nitrosourea (LQM
804). El resto de los espectros correspondientes a los distintos derivados se encuentra al final

de esta tesis dentro del apéndice espectroscopico.

6.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo de la 1-(4-metilbencil)urea.
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Figura 19. Espectro de infrarrojo de la 1-(4-metilbencil)urea.

De acuerdo al espectro IR anterior (Figura 19) observamos que para el tipo de molécula que
tenemos (amida secundaria) encontramos que la banda correspondiente a la vibracion del grupo
carbonilo de esta amida corresponde al valor de 1593.98 cm™, probablemente se encuentra

desplazada a frecuencias mas bajas debido a la resonancia que existe en esta parte de la
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molécula®®. Por otra parte, los enlaces N-H de la molécula se muestran en las bandas de
3428.65 y 3330.40 cm* debido a que son dos enlaces de este tipo. A 2922.08 cm™ se encuentra
la banda del enlace C-H de tension de los carbonos sp® de este compuesto. Nuevamente, la
banda de los armdnicos que se ubica el rango comprendido entre 2000 - 1665 cm™ >3 no se
alcanza a notar de manera concluyente a pesar que esta banda es caracteristica en compuestos
con anillos aromaticos, no obstante el enlace C=C, correspondiente al anillo aromatico se
atribuye a la banda correspondiente al valor de 1458.96 cm™ puesto que en esta region también
es caracteristica para nacleos aromaticos.

A continuacion, en la Tabla 13 se muestra un resumen de lo anteriormente descrito.

Tabla 13. Asignacion de las bandas de los principales grupos funcionales observados en el
espectro IR de la 1-(4-metilbencil)urea.

Frecuencia Enlace
(cm™)
1593.98 Cc=0
3428.65 N-H
3330.40 N-H
1458.96 C=C aromatico
2922.08 Csp®-H

6.3.2 Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno de la 1-(4-metilbencil)urea.
En la Figura 20 se puede apreciar el espectro de RMN *H del compuesto 1-(4-metilbencil)urea.

NP
£83 i \ 33 5 RER 8
N Il 7/lng \ N N
|
N
Co
G\S/A

4.15 4.10
710 7.05 7.00 f1 (ppm)
f1 (ppm) (s)

2.06
1,3,6,4 (m) 8 () 10 (d) 7 (d) (s) 12 (m)
7.11 6.38) 5.52 4.12 344 2.26

[ e e —
2.28 226 2.24 2.22
f1 (ppm)

—_—
6.40 6.35 6.30 |

7.20 7.15

.

d

g

e

<

1.7
0.0

1 oss]
4.60]
bt

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 1.6 14 1.2 1
f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) de la 1-(4-metilbencil)urea.
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Como se puede apreciar, observamos que a campos bajos, en el rango de 7.11 ppm se encuentra
un multiplete (y ademas sistema AA’-BB’) que integra para cuatro atomos de hidrégeno
pertenecientes al anillo aromatico. El triplete observado en el rango de 6.38 ppm integra para
un &tomo de hidrégeno y corresponde al protdn unido al nitrégeno mas sustituido (dtomo 8).
En 5.52 ppm se esperaria observar un singulete que integrase para los dos &tomos de hidrégeno
enlazados al nitrégeno terminal, los cuales se encuentran desprotegidos ya que se encuentran
unidos a un a&tomo electronegativo como lo es el nitrégeno, razén por la cual aparece dicho
desplazamiento hacia campos bajos. No obstante, la sefial observada es un doblete que integra
para cuatro hidrogenos. Esta sefial se justifica debido a que posiblemente se encuentra urea
remanente ademas del compuesto, es decir, urea que no reaccion6é por completo durante la
sintesis y es por ello que en total dicha sefial integra para cuatro atomos de hidrégeno.

En 4.12 ppm, al tener el atomo 7 s6lo un hidrogeno vecino del atomo 8, la sefial observada es
un doblete que integra para los dos hidrogenos de dicho atomo, es decir, para los dos hidrogenos
pertenecientes al metileno.

