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RESUMEN

Recientemente, se ha reportado la actividad antihelmintica de
algunos N-fenilcarbamatos de etilo contra Hymminolepis nana en ratones.
Analizando la estructura de estos compuestos y la de los bencimidazol
carbamatos antihelminticos, se encontrd cierta similitud estructural, que
puede estar relacionada con la actividad biologica observada. En este
trabajo se describe la sintesis del N-fenilcarbamato de metilo (9) y ocho
derivados de éste, con los siguientes sustituyentes: 3-propiltio (1), 3-
feniltio (2), 3-benzoil (3), 3-hidroxi (4), 3-metoxi (5), 3-nitro (6), 3-cloro
(7), y 3,4-dicloro (8). La sintesis de Jos nueve compuestos se llevo a cabo
haciendo reaccionar la anilina 3-sustituida correspondiente, con
cloroformiato de metilo y bicatbonato de sodic en acetona. La pureza ¢
identidad de los compuestos obtenidos, fue corroborada por CCF, espectros
de IR, RMN H', RMN C"® y espectrometria de masas.

Los compuestos 1-9, conjuntamente con el albendazol,
mebendazol y fenbendazol, se probaron contra T3 richinella spiralis in vitro.
Se encontrd que a désis de 1pg/mL ninguno de los compuestos probados
fue activo; sin embargo, a dosis de 10 pg/mL los bencimidazoles
comerciales redujeron la viabilidad de las larvas de T, spiralis en un 47 %
(mebendazol), 30 % (albendazol), 26 % (fenbendazol) ; mientras que los
carbamatos sintetizados tuvieron el siguiente orden de reduccion : 34 %
(1),27%(2),18 % (4), 16 % (3), 17 % (7), 4 % (6), y 0% (5,8,9).

Se concluye que el anillo bencimidazolico no es esencial para la
actividad biolégica probada ; sin embargo, el sustituyente en la posicion 3,
que es comn en los bencimidazoles y los carbamatos (1,2 y 3), juega un
papel importante. Los compuestos 5-9, que tienen otros sustituyentes mas
simples, mostraron poca actividad o ninguna.
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ABSTRACT

Recently, the anthelmintic activity of some ethyl N-
phenylcarbamates against Hymminolepis nana on mice has been reported.
There are some similarities between these structures and the benzimidazole
carbamate drugs that could be related with the biological activity. In this
work, the synthesis of methy! N-phenylcarbamate (9) and eight derivatives
with the following substituents : 3-propylthio (1), 3-phenyithio (2), 3-
benzoyl (3), 3-hydroxy (4), 3-methoxy (5), 3-nitro (6), 3-chloro (7), and
3,4- dichloro (8), is described. The synthesis of the nine compounds was
achieved by reacting the corresponding 3-substituted aniline with methyl
chloroformate and sodium bicarbonate in acetone. The purity and identity
of the synthesized compounds was corroborated by TLC, infrared and
NMR spectroscopy, and mass spectrometry.

Compounds 1-9, together with albendazole, mebendazole, and
fenbendazole were tested against Trichinella spiralis in vitro. It was found
that at a lpg/mL dose, neither of the tested compounds was active ;
however, at a 10 pg/mL dose, the commercial bencimidazole carbamate
drugs reduced the viability of larvae of T. spiralis 47 % (mebendazole), 30
% (albendazole), 26 % (fenbendazole); while the methyl carbamates
showed the following reductions : 34 % (1), 27 % (2), 18 % (4), 16 % 3),
17 % (7), 4 % (6), 0 % (5,8.9).

These results suggest, that the bencimidazole ring is not essential
for the tested biological activity ; however, the substituent at position 3,
present in both, bencimidazole carbamate drugs and methyl carbamates (1,
2 and 3), hold an important role in the anthelmintic activity.

Compounds 4-9 with more simpler substituents showed poor
activity or none.
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Introduccion

1.1. Helmintiosis.

El término helmintiosis define de manera genérica, a un grupo de
enfermedades parasitarias causadas por helmintos."”” Los helmintos
(palabra de origen griego : helmis, que significa gusano) también Hamados
vermes, son organismos multicelulares ¢ invertebrados, que parasitan al
hombre y a una gran variedad de animales. La mayoria de ellos son visibles
a simple vista, ya que miden desde milimetros hasta algunos metros de
longitud. Requieren de uno o de varios huéspedes intermediarios para
completar su ciclo de vida, hasta que infectan al hombre. Durante su
estancia en estos “intermediarios”, presentan varios estadios o formas
inmaduras, que al finalizar su crecimiento, pueden permanecer totalmente
inadvertidos, o producir serios problemas de salud para el huésped. La
sintomatologia y desarrollo de la enfermedad varia con el tipo, numero y
localizacion de los parasitos. De acuerdo a su morfologia, se clasifican en
dos grandes grupos :

a) Platelmintos
b) Nematelmintos

a) Platelmintos. Son gusanos intestinales de cuerpo aplanado, metazoarios,
es decir, organismos formados por muchas células, no poseen cuticula
(cubierta que aisla el interior del organismo del medio ambiente),
simplemente tienen una membrana que permite el intercambio de
sustancias con el exterior, carecen de aparato digestivo y son
hermafroditas. Este grupo de helmintos se subdividen en dos categorias :

¢ Cestodos ; ademas de ser planos, tienen su cuerpo segmentado o
dividido de la siguiente manera : la estructura anterior se llama
escolex, en la que se encuentran las estructuras de fijacion ; la parte
intermedia contiene fragmentos que reciben el nombre de
proglétidos, los posteriores son proglétidos gravidos, los cuales
contienen huevos que al ser eliminados al medio ambiente
permiten continuar con el ciclo biologico del parasito.



Introduccion

o Trematodos : del griego trema (“agujero”) y trao (“atravesar”),
también son aplanados, pero no son segmentados. Poseen aparato
digestivo y tienen dos ventosas que funcionan como soporte y
boca.

b} Nematelmintos. Son organismos cilindricos o redondos, mas
desarrollados que los platelmintos, dado que sus estructuras morfologicas
les permiten desarrollar mas funciones. Tienen un aparato digestivo mas
complejo, son bisexuados y poseen sistema nervioso. Una cuticula los aisla
del medio externo, de manera que no se alimentan a través de su superficie.
Tienen una sola subdivision, que agrupa a todos sus miembros : los
Nematodos.

Las helmintiosis estin ampliamente distribuidas en todo México, ya
que en nuestro pais se rednen las condiciones ecolégicas, socioeconomicas
y culturales para su desarrollo y propagacion. Aunque este tipo de
infecciones se presenta con mayor frecuencia en paises subdesarroilados,
también se llegan a encontrar casos en los llamados paises de primer
mundo. Hasta 1993, el niimero total de casos de helmintiosis (en general)
reportados en México era de 879,319 ;" sin embargo, se calcula que cifras
como ésta, representen solo una pequefia fraccion del ntimero real de
infecciones, debido a que no siempre se logra un diagnéstico apropiado de
ellas, ni toda la poblacién acude a recibir tratamiento a un centro de satud
especializado.

1.2. Terapéutica actual de las helmintiosis.

En los Gltimos 30 afios, la quimioterapia de las helmintiosis ha
experimentado un notable progreso, como resultado de un mejor
entendimiento de la enfermedad, las relaciones huésped-parasito y la
bioquimica de los helmintos. Gracias a ello, ha sido posible disefiar nuevos
formacos para la mayoria de las helmintiosis entéricas de humanos y de
animales domésticos. La Tabla No. 1 muestra los medicamentos utilizados
en el tratamiento de las diferentes helmintiosis.’
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1.3. Helmintiosis extraintestinales,

Un nlimero significativo de helmintos, pertenecientes a las clases de
Nematodos, Cestodos y Trematodos, tienen la capacidad de invadir tejido
muscular, circulacion sanguinea, higado, pulmones y cerebro entre otros,
produciendo enfermedades mucho mds serias que aquellas relacionadas al
tracto intestinal. La quimioterapia de estas clases de parasitosis es ain muy
dificil, a causa de los severos requerimientos estructurales que debe reunir
un farmaco antihelmintico para que pueda absorberse y legar hasta los
6rganos afectados. Como la mayoria de ellos se absorbe en una proporcion
muy baja, se presentan algunos problemas inherentes a su prescripeion, tal
como una baja biodisponibilidad oral, poca especificidad y un indice
terapéutico estrecho. Pese a estos inconvenientes, la investigacion en el
tratamiento de algunas helmintiosis extraintestinales ha comenzado a dar
resultados , por ejemplo, se ha utilizado el prazicuantel® y el albendazol’ a
dosis elevadas para el tratamiento de la cisticercosis y neurocisticercosis en
el hombre, ya que son bien tolerados y la mayor parte del prazicuantel es
absorbido. Sin embargo, la mayoria de las infecciones producidas por estos
parasitos, aun necesitan mejores farmacos antihelminticos que
proporcionen una alternativa de tratamiento.

1.4. Bencimidazol como molécula prototipo.

Los esfuerzos llevados a cabo a nivel mundial para encontrar
estructuras pguia, biologicamente activas, para el disefio de mejores
farmacos antihelminticos, han culminado en el descubrimiento de algunas
clases de moléculas organicas, de las cuales, la del bencimidazol ha sido la
més exitosa en esta quimioterapia. E! descubrimiento de farmacos
antihelminticos de amplio espectro de actividad, asociados con los
bencimidazoles 2,5-disustituidos, significdé una nueva etapa en el
tratamiento, de las enfermedades parasitarias que afectan al ser humano,
animales domésticos y de ganaderia. Actualmente, el anillo de
bencimidazol es reconocido como un heterociclo muy versatil en
investigacion de quimica medicinal, y consecuentemente, ha sido objeto de
una gran cantidad de modificaciones estructurales, para generar farmacos
activos contra helmintos intestinales y extraintestinales.
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Principalmente, se ha incursionado en la modificacion molecular
del bencimidazol, en las posiciones 1, 2 y 5(6), con sustituyentes de muy
variada naturaleza funcional. Ademas, se han introducido varios cambios
sobre el esqueleto hidrocarbonado del anillo, manteniendo la planaridad de
las moléculas, la disposicion espacial de los grupos y las distancias
interatémicas entre los heterodtomos; sin embargo, ninguna estructura
mostré una actividad superior a la de los farmacos de eleccién, como son el
tiabendazol, mebendazol y otros antihelminticos relacionados.

Por consiguiente, todavia falta por investigar con mayor
profundidad, cuales son los factores que determinan la actividad
antihelmintica, la generacion de nuevos compuestos antihelminticos de
accién extraintestinal y los efectos que la modificaién del nicleo de
bencimidazol tiene sobre la actividad. Esta tesis aborda la preparacion de
nuevas estructuras con potencial antihelmintico, las cuales guardan
analogia con la de los bencimidazol carbamatos. Se espera que los
compuestos preparados puedan brindar informacion sobre la importancia
que tiene ! nicleo de bencimidazol en la actividad antihelmintica y sirvan
de base para el diséiio de nuevos compuestos.
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2.- ANTECEDENTES



Antecedentes

Un gran nimero de trabajos de investigacion, encaminados a la
bisqueda de nuevas moléculas con actividad antihelmintica, culminaron en
1961, con el hallazgo del Tiabendazol, de nombre quimico 2-(4-
tiazolil)bencimidazol, el cual, mostro la mayor actividad luego de ensayar con
toda una serie de compuestos.”

Cave

Tiabendazol

Luego de que el Tiabendazol se absorbe, sufre metabolismo
oxidativo, hidroxilindose en la posicion 5 del anillo bencimidazélico,
produciendo un metabolito, el S-hidroxitiabendazol, que se elimina

rapidamente.'®
N>_§/S
|

H

5-Hidroxitiabendazol

En diversos laboratorios de todo el mundo, se dieron a la tarea de
modificar estructuralmente al Tiabendazol, a fin de impedir su metabolismo
rapido e incrementar su vida media plasmatica; esto llevé a la introduccién de
multiples sustituyentes de muy variada naturaleza, en la posicion 5 del anillo
aromatico. Ademds, se observd que cuando el bencimidazol! soporta un
carbamato de metilo en posicion 2, la actividad antihelmintica era
considerablemente mayor, por lo que, su utilizacién fue trascendental en el
disefio de los nuevos antihelminticos.



Antecedentes

La Tabla 2 muestra los diversos bencimidazoles de amplio espectro
y sus formulas condensadas, que s¢ han utilizado en el tratamiento de las
helmintiosis, tanto en medicina humana como €n veterinaria. Su estructura en
general, les confiere caracteristicas fisicas y quimicas muy particulares, de las
cuales, resultan de gran importancia las siguientes : tienen altos puntos de
fusién, son compuestos altamente polares y tienen una solubilidad en agua
practicamente nula, en general son muy poco sofubles en casi cualquier
disolvente. Estas caracteristicas, hacen de los carbamatos bencimidazdlicos de
amplio espectro, farmacos poco biodisponibles, ya que ejercen su accidn
bioldgica solo en el tracto gastrointestinal. Ademas, se ha observado que estos
compuestos no presentan accion antihelmintica en todos los estadios de

algunos parasitos.

R N
>'NHC02CHs
N
\
H
Compuestos R
Albendazol CH:CH2CH28
Mebendazot CsHsCO
Fenbendazol CeHsS
Oxfendazol C6HsSO
Flubendazol p-F-CeH4CO
Oxibendazol CH3CH2CHE20
Parbendazol CH:CH2CH2CHz

Tabla 2. Férmulas condensadas de algunos fArmacos bencimidazoélicos
utilizados clinicamente.

Resulta evidente, que si bien los bencimidazoles son farmacos de
cleccion en el tratamiento de infecciones intestinales acasionadas por
helmintos, son incapaces de actuar de manera eficaz contra éstos, cuando se
Jocalizan en 6rganos como el higado, el misculo, sistema nervioso, cerebro,
ete.
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Estudios recientes realizados en México, dan luz a una nueva
posibilidad hacia el tratamiento de las helmintiosis extraintestinales, ya que, a
nivel clinico, el albendazol resultd ser efectivo en el tratamiento de la
neurocisticercosis.” Sin embargo, en otros estudios relacionados con la
biodisponibilidad det albendazol, se encontr6 que este farmaco se absorbe en
una proporcién muy baja, y que sélo su metabolito, el sulfoxido de
albendazol, se encuentra en plasma.''