A campos altos, en 2.26 ppm observamos un multiplete que corresponde a los tres hidrogenos
del metilo que se encuentra en la posicion -para del anillo aromatico, como consecuencia de la
diferencia en la electronegatividad entre un carbono y un hidrogeno. El carbono es ligeramente
mas electronegativo que un hidrégeno, dando como resultado que los hidrogenos enlazados a
él se encuentren mas desplazados a campos altos.

Finalmente, en este espectro se aprecian dos sefiales: una en 3.44 ppm vy la otra en 2.06 ppm,
las cuales no corresponden a la molécula pero se atribuyen a la presencia de agua y acetona,
respectivamente ya que, de acuerdo a la literatura® estos rangos son caracteristicos de dichos

disolventes y ocasionados debido a un mal manejo en la preparacion de las muestras para RMN.

6.3.3 Resonancia Magnética Nuclear de Carbono de la 1-(4-metilbencil)urea.

En la Figura 21 se puede apreciar el espectro de RMN 3C del compuesto 1-(4-metilbencil)urea.
El singulete que aparece en 159.24 ppm corresponde a la sefial del carbono del carbonilo
(a&tomo 9) el cual se encuentra mas desplazado hacia campos bajos debido a la resonancia que
existe en el grupo funcional amida, la cual causa esa desproteccion de dicho atomo que desplaza
al carbonilo hacia estas frecuencias. Como se puede observar, una sefial en 160.25 ppm también
logra observarse, esta sefial se explica debido a la presencia de urea remanente tras la
realizacion de la sintesis del compuesto en cuestion, pues observamos la sefial correspondiente
al carbonilo de la urea, tal como se mencioné en el espectro anterior.

Los carbonos saturados correspondientes a las sefiales en 138.22 y 136.00 ppm corresponde
al carbono del &tomo 5y 2, respectivamente, ambos desplazados hacia frecuencias altas, dichas

asignaciones fueron corroboradas usando tablas espectroscépicas®
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Los carbonos 1y 3 (127.46 ppm) se encuentran desplazados hacia frecuencias méas bajas en
comparacion con sus homdlogos 4 y 6 (129.20 ppm). Esto se explica debido a que el grupo
metilo es un grupo electrodonador que provoca la desproteccion de estos dos atomos de
carbono (6 y 4). Observamos cierta simetria en estas sefiales debido a la equivalencia de dichos
pares entre si.

La sefial del carbono 7 se encuentra desplazada hacia campo alto (43.03 ppm) ya que este rango

es especifico para el metileno correspondiente.
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Figura 21. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 75 MHz) de la 1-(4-metilbencil)urea.

6.3.4 Espectrometria de Masas de la 1-(4-metilbencil)urea.

El siguiente espectro de masas (Figura 22) fue realizado utilizado la técnica DART y confirma
la obtencién de la materia prima obtenida 1-(4-metilbencil)urea ya que se observa la presencia
del pico base en 165.10 m/z con una abundancia relativa del 100% correspondiente al ion
molecular, este valor es consistente con la masa molecular mas una unidad del compuesto

esperado.
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Data:U-2613 DC-79B

Sample Name:Dr. Marcos Hemandez / Diego Cruz
Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine miz[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];...

Charge

number:1

Relative Intensity

Tolerance:10.00(mmu)
Element:'2C:0 . 9, 'H:0 . 13, *N:0 .. 2, %00 1

Acquired:6/14/2019 12:51:27 PM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_Peg_600
Created:6/17/2019 12:21:43 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fracti...

1004 165.10194) |181.09721
5:|_
. 32019956
1 269.16550 ‘ l l | 540.25266
o | 1 l I | ||I [N | l I | | II I . | I | | |
200 400 600 800 1000
miz
Mass Intensity | Calc. Mass Mass(rlgli;fﬁ)rence Massﬂlﬁ)}:fr:)rence Possible Formula
165.10194] 51619.75 165.10279 -0.85 -5.12[ 2Ca H1a™N2 190y
Figura 22. Espectro de masas de la 1-(4-metilbencil)urea.
6.3.5 Espectroscopia de Infrarrojo del LQM 804.
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Figura 23. Espectro IR del LQM 804.

De acuerdo al espectro de IR anterior (Figura 23), para el tipo de molécula que tenemos (amida

secundaria) encontramos que la banda correspondiente al grupo carbonilo de esta amida

corresponde al valor de 1720.66 cm™, probablemente se encuentra desplazada a frecuencias

mas bajas debido a la resonancia que existe en esta parte de la molécula®. Por otra parte, los

enlaces N-H de la molécula se muestran en las bandas de 3346.54. La banda de los sobretonos

aromaticos se ubica el rango comprendido entre 2000 - 1665 cm™ %3 correspondiente al enlace

C=C del anillo aromético. Finalmente, el enlace Csp3-H se encuentra para el carbono CH>
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(metileno) y CH3 (metilo) presentes en la estructura con un valor de 2922.28cm™. Finalmente,
los compuestos aromaticos nitrosados absorben en el rango de 1511-1495 cm™ >3 por lo que la
banda asignada al grupo nitroso N=0 se atribuye al valor que aparece en 1477.31 cm™,

En la Tabla 14 se resume la asignacion de bandas anteriormente descrita.

Tabla 14. Asignacion de las bandas de los principales grupos funcionales observados en el
espectro IR del LQM 804.

Frecuencia Enlace
(cm™)
1720.66 C=0
3346.54 N-H
1477.31 NO
2922.28 Csp®-H
3171.17 Csp?-H (alcano)
1800-2000 C=C aromatico

6.3.5 Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno del LQM 804.
En la Figura 24 se puede apreciar el espectro de RMN *H del compuesto LQM 804.
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Figura 24. Espectro de RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) del LQM 804.

Se observa un multiplete en 7.22 ppm, el cual corresponde a los cuatro hidrégenos del anillo
aromatico, donde los pares de ndcleos 1, 3y 4, 6 son equivalentes. Nuevamente, se trata de un
sistema AA’-BB’ debido a la equivalencia de dichos pares entre si. En 5.94 ppm, desplazado

hacia campos bajos se encuentra una sefial singulete que integra para dos hidrogenos, esta sefial
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es clave para observar que, en este caso, la molécula se ha nitrosado en el nitrégeno menos
sustituido. En el caso de los hidrogenos del d&tomo 8, correspondientes al nitrégeno mas
sustituido de la molécula se esperaria obtener una sefial de tipo singulete que integrase para
ambos, no obstante, observamos que esta sefial 4.06 ppm es un multiplete, de hecho, son dos
sefiales las que se logran apreciar, esto es debido principalmente a que este espectro
corresponde a una mezcla de compuestos (es decir, se tiene a la molécula LQM 804 vy
posiblemente a su isbmero, el 3-(4-metilbencil)-1-nitrosourea) donde cada sefial observada en
este rango (el singulete y a continuacién un doble doblete) se justifica debido a la presencia de
hidrégenos diasterotopicos en la molécula.

Finalmente, a 2.29 ppm se encuentra la sefial que corresponde a los hidrégenos del metilo,
correspondientes al &tomo 7, como se ha explicado anteriormente, este rango es caracteristico
en los hidrogenos de este grupo funcional. Esta sefial también confirma la presencia de ambos
isomeros, no debe tomarse como un doblete sino mas bien como sefiales aisladas (dos

singuletes) que corresponden a cada uno de los compuestos presentes.

6.3.6 Resonancia Magnética Nuclear de Carbono del LQM 804

En la Figura 25 se puede apreciar el espectro de RMN *3C del compuesto 1-(4-metilbencil)-1-
nitrosourea.
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Figura 25. Espectro de RMN de *C (DMSO-dg, 125 MHz) del LQM 804.
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El singulete que aparece en 159.48 ppm corresponde a la sefial del carbono del carbonilo
(&tomo 10) el cual se encuentra més desplazado hacia campos altos debido a la resonancia que
existe en el grupo funcional amida.

Los carbonos equivalentes pertenecientes al anillo aromatico (1,3 y 6,4) asi como los carbonos
saturados presentes en el anillo se encuentran en el rango que va desde 125-138 ppm, rango
caracteristico de este tipo de atomos.