Por otra parte, en investigaciones actuales, realizadas en la Facultad
de Estudios Superiores de Cuautitlén, se describe la preparacion y ensayo de
N-fenilcarbamatos de etilo (Figura 1), con actividad biologica en contra de
Hymminolepis nana en ratones,'> equiparable a la del prazicuantel. La
similitud estructural que se observa al comparar los compuestos de origen
bencimidazélico, y los N-fenilcarbamatos de alquilo, hace suponer que
comparten ciertas caracteristicas moleculares, que producen la actividad
bioldgica, al interaccionar sobre un receptor especifico en el parasito, o bien,
que debieran su actividad a un mecanismo de accion diferente.

U
N. _OCH,CH;

g

0
R

Figura 1. Estructura general de los N-fenilcarbamatos de etilo probados
contra H. nana en ratones.

Por otro lado, los carbamatos de alquilo, también conocidos como
uretanos, son compuestos organicos considerados derivados del 4cido
carbamico, el cual a su vez, es reconocido como derivado del acido
carbdnico :

HO\n/OH H;_NTOH HZNT
o} o) o)

acido carbénico 4cido carbamico carbamato de alquilo

OR

10



Antecedentes

El atomo de nitrégeno puede o no estar sustituido, dando origen a los
N-alquil o N-aril carbamatos de alquilo. En estos compuestos se observa una
doble funcionalidad por parte del grupo carbonilo, ya que el carbono se
encuentra unido por un lado, al oxigeno de un alcoxido, y por el otro, al
nitrégeno de una amina (si es que el carbamato es N-sustituido).

Los principales métodos de sintesis para la obtencion de carbamatos de
alquilo, son los siguientes : ’

a) A partir de fosgeno, un alcohol y amoniaco.”

Cl Cl RO._ .CI NH: R NHz
N+ Rt — ] o\[f
0

o) 0O
fosgeno carbamato de alquilo

La sustitucién nucleofilica sobre carbono sp’, llevada a cabo sobre el
fosgeno por parte del alcohol, produce un cloroformiato de alquilo
intermediario en la reaccidn, que posteriormente sufre una sustitucion
nucleofilica similar a la primera, para rendir el carbamato de alquilo
correspondiente. Esta reaccion se efectua en dos pasos, con dos nucledfilos
diferentes : en el primero, se requiere de la utilizacién de vn equivalente de
fosgeno por un equivalente del alcohol; en el segundo paso, se hace
reaccionar el cloruro de acido con amoniaco, para obtener el carbamato de
alquilo deseado.

b) A partir de un isocianato de alquilo o arilo y un alcohol ' '**¢

H
I

—N=—C— + T N O
R—N=C=0 R—QH —— R” \'_( R
0O

El uretano obtenido por medio de esta ruta sintética, se produce por la
adicion nucleofilica de un alcohol (1°, 2° o 3°) sobre el isocianato de alquilo o
arilo utilizado.

11
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El intermediario formado se transpone por tautomeria de hidrogeno, y
produce el carbamato de alquilo. La reaccion es espontanea, procede sin la
utilizacién de un catalizador y generalmente se obtienen buenos rendimientos
del carbamato de alquilo.

OR’

IOR! R *
R=N=C, T N0
OH !£|

¢) A partir de una aril o alquilamina y cloroformiato de alquilo."

H
i

RO Cl RO

\ﬂ/ + R—NH, ——> YN\R'

O O

Esta reaccién de acilacién se utiliza, ademds de la preparacion de
carbamatos de alquilo, para la caracterizacién de aminas, ya que el uretano
obtenido generalmente es un solido estable de punto de fusién caracteristico.
Procede a temperaturas bajas (de 0 a 5° C}, en un disolvente aprético y polar.

En el seno de la reaccién, se adiciona bicarbonato de sodio para
neutralizar el écido clorhidrico desprendido, y evitar que se protone la amina
que no ha reaccionado.

d) Haciendo reaccionar una amida, no sustituida, con bromo en
presencia de un alcohol (transposicién de Hofmann).'s "

R NH ; ) R
\[r 2 BI'Z y R'OH - [R_NZC:O] — \N)J\OR,

o R'ONa
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La reaccién de amidas primarias con bromo en medio basico, produce
la correspondiente amina y anhidrido carbénico ; sin embargo, si se utiliza un
alcohol como disolvente, la transposicién de Hofmann procede hasta la
formacion del carbamato de alquilo. El nuclesfilo que se adiciona sobre el
:socianato intermediario, es la base conjugada del alcohol. El primer paso de
la reaccion lo constituye la abstraccion de un protén de la amida, para formar
su base conjugada, misma que desplaza un bromuro de una molécula de
bromo. El compuesto obtenido de la sustitucion nucleofilica constituye un
estado de transicion inestable, que por transposicion da el isocianato
intermediario, mismo que reacciona con el alcohol para formar el carbamato.

e) Utilizando fuentes alternas de isocianato, como es la irradiacion con

luz ultravioleta de las azidas de acido, tomando un alcohol como
disolvente.'®

o
RYN?» luz uv R\,F[)LOR.
3 R'OH )

La reaccién de irradiacién con luz ultravioleta de una azida de acido,
para la obtencion de isocianatos, es denominada transposicion de Curtis. Esta
muy relacionada con la reaccién de transposicién de Hofmann, ya que, en la
primera, el grupo saliente es una molécula de nitrogeno, en la segunda, un

bromurc :

NiN=N  ——> RN=C=0 + N

N-Br — R—N=C=0 + Br

Algunas diferencias practicas significativas hacen que se prefiera la
utilizacién de una o de otra, dependiendo de cual sea el producto deseado. La

13
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transposicion de Hofmann requiere disolventes proticos, el isocianato
intermediario reacciona con la base conjugada del disolvente, y por lo tanto,
no es posible aislarlo. La reaccién de Curtis en cambio procede bien en
disolventes aproticos tal como benceno o tolueno, por lo que, se pueden aislar
los isocianatos obtenidos. Aungue la reaccion de curtis también puede
llevarse a cabo en disolventes préticos, el isocianato formado puede hacerse
reaccionar con otros nucledfilos para producir el correspondiente derivado
requerido.

f) Por tratamiento térmico de la urea en presencia de un alcohol (via
4cido isocianico)."®
0
H NH» ROH H. JJ\

— » H—N=C=0Q —>» !lsl OR

o H

La reaccion procede a reflujo, hasta que termina el desprendimiento de
amoniaco. Como en las reacciones anteriores con isocianatos de alquilo o
arilo, el Acido isocidnico sufre una adicién nucleofilica por el alcohol,
produciendo el carbamato de alquilo no sustituido.

g) Por tratamiento de la anilina correspondiente, con hidruro de sodio

en presencia de un carbonato de alquilo."®

H
|

NH, RO OR N OR
@ N _..,@(T + RONa
O
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QObjetivos

Objetivos :

3.1.- Disefiar estructuras de formula general N-fenilcarbamatos de metilo 3-
sustituidos, con potencial actividad antihelmintica, que puedan brindar
informacion sobre los requerimientos estructurales necesarios, para que un
farmaco presente actividad antihelmintica.

3.2.- Sintesis total de las moléculas disefiadas, a partir de materias primas
relativamente mas sencillas, que las utilizadas para la obtencién de los
carbamatos bencimidazdlicos de uso comercial.

3.3.- Realizar el ensayo de actividad biolégica correspondiente, a fin de
establecer la correlacion estructura-actividad entre los farmacos
bencimidazélicos de uso comercial (albendazol, mebendazol y fenbendazol),
y las estructuras sintetizadas.
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Hipotesis y disefio

4.1. Hipo6tesis. Andlisis de Ias estructuras.

Los N-fenilcarbamatos de etilo probados contra Hymminolepis
nana, tienen cierta similitud molecular con la estructura general de los
farmacos bencimidazolicos que se han utilizado clinicamente para el
tratamiento de las helmintiosis; al comparar ambos grupos de
compuestos, se observan ciertas semejanzas estructurales (Figura 2).

|
N\[( OR Grupo carbamato de alquilo
. o]
Sustituyente sobre un R

anillo bencénico

Nitrégeno unido a un
anillo aromatico

Sustituyente sobre un

anillo bencénico (R N
\Q: >—-NH OCH;
N
\H 0

-

Grupo carbamato de alquilo

Fig. 2. Comparacién estructural entre los N-fenilcarbamatos de alquilo y
los carbamatos bencimidazdlicos.

4.2 Hipotesis, Diseiio de nuevas esfructuras.

Los farmacos bencimidazdlicos poseen un grupo carbamato de
metilo en posicién 2 del anillo, y un sustituyente de variada composicion,
ya sea en 5 o en 6, dependiendo del equilibrio tautomérico que muestra el
heterociclo (Figura 3).

18
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s H
R N R 6 N/ i
N N
1A
H
Sustituyente en 5 Sustituyente en 6

Fig. 3. Equilibrio tautomérico mostrado por el anillo bencimidazdlico.

Este equilibrio tautomérico sobre los nitrégenos heteroarométicos,
produce una variacién en la posicion relativa del sustituyente sobre el
fenilo, por lo que, en un momento determinado, puede encontrarse en 5 ©
en 6. Si la estructura de los N-fenilcarbamatos de alquilo, presenta
actividad antihelmintica semejante a los farmacos bencimidazolicos,
tendrd que tomarse en cuenta entonces, la variaciéon en la posicién
relativa de los sustituyentes sobre el benceno (Figura 4) y relacionarla
con la observada en el anillo de bencimidazol.

*

H
R N/ R N
, —NHCOLCHy MNHCO,CHy
o N
il N
‘ H

| |
R 1111/0}{ R\Q\I}[ j\OR

Sustituyente en 3 Sustituyente en 4

* Sj este enlace desaparece, se tendrian estructuras anélogas a las de abajo respectivamente

Fig. 4. Comparaci6n de la posicion relativa de los sustituyentes, en los
bencimidazoles y en los N-fenilcarbamatos de alquilo.
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Por lo tanto, las caracteristicas generales que se pueden resaltar
para el disefio de nuevas moléculas con potencial actividad
antihelmintica, analogas a los carbamatos bencimidazélicos, son las
siguientes :

a) Nitrogeno directamente unido a un anillo aromdtico.

b) La presencia de un grupo carbamato de metilo como sustituyente
en el anillo.

¢) Un sustituyente en posicion 3, 4, o ambas, que corresponda a las
posiciones 5 y 6 de los bencimidazoles, y que tedricamente,
impida el metabolismo sobre el carbono aromatico.

d) Si los sustituyentes que se han utilizado en los farmacos
bencimidazolicos, presentan influencia importante en la
actividad antihelmintica, resulta interesante incorporarlos
también a la estructura de los N-fenilcarbamatos de metilo.

4.3.Disefio de los N-fenilcarbamatos de metilo 3-sustituidos.

Tomando en cuenta el analisis comparativo entre las estructuras
de los farmacos de origen bencimidazdlico, y las de los N-
fenilcarbamatos de alquilo, se consideré importante contar con
compuestos de férmula general N-fenilcarbamatos de metilo. Las
estructuras disefiadas y sintetizadas en esta tesis se muestran en la Tabla
3, como agentes con potencial actividad antihelmintica. Las estructuras .
1, 2 y 3, presentan los sustituyentes contenidos en los farmacos
Albendazol, Fenbendazol y Mebendazol, que corresponden a un grupo
propiltio, feniltio y benzoilo respectivamente. Los compuestos 4-9 tienen
sustituyentes de variada capacidad electrodonadora o electroatrayente.

La posicién 4 en la estructura de los N-fenilcarbamatos de

metilo también es motivo de estudio ; sOlo que, esto da origen a otra serie
de compuestos descritos en un trabajo posterior.'
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i
N

T

O

OCH3

Nimero

Ry

CH;CH,CH,S

CellsS

CHsCO

OH

CH;O

NO,

Cl

Cl

U-RI--RENRT- NIV RSP R SR

H

] (@] frf ferftestfenflantles]anites

Tabla 3. Estructuras de los N-fenilcarbamatos de metilo 3-sustituidos
propuestas y sintetizadas, con potencial actividad antihelmintica.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION
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Resultados y Discusién

5.1.- Sintesis,

Uno de los objetivos de este trabajo, es el de sintetizar los compuestos
disefiados con actividad antihelmintica potencial, a partir de materias primas y
rutas de sintesis relativamente mas sencillas, que las utilizadas para fa sintesis
de los farmacos antihelminticos de uso comercial, que involucran la
formacion de compuestos heterociclicos como el nucleo de bencimidazol con
diversos sustituyentes ; por lo tanto, las materias prima base, propuestas para
obtener los N-fenilcarbamatos de metilo 3-sustituidos, fueron las
correspondientes  anilinas  3-sustituidas, haciéndolas reaccionar con
cloroformiato de metilo, segin la reacciéon general que se muestra en el
Esquema 1. Se utilizé acetona como disolvente y bicarbonato de sodio en el
seno de la reaccién para neutralizar el cloruro de hidrégeno desprendido.
Generalmente, la temperatura se mantuvo entre 0 y 5 grados centigrados,
excepto en los casos en donde la nucleofilia del nitrogeno anilinico se vio
disminuida, por contar con un grupo electron-atrayente en posicion 3 ; en
estos casos, se incremento la temperatura de reaccién hasta alrededor de 50
grados.

Esquema 1. Reaccién general de sintesis para los N-fenilcarbamatos de metilo
3-sustituidos.

H
|

N

ot Y
—_——-
0

Ry Ry

2 C1CO,CHy , NaHCO3 , (CH3hCO

En la Tabla 4 se presentan los rendimientos y puntos de fusion
obtenidos, tanto para los N-fenilcarbamatos de metilo 1-9, como para sus
intermediarios.
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Tabla 4
Compuesto % Rendimiento | pf (obtenideo) °C | pf (reportade) °C
4-tiociano-2-nitroanilina (10) 78 114-115 116-117
4-(propiltip)-2-nitroanilina (11) ~ 100 * *
3-{propiltio)nitrobenceno (13} 60 * ¥
3-(propiltio}anilina (14) 95.5 * *
1 55.3 30-32 >
1 24.7 (global) 30-32 b
3-(propiltio)nitrobenceno {(13)° 83 * *
3-(propiltio)anilina® (14) ~ 100 * *
1° 61.9 30-32 >
1’ 51.4 (global) 30-32 b
m-dinitrobenceno (15) 81.7 83-89 £9-90
3-(feniltio)nitrobenceno (16) 45 4142 42.5
3-(feniltio)anilina (17) ~ 100 * *
2 62.5 89-01 °
2 22.9 (giobal) 89-91 b
benzoato de metilo (18) 91 * *
3-pitrobenzoato de metilo (19) 89.1 75-76 78
4cido 3-nitrobenzoico (20) 92 138-139 140
¢loruro de 3-nitrobenzoilo (21) ~ 100 nd 35
3-nitrabenzofenona (22) 94.8 93-94 935
3-aminobenzofenona (23) 93 84-86 87
3 92.7 110-112 b
3 61 (globat) 110-112 b
4 93.5 90-92 91-93
5 511 44-46 45-46
6 94.3 147-149 148-149
7 94.8 81-83 82-33
8 97.9 110-112 114
9 90.1 42-44 44-45

* liquido, “sintesis alterna, "no reportado, nd no determinado.

La caracterizacién de cada intermediario y de los compuestos 1-9, se
basé en la comparacién de su punto de fusién con el reportado, para los
compuestos conocidos ; en la asignacion de sefiales en los espectros de
infrarrojo, RMN-H', RMN-C", y en el caso de los compuestos 1, 2 y 3
espectrometria de masas y anélisis elemental.
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Aungque este trabajo no tiene por objeto establecer una correlacion
espectroscopica exacta y detallada de las estructuras sintetizadas, se reportan
los valores de desplazamiento quimico para la caracterizacién de los N-fenil
carbamatos de metilo. Por medio de sus espectros de RMN-C”, se calcularon
los diferentes desplazamientos quimicos (relativos al TMS) de los diferentes
carbonos (utilizando tablas reportadas en fa titeratura),”**"* y se compararon
con los diferentes desplazamientos observados en los espectros.

A continuacién se discute la metodologia sintética realizada y la
espectroscopia mas relevante, obtenida en los compuestos 1-9.

5.1.1.- Sintesis de N-[3-(propiltio}fenil]carbamato de metilo {1}.

Para la sintesis del compuesto N-[3-(propiltio)fenil]carbamato de
metilo (1), se evaluaron las dos diferentes rutas sintéticas que se muestran en
el Esquema 2.

En la primera de ellas (procedimiento de patente para la sintesis del
albendazo! %), 1a 2-nitroanilina comercial se traté con tiocianato de amonio y
bromo, para dar la 4-tiociano-2-nitroanilina (10) ; posteriormerte, ésta se hizo
reaccionar con 1-bromopropano y cianuro de sodio en propanol, obteniendo
la 4-(propiltio)-2-nitroanilina (11).*° Se formo la sal de diazonio (11) con
nitrito de sodio en medio 4cido y luego se adicioné &cido hipofosforoso hasta
evolucion total de nitrogeno. El producto obtenido, 3-(propiltio)nitrobenceno
(13), se sintetiz6 con un 46.8 % de rendimiento global hasta esta reaccién y se
presentd como un liquido amarillo claro, mismo que se redujo con cloruro
estanoso dihidratado y acido clorhidrico en caliente,?’ obteniendose asi la 3-
(propiltio)anilina (14), que por tratamiento con cloroformiato de metilo en
acetona, produjo el carbamato de metilo 3-sustituido correspondiente (1).

En la segunda secuencia sintética de preparacion del compuesto 14,
s inicié con la 3-nitroanilina comercial y se prepard la sal de diazonio
correspondiente (12) ; ésta se traté con 1-propanotiol para dar el 3-(propiltio)
nitrobenceno (13), el cual se redujo de manera semejante a la descrita
anteriormente, para obtener la 3-(propiltio)anilina (14). El rendimiento ahora
fue de 83 % , obteniéndose un liquido amarillo claro, idéntico en Rf al
anterior.
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Esquema 2. Secuencia sintética seguida para la preparacion del
N-[3-(propiltio)fenil]carbamato de metilo (1).

NO,

NO» NCS NO; P
o -~ 0L
NH; NH, NH,
S NO
H,N NO, . C!@@Nz NO, . P Ny \@/ 2
(13)

a2 j .

s

(14)
™

(a) 2 NH,SCN, Bry , CH;OH ; (b) n-Pr Br, n-Pr OH , CH,Cl , CH; {n-Bu)y N C1/ H,0, NaCN / H;O ;
(c) NaNO, , HCI , H,P0, , 0-5° C ; (d) NaNO, , H,0 , HCI, 0-5° C ; (¢) n-Pr SH ; (f) SnCl. 2H,0 / HCI
(2) C1 CO,CH; , NaHCO; , (CH3),CO .

Cabe sefialar que la reduccién del compuesto 13 con H, y Pd/C,
llevé a una mezcla compleja de hidrogenacién dificil de purificar; se opté
entonces por usar otro método de reducciéon que emplea cloruro estanoso
dihidratado y 4cido clorhidrico concentrado en caliente.” 21 El producto
obtenido a partir del 3-(propiltio)nitrobenceno, la 3-(propiltic)anilina (14), se
logré con rendimientos superiores al 95 % , un solo compuesto, el cual no
requirié de purificacitn para la reaccién siguiente.

E! tltimo paso de la secuencia sintética (obtencion del carbamato de
metilo), también se bas6 en un procedimeinto de patente para la sintesis del
tolnaftato.” En este procedimiento, se diluye la anilina en acetona comercial
(hidratada) y se adiciona en frio, el cloroformiato de metilo en presencia de
bicarbonato de sodio, para neutralizar el acido liberado; luego, se lleva a
reflujo.
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En este caso, la reaccién se realizé en frio y los rendimientos del
compuesto 1 fueron del 55 y 61 %. De acuerdo a estos resultados, se mejord
notablemente el rendimiento global del primer proceso de sintesis (24.72 %)
hasta més de! doble (58.86 %).

El compuesto 1 fue un sélido amarillo claro, cristalino, con punto de
fusién de 30-32° C, de olor caracteristico. El espectro de Infrarrojo (No. 3)
muestra las bandas caracteristicas para los grupos presentes en la moilécula,
los cuales se resumen a continuacion :

Infrarrojo (espectro No. 3)
enlace | C-S CH, | CO-N| C=0 | O-CHj C-H N-H

cm” 686 772 1228 1712 2872 2960 3318

Las sefiales obtenidas en el espectro de RMN-H', muestran un total
de 7 ambientes proténicos diferentes, que integran para un total de 15
proténes presentes en la molécula. El intercambio con agua deuterada fue
importante para asignar la sefial correspondiente al protén sobre el nitrégeno
del carbamato.

RMN H' (espectro No. 15, sefiales en ppm)

/\/S NH TOCPB

3
0.96 (t, 3H, CH;-CHy), 1.55 (sex, 2H, CHy-CH,-CH,), 2.85 (t, 2H, CH;S),
3.68 (s, 3H, CH;0-), 6.82-7.0 (dd, 1H, H-2), 7.1-7.3 (t, 1H, H-3), 7.2 (dd, 1H,
H-4), 7.5 (t, LH, H-1), 9.7 (s, 1H, -NH-).

La asignacion de las sefiales en el espectro de RMN-C¥, tomé como
base el cilculo de las mismas de acuerdo al medio ambiente magnético
presente en cada carbono, y posterior comparacion con las sefiales observadas
en el espectro.
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RMN C" (espectros No. 26 y 26a, sefiales en ppm
P

8
S A UNH_OCHs
g
4 6 O

C [ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1
5 14577 | 122.74 | 143.09 | 127.34 | 134.76 | 12075} 159.75 | 5693 | 39.68 | 27.76 | 18.26

La numeracién de cada carbono es independiente de la numeracién
de los hidrégenos descrita en la tabla anterior. Se observaron un total de 11
carbonos en el espectro. La sefial del carbono No. 9 se encontrd sobrepuesta a
la seiial del disolvente utilizado (DMF-d"), por lo que se tuvo que correr una
ampliacion de esa parte del espectro para poder observaria (espectro 26a).

Se determind una masa molecular de 225 para este compuesto, al
someterlo a espectrometria de masas (espectro 35), la cual concuerda de
mariera satisfactoria con la masa molecular calculada (225.304 unidades) ; el
pico base correspondié al i6n molecular. Cuando se determiné su
composicion elemental en espectrometria de masas de alta resolucién, se
encontré una férmula minima de C,H;sNO,S (apéndice 1, 1.1).

5.1.2.- Sintesis de N-[3-(feniltio)fenil]carbamato de metilo (2).

Para preparar el N-[3-(feniltio)fenil]carbamato de metilo (2) se
Hevaron a cabo las reacciones descritas en el Esquema 3. El nitrobenceno se
nitré con meze!a sulfonitrica en caliente ;* el 3-dinitrobenceno obtenido (15)
se hizo reaccionar con tiofenol en presencia de carbonato de potasio, usando
como disolvente hexametilfosforamida (HMPA).” El tioéter obtenido (16) se
redujo con cloruro estanoso dihidratado y 4cido clorhidrico en caliente. Se
obtuvo de esta manera la 3-(feniltio)anilina (17), que por tratamiento con
cloroformiato de metilo y bicarbonato de sodio en acetona, llevé al producto
buscado (2).

El método de sintesis utilizado para introducir un grupo propiltio,
via sales de diazonio, funcion6 en la obtencién del 3-(propiltio)nitrobenceno
(13). Cuando se hizo la misma reaccién con tiofenol sobre la sal de diazonio
de la 3-nitroanilina, se obtuvo un solo compuesto con rendimiento
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cuantitativo; sin embargo, el punto de fusion de este compuesto (120° C) no
coincidié con el punto de fusién esperado (42.5° C) reportado para el 3-
(feniitio)nitrobenceno (16).2 El espectro de RMN-H' del compuesto
obtenido, mostré un total de ocho hidrgenos aromaticos en vez de nueve,
como se esperaba para 16, Estos datos son concordantes con la estructura de
un producto de sustitucién electrofilica aromdtica, generado por la sal de
diazonio como electréfilo y el tiofenol, rico en electrones, segin se muestra
en la siguiente reaccion :

O,N N, Cl ©/SH ogec  ON N=N
+ —_—T)
: : : ~SH

No se hicieron mas estudios sobre esta reaccion y el producto
obtenido.

Esquema 3. Secuancia sintética seguida para la preparacion del
N-[3-(feniltio)fenil]carbamato de metilo (2}.

N02 OzN NOZ S N02
o — 0O QU

(15) l (16)
©/8©/NHC02CH3 ©/S\©/NH2
2) a7

(2) HNO3 / HpSOy ; (b) CeHsSH , K;CO3 , HMPA ; () SnClL.2H,0 / HCL;
(d) CICO,CH; , NaHCO3 , (CH3),CO.

Para la preparacién del compuesto 16, se partié de un procedimiento especial
reportado para la preparacion de este compuesto, el cual consiste en formar el
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tiofenolato de sodio, con sodio y metanol, aislarlo, purificarlo, y después
someterlo a una reaccién de sustitucion nucleofilica, con el 1,3-
dinitrobenceno. El proceso anterior resulté ser complicado, largo y de bajo
rendimiento (menor al 10 %) para 16. Considerando la naturaleza de la
reaccion, la facil hidratacién y oxidacién del tiofenolato, se decidi6 efectuar
la reaccién en un solo paso en atmésfera inerte. Para ello, a una suspension
formada por la solucion de 1,3-dinitrobenceno y hexametilfosforamida
(HMPA), se adicion6 carbonato de potasio; posteriormente, se lavé con upa
corriente de nitrégeno y se goted el tiofenol. El rendimiento del producto
obtenido, después de purificarlo, fue de 45 %; su punto de fusion fue de 42-
43° C, idéntico al reportado (42.5° C).”°

La reduccién del compuesto 16 también se realizé con cloruro
estanoso dihidratado y 4cido clorhidrico en caliente, obteniendo un excelente
rendimiento (~ 100 %) de la 3-(feniltio)anilina (17); esta amina, después de
obtenerla se hizo reaccionar con cloroformiato de metilo en acetona. El
carbamato 2 se obtuvo con un 62.5 % de rendimiento, como un solido de
color café claro, opaco, amorfo, con punto de fusion de 89-91° C.

La asignacion de las sefiales al infrarrojo para los distintos enlaces
presentes en la molécula, se describen en la siguiente tabla, donde se aprecian
los grupos carbamato de metilo, aromaticos y el enlace tioéter.

Infrarrojo (espectro No. 5)

enlace | C-S N-H CO-N C=0 C-H C-H N-H

cm’? 688 1550 1232 1712 2950 3020 | 3344

En RMN-H' se aprecian tres diferentes ambientes magnéticos,
correspondientes a los distintos tipos de nacleos de hidrégeno en la molécula.
Unicamente la sefial que aparece a campos mas bajos (9.8ppm) mostré
intercambiar con agua deuterada, por lo que se identifica como la
correspondiente sefial del hidrogeno sobre nitrogeno ; cabe sefialar que este
intercambio con deuterio requirié de un tiempo considerable para observarse.

RMN H' (espectro No. 17, sefiales en ppm)

3.62 (s, 3H, CH;0-), 6.88-7.55 (m, SH), 9.8 (s, 1H, -NH-).
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Al igual que para el compuesto 1, se asignaron las 12 sefiales
observadas en RMN-C" a los carbonos del uretano. Debido a que existe
equivalencia magnética en algunos de los atomos que se observan en el
analisis, 4 carbonos del anillo aromatico en el sustituyente feniltio (8, 9, 11y
12) se observan sobrepuestos en dos de las sefiales del espectro, ya que
absorben en el mismo campo.