A campos altos se observan dos singuletes (42.61 y 43.18ppm). La presencia de estas sefiales
nuevamente se debe a la posible presencia de dos productos de reaccion (como ya se ha
mencionado anteriormente, posiblemente se trate del compuesto en cuestion, LQM 804 y a su
isomero). Estas sefiales corresponden al &omo 8 de la molécula ya que es un rango
caracteristico de un metileno.

Finalmente, encontramos el desplazamiento caracteristico del grupo metilo en 21.16 ppm.

6.3.7 Espectrometria de Masas LQM 804.

El siguiente espectro de masas (Figura 26) fue realizado utilizado la técnica DART y confirma
la obtencion de la materia prima esperada ya que se observa la presencia del pico en 194.09321
m/z con una abundancia relativa del 70% correspondiente al ion molecular , este valor es

consistente con la masa molecular més una unidad del compuesto esperado.

Data:U-1425 DC-QD Acquired:3/27/2019 10:43:22 AM
Sample Name:Dr. Marcos Hernandez / Diego Cruz Operator:AccuTOF

Description: Mass Calibration data:Cal_Peg_600
lonization Mode:ESI+ Created:3/28/2019 1:57:05 PM

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30, Area];Correct Base[1.0%];Smooth..  Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:50.00{mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 60.0 (Fracti...
Element:*2C:1 .9, 'H:1 12, “N:1 3, 18001 2

Relative Intensity

16510170
7 19409321
i 209.13256
50_
| 269.16542
] 105.07108 258.15792
35921363
) | 239.14905 | 313.18225
0 [ [P T ol i el e ol e il b
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300
miz
Mass Intensity Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula
(mmu) (ppm)

194.09321]  199182.14]  194.09295 0.24 1.34 2Ca"H12®¥Na 02

Figura 26. Espectro de masas del LQM 804
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De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, tanto para las N-bencilureas como para
las N-bencilnitrosoureas, todas las moléculas respectivas se lograron caracterizar mediante la
espectroscopia IR y RMN (*H y 13C), aclarando que respecto a estas ultimas dos, en el resto de
los espectros no se evidencio la presencia del isomero correspondiente como lo fue con el LQM
804 sino que en ellos se obtuvo un Unico producto de reaccion (ver apéndice espectroscopico).
Ahora bien, a pesar de emplear la misma técnica espectroscépica que con las N-bencilureas,
DART, s6lo uno de los espectros (correspondiente a la 1-(4-metilbencil)-1-nitrosourea)
coincidié el pico base con la masa molecular de la misma. Es por ello que es necesario
fundamentar dichos resultados bajo el siguiente analisis:

De acuerdo a la literatura®>, en algunos nitrosocompuestos aromaticos es factible que se
presente un equilibrio entre monémeros y estructuras diméricas mediante un proceso de
dimerizacion que no requiere condiciones especiales de iniciacion. El uso del comportamiento
de compuestos aromaticos nitrosados como tales modelos se basa principalmente en sus fuertes
dimerizaciones dependientes de la estructura a azodioxidos. En la dimerizacion, las moléculas
nitrosadas muestran su naturaleza ambivalente, durante la dimerizacion de un par de moléculas,
una de ellas se comporta como el nucletfilo, pero el otro desempefia el papel del objetivo para
la unién del nucledfilo, lo cual probablemente depende de la orientacion espacial
intermolecular. Sabiendo esto, cabe mencionar y tener presente que después de la sintesis de
las N-Nitrosobencilureas, los espectros de masas se obtuvieron en cuestion de dias después de
su sintesis (1-(4-metilbencil)-1-nitrosourea) asi como en cuestion de semanas (3-bencil-1-
nitrosourea,  3-(2-clorobencil)-1-nitrosourea,  1-(4-fluorobencil)-1-nitrosourea)  debido
principalmente a contratiempos referentes a la disponibilidad del espectrometro de masas.
Claramente no solo el tiempo sino también la temperatura (los compuestos sintetizados se
mantuvieron a temperatura ambiente) fueron dos variables importantes e influyentes en los
resultados obtenidos.