RMN C* (espectro No. 27, sefiales en ppm)

3 2 14
9 7.5 1 NH 13 OCH3
3 T
1()@: \4©/6 O
11 5

C 1 2 3 4 5 6 7
o 146.21 | 12546 | 141.42 | 129.96 | 135.26 | 122.51 | 140.51
C 8 9 10 11 12 13 14
{3 134.99 1 136.52 | 132.93 | 136.52 | 134.99 | 159.70 | 56.96

La masa molecular determinada para este compuesto fue de 259
unidades (espectro No. 36), la cual, coincide con su masa molecular calculada
(259.321 unidades) ; como pico base se observé a la sefial correspondiente al
i6n molecular de la estructura. Al correr la determinacion de espectrometria
de masas de alta resolucion, se determiné que la formula minima para este
carbamato es de Cy4H;3NO,S (apéndice 1, 1.2).
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5.1.3.- Sintesis de N-[3-(benzoil)Menil]carbamato de metilo (3).

Para la sintesis del compuesto 3 se llevaron a cabo una serie de siete
reacciones que van desde el 4cido benzoico, hasta la obtencion de la amina
precursora (23) y finalmente el carbamato de metilo. La ruta de sintesis global
para su obtencion se muestra en el Esquema 4.

Se inici6 con 4cido benzoico comercial, mismo que se sometié a
esterificacion con metanol en presencia de acido sulfirico, para obtener
benzoato de metilo (18).* El producto anterior se nitré con mezcla
sulfomtrica, dando como producto principal, el 3-nitrobenzoato de metilo
(19) ;*° posteriormente, el éster se hxdrolzzo con hidroxido de sodio acuoso en
caliente y el 4cido 3-nitrobenzoico (20),% se obtuvo al llevar el medio de
reaccion a pH 3 en frio. El rendimiento global fue de 74.59 % hasta este
compuesto. El acido seco se traté con pentacloruro de fosforo en caliente y
di6 el cloruro de 3-nitrobenzoilo (21),” que por tratamiento con benceno y
cloruro de aluminio, primero en frio y luego en caliente, llevd a la 3-
nitrobenzofenona (22). La reduccién de ésta con cloruro estanoso dihidratado
y acido clorhidrico en caliente, di6 la 3-aminobenzofenona (23) que al tratarla
con cloroformiato de metilo y bicarbonato de sodio en acetona, llevé al

carbamato (3).

La reaccion de acilacién de Friedel-Crafts con cloruro de aluminio
en benceno, para obtener el intermediario 3-nitrobenzofenona (22) con un
94.8 % de rendimiento global, se encuentra descrita en la literatura® y fue
relativamente facil de reproducir.
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Esquema 4. Secuencia sintética seguida para la preparacion del
N-[3-(benzoil)fenil]carbamato de metilo (3).

CooH | COOCH; b O:N COOCH; o COOH

<

g g -y
2%

(13} (19
‘|

o] o]
NH; p 0N e N, COCiI
U — U —

@3 (22) 2n

0 H
ll Jl II I!JTO CH,
)]

a)}CH3OH/ H2804, b)HNO3/HaS04; ©)1 NaOH/H0, 2 HCL; d)PCls; e) AlCH /CgHg; ) SnCh.2H,0/HCI
2) CICO,CH; , NaHCO3 / CH3COCH;

La reduccion catalitica del compuesto 22 con Hy y Pd/C al 5 %, dié
una mezcla de productos, entre los que destacan dos de mayor polaridad que
la materia prima. Es factible que en este proceso también se reduzca el grupo
carbonilo. Se opt6 entonces por la reduccién quimica con cloruro estanoso
dihiratado y 4cido clorhidrico conc.; la cual llevd a un 93 % de rendimiento
de un solo producto, identificado por su punto de fusidn dc 84-86° C
coincidente con el reportado para la 3-aminobenzofenona (23).”

Una vez obtenida la amina precursora, se sometié a la reaccion de
sustitucion nucleofilica general con cloroformiato de metilo y bicarbonato de
sodio en acetona, a 5° C. Se obtuvo un 92.7 % de rendimiento de un polvo
café claro, fino, con un punto de fusién de 109-111° C. Su caracterizacion
espectroscopica consistio, al igual que para los carbamatos 1y 2, de espectros
de infrarrojo, resonancia magnética proténica y de carbono-13, asi como
espectrometria de masas.
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Los diferentes enlaces presentes en el gupo carbamato de metilo,
anillo aromatico y grupos carbonilo, se detectan en el espectro infrarrojo
(espectro No. 7) de forma clara.

Infrarrejo (espectro No. 7)
enlace CO-N C=0 C=0 C-H N-H
cm’? 1232 1652 1730 2048 3306

El grupo carbonilo cetonico presente entre los dos anillos
aromaticos, aparece a un numero de onda menor que el grupo carbonilo del
carbamato de metilo, debido a que este Ultimo presenta doble efecto de
resonancia {uno por parte del nitrégeno y otro por parte del oxigeno) que
aumenta la energia necesaria para producir absorcién en el sistema 7.

La resonancia de hidrégeno revela un total de tres ambientes
magnéticos diferentes en la molécula, al identificarse los siguientes tipos de
sefiales :

RMN H' (espectro No. 19, sefiales en ppm)

3.72 (s, 3H, CH30-), 7.12 (s, 1H, -NH-), 7.23-7.90 (m, 9H)

El protén que se encuentra sobre el 4tomo de nitrogeno se
intercambia por deuterio al dejar reposar la muestra del carbamato en
presencia de agua deuterada. Fue dificil observar este intercambio, ya que se
requirié de un tiempo relativamente grande para adicionar deuterio al uretano
y desplazar el correspondiente hidrégeno.

Los nicleos de los 4tomos de carbono fueron identificados por
resonancia magnética de C", calculando sus diferentes desplazamientos y
relacionandolos con las sefiales observadas en el espectro.
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RMN C® (espectro No. 28 y 28a, sefiales en ppm)
>Sp

15

NH_ _OCH3
e
O
C 1 2 3 4 5 6 7 8
| 8 (14545 124.77 | 143.53 | 129.25 | 134.48 | 127.55 1 201.27 | 143.0
C 9 10 11 12 13 14 15
S 173522 133.98 | 138.08 | 133.981135.22 | 159.86 | 37.03

Dos pares de carbonos (9, 10, 12 y 13) presentan desplazamientos
quimicos registrados en dos sefiales, lo cual implica que tanto los carbonos 9-
13 y 10-12 se encuentren en ambientes magnéticos equivalentes. El grupo
carbonilo del carbamato se encuentra localizado a campos mas altos que el
carbonilo cetonico, debido a que existe en €I, un ambiente diamagnético
ligeramente mayor, por el efecto resonante de los pares de electrones no
compartidos de los dos heteroatomos unidos a! mismo. Es practicamente
constante el desplazamiento que presenta este carbono en todos los uretanos
analizados.

La masa molecular determinada por espectrometria (255 unidades,
espectro No. 37) correspondié fieimente con la calculada para su estructura
(255.271 unidades).

Los compuestos 1, 2 y 3 no se encucniran reportados en la literatura,
por lo que constituyen tres nuevas estructuras sintéticas.
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5 1.4.- Sintesis de N~(3-hidrdxifenil)carbamato de metilo (4).

Cuando se hizo reaccionar el 3-aminofenol y cloroformiato de
metilo, utilizando acetona seca como disolvente, el bicarbonato de sodio
quedé suspendido en el medio de reaccion debido a su pobre solubilidad. La
temperatura se mantuvo entre 0-5° C. Se obtuvo una mezcla de dos productos
en proporcién similar. Uno de ellos se formaba maés rapido que el otro al
inicio de la reaccién, y conforme transcurria el tiempo, el segundo aumentaba
su concentracion. Para explicar esta observacion, se propuso que al reaccionar
el grupo amino (nucledfilo més fuerte que el hidroxilo), se adiciona sobre el
carbonilo del cloroformiato y desprende HCI; éste, lieva a cabo una reaccion
acido-base con el grupo amino libre que no ha reaccionado en el 3-
aminofenol. Al protonarse, el nitrégeno anilinico no puede funcionar como
nucledfilo y da oportunidad al hidroxilo de reaccionar con el cloroformiato,
produciendo e] compuesto de adicion sobre el oxigeno. De esta manera, s¢
consume la totalidad de materia prima (3-aminofenol) y se detectan dos
diferentes productos de adicién.

Ahora bien, cuando se efectud la reaccion anterior bajo las mismas
condiciones, pero con una mezcla de disolventes que se constituy®é de S partes
de acetona por dos partes de agua, el bicarbonato de sodio utilizado se
solubilizé casi en su totalidad, por lo que al adicionar el cloroformiato de
metilo sobre el 3-aminofenol disuelto, el cido clorhidrico desprendido se
neutralizé inmediatamente con el bicarbonato disuelto en el agua, ¥y no
protond el grupo amino libre del reactivo aromatico, obteniendo casi
exclusivamente el uretano 4.

H
HO NH, Cl_ _OCH '
2 . Y y NaHCO, HO N\[rom{3
—— i
0 CH,COCH; 8
H,0
C)]

El producto asi obtenido con un rendimiento de 935 %,
correspondié a un sélido de color café obscuro en forma de cristales
pequefios, finos, con punto de fusién de 90-92° C. Sus caracteristicas al
infrarrojo definen bien al grupo carbamato a través de sus sefiales ; se hace
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notoria la sefial del grupo -OH, alrededor de 3302 em”. Los enlaces N-H del
uretano también demuestran absorcion cercana en esa region espectral, pero a
numeros de onda mayores.

Infrarrojo (espectro No. 8)

enlace | CO-N | C-OH N-H C=0 C-H O-H N-H
cm’! 1236 1292 1594 1696 | 2954 3302 3406

Los espectros de resonancia magnética protonica y de carbono-13
para este compuesto se describen a continuacion :

RMN H’ (espectros No. 20 y 20a, sefiales en ppm)

HO.__~__NH Tocm
3

3.8 (s, 3H, CH;0-) 6.74 (s, 1H, -NH-)
6.598-6.636 (ddd, 1H, H-2) 7.152-7.206 (t, 211, H-1,3)
6.667-6.703 (ddd, 11, H-4) 7.38 (s, 1H, -OIl)

Se observaron dos sefiales con multiplicidad doble de doble de
dobles (hidrégenos 2 y 4), correspondientes a un acoplamiento orto y dos
meta (espectro No. 20a). El prot6n identificado con el nimero 3, se observéd
como un triplete con dos constantes de acoplamiento orto (espectro No. 20a) ;
sin embargo, el hidrégeno No. 1 no logré definirse. Su multiplicidad esperada
es la de un triplete con dos constantes de acoplamiento meta, pero se supone
sobrepuesto a la sefial central del triplete del hidrégeno 3, tomando como
evidencia las integraciones respectivas (tres hidrogenos para las sefiales de
esa region.

El intercambio con agua deutarada se llevé a cabo luego de un

tiempo relativamente grande y de manera incompleta, es decir, las sefiales
correspondientes al ~OH y -NH- no desaparecen del todo.
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Ocho nicleos de carbono se detectaron en resonancia magnética,
asignandole uno a cada sefial registrada, de acuerdo al calculo previo de los
desplazamientos quimicos tedricos de cada uno de ellos.

RMN C" (espectro No. 29, sefiales en ppm)
8
HO._ A NH__OCHs
3 W
4 6 0O
5

C I 2 3 4 5 6 7 8
& |146.27(110.93|163.83{114.51|134.83|114.95|159.68] 56.72

La numeracién de los carbonos es totalmente independiente de la
numeracién de hidrogenos descrita anteriormente. El carbono que aparece a
campos mas bajos es el aromatico identificado con el nimero 3, mientras que
el grupo metilo demuestra tener el mayor efecto diamagnético, al registrarse
en 56.72 ppm.
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5.1.5.- N-{3-metoxifenil}carbamato de metitlo (5).

E!l carbamato de metilo obtenido en la reaccion anterior se purifico
por cristalizacién, y se utilizd para la sintesis del siguiente urctano, el N-(3-
metoxifenil)carbamato de metilo (5). Se disolvié el compuesto 4 en etanol y
se enfrio hasta una temperatura entre 0-5° C. Sobre esta solucion, se adiciond
una mezcla de hidréxido de sodio y etanol, con el objeto de formar el fenolato
(nucleofilo mas fuerte que el correspondiente fenol). Una vez formado, se
hizo reaccionar con sulfato de dimetilo, para metilar el oxigeno fendlico y
producir el correspondiente carbamato de metilo, con un grupo metoxi en
posicién 3.

B i
HO N._ _OCH; CH30 N_ _OCH;
——

e : b
0 0
(5)

a. 1. NaOH , CH;CH,OIT , 2 (CH;3),50,

El compuesto 5 se obtuvo con un rendimiento def 51.1 % como un
compuesto sélido de color café claro, con punto de fusién de 44 a 46° C. Al
observar su espectro infrarrojo se pudo determinar la desaparicion de la sefial
correspondiente al enlace -OH, y la presencia del enlace C-O-C del éter
formado.

Infrarrojo {espectro No. 9}

enlace C-0-C CO-N C=0 C-H N-H

em’” 10438 1232 1706 2954 3338

Las sefiales de resonancia magnética proténica hacen evidente la
desaparicién del hidrégeno fenolico, permaneciendo practicamente el mismo
patrén de multiplicidad entre los hidrégenos aromaticos, con relacion a su
materia prima, es decir, los hidrogenos 2 y 4 presentan multiplicidad doble de
doble de dobles, mientras que el hidrégeno 3 se observa como un triplete con
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dos constantes de acoplamiento orto. De nuevo, el protén 1 no logré
resolverse al quedar sobrepuesto en el pico central del triplete anterior.

Debido a que los dos grupos metilo tienen ambientes
magnéticamente muy similares, absorben practicamente en el mismo campo
(3.8 ppm) ; por lo que, Gnicamente con el espectro protdnico es muy dificil
asignar a cual de ellos corresponde cada sefial en esta regién (3.809-3.834

ppm).

RMN H! (espectro No. 21, sefiales en ppm)

1
CIO NHTOCI_B
3

3.809 (aromético, s, 3H, CHz0-) 6.76 (s, 1H, -NH-)

3.834 (carbamato, s, 3H, CH;0-) 6.887-6.923 (ddd, 1H, H-4)

6.637-6.676 (ddd, 1H, H-2) 7.203-7.256 (1, 2H, H-1,3)

Un total de nueve atomos de carbono fueron identificados en
resonancia magnética, los cuales, corresponden con el nimero y tipo de
carbonos presentes en la estructura del uretano.

RMN C" (espectro No. 30, sefiales en ppm)
7 9
CH:O._ _-~_1 NH_8_OCH:
3 T
5

C 1 2 3 4
) 143.37 109.66 165.66 113.05
C 6 7 8 9
& 115.99 60.17 159.72 30.53
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5.1.6.- Sintesis de N-(3-nitrofenil)carbamato de metilo {6).

La sintesis de este carbamato de metilo tomé como base la reaccidn
general de obtencién de los carbamatos de metilo. Se disolvié la 3-nitro
anilina obtenida comercialmente (previamente purificada) en acetona, y se
hizo reaccionar con cloroformiato de metilo en acetona a 50° C en presencia
de bicarbonato de sodio. Se incrementd la temperatura para esta reaccion,
debido a que la fuerza nucleofilica del nitrégeno anilinico se vi6 disminuida
considerablemente, por la accién electron-atrayente del grupo nitro en
posicién 3, por lo que la reaccién se torné muy lenta a bajas temperaturas.

H

I
O;N NH; CI\H/OCH3 NaHCO;, O,N N OCH;
. _ harbbs \I_I/
0 CH;COCH; U 0

(6)

El uretano 6, obtenido con un 94.6 % de rendimiento, fue un sélido
color café claro, fino, con punto de fusion de 147-149° C. El espectro
infrarrojo de este carbamato de metilo mostré ademéds de las sefiales
caracteristicas descritas anteriormente, las correspondientes bandas de
absorcién de los enlaces nitrégeno-oxigeno del grupo nitro,

Infrarrojo (espectro No. 10)
enlace | CO-N | C-NO2 | C-NO2 | C=0 C-H C-H N-H

em” 1230 1352 1526 1714 | 2958 | 3092 3044

El espectro de resonancia magnética protonica de este compuesto,
presenta 5 diferentes ambientes protonicos.
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RMN H! (espectro No. 22, sefiales en ppm)
I

O2N NH \"/OCHS

3

3.7 (s, 3H, CH;0-) 8.5 (t, 1H, H-1)
7.6 (t, 1H, H-3) 10.25 (s, 1H, -NH-)

7.8-8.0 (m, 2H, H-2,4)

Se observaron variaciones considerables en relacion con los
espectros de resonancia de hidrégeno de los compuestos anteriores ; el proton
No. 1 que no era observado en los uretanos 4 y 5, se desplazé hasta 8.5 ppm
debido al efecto electron-atrayente del grupo nitro, y con ello, se separé de la
sefial triple del hidrégeno 3 que aparece a campos mas altos (7.6 ppm).

Los protones 2 y 4 muestran el comportamiento caracteristico de un
acoplamiento en orto y dos en meta, produciendo dos sefiales doble de doble
de dobles, que no se resuelve igual que en los espectros de 300 Mhz
(espectros 20 y 21), sin embargo, se aprecia la integracién para estos dos
hidrégenos.

Una observacién importante fue el desplazamiento de la sefial del
protén sobre nitrdgeno, que se detectd hasta 10.25 ppm. El efecto electrdn-
atrayente del grupo nitro afect6 considerablemente el ambiente magnético de
este hidrégeno, aumentando la desproteccién magnética en los alrededores del
mismo, y con ello, ejerciendo un gran efecto paramagnético en él.

Los ocho atomos de carbono presentes en la estructura de este

carbamato, se detectaron en resonancia magnética nuclear, asignandole a cada
uno, su sefial correspondiente.
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RMN CP (espectro No. 31, sefiales en ppm)
8
02N _A_iNH_7 OCH
3 T
5
C 1 2 3 4
3 146.55 117.70 154.05 122.39
C 3 6 7 8
6 135.60 129.57 159.79 57.30

Los tres carbamatos de metilo restantes fueron sintetizados por
medio de la reaccién general, utilizando la correspondiente anilina sustituida,
con cloroformiato de metilo y bicarbonato de sodio en acetona, a una
temperatura de 50-55° C para los tres.

H
|
Ry NH; CEYOCHS NaHCOs Ry NTOCHs
-+ —‘—-_—_"‘_F'—’
o CH;COCH3 0
Ry Ry
No. Ry Ry Nombre: CLh
7 Cl H N-(3-clorofenil)carbamato d¢ metilo
8 Cl Cl N-(3,4-diclorofenil)carbamato de metilo
9 H H N-fenilcarbamato de metilo

Los tomos de cloro fuertemente electronegativos, ejercen su accion
electron-atrayente sobre el anillo aromatico y a su vez, sobre el nitrogeno
anilinico, por lo que fue necesario aumentar la temperatura y asi obtener los
correspondientes productos de adicion.
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5.1.7.- Sintesis de N-(3-clorofenil)carbamato de metilo (7).

Este compuesto se obtuvo con un rendimiento de 94.8 %, como un
s6lido de color blanco con punto de fusién de 81 a 83° C.

Se identificd como el carbamato de metilo 7 por sus datos
espectroscopicos. En su espectro de infrarrojo se observaron las bandas
caracteristicas del grupo carbamato de metilo y grupo bencénico. El enlace
carbono-cloro se asigné a la banda presente a 1074 cm’, siendo el nuevo
enlace presente en la posicion 3 del uretano.

Infrarrojo (espectro No. 11)
enlace C-Cl CO-N C=0 C-H C-H N-H
em’ 1074 1248 1708 2954 3070 3350

Las sefiales de RMN-H' que se obtuvieron al correr el espectro
correspondiente, mostraron el patron de desplazamiento y multiplicidad
siguientes :

RMN H' (espectro No. 23, seifiales en ppm)

1
Cl NH TOCI—B

3

3.7 (s, 3H, CH;0-) 72 (m, 2H, H-2,3)
6.8 (s, 1H, -NH-) 7.5 (¢, 11, H-1)
6.9-7.1 (ddd, 1H, H-4)

Aungque los protones 2 y 3 presentan multiplicidades diferentes, ios
dos absorben en campos similares, por lo que el triplete del hidrégeno 3 se
sobrepone a la sefial doble de doble de dobles del hidrogeno 2 (la integral
para esa regi6n espectral corresponde al 4rea de dos protones). El hidrogeno 1
se desplaza a campos mas bajos, y con ello, se observa su sefial en forma de
un triplete no muy definido, pero con la constante de acoplamiento meta.

44



Resultados y Discusion

El protén sobre nitrégeno (6.8 ppm) no se vi6 influenciado de
manera significativa como sucedié con el compuesto 6, donde su sefial se
desplazé a campos muy bajos (10.25 ppm).

De nuevo, un total de 8 niicleos de carbono fueron identificados en
resonancia magnética. A cada uno de ellos le fue asignada una sefial del
espectro obtenido.

RMN C" (espectro No. 32)

:

Cl. _A_ 1 NH 7_OCHs
; T

5

C 1 2 3 4
& 146.77 123.16 139.16 127.61
C 5 6 7 8
3 135.85 122.05 159.72 57.08
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5.1.8.- Sintesis de N-(3,4-diclorofenil)carbamato de metilo (8).

Siguiendo la ruta de sintesis general propuesta para la obtencién de
los carbamatos de metilo, al reaccionar la 3,4-dicloroanilina con
cloroformiato de metilo en acetona, se obtuvo un sélido de color blanco, fino,
de punto de fusion de 110 a 112° C, con un rendimiento de 97.9 %. La
asignacién de bandas al infrarrojo para este uretano se describe en la siguiente
tabla.

Infrarrojo (espectro No. 12)
enlace | C-Cl | CO-N N-H C=0 | CH | N-H | N-H
em’ 1078 1250 1540 1712 | 2956 | 3334 | 3364

Fste derivado en particular, unicamente presenta tres hidrogenos
arométicos, por lo que la multiplicidad es diferente en ellos. El protén 1 se
mostré como un doblete a campos bajos, con una constante de acoplamiento
meta ; el proton 3 también se presenté como un triplete pero con una J
correspondiente a un acoplamiento orto ; solamente el hidrogeno 4 se acopla
con mas de un nicleo, por lo que se identificd como un doble de dobles, con
dos constantes de acoplamiento diferentes.

RMN H' (espectro No. 24, sefiales en ppm)

1

cl NH TOCHB
JOR!
cl

3

3.8 (s, 3H, CH;0-) 7.35 (d, 1H, H-3)

6.75 (s, 1H, -NH.) 7.6 (d, 1H, H-1)
7.15-7.25 (dd, 1H, H-4)

La caracterizacion de los nucleos de carbono en el espectro
obtenido, observé un total de ocho sefiales. El carbono carbonilico fue el
nicleo més desprotegido magnéticamente, al desplazarse hasta 159.6 ppm.
Practicamente en todos los carbamatos de metilo sintetizados, este fue el
nicleo de carbono que presenta el ambiente paramagnético mayor.
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RMN C* (espectro No. 33)
8

2
Cl 3 lNH\[v(OCHs
c1:4: s O

5

C 1 2 3 4
) 145.44 124.88 137.01 129.75
C 5 6 7 g
] 136.20 123.72 159.66 57.23
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5 1.9.- Sintesis de N-fenilcarbamato de metilo {9).

El carbamato de metilo con un hidrégeno en posicion 3, corresponde
al derivado mas sencillo de toda la serie. Tomando como material de partida
la anilina y cloroformiato de metilo en acetona y bicarbonato de sodio, el
producto obtenido correspondié a un sélido de forma cristalina, de color azul
claro, con punto de fusion de 42 a 44° C, con un rendimiento de 90.1%, luego
de una recristalizacion necesaria para purificarlo.

De igual manera que sus compafieros de serie, este compuesto se
caracterizo por las siguientes técnicas espectroscopicas :

Infrarrojo (espectro No. 13}
enlace CO-N C=0 C-H C-H N-H N-H
em” 1242 1708 2950 3054 3302 3354

Donde se aprecia de forma clara el nimero y tipo de enlaces
presentes en la estructura de este uretano. Aunque se presenta ¢l uretano 9
hasta el final de toda la serie, en realidad fue el primer compuesto que s¢
obtuvo en el laboratorio. Sirvié como base para la determinacién de las
condiciones de reaccion de los otros derivados, asi como para la
caracterizacién de cada uno de los enlaces del grupo carbamato de metilo y
anillo aromatico, ya que no hay sobreposicion de estas con otro tipo de
bandas que cada compuesto presentd, de forma adicional, por llevar diferentes
sustituyentes en la posicion 3.

RMN H' (espectro No. 25, sefiales en ppm)

1
5 NH TOC}B
3©/5 O

4

3.82 (s, 3H, CH;0-) 7.317-7.370 (td, 2H, H-2,4)
6.87 (s, 11, -NH-) 7.42-7.44 (d, 2H, H-1,5)
[ 7.078-7.135 (tt, 1H, H-3)
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Un total de cuatro ambientes magnéticos diferentes se identificaron
en el espectro, correspondientes a siete protones presentes en la estructura
molecular. E1 hidrégeno 3 se encuentra acoplado con cuatro protones, con dos
diferentes constantes de acoplamiento, dos orto y dos meta, por lo que se
presenté como un triple de triples. Los ambientes magnéticos alrededor de las
posiciones 2 y 4 hacen que estos protones absorban en el mismo campo y
muestren dos sefiales sobrepuestas, con una multiplicidad triple de doble.

Los hidrégenos 1 y 5 mostraron Gnicamente su acoplamiento orto,
por lo que se presentan como un doblete sencillo, que integra para dos
niicleos de hidrogeno.

RMN C" (espectro No. 34, sefiales en ppm)
2 8
3 1 NH \ﬁ/OCHB
4 6 O
5
C i 2 3 4
& 145.20 127.85 134.22 123,67
C 5 6 7 8
o 134.22 127.85 159.82 56.83

Los ocho atomos de carbono que contiene este carbamato, se
identificaron, presentandose en la tabla anterior.
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5.2.- Ensayos de actividad biolégica.

5.2.1.- Obtencién de las larvas musculares de Trichinella spiralis.

Para la obtencion de las larvas musculares de Trichinella spiralis, se
siguié el procedimiento descrito por Dennis.”® Ratas de la cepa Sprague-
Dawley se infectaron con 3,000 larvas musculares de T. spiralis. Después.de
28 dias post-infeccién, los animales fueron sacrificados y el miusculo
esquelético fue macerado y digerido artificialmente con una solucién de
pepsina y 4cido clorhidrico al 1 %, durante tres horas a 37° C con agitacion
constante.

Posteriormente, la suspensién se pas6é por un tamiz y dejd que las
larvas se sedimentaran por 15 min. El sedimento obtenide fue transferido a
tubos Falcon de 15 mi y centrifugado por 15 min. a 2,500 r.p.m.

Se decanté el sobrenadante y se lavd el paquete larvario con una
solucién amortiguadora de fosfito salino pH 7.3 (PBS 1X). Se procedié a
resuspender en bactoagar al 0.02 % para cuantificar el nimero de larvas
obtenidas.

5.2.2.- Ensayo in vitro para evaluar el efecto de los compuestos 1-9
sobre Trichinella spiralis.

Para determinar la viabilidad de las larvas musculares de este
helminto, se utilizé el método descrito y publicado por Towson,” con algunas
modificaciones. Los parasitos fueron cultivados en presencia de los nueve N-
fepilcarbamatos de metilo 3-sustituidos, obtenidos previamente en el
laboratorio, a dos concentraciones diferentes (1 y 10 pg/mL).