En el caso de la 3-bencil-1-nitrosourea, podemos suponer que el dimero formado es el

siguiente:
. 0
0 (l) |
/H\ NS +,N/\NH
NH ~NH \ITI \H

o
La molécula anterior (el dimero de la 1-bencil-3-nitrosourea) tiene un peso molecular de 358.35

g/mol. No obstante, en este caso, se plantea la formacion de un dimero como consecuencia del

ataque nucleofilico y posterior adicidn del nitrdgeno mas sustituido de la 3-bencil-1-nitrosourea
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hacia el carbono del grupo carbonilo de una segunda molécula de 3-bencil-1-nitrosourea, tal

como se ejemplifica a continuacion:

I P
NH ITIH o o ’I‘/
NH
Ny N | X
0 — | — NH N
HN NH-N
o NH \
V oA & 3‘ ©
/4

=~

o O

B ki

— —+
o) H\ + ) B It
=
N~ ¢}
| =
o o | J\"\' N~
| H NH NH N o |
Iy [M-118.052] \_,.NH
NH N . C
NH-N \
NH-N
0 \
m/z=118.052
L m/z= 241.307 - - -
| m/z= 358.352 i

Asi mismo, al unirse dos moléculas del fragmento correspondiente a m/z= 241.307 se obtiene

la siguiente estructura que corresponde a otro de los picos (m/z= 482.616):

!
~
H
Q*:<

H  Wn m/z= 482,616

+

Y, como observamos, el fragmento anterior explica el pico correspondiente de acuerdo a la
Figura 27 correspondiente al espectro de masas del LQM 801 que se encuentra en la siguiente

pagina.
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INSTITUTO DE GUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Acg. Data Name: U-848 dEAM-Ts Experiment Date/Time: 2/19/2018 2:36:34 AM
Creation Parameters: Average{MS[1] Time:1..1) Instrument : JEOL The AccuTOF - JMS-T100LC
Dr. Marcos Hemandez / Diege Cruz lonization Mode: DART+

x10°  Intensiy (820478)
481.2775

B00H 482.25881

241.13245

600

500

400

300

200
483 25014
24212468
1004

S e L JNL N S B wy S B | T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 &00 B00 00g

miz

Figura 27. Espectro de masas del LQM 801.
Ademas de la propuesta planteada para la 3-bencil-1-nitrosourea, ahora, tomando en cuenta
que se trata de la 3-(2-clorobencil)-1-nitrosourea se propone un mecanismo distinto de
fragmentacion en donde el primer paso consiste en la formacion de un isocianato

correspondiente de acuerdo al siguiente mecanismo:

|
.. _H H
NHJYN/ NH N H H
. e Lk .

'l* ||4 Cl (o'

40

+iC
N + -co _H
N H — NH
/
H > o
cl
cl

Una vez formados estos productos de reaccion, sucede una reaccion entre la bencilamina y el
isocianato que da como resultado una dibencilurea protonada (el método utilizado es DART,

de ahi que se visualiza un proton de mas en la estructura):

Esta molécula tiene una relacién m/z = 310.197 que corresponde a uno de los picos mostrados

en el espectro de masas mas la unidad (Figura 28). Considerando que ocurre una dimerizacion
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en esta molécula, se obtiene una molécula con m/z= 620.39 (**ClI) y, considerando que el ClI
tiene 9 is6topos, las relaciones de m/z que mostraria este compuesto corresponderian a los picos
de 621.090 *ClI) y 622. 0927 (*’Cl), no obstante, no se puede concluir claramente con la
elucidacion del resto de los picos observados bajo Unicamente este andlisis.

INSTITUTO DE QLAMICA, LIHAM
LABQORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Acq. Data Mame: U-240 dEAM-TE. Experimant DataTime: 21 2019 9:36:34 AM

Greaion Parameters: Average(MS{1] Time:3.3) Instrument : JEOL The AccuTOF : JMS-TI00LT
Dr. Marcos Hamandsz / Diego Cnz lonization Mode: DART+
a0®  intensity (530432)
J 51508357
£00
00 17.00585
a0
62109050
00 30905463
200 2105166
£22 09275
100
£23.08363
. \ L
T LS B ] 7 T 7 =
00 400 £00 500 1000

mz

Figura 28. Espectro de masas del LQM 802.