El ensayo particular para cada compuesto, consistié en poner en
contacto las larvas musculares obtenidas, con cada carbamato de metilo, bajo
las siguientes condiciones :

a) Se prepararon soluciones de los fdrmacos por ensayar, a una
concentracion de 1 mg/mL en DMF.

b) Las larvas obtenidas de 7. spiralis fueron incubadas previamente
por 24 hr en bacto agar al 0.2%, en presencia de antibi6ticos para
inhibir el crecimiento de cualquier especie bacteriana.
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¢) Después de esta incubacion, se realizé un conteo de Jas mismas,
para transferir un total de 1,000 de ellas a un tubo de incubacion
de 4 mL.

d) Se adicioné un volumen de 2 o 20 plL de la solucion del farmaco
al tubo de cultivo con las larvas.

e) Se adicioné la cantidad suficiente de medio de cultivo RPMI
1640 (Gibco), hasta llegar a un volumen final de 2 mL. Las
concentraciones finales de farmaco en estos ensayos fue de 1 y 10
ng/mL respectivamente.

f) Se incub6 este sistema por 72 hr a 37° C.

g) Luego de este periodo, los parasitos fueron transferidos a tubos
eppendorf de 2 mL, los cuales, fueron centrifugados a 2,500 rpm
durante 2 min. Posteriormente se realizé un lavado con PBS,
desechando e} sobrenadante. Se adicioné un ml de reactivo MTT,
una gota de metasulfonato de fenacina (MSF) como catalizador, y
100 uL. de DMSO. Se agit el contenido del tubo y se incubd a 37
@ C por 50 min.

h) Al término de la incubacién se realizé nuevamente un lavado con
PBS, desechando el sobrenadante ; se adicioné un volumen de
500 pL de DMSO, se agitd y se dejé reposar por un tiempo de 1
hora a temperatura ambiente.

Al finalizar ef tiempo de reposo, se centrifugd a 2,500 rpm durante 2 min. y se
transfirié la solucidn resultante a una placa para lector de ELISA, la cual fue
leida a una longitud de onda de 492 nm, para su cuantificacion.

Tomando como base la actividad enzimatica que presentan las larvas
de Trichinella spiralis, bajo la presencia de un sustrato artificial como el
MTT, se midié la diferencia en actividad enzimética en cultivos celulares in
vitro, entre un sistema donde se puso en contacto al parasito con cada uno de
los nueve carbamatos de metilo 3-sustituidos, y un control sin farmaco. Los
resultados se presentan en la Tabla 5. Se utilizaron también como controles de
comparacion, el albendazol, mebendazol y fenbendazol, que son los tres
farmacos antihelminticos utilizados clinicamente, que fueron objeto de
modificaciones moleculares, hasta llegar a los N-fenilcarbamatos de metilo
disefiados y sintetizados.
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Tabla 5. Resultados de actividad biologica para los nueve
carbamatos de metilo sintetizados, asi como la correspondiente actividad
biologica para los bencimidazoles antihelminticos utilizados clinicamente.

% de reduccién de la % de reduccion de la
Compuesto actividad enzimatica actividad enzimatica
(1 pg/mL)* (10 pg/mL)°

306

473
2610

34+2

27%3

166

1876

Albendazol
Mebendazol
Fenbendazol

—

ololoo|oio@icloloo@

Wl o[~ s |ba |-

0
¢

2 Resuitado obtenido luego de realizar dos experimentos por duplicado ; °
resuitados de actividad luego de realizar cuatro experimentos por duplicado.

Ninguno de los compuestos ensayados (incluyendo a los
bencimidazoles de uso clinico) mostré actividad inhibitoria en contra de las
larvas, a una concentracién de 1ug/mL; sin embrago, aumentando diez veces
esta concentracién, se logré reducir la actividad enzimatica del parasito de
forma significativa.

Para los compuestos bencimidazolicos, la reduccion de la viabilidad
de Trichinella spiralis representa ¢l mayor porcentaje. Los carbamatos de
metilo 1, 2 y 3 mostraron un porcentaje de reduccién equiparable a sus
andlogos heterociclicos. El carbamato de metilo No. 4, que presenta un grupo
hidroxilo en posicién 3, también fue capaz de inducir de manera significativa
esta actividad inhibitoria, mientras que los otros miembros de la serie no
presentaron reduccion apreciable.
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. Conclusiones

1. Las nueve estructuras discfiadas en esta tesis fueron sintetizadas
satisfactoriamente. El método general de sintesis a partir de la anilina,
adecuadamente sustituida, cloroformiato de metilo y bicarbonato de sodio en
acetona, llevé a los productos 1-9, con buenos rendimientos en la mayoria de
los casos. :

2.- Los procedimientos sintéticos seguidos, tanto para fa obtencién de los
productos finales 1, 2 y 3, como para sus intermediarios, son mas simples que
los seguidos para la sintesis de los bencimidazol carbamatos analogos.

3.- Los ensayos de actividad biolégica in vitro contra Trichinella spiralis,
indican que no es imprescindible el niicleo_heterociclico de bencimidazol,
nara la actividad antihelmintica. Sin embargo, la naturaleza del sustituyente
en posicién 3 del carbamato de metilo, es importante, ya que cuando éste fue
propiltio, feniltio o benzoilo, la actividad biolégica fue equiparable a la de los
bencimidazoles con cadenas similares en posicion 5(6).

H
R M R N
\@E %NH—COZCH:; ) NH—CO,CHs
N Y

' H
'

albendazol, mebendazo! y fenbendazol
RED/ NH""COz CH_’}
R:

2

N-fenilcarbamatos de metilo 1,2y 3
El compuesto 4 que presenta un grupo -OH en posicion 3, también

mostré ser bioldgicamente activo, pero los compuestos restantes (5-9) no
fueron activos significativamente.
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4.- Los sustituyentes relativamente voluminosos en la posicion 3, permiten
una mayor interaccién con algun sitio receptor del parésito, ya que cuando el
volumen disminuye en ios sustituyenites presentes en los compuestos 6-9, la
actividad es baja o nula. Es muy probable que el grupo OH en 3, patticipe en
la interaccién a través de enlaces de hidrdgeno, ya que cuando se éste se
metila, la actividad se pierde.

5.- En el caso particular del compuesto 1, analogo al albendazol, se determiné
un porciento de reduccion en la actividad enzimatica, equiparable al de su
homologo heterociclico. Por lo que se puede inferir que estas estructuras se
adaptan a un sitio receptor en comun, debido a su gran similitud estructural,
aunque el fenilcarbamato de metilo sea relativamente mas pequefio.. La
distribucién electronica, hibridacién, planaridad y distancia entre sus atomos,
es biolégicamente equivalente.

6.- La actividad inhibitoria mostrada por el carbamato de metilo 2, resultd ser
aproximadamente la mitad de la observada para su homélogo, el mebendazol.
Al disminuir el nfimero de atomos del anillo heterociclico del mebendazol, se
producen cambios conformacionales que limitan su interaccién con su sitio
receptor. Si las  estructuras del mebendazol 'y del N-[3-
(feniltio)fenillcarbamato de metilo, presentan mas de un conférmero bajo las
condiciones del ensayo, se favorece un aumento en la concentracion del
conférmero activo en un sistema donde el nlimero total de dtomos aromaticos,
es mayor (mebendazol). De tal forma, aunque e} derivado 2 no presenta una
actividad biologica equiparable al bencimidazol, mantiene una interaccion
con el sitio receptor, lo que hace mantener la teoria de que el nimero de
stomos del anillo aromatico no es un requisito indispensable para la actividad
antihelmintica.

7.- Cuando e! sustituyente en posicién 3 es un benzoilo, la analogia
estructural y conformacional entre el anillo bencimidazélico (fenbendazol) y
el anillo del uretano (3), es de nuevo evidente, aunque no sea exactamente la
misma. Al igual que para el derivado feniltio- sustituido, la reduccion en el
nimero total de 4tomos del anillo aromético, resulta importante pero no
indispensable.
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Parte experimental

7.1, Instrumentacion.

Los espectros para la caracterizacion al infrarrojo de los compuestos
sintetizados, se obtuvieron corriendo las muestras en un espectrofotémetro
Perkin Elmer modelo 337, en pastilla de bromuro de potasio ; las sefiales se
reportan en em’”

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno a 90
MHz, se realizaron en un espectrometro Varian EM-390 ; la resonancia de
hidrégeno y de carbono-13 a 300 y 400 MHz se llevo a cabo en un aparato
Varian Unity-Inova, utilizando cloroformo, dimetilformamida y sulféxido de
dimetilo deuterados, como disolventes (segin corresponda a cada
compuesto). La referencia empleada para todos ellos fue el tetrametil silano
(TMS), y las sefiales de desplazamiento quimico se reportan en ppm (J)
relativas a este ultimo.

Un espectrometro de masas modelo JMS-AX505 HA, marca Jeol, se
utilizo para la obtenci6n de los espectros de masas reportados.

La determinacién de los puntos de fusién para todos los compuestos
sintetizados, se efectud en un aparato Buchi modelo 530. La evaporacion de
disolventes se basé en la utilizacién de un rotavapor Buchi modelo 461
conectado a una bomba de vacio y condensador de hielo seco.

Los ensayos de actividad biolégica en contra de las larvas
musculares de Trichinella spiralis, fueron llevadas a cabo en el Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas Tropicales y Parasitarias, Centro Médico
Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social. Estas,
estuvieron a cargo de la Dra. Lilan Yepez Mulia, Dr. Roberto Cedillo y del
Q.F.B. Raui Morales.
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7.2. Cromatografia.

Las reacciones efectuadas y la pureza de los productos obtenidos, se
verificaron por cromatografia en placa fina, utilizando placas de vidrio
cubiertas con gel de silice GF;5¢ de marca Merck. Se utilizdé como revelador
luz ultravioleta (lampara modelo UVGL-25), vapores de yodo y una solucién
etandlica saturada de 4cido fosfomolibdico. La tabla 6 muestra los sistemas de
elucion utilizados para resolver las placas cromatograficas.

Tabla 6. Sistemas de elucién cromatograficos.

Sistema Disolvente Proporcién
1 Hexano 50
Cloroformao 35
Acetato de etilo 15
2 Hexano 90
Acetato de etilo 10
3 Cloroformo 90
Metanol 10
4 Hexano 95
Acetato de etilo 5
5 Hexano 95
Ciclohexano 5
6 Tolueno 180
Tetrahidrofurano 18
Solucién 16 M de acido acético 6
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7.3, N-[3-(propiltio)feniljcarbamato de metilo (D.

2 3.1. d-tiociano-2-nitroanilina (10).*° En un matraz de 500 ml de tres bocas,
se disolvieron 10 g (0.072 mol) de 2-nitroanilina en 150 m! de metanol, y
adicionaron 13.23 g (0.17 mol) de tiocianato de amonio, hasta formar una
solucién homogénea, misma que se llevd a una temperatura de 0 a5 °Ccon
bafio de hielo. Gota a gota, y con agitacién constante, se adicion6 una
solucién de 4.1 ml (12.71 g, 0.07 mol) de bromo, en 15 ml de metanol
saturado con bromuro de sodio, y se mantuvo la agitacion a dicha temperatura
por un periodo de 6 h. La mezcla de reaccion se vertio sobre 100 g de hielo, y
agité hasta precipitacién total. El producto crudo de reaccion se separéd por
filtracion al vacio y dejo secar al aire hasta peso constante. Se obtuvieron 10.9
g (78 %) de un sélido amarillo con punto de fusion de 114-115 °C,
correspondiente al 4-tiociano-2-nitroanilina (lit. 1 16-117 °C).

Por cromatografia en placa fina se observé una sola mancha con Rf
de 0.27 (sistema 1). IR : (espectro No. 1) 1260 (C-NH,), 1342 (C-NOy), 1506
(C-NO,), 1624 (N-H), 2152 (CN), 3078 y 3182 (C-H), 3356 y 3472 (N-II).

7.3.2. 2-nitro-4-(propiltio)anilina (11).”° En un matraz de 250 ml de 3 bocas,
adaptado con termdémetro, un refrigerante de aire y un embudo de adici6n de
presiones igualadas, se mezclaron 10 g (0.051 mol) de 4-tiociano-2-
nitroanilina, 20 ml de cloroformo, 18 g (22.5 ml, 0.3 mol) de 1-propanol, 36.9
g (27.3 ml, 0.30 mol) de 1-bromopropano y 0.8 g de solucién acuosa al 70 %
de cloruro de tetrabutilamonio. Con agitacién constante, se incrementd
gradualmente la temperatura hasta 50 °C; posteriormente, se adicionaron 60 g
(0.25 mol) de una solucién acuosa al 25 % de cianuro de sodio, y la mezcla se
agit6 por un periodo de 3 h. Se dejé llegar a temperatura ambiente, y
entonces, se pasé a un embudo de separacion y extrajo el producto con tres
fracciones de acetato de etilo. Se evapor6 el disolvente y resuspendio el
producto (aceite rojizo) en cloroformo para filtrarlo en una columna de 2 X 66
cm, conteniendo 50 g de silica gel suspendidos en hexano. Se eluy6 con
cloroformo, las fracciones que contenian al producto se juntaron 'y
concentraron a presién reducida, dejando un liquido color rojizo
correspondiente a la 2-nitro-4-(propiltio)anilina, que presentd una sola
mancha en cromatografia de capa fina, con un Rf de 0.53 (sistemna 1).
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7.3.3.- 3-(propiltiojnitrobenceno (13). 82.5 ml (0.87 mol) de solucién acuosa
de acido hipofosforoso al 50 % y 100 ml de agua, se utilizaron para formar
una suspensién con el producto crudo de reaccion anterior (aproximadamente
10.8 g, 0.051 mol considerando un rendimineto del 100 % en la reaccion de
alquilacién). Este sistema se Ilevé a una temperatura de 0 a 5 °C en bafio de
hielo-sal, y agité vigorosamente, luego se agregaron 3.9 g (0.056 mol) de
nitrito de sodio disueltos en 17 m! de agua, de forma que el desprendimiento
de nitrégeno fuera controlado. Se mantuvo la agitacion por un tiempode3ha
esta temperatura. Luego de observar que se consumi6 la totalidad de materia
prima, la mezcla de reaccién se transfiri6 a un embudo de separacion y el
producto se extrajo con acetato de etilo. Las partes organicas reunidas se
lavaron con agua, secaron y concentraron a presién reducida. Se obtuvo un
aceite de color obscuro que se someti6 a destilacién fraccionada a presion
reducida, para eliminar los productos secundarios de alta polaridad.

Se consiguid destilar 7 g de un aceite amarillo que se purificaron en
una columna de 2 x 66 cm, con 50 g de silica gel suspendidos en hexano. La
columna se eluyd con hexano; las fracciones que contenian al producto se
juntaron y concentraron a presion reducida, dejando 6 g (60 %) de un aceite
amariilo claro, que en cromatografia en capa fina mostrd una sola mancha con
un Rf de 0.53 (sistema 2). IR (espectro No. 2) : 670 (C-S aromitico), 1348
(C-NOy), 1526 (C-NO,), 2964 (C-H saturado). RMN H' (espectro No. 14,
CDCL): 8 1.1 (¢, 3H, CHyCH,-), 1.67 (sex., 2H, CH;CH,CH,-), 2.97 (t, 2H, -
CH,CH,S-), 7.3-7.5 (t, 1H, H-3), 7.52-7.65 (dt, 1H, H-2), 7.92-8.05 (dt, 1H,
H-4), 8.15 (1, 1H, H-1).

7.3.4. 3-(propiltio)anilina (14). Se adicionaron 5.4 g (0.027 mol) de 3-
(propiltio)nitrobenceno, a una solucién de una mezcla de 42.7 ml (1.4 mol) de
icido clorhidrico concentrado, y 18.9 g (0.08 mol) de cloruro estanoso
dihidratado,” a temperatura ambiente. Con fuerte agitacion, se incremento
gradualmente la temperatura hasta 90 °C, y se mantuvo la reaccidn por 2 h. Se
enfrié a temperatura ambiente y agregaron 50 ml de agua, la suspension
formada se neutralizé y basificé con hidréxido de sodio, en bafio de hielo,
hasta un pH de 13. Posteriormente se hicieron tres extracciones con 80 ml de
acetato de etilo cada una. El extracto se lavd con tres porciones de 60 ml de
agua para eliminar las sales de estafio, secé con sulfato de sodio anhidro y
elimino el disolvente a presién reducida, obteniendo 4.3 g (95.5 %) de un
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aceite café obscuro. En cromatografia en capa fina se observd una sola
mancha con un Rf de 0.31 (sistema 2}.

7.3.5.- N-[3-(propiltio)fenil Jcarbamatdo de metilo (I). En un matraz de 100
mi de tres bocas, adaptado con termémetro y embudo de adicién de presiones
igualadas, se disolvieron 4.2 g (0.025 mol) de 3-(propiltio)anilina en 20 ml de
acetona; después, se adicionaron 2.1 g (0.025 mol) de bicarbonato de sodio.
Esta suspension se enfrié en bafio de hielo hasta 5 °C y agregd, gota a gota,
una solucién de 2.3 m! (2.8 g, 0.03 mol) de cloroformiato de metilo en 5 ml
de acetona. Después de 2 h de reaccidn, se adiciondé 50 g de hielo y agit6
hasta fusién del mismo. Se extrajo el producto con tres fracciones de 30 ml de
acetato de etilo, se secé la fase orgéanica con sulfato de sodio anhidro y destilé
el disolvente a presion reducida. Se obtuvieron 5.2 g (92 % rendimiento
crudo) de un liquido amarillo claro. El producto se purificé en una columna
de 2 x 66 cm, con 25 g de silica gel suspendidos en hexaro; esta separacion se
realiz6 utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo 90:10 como eluyente.
Luego de recolectar las fracciones organicas que contenfan al carbamato, se
elimind el disolvente a presién reducida y obtuvo 3.1 g (55.3 %) de un solido
amarillo claro con punto de fusién de 30-32 °C, que en cromatografia de placa
fina mostré una sola mancha con un Rf de 0.46 (sistema 1).

7.4. N-[3-(propiltio)fenil] carbamato de metilo (1). Sintesis alterna.

7.4.1. 3-(propiitio)nitrobenceno (13). Se mezclaron 6 g (0.043 mol) de 3-
nitroanilina, 9 g de hielo y 9 ml (0.3 mol) de 4cido clorhidrico concentrado
hasta formar una pasta uniforme. Posteriormente, se enfrié en bafio de hielo-
sal hasta llegar a 0-5 °C , temperatura a la cual, se goted una’solucién
previamente enfriada de 3 g (0.043 mol) de nitrito de sodio y 9 ml de agua.
Durante toda la adicidn, y por un tiempo de 1 h, se mantuvo la temperatura
entre 0 y 5 °C; posteriormente, se agregaron 4 ml (3.29 g, 0.043 mol) de 1-
propanotiol. La mezcla de reaccion se agité por 30 minutos y posteriormente
se adicionaron 50 g de hielo. Se extrajo el producto con 3 porciones de 30 ml
de acetato de etilo, la fase orgénica se lavo, secd y elimind el disolvente a
presion reducida, obteniendo un aceite café-rojizo, mismo que se someti6 a
purificacién por cromatografia en columna (2 x 66 cm) con 40 g de silica gel
suspendidos en hexano, y se utilizo este disolvente para eluir al producto.
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Se obtuvieron 5 g (83 % de rendimiento), de un aceite amarilio claro que en
cromatografia de placa fina, mostré una sola mancha con un Rf de 0.45
(sistena 1). El 3-propiltionitrobenceno asi obtenido, mostrd constantes fisicas
y espectroscopicas iguales, al obtenido por la ruta sintética descrita
anteriormente.

7.4.2. 3-(propiltiojanilina (14). Un total de 5 g de 3-(propiltio) nitrabenceno
(0.025 mol) se agregaron a una solucién de 20.6 ml (0.677 mol) de 4cido
clorhidrico concentrado, vy 20.5 g (0.09 mol) de cloruro estanoso
dihidratado.?” Posteriormente, se incrementd gradualmente la temperatura
hasta 90 °C y agitd de manera constante hasta formar una solucién
homogénea. Luego de 40 minutos se observo la desaparicién de materia
prima. Se vertié la mezcla de reaccién sobre 100 g de hielo y agitd hasta
fusion del mismo. Se neutralizé y alcalinizé esta suspensién hasta un pH de
13 con hidréxido de sodio; se extrajo el producto con tres fracciones de 40 ml
de acetato de etilo, y luego se lavé la fase orgénica con tres porciones de 30
m! de agua para eliminar las sales de estafio, la fase orgénica se secé con
sulfato de sodio anhidro y destilo el disolvente a presion reducida, obteniendo
un tquido café claro, que en cromatografia en placa fina mostr6 un Rf de 0.30
(sistema 2).

7.4,3. N-[3-(propiltio)fenil]carbamato de metilo (1). El producto de reaccion
anterior, correspondiente a la 3-(propiltio)anilina (aproximadamente 4.2 g,
0.025 mol), se disolvi6 en 25 ml de acetona y se agregd 2.5 g (0.03 mol) de
bicarbonato de sodio. Este sistema se enfrié en bafio de hielo hasta una
temperatura de 5°C, y entonces, se gotearon 2.3 ml (0.03 mol) de
cloroformiato de metilo disueltos en 5 ml de acetona. Bajo agitacién
mecéanica, y por un periodo de 30 minutos, se dejé reaccionar la amipa con el
compuesto carbonilico. Posteriormente, se vertié la mezcla de reaccién sobre
50 g de hielo y se agité hasta fundirlo. Se extrajo el producto con tres
fracciones de acetato de etilo, lavé con agua, seco y destilé el disolvente a
presién reducida. Se obtuvieron 3.5 g (61.9 %) de un solido amarillo claro,
con punto de fusién de 30-32° C, y un Rf de 0.46 (sistema 1).
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7.5. N-[3-(feniltio)feniljcarbamato de metilo (2).

7.5.1. m-dinitrobenceno (1 5).22 En un matraz de 500 ml de fondo redondo de
una boca, contenido en bafio de hielo-sal, se adicionaron 48.8 mi (3.08 g, 1.16
mo}) de 4cido nitrico fumante a 68.8 ml (123.4 g, 1.26 mol) de acido sulfirico
concentrado. Una vez formada la mezcla sulfonitrica, se agregé en un periodo
de 20 minutos y con fuerte agitacion, 41.6 ml (50 g, 0.4 mol) de nitrobenceno.
Cuando la ultima fraccién del nitrobenceno se agregd, se observé la fomacidn
de un precipitado de color amarillo, se retiré el bafio de hielo y se colocaron
una canasta de calentamiento y un refrigerante de agua. Posteriormente, se
increment6 la temperatura hasta mantener un reflujo constante por 1.25 h. Se
vertio la mezcla de reaccion sobre 300 g de hiclo, y se agité hasta
precipitacion total del dinitrobenceno. Todo el producto se separd por
filtracién al vacio y lavé en dos ocasiones con agua fifa; después, se secd
hasta peso constante (aproximadamente 1 h). El m-dinitrobenceno obtenido,
se recristalizé desde etanol para eliminar productos secundarios. 55.8 g (81.7
% de rendimiento) del producto recristalizado fueron obtenidos, con un punto
de fusion : 88-89 °C (lit. 89-90) y un Rf de 0.40 (sistema 1).

7.5.2. 3-(feniltio}nitrobenceno (1 6).”* En un matraz de 250 m! de 4 bocas, se
suspendieron 5 g (0.036 mol) de carbonato de potasio y 5 g (0.03 mol) de m-
dinitrobenceno, en 50 mi de hexametilfosforamida (HMPA). Se agito hasta
disolver la totalidad del m-dinitrobenceno a temperatura ambiente.
Posteriormente, se colocaron un septum, un refrigerante de aire con adaptador
para nitrdgeno, un termémetro y un embudo de adicién de presiones
igualadas, en donde previamente se adicionaron 3.7 ml (0.036 mol) de
tiofenol. Inmediatamente después, se burbujed nitrégeno sobre la solucion en
agitacion, para eliminar todo el oxigeno disuelto en la HMPA y en la
atmésfera del sistema, dejando escapar el gas con una aguja sobre el septum.
Se pas6 un volumen de nitrégeno equivalente a tres veces el volumen total del
sistema, se llené de nuevo con nitrogeno, y gradualmente se increment6 la
temperatura con una canasta de calentamiento hasta 60 °C, temperatura a la
cual, se agreg6 el tiofenol. Se mantuvo la reaccion a dicha temperatura por un
periodo de 2 h, a 80° C por 4.5 h y a temperatura ambiente por 12 h. Se vertid
la mezcla de reaccion sobre 100 g de hielo y agité hasta fusion del mismo.
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Se extrajo el producto con tres fracciones de acetato de etilo, s lavé
la fase organica y destilo el disolvente, obteniendo un aceite café obscuro
muy viscoso, mismo que se purifico por cromatografia en columna (2 x 66
cm) con 40 g de silica gel suspendidos en hexano; el producto se purifico
utilizando como eluyente al mismo hexano. Las fracciones que contenian al
producto se juntaron y concentraron por destilacién al vacio, obteniendo 3.0 g
(45 % de rendimiento) de un sélido amarillo claro con punto de fusion de 41-
42° C (lit. 42.5° C) y un Rf de 0.40 (sistema 2). IR (espectro No. 4) : 688 (C-
S), 1344 (C-NOy), 1526 (C-NOy), 3058 (C-H). RMN H' (espectro No. 16,
CDCly) : § 7.25-7.60 (m, 7H), 7.90-8.10 (m, 2H).

7.5.3. 3-(feniltio)anilina (17). En un vaso de precipitados de 100 ml, se
mezclaron 7.8 mi (0.25 mol) de 4cido clorhidrico concentrado y 4.2 g (0.013
mol) de cloruro estanoso dihidratado, hasta formar una solucion
homogénea.”’ Después, se adicionaron 1.6 g (0.007 mol) de 3-
(feniltio)nitrobenceno y gradualmente se incrementd la temperatura hasta 90°
C, se agité fuertemente por un periodo de 30 minutos, y posteriormente, se
agregaron 50 g de hielo a la mezcla de reaccion. Se neutralizé y alcalinizé
esta suspensién hasta pH 13 con hidroxido de sodio, se extrajo la amina con
tres fracciones de acetato de etilo, se lavé con agua, secé y destilé el
disolvente, obteniendo 1.3 g (~ 100 %) de un aceite café claro, que en
cromatografia en placa fina, presenté una sola mancha con un Rf de 0.34
(sistema 1).

7.5.4. N-[3-(feniltio)feniljcarbamato de metilo (2). El total del producto de
reduccién anterior (aproximadamente 13 g, 0.0064 mol de 3-
(feniltio)anilina), se disolvieron en 20 ml de acetona, y se agregaron 06 g
(0.0071 mol) de bicarbonato de sodio, inmediatamente después, se enfrid este
sistema hasta 5° C en un bafio de hielo, temperatura a la cual, se adicionaron
0.6 ml (0.0077 mol) de cloroformiato de metilo disueltos en 3 ml de acetona.
Se agitd esta solucién por 40 minutos, y posteriormente, se adicionaron 50g
de hielo.

Se extrajo el producto con tres fracciones de 30 ml de acetato de
etilo, se 1avé en tres ocasiones con agua la fase orgénica, secd y destild el
disolvente. Se obtuvo un aceite café obscuro que solidificé al enfriarlo en
baiio de hielo.
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Este s6lido se purificé por cristalizacién en par de disolventes
(hexano-cloroformo), obteniendo 1.0 g (62.5 %) de un sélido café claro con
punto de fusion de 89-91° C, y un Rf de 0.51 (sistema 1). .

7.6. N-[3-(benzoil)fenillcarbamato de metilo (3).

7.6.1. Benzoato de metilo (18).** En un matraz de 1 1t de una boca, se
mezclaron 120 g (0.98 mof) de acido benzoico, 404 ml (9.9 mol) de metanol
absoluto y 10.8 ml (0.19 mol) de 4cido suifiirico concentrado. Se colocé un
refrigerante de agua sobre el matraz, y con agitacién mecdnica se calentd
gradualmente hasta reflujo por un tiempo de 4.5 h. El exceso de metanol se
destilé a presion reducida sobre un bafio de agua, y se permiti6 a la mezcla de
reaccién llegar a temperatura ambiente. Posteriormente, se transfirié el
contenido del matraz a un embudo de separacidn, y se adicionaron 250 ml de
agua, se agitd vigorosamente y se recuperd el benzoato de metilo. Se lavo la
fase organica con una solucién saturada de bicarbonato de sodio (hasta que no
se produjo desprendimiento de dioxido de carbono), para eliminar el residuo
de 4cido sulflirico, y luego, se lavd una vez mas con agua. Un total de 122.4 g
(91 %) de un liquido incoloro, correspondientes al benzoato de metilo, fueron
obtenidos. Por cromatografia de placa fina, mostré una sola mancha con un
Rf de 0.55 (sistema 5).