De acuerdo al espectro de masas (obtenido por el método DART) que observamos para el

caso de la presente molécula 1-(4-fluorobencil)-1-nitrosourea (Figura 29):

Acq. Data Name: U-3043 DC-820 Experiment DataMime: /272019 1:53:55 PM
Craation Paramaters: Average(MS{1] Time:2 5020..2. 7010} Instrument © JECL Thie AcCuTOF @ JMS-T100LC
DR. MARCOS HERNANDEZDIEGO CRUZ lonization Moge: DART+

Intansity (%)

100 [~ 166.12271

25116405
23413721

23212150
20+ 125.08843

16712571

| N T " J..J‘. ek 4|l
I5IDIIII1b:|llIl'slﬁlﬂllzélcllllzéﬂlllIJ&']IIIIBSE"I

Figura 29. Espectro de masas del LQM 803.
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En este caso, como podemos ver, la elucidacion de la estructura no es clara, es decir,
contemplando la hipétesis de que en este caso también se han formado dimeros, la estructura
obtenida en teoria corresponderia al tipo:
oA
+ N
N LN NH

NH ONH SN
| H
o} F

Donde la masa molecular de este dimero es de 394.33 g/mol, mismo valor que no concuerda
con alguno de los picos obtenidos, sin embargo, al realizar una fragmentacion como se muestra

en la siguiente imagen obtenemos el pico correspondiente a m/z = 167.16:

_ 0 i |
o o o
| |

N~ N NH [M-227.17] /|\ R
NH/\NH \l\|l+ \H /\©\ et NH I}l
o F H
F F

miz= 167.16
m/z=394.33 L _
_ I+
i 0
(lj /”\
N~ ,.N NH
| H
o} F
— m/z=227.17 -

Y, como observamos, el fragmento de m/z= 167.16 explica uno de los picos observados en la
Figura 29.

Otro hecho interesante es que, en el caso de las N-bencilnitrosoureas observamos que tanto en
el LQM 801 como en el LQM 802 la nitrosacion se dio en el nitrogeno terminal de la molécula
mientras que para el LQM 803 y LQM 804 dicha nitrosacion acontecié en el nitrgeno mas
sustituido a pesar de que la metodologia fue similar en todos los derivados. El efecto estérico
es la clave para comprender este suceso debido a que el patron observado es que las moléculas
que tienen un sustituyente en posicion -para al anillo se nitrosaron en el nitrégeno mas
sustituido no asi en el caso de las moléculas -orto sustituidas, las cuales se nitrosaron en la

posicion del nitrégeno menos sustituido.
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7. Conclusiones.

Mediante una nueva metodologia en condiciones de luz IR y en ausencia de disolvente
se lograron obtener N-Bencilureas con rendimientos por encima del 80%.

Se demostré que es posible sintetizar N-bencilnitrosoureas con la metodologia
empleada. Se obtuvieron bajos rendimientos y estabilidad variable.

Todas las N-bencilureas y N-bencilnitrosoureas sintetizadas se caracterizaron mediante
el empleo de distintas técnicas espectroscopicas como la Espectrofotometria IR, RMN
(de *H y 3C) y espectrometria de masas (EM-DART) como método de confirmacion
de la formacion de los productos de interés.
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8. Perspectivas.

El alcance de este trabajo engloba Unicamente la sintesis orgdnica de compuestos con posible

actividad antineoplasica, especificamente, N-bencilnitrosoureas. Es por ello que se proponen

como prospectivas lo siguiente:

Llevar a cabo las correspondientes pruebas bioldgicas (MTT y CV, por ejemplo) en
cada uno de los compuestos obtenidos y asi, desmentir o confirmar su posible actividad
antineoplasica.