7.6.2. 3-nitrobenzoato de metilo (19).” 400 ml (719.3 g, 7.34 mol) de 4cido
sulfirico concentrado, se colocaron en un matraz de 1 It de una boca y se
enfriaron a 5° C en bafio de hielo, después, se adicionaron 204 g (1.5 mol) de
benzoato de metilo; posteriormente, con la ayuda de un embudo de adicién de
presiones igualadas, se agregé una mezcla de 125 ml (177 g, 2.81 mol) de
dcido nitrico fumante, y 125 mi (225 g, 2.3 mol} de acido sulfirico
concentrado, en un periodo de | hr.

Durante toda la adicién, se mantuvo la temperatura entre 5y 15° C.
Luego de adicionar la solucién nitrante, se mantuvo la agitacién por 20
minutos mas, y posteriormente, se verti6 la mezcla de reaccion en 1300 g de
hielo. El producto crudo precipité y fue separado por filtracién al vacio. Se
transfirié a un vaso de precipitados de 500 ml, y agregaron 200 g de una
mezcla hielo-metanol, se agitdé por 5 minutos, enfrié en bafio de hielo y
separd el solido por filtracion, mismo que se lavé con 100 ml mas de metanol
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frio. Después de secar al vacio hasta peso constante, se obtuvieron 222 g
(89.1 % de rendimiento) de un sdlido ligeramente amarillo con punto de
fusion de 75-76° C (lit. 78° C) y un Rf de 0.27 (sistema 4).

76.3. Acido 3-nitrobenzoico (20).%° En un matraz de 500 ml de una boca, se
colocaron 44.2 g (1.1 mol) de hidréxido de sodio, 176.8 ml de agua y 100 g
(0.55 mol) de m-nitrobenzoato de metilo; posteriormente, se incrementd
gradualmente la temperatura hasta producir reflujo, mismo que se mantuvo
por 15 minutos. La mezcla de reaccion se diluyé con un volumen equivalente
de agua e inmediatamente después, se agito con 138 ml de acido clorhidrico
concentrado. Una vez que esta solucién llegd a temperatura ambiente, se
enfrié en baflo de hielo y el acido 3-nitrobenzoico precipitado, se separé por
filtracion al vacio. Se obtuvieron 153.7 g (92 % de rendimiento} de un sélido
café claro con punto de fusién de 138-139° C (lit. 140° C), que en
cromatografia de placa fina mostré una sola mancha con Rf de 0.21 (sistema
6).

76.4. Cloruro de 3-nitrobenzoilo (21).¥ Se mezclaron 65.7 g (0.39 mol) de
acido 3-nitrobenzoico, y 82 g (0.39 mol) de pentacloruro de fosforo, en un
matraz de 500 ml de una boca, sumergido en un bafio de agua. Este matraz
fue adaptado con una trampa de cloruro de calcio anhidro, y ésta a su vez,
conectada a un maftraz que contiene una solucién acuosa de hidréxido de
sodio, con el propésito de neutralizar el &cido clorhidrico desprendido en la
reacci6n, El sistema se calenté progresivamente con agitacion constante, hasta
observar desprendimiento de acido clorhidrico. La reaccion continuo por 30
minutos adicionales, produciéndose una solucién homogénea de color
amarillo. Posteriormente, el matraz de reaccién fue adaptado con un sistema
de destilacion, y se transfirié a un bafio de aceite, en el cual, se incrementd
gradualmente la temperatura hasta destilar todo el oxicloruro de fosforo
producido (200° C a presion atmosférica). El producto crudo de reaccién
(72.9 g, 0.3934 mol, muy cerca del 100 % de rendimiento), se emple6 para la
formacién de 3-nitrobenzofenona. El Rf del cloruro de 3-nitrobenzoilo
sintetizado fue de 0.34 (sistema 1), donde se observé practicamente una sola
mancha.
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7.6.7. N-[3-(benzoil)fenil Jcarbamato de metilo (3). 5.0 g (0.025 mol) de 3-
aminobenzofenona se disolvieron en 25 ml de acetona, y s¢ agregaron 2.5 g
(0.03 mol) de bicarbonato de sodio. Esta suspensién se enfrid hasta 5° C en
bafio de hielo, y entonces, se€ adicionaron 2.3 ml (2.8 g, 0.03 mol) de
cloroformiato de metilo disueltos en 5 ml de acetona. Se agito por un periodo
de 45 minutos, y posteriormente s¢ verti6 la mezcla de reaccién sobre 50 g de
hielo. El carbamato de metilo formado precipité de la mezcla de reaccion y se
separ6 por filtracion al vacio, lavo con agua y secé hasta peso constante. Se
obtuvieron 6 g (92.7 % de rendimiento) de un solido café claro, con un punto
de fusién de 109-111° C y un Rf de 0.32 (sistema 1).

7.7. N-(3-hidroxifenil)carbamato de metilo (4).

En un matraz de tres bocas de 125 ml se disolvieron 5.0 g (0.045
mol) de 3-aminofenol comercial en una mezcla de 50 ml de acetona y 20 ml
de agua; posteriormente, s¢ agregaron 3.9 g (0.046 mol) de bicarbonato de
sodio y esta suspensién se enfri6 hasta 5° C en bafio de hielo. Con agitacion
constante se goted sobre el sistema una solucién de 3.5 ml (4.25 g, 0.045 mol)
de cloroformiato de metilo y 10 m! de acetona. Esta adicion se Hlevd a cabo en
un tiempo de 20 minutos, y de forma adicional, se dejé reaccionar por 2 h
mas. Luego de este periodo, se vertié el contenido de la mezcla de reaccién
sobre 50 g de hielo y se agito hasta formar una solucién homogénea. Se
extrajo la amina con tres fracciones de acetato de etilo, se lavo, secd y destild
el disolvente, para obtener un liquido muy viscoso de color café, que por
enfriamiento produjo cristales de un s6lido obscuro, 7.1 g (93.5 %) con punto
de fusién de 90-92° C. En cromatografia en capa fina mostrd una sola mancha
con un Rf de 0.48 (sistema de elucion 3).

7.8. N-(3-metoxifenil)carbamato de metilo (5).

20 g (0.11 mol) de N- (3-hidroxi)fenilcarbamato de metilo se
disolvieron en 115 ml de etanol y la solucion se enfri6 en bafio de hielo hasta
llegar a una temperatura de 5° C. Posteriormente se agregé en un periodo de
30 minutos una solucién previamente formada por 5.5 g (0.13 mol) de
hidréxido de sodio y 115 ml de etanol. Este sistermna se mantuvo en agitacion
por 15 minutos y luego, €n frio, se agregaron lentamente 13 ml (16.4 g, 0.13
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mol) de sulfato de dimetilo; se agité el sistema por 7.5 hr a dicha temperatura,
posteriormente se vertié la mezcla de reaccion sobre 500 g de hielo ; se agito
hasta formar una soluci6n uniforme ; se extrajo el producto metilado con tres
fracciones de acetato de etilo ; lavd éste con agua en tres ocasiones ; seco y
destil6 el disolvente. Se obtuvo un aceite color café obscuro. Este producto
crudo de reaccién se purificé por cromatografia en una columna de 2 x 66
cm ; se usaron 50 g de silica gel suspendidos en hexano ; y se €luyd con una
solucién de 95 partes de hexano por S de acetato de etilo. El producto de
reaccidn se recristalizdé de 1-propanol para obtener 13.8 g (51.1 %) de un
sdlido café claro, con un punto de fusién de 44-46° C y un Rf de 0.74
(sistema 3).

7.9. N-(3-nitrofenil)carbamato de metilo (6).

En un matraz de tres bocas de 125 ml, adaptado con termémetro y
un embudo de adicién de presiones igualadas, se disolvieron 20 g (0.14 mol)
de m-nitroanilina previamente purificada por recristalizacion de benceno, en
60 m! de acetona; posteriormente, se agregaron 12.1 g (0.14 mol) de
bicarbonato de sodio. Este sistema se colocé en un bafio de agua, y entonces,
se adicionaron 13.5 ml (16.5 g, 0.17 mol) de cloroformiato de metilo con
agitacion fuerte. Una vez que se afiadié el compuesto carbonilico, se
incrementd gradualmente la temperatura hasta 50° C, y se mantuvo en
agitacidn este sistema por 20 minutos. Se vertié la mezcla de reaccion sobre
100 g de hielo y se agit6 hasta precipitacion total del carbamato, el cual, se
separ6 por filtracién al vaci6, lavé con agua, y secd hasta peso constante. Se
obtuvieron 26.8 g (94.3 % de rendimiento tedrico) de un s6lido café claro con
punto de fusion de 147-149° C (lit. 148-149° C)*” y un Rf de 0.37 (sistema de
elucion 1).

7.10, N-(3-clorofenil)carbamato de metilo (7).

En un bafio de agua, se colocé un matraz de tres bocas de 125 ml, al que
previamente se adicionaron 16.5 ml (20g, 0.15 mol) de 3-cloroanilina y 13.1
g (0.15 mol) de bicarbonato de sodio, suspendidos en 20 ml de acetona;
posteriormente, se adicionaron 14.5 ml (17 g, 0.18 mol) de cloroformiato de
metilo, disueltos en 15 ml de acetona. Bajo agitacion fuerte, la mezcla de
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reaccion se calenté gradualmente hasta 50° C y se mantuvo asi por 15
minutos. Una vez que se consumi6 la materia prima, se vertié la mezcla de
reaccién sobre 75 g de hielo y se agité hasta precipitacién total del producto
de condensacion. El sélido obtenido se separé por filtracién al vacio, lavé con
agua, y seco después hasta peso constante, Se obtuvieron 27.5 g (94.8 % de
rendimiento) de un sélido blanco con punto de fusion de 81-83° C (lit. 82-83°
C)*" y un Rf de 0.5 (sistema de elucion 1).

7.11. N~(3,4-diclorofenil)carbamato de metilo (8).

En un matraz de tres bocas de 125 ml, adaptado con termometro y
un embudo de adicion de presiones igualadas, se mezclaron 8.4 g (.12 mol)
de bicarbonato de sodio y 20 g (0.12 mol) de 3,4-dicloroanilina y 30 ml de
acetona. Este sistermna se hizo reaccionar con una solucién de 11.4 mi (13.9 g,
0.14 mol) de cloroformiato de metilo, y 10 ml de acetona. Sobre un bafio de
agua, se increment6 paulatinamente la temperatura hasta 50° C, y se mantuvo
en agitacién por 20 minutos. Posteriormente, se vertié la mezcla de reaccién
sobre 50 g de hielo y se agité hasta precipitacién total del producto. Se
observé un solido de color café claro, se filtré y lavé con agua fria y seco
hasta peso constante. Se obtuvieron 26.6 g (97.9 % de rendimiento) del
correspondiente carbamato de metilo, como un s6lido blanco con punto de
fusién de 110-112° C (lit. 114° C)*’ y un Rf de 0.46 (sistema 1).

7.12. N-fenilcarbamato de metilo (9)

En un matraz de tres bocas de 125 ml adaptado con termémetro y
embudo de adicién de presiones igualadas, se disolvieron 19.5 ml (20 g, 0.21
motl) de anilina en 30 ml de acetona. Posteriormente, se agregaron 18 g (0.21
mol) de bicarbonato de sodio, y luego se colocé este matraz sobre un bafio de
agua. Con agitacién constante, se goteé desde el embudo de adicion, una
solucién de 18.2 ml (21.7 g, 0.23 mol) de cloroformiato de metilo y 10 mi de
acetona. Luego de la adicién, gradualmente se incrementd la temperatura
hasta 55° C y se mantuvo en agitacion por 20 minutos. Cuando se observo el
consumo de la materia prima, la mezcla de reaccién se verti6 sobre 100 g de
hielo, forméandose dos fases inmiscibles entre si, se decanté la fase organica y
se le agregaron 50 g mas de hielo. Después de agitar por cinco minutos se
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Parte experimental

formé un sélido amarillo claro, mismo que se separé por filtracion al vacio, se
lavo con agua fria y sec hasta peso constante. Fue necesarto recristalizar el
producto crudo de reaccidon en hexano, obteniendo 29.1 g (90.1 % de
rendimiento) de un cristal de color azul claro con punto de fusion de 42-44° C
(lit. 44-45° C)* y un Rf de 0.5 (sistema de elucion 1).
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Apéndice ]

[ Blemental Compogition ]

Data : VEMC-22 Date : 22-Feb-87 22:83
Sample: *
Note : Dr-Rafael-Castillo
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
RT : 1.89 min Scan#: (2,27)
Elements : C 15/0, H 20/0, O 3/0, ¥ 1/0, § 1/0
Mass Tolerance : 10ppm, Smma if m/z < 500, 20mmi if m/z » 2000
Unsaturation (U.8.) : -0.5 - 2.0
Observed m/z Int%
225.0835 100.0
Estimated m/z Errorippm] U.S. c H 0 N
225.0824 +4.9 6.0 11 i5 2 1

1.1. Andlisis elemental del N-[3-(propiltio)fenil]carbamato de metilo (1)

{ Elemental Composition ]

Data : VEMC-31 Date : 22-Feb-97 23:13
gample: *
Note : Dr-Rafael-Castillo
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
RT : 1.88 min Scanit: (2,31)
Elements : C 20/0, H 20/0, O 3/0, N 1/0, 8 1/0
Mass Tolerance : 10ppm, Smom if m/z < 500, 20nmw if m/z > 20060
Unsaturation {(U.8.) : -0.5 - 12.0
Observed m/z  Int%
259, 0646 100.0
Rstimated wm/z Error(ppm] U.S. C H 0 N
259.0667 -8.1 10.0 14 13 2 1

1.2. Anélisis elemental del N-[3-(feniltio)fenillcarbamato de metilo (2)
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