Realizar la optimizacion de los rendimientos obtenidos en la sintesis de los derivados
nitrosados ya que a pesar de que si se obtuvieron los compuestos esperados, los
rendimientos de los mismos resultaron notablemente bajos y dada su estabilidad
variable y su posible tendencia a dimerizarse, trabajar bajo condiciones de reaccién en
frio durante toda la sintesis hasta el almacenaje resulta un aspecto importante a
considerar en caso de realizar nuevamente la sintesis.

Con el objetivo de obtener una elucidacién mas completa de cada una de las moléculas
obtenidas, se sugiere RMN de °N para esclarecer en qué posicion se encuentran los
nitrégenos.

Realizar estudios teoricos utilizando las herramientas de la Quimica Computacional
con el objetivo de estudiar mas detalladamente la posible actividad biolégica de esta

clase de moléculas.
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APENDICE ESPECTROSCOPICO

Espectro de infrarrojo de la 1-bencilurea.

Espectro RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de la 1-bencilurea.

Espectro de RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) de la 1-bencilurea.
Espectro de masas de la 1-bencilurea.

Espectro de infrarrojo de la 1-(2-clorobencil)urea.

Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de la 1-(2-clorobencil)urea.
Espectro de RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) de la 1-(2-clorobencil)urea.
Espectro de masas de la 1-(2-clorobencil)urea.

Espectro de infrarrojo de la 1-(4-fluorobencil)urea.

Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de la 1-(4-fluorobencil)urea.
Espectro RMN C (DMSO-ds, 125 MHz) de la 1-(4-fluorobencil)urea
Espectro de masas de la 1-(4-fluorobencil)urea.

Espectro de infrarrojo del LQM 801.

Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) del LQM 801.

Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 125 MHz) del LQM 801.

Espectro de infrarrojo del LQM 802.

Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) del LQM 802.

Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 125 MHz) del LQM 802.

Espectro de infrarrojo del LQM 803.

Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) del LQM 803.

Espectro de RMN de *C (DMSO-dg, 125 MHz) del LQM 803.
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Data:UJ-946 DC-T1D

Sample Name:Dr. Marcos Hemandez / Diego Cruz
Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 20, Area]; Correct Base[1.0%];Smooth..

Charge number:1 Tolerance:200.00(ppm), 5.00 .. 15.00(...

Element:*2C:1 16, '"H:1 .23, N1 .2, %01 .4

Relative Intensity
100+

Acquired-2/19/2019 9:24:21 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_Peg_&00
Created: 211972019 9:47:15 AM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Mumber:0.0 .. 40.0 (Fracti...

301.16999
151.08314
5.I:I—
.3__ 10089543 | 21112003 ). 3802301 477.28362 . :
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Mass Intensity Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Fossible Formula
(mmu) (ppm)
151.08814] 2325759.58  151.08714 1.00] 6.61] 12Cs'H11™N2"804

Espectro de masas de la 1-bencilurea.
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Data:U-947 DC-c72B

Sample Name:Dr. Marcos Hernandez / Diego Cruz

Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect{Centroid, 30, Area];Correct Base[1.0%].Smooth..

Charge number:1

Relative Intensity

Tolerance:30.00(mmu)
Element:*2C:1 .. 8, 'H:1 .. 10, *=CI1 1, N0 .2, 500 .1

Acquired-2/19/2019 9:25:05 AM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal Peg_600

Created: 220072019 12:51:28 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Mumber:0.0 .. 25.0 (Fracti...
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5I|:|_
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Espectro de masas de la 1-(2-clorobencil)urea.
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Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de la 1-(4-fluorobencil)urea.
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Data:U-948 dEAM-Ms

Sample Name:Dr. Marcos Hernandez { Diego Cruz
Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z]Peak Detect[Centroid, 30, Area];Cormrect Base[1.0%],Smooth..

Charge number:1 Tolerance:30.00(mmu)
Element:2C:1 .8, "H:1 10, =F:1 1, ¥N:0 .2, 80:0 .1

Relative Intensity

Acquired:2/19/2019 9:32:04 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_Peg_600
Created:2/20/2019 12:54:46 PM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 25.0 (Fracti...
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Espectro de masas de la 1-(4-fluorobencil)urea.
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